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RESUMO

ASSIS, Mirian Quintdo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2023.
Hipertensdo arterial e treinamento fisico combinado: efeitos sobre parametros
reprodutivos de ratos Wistar. Orientadora: Mariana Machado Neves.

A hipertensao arterial sistémica ¢ fator de risco para outras doengas cardiovasculares, sendo
caracterizada pela persisténcia de pressao arterial elevada nas artérias sistémicas. Outros tipos
importantes de hipertensdo também existem, incluindo hipertensdo do sistema porta hepatico,
renovascular e pulmonar. A hipertensdo arterial pulmonar (HAP), por exemplo, afeta
principalmente a vasculatura do pulmao e promove vasoconstricao ¢ remodelamento tecidual,
impactando negativamente a fun¢do cardiaca devido a hipertrofia do ventriculo direito. Além
dos danos conhecidos ao coragao e pulmdes decorrentes dos varios tipos de hipertensdo, sabe-
se que disfungdes e danos teciduais em 6rgaos reprodutivos com comprometimento da atividade
de enzimas antioxidantes e qualidade seminal sdo descritos em pacientes hipertensos. Neste
contexto, o presente estudo objetivou aprofundar o conhecimento sobre disturbios causados
pela hipertensdo arterial sistémica e HAP nas fung¢des dos 6rgaos reprodutivos, testiculos e
epididimos. Para isso, primeiro realizou-se uma revisdo sistematica que reuniu evidéncias
experimentais da relacdo entre hipertensdo arterial sistémica e aparelho reprodutor masculino.
O objetivo foi mostrar efeitos dessa doenga sobre testiculos, com foco nas alteragdes
histologicas, hormonais e na atividade de enzimas antioxidantes e marcadores de estresse
oxidativo em modelos murinos. De fato, hipertensao arterial compromete fungdes testiculares,
tanto por distirbios na produ¢do hormonal quanto na producgdo de espermatozoides. O estresse
oxidativo tem papel relevante na fisiologia testicular e espermatica e parece ser um potente
causador destes disturbios. Posteriormente, conduziu-se um estudo experimental avaliando
efeitos da HAP induzida com monocrotalina (60 mg kg™') sobre pardmetros testiculares e
epididimarios em ratos. Adicionalmente, verificou-se efeitos do treinamento fisico combinado
(TFC) sobre alteragdes causadas pela HAP nestes 6rgaos, uma vez que o TFC ¢ indicado como
uma possivel estratégia terapéutica para HAP. Ratos Wistar machos adultos foram divididos
em trés grupos experimentais, a saber: controle sedentario; hipertenso sedentéario e hipertenso
exercicio (n= 8/grupo; CEUA n° 02/2021). Testiculos e epididimos foram dissecados e
analisados quanto a caracteristicas histologicas, histomorfométricas, atividade de enzimas
antioxidantes e metabdlitos oriundos do estresse oxidativo e avaliagdes espermaticas. Os dados

foram submetidos ao teste t de Student e diferencas consideradas significativas quando p < 0,05.



Os resultados mostraram que animais sedentarios com HAP tiveram redu¢do do peso corporal
e epididimario, da concentrag@o sérica de testosterona e da contagem de tibulos seminiferos
normais e alteragcdes morfométricas testiculares. Além disso, observou-se desorganizagdo na
arquitetura dos tabulos seminiferos, comprometendo a producdo espermatica diaria. Quando
comparado com os efeitos da HAP, o TFC foi capaz de aumentar o percentual de tubulos
seminiferos normais, alterar parametros morfométricos testiculares e aumentar a producao
diaria espermatica. Pode-se concluir que a HAP causa efeitos negativos na organizacao e fungao
testicular e compromete a produgao de espermatozoides. O TFC foi uma estratégia eficaz para
alguns parametros testiculares afetados pela HAP. Os resultados destes estudos auxiliam a
entender potenciais efeitos da hipertensao em 6rgaos do sistema reprodutor masculino, de forma
a identificar suas implicagdes para saude humana e suas consequéncias sobre a reprodugao

masculina.

Palavras-chave: Pressao alta. Exercicio fisico. Testiculos. Epididimos. Espermatozoides.



ABSTRACT

ASSIS, Mirian Quintdao, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2023. Arterial
hypertension and combined physical training: effects on reproductive parameters of
Wistar rats. Adviser: Mariana Machado Neves.

Systemic arterial hypertension is a risk factor for other cardiovascular diseases, characterized
by persistent high blood pressure in the systemic arteries. Other important types of hypertension
also exist, including hepatic portal system, renovascular, and pulmonary hypertension.
Pulmonary arterial hypertension (PAH), for example, mainly affects the vasculature of the lung
and promotes vasoconstriction and tissue remodeling, negatively impacting cardiac function
due to right ventricular hypertrophy. In addition to the known damage to the heart and lungs
resulting from the various types of hypertension, it is known that dysfunctions and tissue
damage in reproductive organs with impairment of antioxidant enzyme activity and seminal
quality are described in hypertensive patients. In this context, the present study aimed to deepen
the knowledge about disturbances caused by systemic arterial hypertension and PAH in the
functions of the reproductive organs, testes and epididymis. For this, a systematic review was
first carried out, gathering experimental evidence of the relationship between systemic arterial
hypertension and the male reproductive system. The objective was to show the effects of this
disease on testes, focusing on histological and hormonal changes and on the activity of
antioxidant enzymes and markers of oxidative stress in murine models. In fact, arterial
hypertension compromises testicular functions, both due to disturbances in hormone production
and sperm production. Oxidative stress plays a relevant role in testicular and sperm physiology
and seems to be a potent cause of these disorders. Subsequently, an experimental study was
carried out evaluating the effects of PAH induced with monocrotaline (60 mg kg™!) on testicular
and epididymal parameters in rats. Additionally, effects of combined physical training (CPT)
on changes caused by PAH in these organs were verified, since CPT is indicated as a possible
therapeutic strategy for PAH. Adult male Wistar rats were divided into three experimental
groups, namely: sedentary control; sedentary hypertensive and exercising hypertensive (n=
8/group; CEUA n° 02/2021). Testes and epididymis were dissected and analyzed for
histological and histomorphometric characteristics, activity of antioxidant enzymes and
metabolites from oxidative stress and sperm evaluations. Data were submitted to Student's t test
and differences considered significant when p <0.05. The results showed that sedentary animals

with PAH had a reduction in body and epididymal weight, in serum testosterone concentration



and in normal seminiferous tubule counts and testicular morphometric changes. In addition,
disorganization was observed in the architecture of the seminiferous tubules, compromising
daily sperm production. When compared with the effects of PAH, CPT was able to increase the
percentage of normal seminiferous tubules, alter testicular morphometric parameters and
increase daily sperm production. It can be concluded that PAH causes negative effects on
testicular organization and function and compromises sperm production. CPT was an effective
strategy for some testicular parameters affected by PAH. The results of these studies help to
understand the potential effects of hypertension on organs of the male reproductive system, in

order to identify its implications for human health and its consequences on male reproduction.

Keywords: High pressure. Physical exercise. Testicles. Epididymis. Sperm.
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1. INTRODUCAO GERAL

A hipertensdo arterial sistémica ¢ fator de risco para outras doengas cardiovasculares,
sendo caracterizada pela persisténcia de pressao arterial elevada nas artérias sistémicas (Oparil
et al., 2018). Além desta, que é popularmente chamada de pressdo alta, também existem outros
tipos importantes de hipertensao, como a do sistema porta hepatico (Hernandez-Gea et al.,
2018), a renovascular (Herrmann & Textor, 2019) e a pulmonar (Hoeper et al., 2013;
Simonneau et al., 2013). Quando consideramos a hipertensdo pulmonar, esta abarca multiplas
condi¢des clinicas que sdo classificadas em grupos distintos, como o da hipertensao arterial
pulmonar (HAP). A HAP afeta principalmente a vasculatura do pulmao promovendo sua
vasoconstricdo e remodelamento. Consequentemente, a HAP causa hipertrofia do ventriculo
direito do coracdo, sendo essa um dos principais fatores de progndstico desfavordvel nesses
pacientes (Coons et al., 2019; Thenappan et al., 2018).

A literatura descreve o impacto dos varios tipos de hipertensdo em 6rgaos-alvo, como
coracdo e pulmoes, sendo que hipertensdo arterial merece atencdo quanto as alteragdes diretas
que causa no organismo, mas também devido suas consequéncias para a funcionalidade de
outros sistemas organicos (Colli et al., 2019; Oparil et al., 2018). A fun¢do sexual masculina
normal depende da integridade funcional de processos neurais, vasculares e hormonais (Bansal,
1988). Sabe-se que pacientes hipertensos apresentam comprometimento de outras fungdes,
entre elas podemos destacar disfungdes eréteis e reprodutivas masculinas (Aranda et al., 2004;
Barroso et al., 2021), comprometimento da atividade de enzimas antioxidantes (Adedara et al.,
2018; Guimaraes-Ervilha, 2021), desorganizacdo da histologia testicular (Guimaraes-Ervilha,
2021) e reducdo da qualidade seminal (Guo et al., 2017).

Diante deste contexto, o presente estudo objetivou aprofundar o conhecimento sobre
problemas causados pela hipertensdo arterial sistémica e pulmonar nas fun¢des dos 6rgaos

reprodutivos testiculos e epididimos. No capitulo 1, o artigo intitulado “A hipertensdo arterial
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sistémica pode comprometer parametros testiculares de modelos murinos? Uma revisdo
sistematica”, sistematiza evidéncias experimentais que relacionam a hipertensdo arterial
sistémica e o aparelho reprodutor masculino. Portanto, o foco foi mostrar os efeitos dessa
doenga sobre testiculos de modelos murinos, especialmente histologia, hormdnios e atividade
de enzimas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo. No capitulo 2, foi desenvolvido
um estudo experimental intitulado “Efeitos do treinamento fisico combinado sobre a morfologia
e funcionalidade testicular e epididimaria em animais com hipertensdo arterial pulmonar”.
Neste artigo, foram avaliados os efeitos da HAP sobre pardmetros testiculares e epididimarios
e os efeitos da pratica do treinamento fisico combinado sobre estes parametros reprodutivos de
animais com HAP. Portanto, os resultados destes estudos visam ajudar a entender os potenciais
efeitos da hipertensdo em 6rgaos do sistema reprodutor masculino, de forma a identificar suas

implicagdes para a saide humana e entender suas consequéncias sobre a reprodu¢do masculina.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Hipertensao arterial sistémica

Em 2001, 7,6 milhdes de mortes prematuras em todo o mundo foram atribuidas a pressao
arterial elevada (Lawes et al., 2008). Esse nimero aumentou para 8,5 milhdes em 2015, sendo
a hipertensao arterial sistémica (HAS) a principal causa dessa mortalidade, principalmente em
paises de baixa e média renda (Zhou et al., 2021). A HAS, também conhecida como hipertensao
ou pressao alta, ¢ uma condigdo de risco para desenvolvimento de outras doengas, incluindo
derrames, isquemia cardiaca, doencga renal cronica e até comprometimento cognitivo. E
caracterizada pela persisténcia de pressdo arterial elevada nas artérias sist€micas, com pressao
arterial sistolica média >140 mmHg e/ou pressao arterial diastolica média > 90 mmHg (Barroso
et al., 2021; Unger et al., 2020; Williams et al., 2018). O aumento da pressdo arterial ¢
decorrente da elevacao do débito cardiaco e/ou da resisténcia vascular periférica, que ocorrem
por causa de desequilibrios na manuten¢do de mecanismos envolvidos no controle da pressao,
podendo ser genéticos, hemodinadmicos, neurais, imunologicos e renais (Dikalov & Ungvari,
2013; Jordan et al., 2018; Oparil et al., 2018). Associado a isso, alta ingestdo de sodio, baixa
ingestdo de potassio, obesidade, consumo de alcool, sedentarismo e dieta pouco saudavel
contribuem para o desenvolvimento da hipertensao (Mills et al., 2020; Opoaril et al., 2018). Por
fim, a sua ocorréncia aumenta progressivamente com o avangar da idade, apresentando uma
prevaléncia > 60% em pessoas com idade > 60 anos (Chow et al., 2013).

Uma das formas mais usadas para diagnosticar a hipertensdo ¢ a medi¢do da pressao
arterial em varios momentos para, ao final, se confirmar a elevagdo persistente da pressdao, bem
como a classificagdo do estado de hipertensdo na pratica clinica (Williams et al., 2018). O
historico familiar do paciente, a identificacdo de causas secundarias e a avaliagdo do risco
cardiovascular e de lesdo em orgdos-alvo também sdo considerados no diagnostico, utilizando

exame fisico e investigacdo clinica e laboratorial (Barroso et al., 2021; Jordan et al., 2018;
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Oparil et al., 2018). O correto diagndstico ¢ imprescindivel para o controle da hipertensdo, de
forma a evitar complica¢des importantes, como o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
associadas.

Virias intervengdes podem ser feitas para prevenir, controlar ou reduzir a pressao
arterial, como mudangas no estilo de vida, com pratica de exercicio fisico e controle da
alimentagdo, e intervengdes farmacolédgicas. Drogas que tém como alvo inibidores da enzima
conversora da angiotensina, betabloqueadores, bloqueadores de canais de calcio e diuréticos
(tiazidas e diuréticos semelhantes a tiazidas) sdo recomendadas a pacientes hipertensos (Oparil
et al., 2018; Unger et al., 2020; Whelton et al., 2018; Williams et al., 2018).

Entre os modelos animais usados para o estudo da HAS estdo ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) e SHR propensos a acidente vascular cerebral (SHRSP) e aqueles em que ¢
feita a inducdo por substancias como mineralocorticoides (acetato de desoxicorticosterona +
sal) e inibidores de enzimas, como o N(G)-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), que inibe a
NO sintase (Doggrell & Brown, 1998). Mesmo assim, ¢ muito dificil que modelos animais
mimetizem toda a complexidade da patogenia da hipertensdo (Gomez-Arroyo et al., 2012).
Porém, € possivel evidenciar aspectos relevantes como alguns dos sintomas e consequéncias

desta condi¢do, para que diversos estudos sejam realizados.

2.2. Hipertensao arterial pulmonar

A hipertensao pulmonar (HP) é uma desordem cardiopulmonar (Galie" et al., 2015), cuja
prevaléncia ¢ de cerca de 1% na popula¢do mundial e de até 10% na populagdo maior de 65
anos (Hoeper et al., 2016). A defini¢do de HP foi atualizada no 6° Simpo6sio Mundial de
Hipertensdo Pulmonar em Nice, na Franga, em 2018, sendo necessario uma pressdo média da
artéria pulmonar > 20mmHg medida em repouso por cateterismo cardiaco direito. Por abranger

diferentes quadros clinicos, a HP ¢ classificada em cinco grupos de acordo com a apresentagao
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clinica semelhante, achados patologicos, caracteristicas hemodinamicas e estratégias de
tratamento (Simonneau et al., 2013, 2019). Neste trabalho sera abordado o grupo 1,
caracterizado pela Hipertensdao Arterial Pulmonar (HAP), que tem incidéncia de 15-50 pessoas
por milhdo (Chester et al., 2017). Cerca de metade dos pacientes apresentam as formas
idiopatica, hereditaria ou induzida por drogas. Esta patologia inclui condi¢des clinicas
associadas a elevagdo anormal da pressao circulatoria pulmonar (Simonneau et al., 2013, 2019)
acima de 20 mmHg, adicionado a uma pressao de oclusdo da artéria pulmonar < 15 mmHg e
uma resisténcia vascular pulmonar > 3 unidades Wood (WU), em repouso (Simonneau et al.,
2019; Hassoun, 2021).

A HAP ¢ uma condicao rara, debilitante e de mau prognostico. Conforme a etiologia,
pode ser dividida nos subtipos idiopatico, hereditario, induzida por intervengdes
farmacolodgicas, induzida por exposicao a toxinas, HAP associada ao virus da imunodeficiéncia
humana, HAP por respondedores de longo prazo aos bloqueadores dos canais de célcio, HAP
com caracteristicas evidentes de envolvimento venoso ou capilar e HAP persistente do recém-
nascido (Coons et al., 2019; Galie" et al., 2015; Ozemek et al., 2019). Os sintomas comuns desta
doenga incluem falta de ar, fadiga, tontura e dor tordcica, que impactam negativamente a
capacidade de realizar atividades do cotidiano e a qualidade de vida dos pacientes. Adicionado
a isso, vasoconstricdo da artéria pulmonar, remodelagdo e aumento progressivo da carga
vascular pulmonar levam a hipertrofia e remodelacao do ventriculo direito (VD) (Chester et al.,
2017; Malenfant et al., 2021; Nickel et al., 2020; Nogueira-Ferreira et al., 2018) sendo a
insuficiéncia cardiaca a principal causa de morte destes pacientes (Hassoun, 2021).

O diagnostico da HAP requer anélise dos sintomas, exame fisico e outras investigacdes,
como radiografia de térax, tomografia e ecocardiografia, para identificar etiologia, critérios
hemodindmicos e gravidade da condicdo (Galie' et al., 2015). A ecocardiografia ¢ uma

ferramenta ndo invasiva que combina precisao, menor custo (Bossone et al., 2013) e pode ajudar
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na avaliacdo do VD e na avaliagdo de risco da doenga (Coons et al., 2019). Porém, a
ecocardiografia por si s6 ndo ¢ suficiente para o diagnostico (Dodson et al., 2018), mas pode
ser combinada, por exemplo, com a avaliagdo hemodinamica por cateterismo cardiaco direito
(Bossone et al., 2013). O diagndstico por meio dessas técnicas ¢ importante para definir, por
exemplo, a(s) causa(as) da doenca, o progndstico e o(s) tratamento(s) mais adequados
(Thenappan et al., 2018).

Embora os mecanismos que medeiam o inicio ¢ a progressao da doenga nao sejam
completamente conhecidos, acredita-se que sua origem ¢ multifatorial, sendo associada a
respostas endoteliais anormais, estresse oxidativo, desregulacdo metabolica, inflamacdo e
fatores genéticos (Chester et al., 2017; Nickel et al., 2020). As células endoteliais possuem um
papel imprescindivel na regulacdo do tonus dos vasos sanguineos, na inflamagao mediada por
moléculas vasoativas e no processo de remodelagao vascular (Chester et al., 2017). De fato,
evidéncias apontam que disturbios nas células endoteliais sdo estimulos que ativam vias de
sinalizagdo para proliferagcdo descontrolada destas células, bem como de fibras musculares lisas
subjacentes e fibroblastos. Possivelmente, tais fatores levam a remodelacdo e a oclusio de vasos
sanguineos pulmonares (Kurakula et al., 2021), caracterizando a HAP como uma doenca
vasoproliferativa induzida por estimulos mitogénicos (Chin & Rubin, 2008).

A inflamacdo na HAP ocorre pelo desbalanco na liberagdo e atuagdo de moléculas
vasoativas que interagem com os elementos sanguineos e musculares, sendo os principais
mediadores oxido nitrico (NO), prostaciclina (vasodilatadores) e endotelina-1 (ET-1)
(vasoconstritor). Estes mediadores sdo produzidos pelo endotélio e tem acdo direta na parede
dos vasos sanguineos. A prostaciclina ¢ um membro da familia dos prostanoides e o NO ¢
produzido via L-arginina e pela atividade da enzima NO sintase, presente no endotélio, sendo
que tanto a prostaciclina quanto o NO também tem agdo antiproliferativa. J4 a ET-1 ¢ um

peptideo mitogénico que age nas vasculaturas sistémica e pulmonar e funciona como
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antagonista dos efeitos vasodilatadores do NO (Chester et al., 2017; Chin & Rubin, 2008; Coons
et al., 2019; Humbert et al., 2004a, b). Portanto, o uso de medicamentos para regular e
equilibrar a¢do de vasodilatadores e vasoconstritores dentro do endotélio vascular e do musculo

liso € um dos alvos terapéuticos para a HAP (Humbert et al., 2004b).

2.2.1 Estratégias terapéuticas e o treinamento fisico combinado

A HAP ainda ndo tem cura e possui alta taxa de mortalidade, o que demanda estratégias
terapéuticas eficazes e cuidado multidisciplinar (Coons et al., 2019; Nogueira-Ferreira et al.,
2018). As terapias atuais disponiveis incluem terapia de suporte, utilizando anticoagulantes,
diuréticos e oxigénio suplementar, e terapias direcionadas a HAP, com vasodilatadores e
agentes antiproliferativos (Nogueira-Ferreira et al., 2018; Thenappan et al., 2018). Os agentes
farmacoldgicos usados no tratamento da doenca incluem bloqueadores dos canais de célcio,
antagonistas da endotelina e andlogos de prostaciclinas (Chin & Rubin, 2008; Coons et al.,
2019). Em alguns casos, a terapia combinada pode ser uma maneira de maximizar o beneficio
clinico proporcionado por esses medicamentos (Humbert et al., 2004b).

Associado as opgdes farmacoterapéuticas, o treinamento fisico ¢ uma intervencao
promissora para o tratamento da HAP. Apesar disso, historicamente, o treinamento fisico ndo
era considerado uma alternativa terapéutica viavel na HAP, pois acreditava-se que poderia
agravar seu desenvolvimento e aumentar o risco de morte stibita cardiaca. Entretanto, estudos
recentes sustentam que, quando feito de maneira estruturada e supervisionada, o treinamento
fisico € seguro e benéfico (Buys et al., 2015; Nogueira-Ferreira et al., 2018), especialmente por
possuir efeitos cardioprotetores (Moreira-Gongalves et al., 2015; Natali et al., 2015; Soares et
al., 2019), melhorar significativamente a capacidade e funcdo fisicas, a aptidao
cardiorrespiratéria e reduzir demais sintomas da HAP (Dalla Vecchia & Bussotti, 2018;

Ozemek et al., 2019). De fato, o treinamento fisico parece modular mecanismos moleculares
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criticos da HAP como os de proliferacdo celular, apoptose, estresse oxidativo, inflamagao e
vasodilatagdo, principalmente nos 6rgios-alvo da doenca (Nogueira-Ferreira et al., 2018).

Existem diferentes modalidades de treinamento, a depender do método, duragdo,
frequéncia e intensidade, e de programas de exercicios. Cada tipo pode proporcionar melhorias
especificas. Porém, ainda ndo ha um que seja mais vantajoso, o que evidencia a necessidade de
mais investigagdes para avaliar os efeitos de cada um (Galie® et al., 2015; Benjamin et al.,
2018). Adicionado a isso, € necessario fazer avaliagcdes dos diferentes programas de treinamento
de acordo com os perfis clinicos de cada paciente, visando um tratamento mais personalizado
(Schermuly et al., 2011) e que possibilite a insercdo de outros alvos terapéuticos que
potencializem o efeito do treinamento fisico (Nogueira-Ferreira et al., 2018).

Acredita-se que o exercicio aerobico deve ser uma parte significativa do treinamento
fisico e crescem evidéncias que a incorporagao do treinamento fisico resistido tem sido
associada a melhorias significativas nos sintomas da HAP, na aptiddo cardiorrespiratoria e no
perfil muscular esquelético (Ozemek et al., 2019). Por certo, pesquisas recentes t€m mostrado
que o treinamento fisico combinado, constituido por sessdes de treinamento fisico aerdbico e
resistido de baixa e moderada intensidade, tem sido recomendado no controle de fatores de
risco para doencas cardiovasculares (Babu et al., 2016; Sanches et al., 2015). Com relagdo ao
treinamento fisico resistido sabe-se que, principalmente quando for realizado previamente,
pode ter efeitos cardiopulmonares protetores no quadro de HAP severa, sendo fundamental a
sua continuidade para a manuten¢do de tais efeitos (Portes, 2020). Além disso, o exercicio
aerobio na HAP experimental também proporciona mais beneficios cardioprotetores quando
iniciado em estdgio inicial da doenca (Moreira-Gongalves et al., 2015). Portanto, a pratica de
exercicio fisico estruturado e o controle dos fatores de risco do sistema cardiovascular sdao
medidas essenciais no tratamento da HAP (Nickel et al., 2020) e tem se mostrado promissora

especialmente em pacientes estaveis (Arena et al., 2015).
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Infelizmente ainda ndo ha um modelo pré-clinico ideal para a HAP humana. Porém, no
contexto geral, os modelos animais fornecerem informacdes importantes sobre suas vias de
desenvolvimento ¢ manutengdo. Dentre os modelos animais mais comumente usados no estudo
da HAP estdo o modelo de hipdxia cronica e o de indugdo por monocrotalina. A monocrotalina
¢ um alcaloide pirrolizidinico toxico do vegetal Crotalaria spectabilis (Stenmark et al., 2009)
e, quando usada para induzir a HAP em ratos, desencadeia danos no figado, rins e coracdo, além

do comprometimento da vasculatura pulmonar destes animais (Schermuly et al., 2011).

2.3 Eventos fisiologicos envolvidos na hipertensdao

Normalmente espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) sdo
produzidas como parte do metabolismo celular, participando de vias importantes para a célula
(Dan Dunn et al., 2015). Estas espécies reativas estao relacionadas a processos de ativagao de
c¢lulas imunes, inflamag¢ao, autofagia, exercicio excessivo e envelhecimento, por exemplo, que
contam com sistemas pro-oxidantes, como células fagocitarias, mitocondrias, nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidases (NOXs) e reticulo endoplasmatico (Krzeminska et al.,
2022; Pizzino et al., 2017). As EROs sdo derivadas do oxigénio molecular e algumas sdo
também chamadas de radicais livres, por possuirem elétron desemparelhado e serem altamente
reativas (Krzeminska et al., 2022), como superoxido (Oz) e hidroxila. Além de EROs, ERNs
como NO e peroxinitrito também sdo importantes fatores que promovem modificagdes e danos
oxidativos em biomoléculas como o DNA, lipideos e proteinas (Sies et al., 2017). A protecdo
contra danos celulares causados pelas espécies reativas ¢ fornecida por antioxidantes
intracelulares enzimaticos € ndo enzimaticos (Ko et al., 2014), sendo as enzimas antioxidantes
consideradas a primeira linha de defesa celular (Vernet et al., 2004). A defesa intracelular ¢
realizada por enzimas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e

glutationa peroxidase (GPx) e antioxidantes ndo enzimaticos, como glutationa reduzida,
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vitamina C e E. Por exemplo, a SOD elimina o anion superéxido (O2") para formar peréxido de
hidrogénio (H20>) e, portanto, diminui os efeitos toxicos causados por esse radical. A catalase
remove o H>O; decompondo-o diretamente em Oz A GPx estd envolvida na redugdo dos
peroxidos que podem danificar os acidos graxos, prevenindo a peroxidacao lipidica (Deaton &
Marlin, 2003; Sies et al., 2012) e a subsequente formagdo de substincias reativas ao acido
tiobarbittrico, como o malondialdeido (Briones & Touyz, 2010).

Em condi¢des patologicas, o prejuizo causado pelo estresse oxidativo, desequilibrio
entre a producao de EROs e ERNSs e a atividade do sistema antioxidante (Dikalov & Ungvari,
2013; Sies et al.,, 2017; Touyz et al., 2020), pode promover disfungdes que levam ao
desenvolvimento de diversas doencas, como desordens neuroldgicas, respiratdrias e
cardiovasculares (Pizzino et al., 2017; Sies et al., 2017). Na hipertensao, o estresse oxidativo e
a inflamagdo parecem ser mecanismos-chave desencadeadores deste quadro clinico (Guzik &
Touyz, 2017; Harrison, 2013). De fato, o estresse oxidativo ¢ um link importante entre diversos
sistemas e fatores que também coordenam a etiologia da hipertensdo, como sistema
imunoldgico, hormdnios sexuais, microRNAs e estressores ambientais (Touyz et al., 2020), ja
que varias vias sdo sensiveis ao status redox (Griendling et al., 2021). Com isso, ha
desenvolvimento da hipertensdo e promoc¢ao de danos aos 6rgios-alvo, como rins, coracao,
sistema nervoso central e vasculatura (Griendling et al., 2021; Harrison et al., 2021; Touyz et
al., 2020).

Geralmente os vasos sanguineos sdo formados por camadas, sendo do limen para fora,
chamadas de tunica intima, média e adventicia. Todos os tipos de células vasculares, como as
endoteliais, musculares lisas e adventicias podem participar da producdo de EROs (Paravicini
&Touyz, 2006). Como fontes enzimaticas, as NOXs vasculares ocupam um papel muito
importante no processo de produgdo de EROs, juntamente com outras enzimas como xantina

oxidase, enzimas mitocondriais e NO sintase endotelial (eNOS) (Rodrigo et al., 2011). Em meio
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oxidado, a eNOS, enzima que produz o NO, torna-se desacoplada e gera o radical Oz, que
promove injurias aos vasos (Griendling et al., 2021). Superoxido pode ser convertido em H>O»
ou reage rapidamente com NO para formar peroxinitrito. Peroxinitrito contribui para dano
tecidual e induz danos ao DNA e H>O; reage e modifica varias proteinas celulares, incluindo
fatores de transcri¢do, proteinas fosfatases e quinases (Griendling et al., 2021). Com isso,
alteracdes na producdo e/ou biodisponibilidade de NO causam uma série de estados
fisiopatologicos alterados, tanto em modelos animais experimentais quanto em seres humanos,
com importante contribui¢do na hipertensao (Harrison, 1997). A ativagdo de NOXs ¢ regulada
por substancias vasoativas, fatores de crescimento e estimulos mecanicos, como a tensdo de
cisalhamento e estiramento. Porém, a via mais bem elucidada ¢ a do horménio angiotensina II
(Ang II) (Paravicini & Touyz, 2006). Ang II pode atuar nas células endoteliais promovendo
aumento de EROs, por produgao mitocondrial de maneira NOX dependente (Griendling et al.,
2021; Lassegue et al., 2012). Assim, além de atuarem como iniciadoras e integradoras da
sinalizagdo redox, a superativacdo de NOXs amplifica a resposta e aumenta o estresse
oxidativo, via cross-talk com outros sistemas produtores de EROs (Lasségue et al., 2012).

A produgdo de EROs também pode ser estimulada por citocinas inflamatdrias
(Griendling et al., 2021; Harrison et al., 2021). As células endoteliais, presentes na tinica
intima, sdo responsaveis pela produ¢do de quimiocinas, interleucinas (IL), fatores de
crescimento, € pelo controle do trafego entre sangue e tecidos adjacentes (Gallo et al., 2022;
Konukoglu & Uzun, 2017). Na adventicia, IL-1p e IL-6 podem ativar fibroblastos e recrutar
células inflamatorias, prejudicando a func¢ao vascular (Meijles & Pagano, 2016). Fatores como
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) podem estimular a expressdo de genes pro-inflamatdrios
em varias células. A liberacdo de citocinas ativa NOXs, que sdo fontes importantes de espécies
reativas (Gallo et al., 2022; Konukoglu & Uzun, 2017). Através de EROs, fatores pro-

hipertensivos também induzem a ativacdo de inflamassomas, que iniciam e/ou aumentam
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secrecdo de citocinas pro-inflamatérias (Dan Dunn et al., 2015), ampliando resposta
inflamatoria, fibrose e remodelamento vascular (Griendling et al., 2021). Desta forma, estresse
oxidativo e inflamagao t€m papel essencial no comeco e progressao do remodelamento vascular
e da hipertensao.

A prevaléncia global da hipertensdo, padronizada por idade, ¢ de cerca de 34% e 32%
em homens e mulheres, respectivamente (Zhou et al., 2021). Diferengas sexuais acarretam
diferengas em mecanismos fisiopatoldgicos, fatores de risco e nos danos a 6rgaos mediados
pela elevagdo da pressdo e, consequentemente, na maneira de escolher os tratamentos anti-
hipertensivos (EUGenMED et al., 2016; Gerdts et al., 2022). Apesar de diferencas sexuais na
fisiopatologia da hipertensdo arterial ainda ndo serem totalmente compreendidas, evidéncias
apontam que cromossomos sexuais € hormodnios sexuais tem influéncia importante neste
processo (Cadeddu et al., 2016; Gerdts et al., 2022). Os hormoénios sexuais, como andrégenos
e estrogénios, atuam na funcdo cardiovascular, remodelagdo do coracdo e na regulagdo da
pressdo arterial. Cada um possui efeitos distintos na ativagdo dos sistemas nervoso simpatico,
renina-angiotensina-aldosterona, bradicinina, no NO e na rigidez arterial (Cadeddu et al., 2016;
EUGenMED et al., 2016; Gerdts et al., 2022). Sabe-se que andrégenos podem aumentar a
producdo de angiotensinogénio, que culmina com elevagdo de Ang II, aumentando a reabsorcao
de sodio nos rins e impactando a pressao sanguinea (Gerdts et al., 2022; Tadic et al., 2019).
Porém, os efeitos fisiologicos, principalmente dos andrégenos, parecem mais complexos e sao
menos elucidados. Portanto, faz-se necessario compreender como diferencas sexuais orientam
a patogénese e consequéncias da hipertensdo em varios 6rgaos do corpo e, com isso, possibilitar

o direcionamento de pesquisas e terapias-alvo futuras (Boese et al., 2017).
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2.4. Testiculos, epididimos e espermatozoides

O sistema reprodutor masculino ¢ composto por testiculos, epididimo, canais eferentes
e ducto deferente, glandulas sexuais acessorias, como prostata, vesiculas seminais e glandulas
bulbouretrais, e pénis (Setchell & Breed, 2006). Os testiculos sdo 6érgaos com formato elipsoide,
que ficam alojados dentro do escroto e sdo envolvidos por tecido conjuntivo denso chamado de
albuginea (Jurkiewicz et al., 2020; Setchell & Breed, 2006; Sharma & Agarwal, 2011).
Anatomicamente, o testiculo apresenta a regido do mediastino e o parénquima, que contempla
a parte funcional do 6rgdo. O parénquima testicular ¢ dividido em dois compartimentos: o
tubular, contendo os tibulos seminiferos, € o intertubular, onde sdo encontrados vasos
sanguineos e linfaticos, nervos, células intersticiais ou de Leydig e tecido conjuntivo, com
fibroblastos, mastécitos e macrofagos (Davis et al., 1970). Os tibulos seminiferos, por sua vez,
sdo formados por um epitélio de células germinativas e as células de Sertoli, e envolvidos por
uma lamina basal e uma bainha de tecido conjuntivo com células mioides, células de natureza
contratil. As células de Sertoli se estendem desde a superficie basal do tiibulo seminifero até a
sua extremidade apical, alcangando o limen do tibulo. Elas estdo intimamente associadas ao
epitélio seminifero e sdo responsaveis por diversas fungdes, dentre elas o suporte fisico e
nutricional da linhagem germinativa, garantindo um ambiente adequado para a
espermatogénese (Zhao et al., 2014). As juncdes de oclusdo entre as células de Sertoli formam
a barreira hematotesticular que separa o epitélio seminifero em duas regides: a basal, onde se
encontram as espermatogonias e os espermatocitos primarios e a adluminal, onde se observam
0s espermatocitos primarios, secundarios e espermatides em diferentes fases de diferenciagao
(Fijak & Meinhardt, 2006; Sharma, 2007; Silverthorn, 2010). Além disso, a barreira
hematotesticular cria um microambiente Unico para o desenvolvimento das células
germinativas em estdgios mais avangados, uma vez que restringe a sua exposi¢cdo a agentes

potencialmente toxicos provenientes da corrente sanguinea que chega a por¢do intertubular
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(Franca et al., 2016). Na regido intertubular, as células de Leydig, que possuem seu citoplasma
repleto de goticulas lipidicas, sintetizam esteroides masculinos como a testosterona (Shalet,
2009).

Com a puberdade, as células do epitélio seminifero passam pela espermatogénese,
processo que produzird os espermatozoides. A espermatogénese inicia com a proliferacao das
espermatogonias, células diploides (2n) situadas na base do tibulo seminifero que, por meio de
divisdes mitdticas, formam os espermatocitos primarios. Os espermatdcitos primarios passam
pela primeira divisdo meidtica para formar os espermatdcitos secundarios que sao haploides
(n). Logo depois sofrem a segunda divisdo meidtica para formar espermatides, também
haploides, que passam pela espermiogénese e vao se diferenciar em espermatozoides (Hess &
Franga, 2006). Neste processo, as espermatides perdem boa parte do citoplasma e desenvolvem
um flagelo. Além disso, ocorre a formagao de uma vesicula semelhante ao lisossomo, que ¢
chamada de acrossoma, e a condensagado e alongamento do nucleo (Silverthorn, 2010; Sharma
& Agarwal, 2011). Nos homens, a espermiogénese possui oito passos e dura cerca de 21,6 dias
e nos ratos envolve 19 passos e se estende por 22,7 dias (Hermo et al., 2010) Para que se
complete um ciclo do epitélio seminifero, ou seja, desde a divisdo da espermatogdnia até a
formag¢do do espermatozoide, ¢ gasto um periodo de 74 dias em humanos (Sharma, 2007) e de
56 dias em ratos.

A 1Ultima etapa da espermatogénese ¢ a espermiacdo, processo pelo qual uma
espermatide madura se liberta da célula de Sertoli e entra no limen do tubulo como um
espermatozoide (Sharma & Agarwal, 2011). Posteriormente, conforme os espermatozoides sao
produzidos e liberados no limen dos tiibulos seminiferos eles seguirdo, ainda imaturos, para os
epididimos, onde ocorrerd seu transporte, maturagdo, aquisi¢gdo de motilidade e
armazenamento. Os epididimos consistem em um unico ducto altamente contorcido que pode

ser dividido em quatro regides distintas com base na estrutura de seu epitélio, bem como na
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morfologia macroscopica, em segmento inicial, cabega, corpo e cauda (Robaire et al, 2006;
Setchell & Breed, 2006). Nestas regides, sdo expressos genes distintos que desempenham
diferentes fun¢des no processo de maturagdo dos espermatozoides (Domeniconi et al., 2016).
Na cauda dos epididimos, os espermatozoides maduros ficam armazenados até o momento da
ejaculagdo.

Os espermatozoides maduros s3o modveis e tem a capacidade de fertilizar o ovocito,
sendo morfologicamente divididos em cabega e cauda. A cabega contém o nucleo haploide e o
acrossoma que fica na sua porgdo superior € possui enzimas essenciais para a ocorréncia do
processo de fecundagdo. As enzimas hidroliticas do acrossoma sdo capazes de romper com as
estruturas que envolvem o ovocito, a zona pelucida e as células da corona radiata, permitindo a
entrada do espermatozoide (Silverthorn, 2010; Sharma & Agarwal, 2011). No caso do
espermatozoide humano, a cabega possui forma oval (Sharma & Agarwal, 2011) e no rato a
cabega ¢ alongada em formato de gancho (Robaire et al, 2006). A cauda ou flagelo ¢ formada
por centriolos e dividida em trés porc¢des: a pega intermediaria, peca principal e peca terminal.
Da peca intermedidria os microtibulos se estendem para compor o restante do flagelo e as
mitocondrias, que estdo presentes em grande quantidade nesta por¢do, produzem energia em
forma de ATP, que ¢ necessaria para a motilidade espermatica (Silverthorn, 2010; Sharma &
Agarwal, 2011). As glandulas acessorias liberam secre¢des essenciais para a protecao, nutri¢gao
e motilidade espermadtica, sendo que os espermatozoides juntamente com as substancias

secretadas compdem o sémen (Silverthorn, 2010).

2.5. Referéncias Bibliograficas
Adedara, 1. A., Alake, S. E., Adeyemo, M. O., Olajide, L. O., Ajibade, T. O., & Farombi, E. O.

(2018). Taurine enhances spermatogenic function and antioxidant defense mechanisms in



25

testes and epididymis of L-NAME-induced hypertensive rats. Biomedicine &
Pharmacotherapy, 97, 181-189. https://doi.org/10.1016/j.biopha.2017.10.095

Aranda, P., Ruilope, L. M., Calvo, C., Luque, M., Coca, A., & de Miguel, A.G. (2004). Erectile
dysfunction in essential arterial hypertension and effects of sildenafil: Results of a Spanish
national study. American Journal of Hypertension, 17(2).
https://doi.org/10.1016/j.amjhyper.2003.09.006

Arena, R., Cahalin, L. P., Borghi-Silva, A., & Myers, J. (2015). The effect of exercise training
on the pulmonary arterial system in patients with pulmonary hypertension. Progress in
Cardiovascular Diseases, 57(5). https://doi.org/10.1016/j.pcad.2014.03.008

Babu, A. S., Padmakumar, R., Maiya, A. G., Mohapatra, A. K., & Kamath, R. L. (2016). Effects
of exercise training on exercise capacity in pulmonary arterial hypertension: a systematic
review of clinical trials. Heart, Lung and  Circulation, 25(4), 333-341.
https://doi.org/10.1016/j.h1c.2015.10.015

Bansal, S. (1988). Sexual dysfunction in hypertensive men. A critical review of the literature.
In Hypertension (Vol. 12, Issue 1). https://doi.org/10.1161/01.HYP.12.1.1

Barroso, W. K. S., Rodrigues, C. 1. S., Bortolotto, L. A., Mota-Gomes, M. A., Brandao, A. A.,
de Magalhaes Feitosa, A. D., Machado, C. A., Poli-de-Figueiredo, C. E., Amodeo, C., Mion
Junior, D., Barbosa, E. C. D., Nobre, F., Guimaraes, [. C. B., Vilela-Martin, J. F., Yugar-
Toledo, J. C., Magalhaes, M. E. C., Neves, M. F. T., Jardim, P. C. B. V., Miranda, R. D.,
... Nadruz, W. (2021). Brazilian guidelines of hypertension - 2020. Arquivos Brasileiros
de Cardiologia, 116(3). https://doi.org/10.36660/abc.20201238

Benjamin, N., Marra, A. M., Eichstaedt, C., & Griinig, E. (2018). Exercise training and
rehabilitation in pulmonary hypertension. Heart Failure Clinics, 14(3), 425-430.

https://doi.org/10.1016/j.hfc.2018.03.008



26

Boese, A. C., Kim, S. C., Yin, K. J., Lee, J. P., & Hamblin, M. H. (2017). Sex differences in
vascular physiology and pathophysiology: estrogen and androgen signaling in health and
disease. American journal of physiology. Heart and circulatory physiology, 313(3), H524—
H545. https://doi.org/10.1152/ajpheart.00217.2016

Bossone, E., D’Andrea, A., D’Alto, M., Citro, R., Argiento, P., Ferrara, F., ... & Naeije, R.
(2013). Echocardiography in pulmonary arterial hypertension: from diagnosis to
prognosis. Journal of the American Society of Echocardiography, 26(1), 1-14.
https://doi.org/10.1016/j.echo.2012.10.009

Buys, R., Avila, A., & Cornelissen, V. A. (2015). Exercise training improves physical fitness
in patients with pulmonary arterial hypertension: A systematic review and meta-analysis
of controlled trials. BMC Pulmonary Medicine, 15(1). https://doi.org/10.1186/s12890-015-
0031-1

Cadeddu, C., Franconi, F., Cassisa, L., Campesi, 1., Pepe, A., Cugusi, L., Maffei, S., Gallina,
S., Sciomer, S., Mercuro, G., & Working Group of Gender Medicine of Italian Society of
Cardiology (2016). Arterial hypertension in the female world: pathophysiology and
therapy. Journal of cardiovascular medicine (Hagerstown, Md.), 17(4), 229-236.
https://doi.org/10.2459/JCM.0000000000000315

Chester, A. H., Yacoub, M. H., & Moncada, S. (2017). Nitric oxide and pulmonary arterial
hypertension. Global cardiology science & practice, 2017(2).
https://doi.org/10.21542/gcsp.2017.14

Chin, K. M., & Rubin, L. J. (2008). Pulmonary arterial hypertension. Journal of the American
College of Cardiology, 51(16), 1527-1538. https://doi.org/10.1016/j.jacc.2008.01.024

Chow, C. K., Teo, K. K., Rangarajan, S., Islam, S., Gupta, R., Avezum, A., Bahonar, A.,
Chifamba, J., Dagenais, G., Diaz, R., Kazmi, K., Lanas, F., Wei, L., Lopez-Jaramillo, P.,

Fanghong, L., Ismail, N. H., Puoane, T., Rosengren, A., Szuba, A., ... Yusuf, S. (2013).



27

Prevalence, awareness, treatment, and control of hypertension in rural and urban
communities in high-, middle-, and low-income countries. Jama, 310(9).
https://doi.org/10.1001/jama.2013.184182

Coons, J. C., Pogue, K., Kolodziej, A. R., Hirsch, G. A., & George, M. P. (2019). Pulmonary
arterial hypertension: a pharmacotherapeutic update. Current cardiology reports, 21(11),
1-12. https://doi.org/10.1007/s11886-019-1235-4

Dalla Vecchia, L. A., & Bussotti, M. (2018). Exercise training in pulmonary arterial
hypertension. Journal of thoracic disease, 10(1), 508.
https://doi.org/10.21037/jtd.2018.01.90

Dan Dunn, J., Alvarez, L. A., Zhang, X., & Soldati, T. (2015). Reactive oxygen species and
mitochondria: A nexus of cellular homeostasis. Redox biology, 6, 472-485.
https://doi.org/10.1016/j.redox.2015.09.005

Davis, J. R., Langford, G. A., & Kirby, P. J. (1970). The testicular capsule. The Testis.
Development, Anatomy and Physiology, Johnson, AD, Gomes, R., Vandemark, NL, Eds,
281-337. Google Livros

Deaton, C. M., & Marlin, D. J. (2003). Exercise-associated oxidative stress. Clinical
Techniques in Equine Practice, 2(3). https://doi.org/10.1053/S1534-7516(03)00070-2

Dikalov, S. I., & Ungvari, Z. (2013). Role of mitochondrial oxidative stress in hypertension. /n
American Journal of Physiology - Heart and Circulatory Physiology (Vol. 305, Issue 10).
https://doi.org/10.1152/ajpheart.00089.2013

Dikalova, A. E., Bikineyeva, A. T., Budzyn, K., Nazarewicz, R. R., McCann, L., Lewis, W., ...
& Dikalov, S. 1. (2010). Therapeutic targeting of mitochondrial superoxide in
hypertension. Circulation research, 107(1), 106-116.

https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.109.214601



28

Dodson, M. W., Brown, L. M., & Elliott, C. G. (2018). Pulmonary arterial hypertension. Heart
failure clinics, 14(3), 255-269. https://doi.org/10.1016/j.hfc.2018.02.003

Doggrell, S. A., & Brown, L. (1998). Rat models of hypertension, cardiac hypertrophy and
failure. In Cardiovascular Research (Vol. 39, Issue 1). https://doi.org/10.1016/S0008-
6363(98)00076-5

Domeniconi, R. F., Souza, A. C. F., Xu, B., Washington, A. M., & Hinton, B. T. (2016). Is the
epididymis a series of organs placed side by side?. Biology of reproduction, 95(1), 10-1.
https://doi.org/10.1095/biolreprod.116.138768

EUGenMed Cardiovascular Clinical Study Group, Regitz-Zagrosek, V., Oertelt-Prigione, S.,
Prescott, E., Franconi, F., Gerdts, E., Foryst-Ludwig, A., Maas, A. H., Kautzky-Willer, A.,
Knappe-Wegner, D., Kintscher, U., Ladwig, K. H., Schenck-Gustafsson, K., & Stangl, V.
(2016). Gender in cardiovascular diseases: impact on clinical manifestations, management,
and outcomes. European heart journal, 37(1), 24-34.
https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehv598

Fijak, M.; Meinhardt, A. (2006). The testis in immune privilege. Immunological Reviews, 213:
66-81. https://doi.org/10.1111/].1600-065x.2006.00438.x

Franca, L. R., Hess, R. A., Dufour, J. M., Hofmann, M. C., & Griswold, M. D. (2016). The
Sertoli cell: One hundred fifty years of beauty and plasticity. Andrology, 4(2).
https://doi.org/10.1111/andr.12165

Gali¢, N., Humbert, M., Vachiery, J. L., Gibbs, S., Lang, 1., Torbicki, A., ... & Hoeper, M.
(2015). 2015 ESC/ERS guidelines for the diagnosis and treatment of pulmonary
hypertension: the joint task force for the diagnosis and treatment of pulmonary
hypertension of the European Society of Cardiology (ESC) and the European Respiratory

Society (ERS): endorsed by: Association for European Paediatric and Congenital



29

Cardiology (AEPC), International Society for Heart and Lung Transplantation

(ISHLT). European heart journal, 37(1), 67-119.

Gallo, G., Volpe, M., & Savoia, C. (2022). Endothelial Dysfunction in Hypertension: Current
Concepts and  Clinical  Implications. Frontiers  in  medicine, 8,  798958.

https://doi.org/10.3389/fmed.2021.798958

Gerdts, E., Sudano, I., Brouwers, S., Borghi, C., Bruno, R. M., Ceconi, C., Cornelissen, V.,
Diévart, F., Ferrini, M., Kahan, T., Loechen, M. L., Maas, A. H. E. M., Mahfoud, F.,
Mihailidou, A. S., Moholdt, T., Parati, G., & de Simone, G. (2022). Sex differences in
arterial hypertension. European heart Jjournal, 43(46), 4777-4788.

https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehac470

Gomez-Arroyo, J. G., Farkas, L., Alhussaini, A. A., Farkas, D., Kraskauskas, D., Voelkel, N.
F., & Bogaard, H. J. (2012). The monocrotaline model of pulmonary hypertension in
perspective. American  Journal of Physiology-Lung  Cellular —and Molecular
Physiology, 302(4), L363-L369. https://doi.org/10.1152/ajplung.00212.2011

Griendling, K. K., Camargo, L. L., Rios, F. J., Alves-Lopes, R., Montezano, A. C., & Touyz,
R. M. (2021). Oxidative stress and hypertension. Circulation Research, 128(7), 993-1020.
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.121.318063

Guimaraes-Ervilha, L. O. (2021). O efeito da hipertensdo arterial pulmonar induzida sobre
parametros testiculares de ratos Wistar submetidos ao treinamento fisico resistido. 90 f.
[Dissertagdo Mestrado em Biologia Celular e Estrutural, Universidade Federal de Vigosa]
https://www .locus.ufv.br/handle/123456789/28642

Guo, D., Li, S., Behr, B., & Eisenberg, M. L. (2017). Hypertension and Male Fertility. The

World Journal of Men’s Health, 35(2). https://doi.org/10.5534/wjmh.2017.35.2.59



30

Guzik, T. J., & Touyz, R. M. (2017). Oxidative stress, inflammation, and vascular aging in
hypertension. Hypertension, 70(4), 660-667.
https://doi.org/10.1161/HYPERTENSIONAHA.117.07802

Harrison, D. G. (2013). The Mosaic Theory revisited: Common molecular mechanisms
coordinating diverse organ and cellular events in hypertension. In Journal of the American
Society of Hypertension (Vol. 7, Issue 1). https://doi.org/10.1016/j.jash.2012.11.007

Harrison, D. G., Coffman, T. M., & Wilcox, C. S. (2021). Pathophysiology of Hypertension:

The Mosaic Theory and Beyond. Circulation  research, 128(7), 847-863.
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.121.318082

Hassoun P. M. (2021). Pulmonary Arterial Hypertension. The New England journal of
medicine, 385(25), 2361-2376. https://doi.org/10.1056/NEJMra2000348

Hermo, L., Pelletier, R. M., Cyr, D. G., & Smith, C. E. (2010). Surfing the wave, cycle, life
history, and genes/proteins expressed by testicular germ cells. Part 2: Changes in spermatid
organelles associated with development of spermatozoa. Microscopy Research and
Technique, 73(4). https://doi.org/10.1002/jemt.20787

Herndndez-Gea, V., Baiges, A., Turon, F., & Garcia-Pagan, J. C. (2018). Idiopathic portal
hypertension. Hepatology, 68(6), 2413-2423.https://doi.org/10.1002/hep.30132

Herrmann, S. M., & Textor, S. C. (2019). Renovascular hypertension. Endocrinology and
Metabolism Clinics, 48(4), 765-778. https://doi.org/10.1016/j.ec1.2019.08.007

Hess, R. A., & De Franca, L. R. (2008). Spermatogenesis and cycle of the seminiferous
epithelium. Molecular mechanisms in spermatogenesis, 1-15.

Hoeper, M. M., Bogaard, H. J., Condliffe, R., Frantz, R., Khanna, D., Kurzyna, M., Langleben,
D., Manes, A., Satoh, T., Torres, F., Wilkins, M. R., & Badesch, D. B. (2013). Definitions
and diagnosis of pulmonary hypertension. Journal of the American College of Cardiology,

62(25 SUPPL.). https://doi.org/10.1016/j.jacc.2013.10.032



31

Hoeper, M. M., Humbert, M., Souza, R., Idrees, M., Kawut, S. M., Sliwa-Hahnle, K., ... &
Gibbs, J. S. R. (2016). A global view of pulmonary hypertension. The Lancet Respiratory
Medicine, 4(4), 306-322. https://doi.org/10.1016/S2213-2600(15)00543-3

Humbert, M., Morrell, N. W., Archer, S. L., Stenmark, K. R., MacLean, M. R., Lang, I. M.,
Christman, B. W., Weir, E. K., Eickelberg, O., Voelkel, N. F., & Rabinovitch, M. (2004a).
Cellular and molecular pathobiology of pulmonary arterial hypertension. Journal of the
American College of Cardiology, 43(12 SUPPL.).
https://doi.org/10.1016/j.jacc.2004.02.029

Humbert, M., Sitbon, O., & Simonneau, G. (2004b). Treatment of pulmonary arterial
hypertension. New  England  Journal  of  Medicine, 351(14), 1425-1436.
https://doi.org/10.1056/NEJMra040291

Jordan, J., Kurschat, C., & Reuter, H. (2018). Arterial hypertension-diagnosis and treatment.
Deutsches Arzteblatt International, 115(33-34). https://doi.org/10.3238/arztebl.2018.0557

Jurkiewicz, N. H., Jurkiewicz, A., & da Silva Janior, E. D. (2020). Physiopharmacological
properties of the testicular capsule: A concise review. European Journal of
Pharmacology, 883, 173345. https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2020.173345

Ko, E. Y., Sabanegh, E. S., & Agarwal, A. (2014). Male infertility testing: Reactive oxygen
species and antioxidant capacity. In Fertility and Sterility (Vol. 102, Issue 6).
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2014.10.020

Konukoglu, D., & Uzun, H. (2017). Endothelial dysfunction and hypertension. Hypertension:
from basic research to clinical practice, 511-540. DOI 10.1007/5584 2016 _90

Krzeminska, J., Wronka, M., Mlynarska, E., Franczyk, B., & Rysz, J. (2022). Arterial
Hypertension-Oxidative Stress and Inflammation. Antioxidants (Basel, Switzerland),

11(1), 172. https://doi.org/10.3390/antiox11010172



32

Kurakula, K., Smolders, V. F., Tura-Ceide, O., Jukema, J. W., Quax, P. H., & Goumans, M. J.
(2021).  Endothelial  dysfunction in  pulmonary hypertension: cause or
consequence?. Biomedicines, 9(1),57. https://doi.org/10.3390/biomedicines9010057

Lassegue, B., San Martin, A., & Griendling, K. K. (2012). Biochemistry, physiology, and
pathophysiology of NADPH oxidases in the cardiovascular system. Circulation
research, 110(10), 1364—1390. https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.111.243972

Lawes, C. M., Hoorn, S. vander, & Rodgers, A. (2008). Global burden of blood-pressure-related
disease, 2001. The Lancet, 371(9623). https://doi.org/10.1016/S0140-6736(08)60655-8

Malenfant, S., Lebret, M., Breton-Gagnon, E., Potus, F., Paulin, R., Bonnet, S., & Provencher,
S. (2021). Exercise intolerance in pulmonary arterial hypertension: Insight into central and
peripheral pathophysiological mechanisms. European Respiratory Review, 30(160).
https://doi.org/10.1183/16000617.0284-2020

Mills, K. T., Stefanescu, A., & He, J. (2020). The global epidemiology of hypertension. In
Nature Reviews Nephrology (Vol. 16, Issue 4). https://doi.org/10.1038/s41581-019-0244-
2

Moreira-Gongalves, D., Ferreira, R., Fonseca, H., Padrao, A. 1., Moreno, N., Silva, A. F.,
Vasques-Novoa, F., Gongalves, N., Vieira, S., Santos, M., Amado, F., Duarte, J. A., Leite-
Moreira, A. F., & Henriques-Coelho, T. (2015). Cardioprotective effects of early and late
aerobic exercise training in experimental pulmonary arterial hypertension. Basic Research
in Cardiology, 110(6). https://doi.org/10.1007/s00395-015-0514-5

Natali, A. J., Fowler, E. D., Calaghan, S. C., & White, E. (2015). Voluntary exercise delays
heart failure onset in rats with pulmonary artery hypertension. American Journal of
Physiology - Heart and Circulatory Physiology, 309(3).

https://doi.org/10.1152/ajpheart.00262.2015



33

Nickel, N. P., Yuan, K., Dorfmuller, P., Provencher, S., Lai, Y. C., Bonnet, S., ... & de Jesus
Perez, V. A. (2020). Beyond the lungs: systemic manifestations of pulmonary arterial
hypertension. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, 201(2), 148-
157. https://doi.org/10.1164/rccm.201903-0656CI

Oparil, S., Acelajado, M. C., Bakris, G. L., Berlowitz, D. R., Cifkova, R., Dominiczak, A. F.,
Grassi, G., Jordan, J., Poulter, N. R., Rodgers, A., & Whelton, P. K. (2018). Hypertension.
In Nature Reviews Disease Primers (Vol. 4). Nature Publishing Group.
https://doi.org/10.1038/nrdp.2018.14

Ozemek, C., Berry, M. J., & Arena, R. (2019). A review of exercise interventions in pulmonary
arterial hypertension and recommendations for rehabilitation programing. Journal of
Cardiopulmonary Rehabilitation and Prevention, 39(3), 138-145.
https://doi.org/10.1097/HCR.0000000000000402

Paravicini, T. M., & Touyz, R. M. (2006). Redox signaling in hypertension. Cardiovascular
research, 71(2), 247-258. https://doi.org/10.1016/j.cardiores.2006.05.001

Pizzino, G., Irrera, N., Cucinotta, M., Pallio, G., Mannino, F., Arcoraci, V., Squadrito, F.,
Altavilla, D., & Bitto, A. (2017). Oxidative Stress: Harms and Benefits for Human
Health. Oxidative medicine and cellular longevity, 2017, 8416763.
https://doi.org/10.1155/2017/8416763

Portes, A. M. O. (2020). Efeitos do treinamento resistido prévio sobre a forca muscular e a
morfologia e fun¢do cardiopulmonar em ratos com hipertensao arterial pulmonar induzida
por monocrotalina. 88 f. [Dissertagdo Mestrado em Educacao Fisica, Universidade Federal
de Vigosa] https://www.locus.ufv.br/handle/123456789/28061

Robaire, B., Hinton, B. T., & Orgebin-Crist, M. C. (2006). The epididymis. In Knobil and

Neill's physiology of reproduction (pp. 1071-1148). Academic Press.



34

Rodrigo, R., Gonzilez, J., & Paoletto, F. (2011). The role of oxidative stress in the
pathophysiology ~ of  hypertension. Hypertension = Research, 34(4), 431-440.
https://doi.org/10.1038/hr.2010.264

Sanches, 1. C., Conti, F. F., Bernardes, N., de O Brito, J., Galdini, E. G., Cavaglieri, C. R.,
Irigoyen, M. C., & de Angelis, K. (2015). Impact of combined exercise training on
cardiovascular autonomic control and mortality in diabetic ovariectomized rats. Journal of
Applied Physiology, 119(6). https://doi.org/10.1152/japplphysiol.00883.2014

Schermuly, R. T., Ghofrani, H. A., Wilkins, M. R., & Grimminger, F. (2011). Mechanisms of
disease: Pulmonary arterial hypertension. Nature Reviews Cardiology (Vol. 8, Issue 8).
https://doi.org/10.1038/nrcardio.2011.87

Setchell, B. P., & Breed, W. G. (2006). Anatomy, vasculature, and innervation of the male
reproductive  tract. In Knobil and Neill’s Physiology of Reproduction.
https://doi.org/10.1016/B978-012515400-0/50022-1

Shalet, S.M. (2009). Normal Testicular Function and Spermatogenesis. Pediatr Blood Cancer,
53:285-288. https://doi.org/10.1002/pbc.22000.

Sharma, R. K., & Agarwal, A. (2011). Spermatogenesis: an overview. Sperm chromatin, 19-
44. https://doi.org/10.1007/978-1-4419-6857-9 2

Sharma, R. K. (2007). Physiology of male gametogenesis. Clinical reproductive medicine and
surgery, 73-83.

Sies, H., Berndt, C., & Jones, D. P. (2017). Oxidative Stress. Annual review of biochemistry,
86, 715—748. https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-061516-045037

Silverthorn, D. U. (2010). Fisiologia Humana: Uma abordagem integrada. 5* ed. Porto Alegre:
Artmed.

Simonneau, G., Gatzoulis, M. A., Adatia, 1., Celermajer, D., Denton, C., Ghofrani, A., Gomez

Sanchez, M. A., Krishna Kumar, R., Landzberg, M., Machado, R. F., Olschewski, H.,



35

Robbins, I. M., & Souza, R. (2013). Updated clinical classification of pulmonary
hypertension. Journal of the American College of Cardiology, 62(25 SUPPL.).
https://doi.org/10.1016/j.jacc.2013.10.029

Simonneau, G., Montani, D., Celermajer, D. S., Denton, C. P., Gatzoulis, M. A., Krowka, M.,
Williams, P. G., & Souza, R. (2019). Haemodynamic definitions and updated clinical
classification of pulmonary hypertension. European Respiratory Journal, 53(1).
https://doi.org/10.1183/13993003.01913-2018

Soares, L. L., Drummond, F. R., Rezende, L. M. T., Lopes Dantas Costa, A. J., Leal, T. F.,
Fidelis, M. R., Neves, M. M., Primola-Gomes, T. N., Carneiro-Junior, M. A., Carlo Reis,
E. C., & Natali, A. J. (2019). Voluntary running counteracts right ventricular adverse
remodeling and myocyte contraction impairment in pulmonary arterial hypertension
model. Life Sciences, 238. https://doi.org/10.1016/1.15.2019.116974

Stenmark, K. R., Meyrick, B., Galie, N., Mooi, W. J., & McMurtry, L. F. (2009). Animal models
of pulmonary arterial hypertension: the hope for etiological discovery and pharmacological
cure. American Journal of Physiology-Lung Cellular and Molecular Physiology, 297(6),
L1013-L1032. https://doi.org/10.1152/ajplung.00217.2009

Tadic, M., Cuspidi, C., Grassi, G., & Ivanovic, B. (2019). Gender-specific therapeutic approach
in arterial hypertension - Challenges ahead. Pharmacological research, 141, 181-188.
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2018.12.021

Thenappan, T., Ormiston, M. L., Ryan, J. J., & Archer, S. L. (2018). Pulmonary arterial
hypertension: pathogenesis and clinical management. Bmyj, 360.
https://doi.org/10.1136/bm;j.j5492

Touyz, R. M., Rios, F. J., Alves-Lopes, R., Neves, K. B., Camargo, L. L., & Montezano, A. C.
(2020). Oxidative Stress: A Unifying Paradigm in Hypertension. In Canadian Journal of

Cardiology (Vol. 36, Issue 5). https://doi.org/10.1016/j.cjca.2020.02.081



36

Unger, T., Borghi, C., Charchar, F., Khan, N. A., Poulter, N. R., Prabhakaran, D., Ramirez, A.,
Schlaich, M., Stergiou, G. S., Tomaszewski, M., Wainford, R. D., Williams, B., & Schutte,
A. E. (2020). 2020 International Society of Hypertension Global Hypertension Practice
Guidelines. Hypertension, 75(6).
https://doi.org/10.1161/HYPERTENSIONAHA.120.15026

Vernet, P., Aitken, R. J., & Drevet, J. R. (2004). Antioxidant strategies in the epididymis.
Molecular and Cellular Endocrinology, 216(1-2).
https://doi.org/10.1016/j.mce.2003.10.069

Whelton, P. K., Carey, R. M., Aronow, W. S., Casey, D. E., Collins, K. J., Dennison
Himmelfarb, C., DePalma, S. M., Gidding, S., Jamerson, K. A., Jones, D. W.,
MacLaughlin, E. J., Muntner, P., Ovbiagele, B., Smith, S. C., Spencer, C. C., Stafford, R.
S., Taler, S. J., Thomas, R. J., Williams, K. A., ... Wright, J. T. (2018). 2017
ACC/AHA/AAPA/ABC/ACPM/AGS/APhA/ASH/ASPC/NMA/PCNA Guideline for the
Prevention, Detection, Evaluation, and Management of High Blood Pressure in Adults:
Executive Summary. Journal of the American Society of Hypertension, 12(8).
https://doi.org/10.1016/j.jash.2018.06.010

Williams, B., Mancia, G., Spiering, W., Rosei, E. A., Azizi, M., Burnier, M., Clement, D. L.,
Coca, A., de Simone, G., Dominiczak, A., Kahan, T., Mahfoud, F., Redon, J., Ruilope, L.,
Zanchetti, A., Kerins, M., Kjeldsen, S. E., Kreutz, R., Laurent, S., ... Zamorano, J. L.
(2018). 2018 ESC/ESH Guidelines for themanagement of arterial hypertension. In
European Heart Journal (Vol. 39, Issue 33). https://doi.org/10.1093/eurheartj/ehy339

Zhao, S., Zhu, W., Xue, S., & Han, D. (2014). Testicular defense systems: immune privilege
and innate immunity. Cellular & molecular immunology, 11(5), 428-437. Zhao, S., Zhu,
W., Xue, S., & Han, D. (2014). Testicular defense systems: immune privilege and innate

immunity. Cellular & molecular immunology, 11(5), 428-437.



37

Zhou, B., Perel, P., Mensah, G. A., & Ezzati, M. (2021). Global epidemiology, health burden
and effective interventions for elevated blood pressure and hypertension. In Nature

Reviews Cardiology (Vol. 18, Issue 11). https://doi.org/10.1038/s41569-021-00559-8



38

3. CAPITULO 1: A hipertensdo arterial sistémica pode comprometer pardmetros testiculares

de modelos murinos? Uma revisdo sistematica

3.1 Resumo

A hipertensao arterial sistémica ¢ uma condi¢do multifatorial que se caracteriza pela pressao
elevada e persistente nas artérias corporais sistémicas. Assim, objetiva-se entender e reunir
resultados de como seus danos sistémicos podem comprometer testiculos de modelos murinos.
A presente revisao sistematica foi realizada de acordo com as diretrizes PRISMA e envolveu
busca estruturada de artigos cientificos em bases de dados (PubMed/Medline, Embase ¢ Web
of Science) utilizando os termos “testiculo” e “hipertensdo”. Vinte e um estudos experimentais,
publicados até setembro de 2022, foram recuperados e incluidos, uma vez que que avaliavam
efeitos da hipertensdo arterial sistémica em parametros reprodutivos testiculares. Os resultados
destes artigos foram extraidos, organizados em tabelas e analisados quanto a qualidade segundo
diretrizes ARRIVE 2.0. Os artigos selecionados trouxeram informacdes sobre altera¢des na
histologia e histomorfometria de testiculos e epididimos de modelos murinos, bem como
reducdo de hormonios e atividade de enzimas antioxidantes ¢ aumento de marcadores de
estresse oxidativo. Nao foram informados critérios para randomizagdo, cegamento, tamanho da
amostra, cuidados e detalhes sobre animais, o que pode comprometer a qualidade metodologica.
Os estudos relataram alteragdes significativas em testiculos de animais hipertensos, com
potencial comprometimento da fertilidade masculina. Pode-se concluir que a hipertensao deve
ser considerada um fator de risco para a satde reprodutiva masculina. Esperamos que nossa
analise critica possa ajudar a agilizar a pesquisa clinica e embasar pesquisas futuras que possam
preencher lacunas ainda existentes, melhorando assim a qualidade da evidéncia. O numero de

registro na plataforma Prospero ¢ CRD42022371011.

Palavras-chave: pressdo alta; macho; testiculos; histologia; estresse oxidativo.
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3.2 Introducao

A hipertensdo arterial sist€émica ¢ mais frequente em regides de baixa e média renda,
sendo que, em 2019, mais de 1 bilhdo de pessoas (82% do total de hipertensos), viviam nestas
localidades (Zhou et al., 2021). Por estar envolvida na ocorréncia de outras doengas
cardiovasculares, a hipertensdo causa mortes prematuras em todo mundo (Mills et al., 2017;
Oparil et al., 2018). Em 2015, estimou-se que cerca de 10 milhdes de pessoas morreram em
decorréncia de pressdo arterial elevada (Stanaway et al., 2018). De fato, o aumento da pressao
de forma cronica causa danos a 6rgdos como coracao, cérebro, rins, resultando em aumento da
morbidade e mortalidade (Foéx & Sear, 2004; Williams et al.,, 2018). O risco de
desenvolvimento de comorbidades coronarianas, cerebrovasculares e renais aumenta com idade
e presenca de outros fatores de risco adicionais, como diabetes, sobrepeso-obesidade e habitos
de vida pouco saudaveis (tabagismo, alto consumo de alcool, sedentarismo) (Barroso et al.,
2021; Foéx & Sear, 2004; Unger et al., 2020).

Apesar da etiologia da hipertensdo ser complexa, na década de 1940, o médico Irvine
Page desenvolveu o conceito da Mosaic Theory, a fim de explica-la como resultado da interacao
de varios fatores que culminam no aumento da pressao sanguinea (Harrison, 2013; Harrison et
al., 2021). Entre estes fatores estdo os genéticos/epigenéticos, ambientais, adaptativos, neurais,
imunes ¢ hormonais (Barroso et al., 2021; Harrison, 2013; Oparil et al., 2018). No geral,
acredita-se que estresse oxidativo seja essencial para induzir perturbagdo primaria (Harrison,
2013; Oparil et al., 2018; Touyz et al., 2020). Estimulos pro-hipertensivos como alteragdes de
estresse de cisalhamento, sistema renina angiotensina, endotelina, angiotensina II, promovem a
superexpressao de enzimas, como as NOXs na vasculatura, que produzem de espécies reativas
em excesso (Rodrigo et al., 2011; Gallo et al., 2022). As EROs influenciam muitas moléculas
sinalizadoras que regulam a funcdo cardiovascular, por modificagdes pOs-translacionais

oxidativas, incluindo quinases, fosfatases, canais de Ca’’, fatores de transcri¢io e genes
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(Griendling et al., 2021) e limita a biodisponibilidade vascular de NO (Koh et al., 2009).
Adicionado a isso, ¢ sugerido que aumento no estresse oxidativo pode estimular expressao de
quimiocinas e citocinas por células inflamatorias e da parede dos vasos levando ao aumento da
inflamacao (Mittal et al., 2014). Estresse oxidativo e inflamagdo comprometem estrutura e
funcdo da vasculatura arterial, devido a disfun¢ao do endotélio, deposi¢ao de matriz extracelular
que aumenta resisténcia periférica e pressdo sanguinea, alteragdes na parede e no calibre dos
vasos (Briones & Touyz, 2010; Dikalov & Ungvari, 2013; Griendling et al., 2021; Harrison et
al., 2021; Meijles & Pagano, 2016). Portanto, ao considerar a fungdo endotelial, uma
perturbagdo pode gerar mediadores que provavelmente afetam outras células e 6rgaos (Harrison
et al., 2021; Oparil et al., 2018).

A importancia da hipertensdo em 6rgios-alvo ja ¢ bem estabelecida (Barroso et al.,
2021; Unger et al., 2020; Williams et al., 2018). Na literatura, ha também trabalhos que relatam
efeitos em outros 6rgaos como os do sistema reprodutor masculino. Entre as consequéncias da
hipertensdo em pacientes masculinos, ja foram verificadas reducdo em parametros
espermaticos, da atividade sexual, e concentragdes séricas de testosterona. Além disso, ha
relatos de disfungdo erétil e baixo volume seminal (Aranda et al., 2004; Barroso et al., 2021;
Fogari et al., 2002; Guo et al., 2017; Navaneethabalakrishnan et al., 2020). Em modelos
murinos, ja foram relatadas alteragcdes na espermatogénese e esteroidogénese (Atanassova et
al., 2009), diminuicdo da qualidade do sémen (Colli et al., 2019) e aumento do estresse
oxidativo em testiculos e epididimos (Akinyemi et al., 2015).

O controle do fluxo sanguineo ¢ imprescindivel para o funcionamento de todos os
orgaos do corpo e tem se mostrado particularmente critico para as fungdes testiculares. O fluxo
sanguineo nos testiculos ¢ responsavel pela termorregulagdo e pelo transporte de nutrientes,
oxigénio, hormonios e outras substancias entre os testiculos e outras partes do corpo (Bergh et

al., 2001; Samir et al., 2022). Para que a espermatogénese aconteca de forma eficiente, o
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ambiente dos tibulos seminiferos deve ter baixa tensdo de oxigénio, o que fornece as células a
vantagem de evitar danos causados por EROs (Azu, 2015; Samir et al., 2022). Embora a baixa
tensdo de oxigénio seja importante para a producdo de espermatozoide, o testiculo ¢ muito
suscetivel a danos isquémicos devido a restricdo vascular (Kay et al., 1992). Evidéncias
mostram que a hipertensdo arterial sistémica reduz a microcirculacdo testicular e aumenta o
estresse oxidativo (Colli et al., 2019), o que pode comprometer a fisiologia deste 6rgao.

Os testiculos sdo o6rgdos altamente vascularizados (Heinrich & DeFalco, 2020) e estao
diretamente relacionados a produgdo dos espermatozoides e de androgenos. Dado que danos
nos testiculos podem ser causa importante de infertilidade (Colli et al., 2019), esta ¢ a primeira
revisdo sistematica que busca integrar evidéncias experimentais para uma analise critica e
investigagdo da relevancia de efeitos da hipertensdo arterial sistémica em o6rgdos do sistema
reprodutor masculino. Para isso, foram analisados efeitos na histologia, nos horménios e na
atividade de enzimas do sistema antioxidante e marcadores de estresse oxidativo nos testiculos

de modelos murinos, a saber, ratos e camundongos.

3.3 Materiais e métodos

3.3.1 Pergunta foco, protocolo, registro e PRISMA

A pergunta de pesquisa seguiu a estratégia do acronimo PICOS (Tabela suplementar 1),
derivando o questionamento: “Quais sdo as consequéncias da hipertensdo arterial sistémica para
a funcionalidade e estrutura testicular de modelos murinos?” Este estudo foi registrado no
International prospective register of systematic reviews (PROSPERO) sob o niumero de registro
CRD42022371011. Esta revisdo sistematica foi baseada na diretriz PRISMA (Itens
Preferenciais de Relatorios para Revisdes Sistematicas e Meta-analises) atualizada (Page et al.,

2021) (Fig. 1).
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3.3.2 Estratégia de busca

A revisao sistemadtica foi realizada por meio de uma pesquisa bibliografica nas bases de
dados eletronicas PubMed/MEDLINE, Embase € Web of Science. Para todas as bases de dados,
foram usadas termos associados aos descritores: (i) testiculos e (ii) hipertensdo, sendo
combinados por conectores booleanos [OR, AND] (Tabela suplementar 2). Inicialmente,
utilizou-se o Pubmed para desenvolver os filtros de busca, aplicando os algoritmos de busca
[MeSH Terms] e [titulo/resumo/palavras-chave] (Hooijmans et al., 2010). Em seguida, usou-
se filtros de busca de cada base de dados, para detectar estudos com “animais”, em “inglés” e
“masculino/macho”, aumentando assim a especificidade da busca. Nao foi aplicado nenhum
limite cronologico na nossa estratégia de busca. Todos os estudos relevantes publicados até 15

de setembro de 2022, as 11h56, foram recuperados e incluidos na revisao sistematica.

3.3.3 Selecdo dos estudos

Inicialmente, todos os registros de busca recuperados em bancos de dados eletronicos
foram carregados no Mendeley Reference Management Program (Mendeley, London,
Westminster, UK), que foi usado para remover duplicatas comparando metadados de indexacao
(por exemplo, titulos, autores, ano, volume, edi¢do, periddico de publicagdo e doi) de todos os
bancos de dados. Em seguida, os dados foram carregados no software Start (State of the Art
through Systematic Review), e foram selecionados considerando titulo, resumo e palavras-
chave, excluindo aqueles ndo relacionados ao tema da pesquisa. Apds esta etapa, todos os
registros potencialmente relevantes foram recuperados em texto completo e avaliados quanto a
elegibilidade de acordo com critérios especificos de inclusdo e exclusdo. As listas de referéncias
dos artigos selecionados foram avaliadas manualmente para verificar se havia outros estudos

relevantes que pudessem ser incluidos nesta revisdo sistematica. Todas essas etapas foram
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realizadas por dois pesquisadores (M.Q.A e L.O.G.E), de forma independente. As discordancias

que ocorreram entre os dois foram resolvidas por consenso entre os membros da equipe.

3.3.4 Critérios de exclusdo

Os estudos foram considerados irrelevantes e excluidos quando: (i) ndo eram estudos
experimentais (resumos, conferéncias, editoriais, capitulos de livros, artigos de revisdo e relatos
de casos); (ii) usaram outros modelos animais que ndo murinos, machos e sexualmente
maduros; (iii) animais que ndo eram hipertensos; (iv) estudos in vitro, e (v) outros estudos que
ndo avaliaram diretamente as varidveis testiculares em modelos experimentais de hipertensao

arterial sistémica.

3.3.5 Extracao de dados

Os dados dos artigos foram extraidos, processados no software Microsoft Office Excel®
e sistematizados em tabelas padronizadas. As tabelas produzidas apresentam informagdes dos
artigos, como referéncia, pais do estudo, titulo, periddico, DOI, caracteristicas dos modelos
animais (linhagem, peso, idade), design experimental (grupos, n amostral, método de indugdo
da hipertensao, via e tempo de exposi¢ao) e medi¢cdo da pressao sanguinea. Os dados primarios
extraidos foram os parametros testiculares, como biometria, histologia (histopatologia e
histomorfometria), andlise hormonal e de estresse oxidativo (atividade de enzimas
antioxidantes e marcadores de dano oxidativo). Complementarmente, extraimos como dados
secundarios parametros sanguineos, a fim de validar a hipertensao arterial nos modelos animais
utilizados, e os resultados de biometria corporal, andlises histopatolégicas, funcionais e de
estresse oxidativo em epididimos e espermatozoides. Estes dados podem ser tteis para explicar

o quadro geral da doenga no sistema reprodutor, especialmente por que os epididimos sdo
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cruciais para reprodu¢dao masculina, uma vez que estdo diretamente relacionados & maturagdo

e qualidade dos espermatozoides (Sharma & Agarwal, 2011).

3.3.6 Anédlise de qualidade dos estudos

A qualidade dos estudos incluidos foi avaliada pelos critérios descritos nas diretrizes
ARRIVE 2.0 (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments), que consiste em um
checklist com 21 itens (du Sert, Ahluwalia, et al., 2020; du Sert, Hurst, et al., 2020 com
modifica¢des). Em cada trabalho incluido, foram analisados: (1) Desenho do Estudo; (2)
Tamanho da amostra; (3) Critérios de inclusdo e exclusdo; (4) Randomizagdo; (5) Cegamento;
(6) Desfechos; (7) Métodos estatisticos; (8) Animais experimentais; (9) Procedimentos
experimentais; (10) Resultados; (11) Resumo; (12) Embasamento cientifico; (13) Objetivos;
(14) Declaracao ética; (15) Alojamento e manejo; (16) Cuidados com animais € monitoramento;
(17) Interpretagao /Implicagdes cientificas; (18) Aplicabilidade / tradugdo; (19) Registro do
Protocolo; (20) Acesso aos dados e (21) Declaragdo de interesses. Nao foram incluidas
questdes relacionadas a medi¢des de resultados primarios, tamanho do efeito e registro de
protocolo. Este procedimento foi conduzido de forma independente por dois membros da

equipe (M.Q.A e L.O.G.E) e, em caso de discordancia, foi resolvida com um terceiro revisor.

3.4 Resultados

3.4.1 Estudos incluidos
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A estratégia de busca permitiu a recuperacgdo de 883 artigos nas trés bases de dados (Fig.
1). Apds exclusdo das duplicatas (n = 313), 570 registros foram triados por meio da leitura de
titulo, resumo e palavras-chave. Destes, 531 artigos foram excluidos de acordo com os critérios
de exclusdo. Ao final, apenas 21 artigos foram considerados elegiveis a prosseguirem nesta
revisdo sistematica (Fig. 1). Nenhum estudo relevante foi encontrado nas referéncias dos
trabalhos incluidos. A lista com todos os estudos relevantes incluidos nesta revisao sistematica

¢ apresentada na Tabela suplementar 3.

Identificagao de estudos por meio de bancos de dados e registros

)
Registros identificados nas
S bases de dados:
§ PubMed/MEDLINE (n = 293) Registros removidos antes da sele¢éo:
P - — . o .
::-E Web of Science (n = 217) Reglfsst{gs duplicados removidos
g Scopus (n = 373) (n= )
Todos documentos: 883
—

"

Registros selecionados por titulo,
resumo e palavras-chave
(n =570)

Registros excluidos: (n = 531)

Estudos n&o experimentais (n = 131)
Outros biomodelos (n = 91)

Estudos in vitro (n = 58)

Outros estudos nao-relevantes (n = 251)

Figura 1: Diagrama de fluxo dos resultados das buscas bibliograficas para a revisdo sistematica, adaptado

o
uY
o
K
& v
Registros excluidos: (n = 18)
Registros acessados para Nao avaliaram os parametros de
elegibilidade (n = 39) interesse (n = 18)
—
v
8
fg Estudos incluidos na reviséo
5 (n=21)
£
—

de PRISMA (www.prisma-statement.org). (n) = nimero de estudos.
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3.4.2 Caracteristicas das publicagdes, design experimental e medicao da pressdo sanguinea

Os estudos selecionados para esta revisao foram publicados entre 1983 € 2022. Os paises
que mais estudaram os efeitos da hipertensao sobre parametros testiculares foram Nigéria (n =
4), Brasil, Espanha e Turquia (n = 3 cada), Estados Unidos e Tailandia (n = 2 cada), seguidos
de Bulgéria, Canad4, Indonésia e Taiwan (n = 1 cada) (Tabela suplementar 3). Todos os estudos
utilizaram ratos como modelo experimental, sendo a linhagem Wistar a mais utilizada (n = 7),
seguida de Sprague-Dawley (n = 3). Os demais trabalhos usaram mais de uma linhagem de
forma combinada, como Wistar-Kyoto e SHR (n = 6), Wistar ¢ SHR (n = 2), além de Wistar-
Kyoto, SHR e Long- Evans, Wistar-Kyoto, SHR e Sprague-Dawley (n = 1 cada). Apenas um
estudo ndo reportou este dado. Doze estudos reportaram o peso dos animais, que pesavam entre
100g e 300g e nove estudos ndo indicaram essa informagao. Os ratos usados tinham entre 30
dias de vida a 8 meses (n = 11) e trés trabalhos informaram apenas que os animais ja eram
adultos, sem indicar a real idade. Sete estudos ndo informaram qual a idade dos animais usados
(Tabela 1).

O composto mais usado para a induc¢ao de hipertensao foi o N(G)-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME) na dose de 40 mg kg™' (n = 8; Tabela 1). Os outros trabalhos utilizaram 25 mg
kg! de ciclosporina, 30 ug kg'dexametasona ou cloreto de sédio a 8% (n = 1 cada). A
administragdo dos compostos para indugdo da hipertensdo foi feita por via oral e intraperitoneal
(n=4 cada), gavagem (n =2) e via subcutanea (n = 1; Tabela 1). Os trabalhos que ndo relataram
tais informagdes sdo aqueles em que os animais eram SHR e ndo receberam nenhum tipo de
tratamento especifico (n = 10). O tempo dos experimentos variou entre 1 e 20 semanas (n = 14),
sendo que sete dos artigos incluidos ndo relataram este dado. A pressao sanguinea dos animais
foi medida usando o método ndo invasivo (pletismografia do manguito da cauda) (n = 11) e

método invasivo (inser¢ao de cateter na artéria carétida) (n = 4). Um trabalho usou os dois
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métodos para medir a pressdo sanguinea dos animais e cinco ndo relataram ter feito a medi¢ao

da pressdo (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas das publicagdes e dos animais experimentais dos estudos com hipertensao arterial sistémica em modelos murinos machos.

Estudo

D Referéncia Modelos animais Design experimental (n animal) Medigdo da pressdo sanguinea
. T Grupo controle: agua destilada (n=10)
Il;;rsll(:a(g?nl 2211_11;1 é.2W1star Grupo hipertenso: L- NAME (40 mg kg™") (n=10)
1 Adedara et al., 2018 &) Administragdo: oral Método ndo-invasivo
Idade: 7 semanas .
Tempo de experimento: 4 semanas
Grupo controle: WKY (n=NC)
Linhagem animal: SHR ¢ WKY Grupo hipertenso: SHR (n=NC)
2 Aguilar et al., 1992 Peso (g): NC Administragdo: NA Método ndo-invasivo
Idade: 30, 60 ¢ 90 dias Tempo de experimento: NC
Grupo controle: agua destilada (n=10)
Linhagem animal: Wistar Grupo hipertenso: L- NAME 40 mg kg! dia™!
. . Peso (g): 200 - 300 (n=10) . . .
3 Akinyemi et al., 2015 Idade: adulto Administragio: gavagem M¢étodo ndo-invasivo
Tempo de experimento: 10 dias
Linhagem animal: Wistar Grupo cgntrole: NC (n=10) . Ay
Peso (): 170 - 230 Grupo hipertenso: Ciclosporina 25 mg kg™ (n=10) ‘ ‘
4 Akomolafe et al., 2022 ) Administragdo: intraperitoneal Método ndo-invasivo
Idade: NC . .
Tempo de experimento: 7 dias
Linhagem animal: SHR e WKY Grupo cgntrole: WKY (n=_9)
Peso (g): NC Grupo hipertenso: SHR (n=10)
5 Amador et al., 1983 ) Administragdo: NA NA
Idade: 17 semanas .
Tempo de experimento: NC
Linhagem animal: SHR e Wistar Grupo cgntrole: W1star (n:_6)
Peso (2): NC Grupo hipertenso: SHR (n=11)
6 Atanassova et al., 2009 ) Administragdo: NA M¢étodo nao-invasivo
Idade: 16 semanas .
Tempo de experimento: NC
Linhagem animal: Wistar Grupo controle: solu¢do salina (n= 6)
7 Aykan et al., 2020 Peso (g): 200 - 300 Grupo hipertenso: Dexametasona 30 pg kg! dia™! Método invasivo

Idade: adulto

(n=10)
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11

12

13

14

Aziz et al., 2021

Bechara et al., 2015

Belanger et al., 2003

Chiangsaen et al., 2020

Clark et al., 1991

Colli et al., 2019

Gulhan, 2018

Linhagem animal: Wistar
Peso (g): 150 - 200
Idade: 2 -3 meses

Linhagem animal: SHR e WKY
Peso (g): NC
Idade: 12 semanas

Linhagem animal: SHR, WKY e
Sprague- Dawley

Peso (g): NC

Idade: 6 — 8 meses

Linhagem animal: Sprague —
Dawley

Peso (g): 220 - 240

Idade: adulto

Linhagem animal: SHR, WKY e
Long-Evans

Peso (g): NC

Idade: 7 semanas

Linhagem animal: SHR e Wistar
Peso (g): NC
Idade: NC

Linhagem animal: Sprague —
Dawley

Peso (g): 250 - 300

Idade: NC

Administragdo: subcutanea
Tempo de experimento: 18 dias

Grupo controle: solugdo salina (n= NC)
Grupo hipertenso: L-NAME 40 mg kg™' (n=NC)

Administragdo: intraperitoneal
Tempo de experimento: 14 dias

Grupo controle: WKY (n=8)
Grupo hipertenso: SHR (n=13)
Administragdo: NA

Tempo de experimento: 10 semanas

Grupo controle: WKY (n = 23) e Sprague- Dawley

(n=30)

Grupo hipertenso: SHR (n=27)
Administragdo: NA

Tempo de experimento: NC

Grupo controle: agua da torneira (n==8)
Grupo hipertenso: L- NAME 40 mg kg™! dia™! (n=8)

Administragdo: oral/agua de beber
Tempo de experimento: 5 semanas

Grupos controles: WKY e Long-Evans (n=13 cada)

Grupo hipertenso: SHR (n=13)
Administragdo: NA

Tempo de experimento: 13 semanas

Grupo controle: Wistar (n=NC)
Grupo hipertenso: SHR (n= NC)
Administragdo: NA

Tempo de experimento: NC

Grupo controle: Solugao salina (n=7)
Grupo hipertenso: L- NAME 40 mg kg*!' (n=7)

Administragdo: Intraperitoneal
Tempo de experimento: 28 dias

NA

M¢étodo nao-invasivo

Método invasivo

Método invasivo

M¢étodo ndo invasivo

M¢étodo ndo-invasivo e
invasivo

NA

49
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Grupo controle: NC (n= 8)

Linhagem animal: Wistar Grupo hipertenso: 8% NaCl (n= 8)
15 Iloh et al., 2022 Peso (g): 100 - 110 Administragdo: gavagem NA
Idade: NC Tempo de experimento: 8 semanas

Grupo controle: WKY (n=NC)

Linhagem animal: SHR e WKY Grupo hipertenso: SHR (n=NC)

16 Kuo et al., 2022 Peso (g): NC Administragdo: NA NA
Idade: NC .
Tempo de experimento: 20 semanas
Linhagem animal: SHR e WKY Grupo cgntrole: V_VKY (nzf)
. Peso (2): NC Grupp hipertenso: SHR (n=5)
17 Pinilla et al., 1992 L Administragdo: NA Método ndo-invasivo
Idade: 90 dias .
Tempo de experimento: NC
Linhagem animal: Sprague — Grupo controle: agua (n=8)
Dawley Grupo hipertenso: L- NAME 40 mg kg™! dia™! (n=8)
18 Poasakate et al., 2020 Peso (g): 180 - 220 Administragdo: oral Método ndo-invasivo
Idade: NC Tempo de experimento: 5 semanas
Linhagem animal: SHR e WKY Grupo cgntrole: SHR (n=N(_Z)
. . ] Grupo hipertenso: WKY (n=NC)
Rodriguez-Padilla et al., Peso (g): NC . ~ . . . .
19 . Administragdo: NA M¢étodo ndo invasivo
1987 Idade: 60 e 90 dias .
Tempo de experimento: NC
. I Grupo controle: solugdo salina (n=5)
II;:;lga(gs;Tnl 21(1)1r_n? ;0 NC Grupo hipertenso: L- NAME 40 mg kg™! (n=5)
20 Salami et al., 2017 &) Administragdo: oral Método ndo-invasivo
Idade: 8 semanas )
Tempo de experimento: 6 semanas
. — Grupo controle: solugdo salina (n=7)
Il;;rslf)lel(géfnzgr(l)lr_n;é.o\)\/lstar Grupo hipertenso: L- NAME 40 mg kg!
21 Talas, 2013 &) Administragdo: intraperitoneal Método invasivo

Idade: NC Tempo de experimento: 15 dias

NC: dados nao citados no texto; NA: ndo se aplica; SHR: Ratos espontaneamente hipertensos; WKY: Wistar-Kyoto; L- NAME: N(G)-nitro-L-arginina metil éster.
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3.4.3.1 Valida¢ao da hipertensao arterial sist€émica

Em relacdo a parametros de hipertensdo arterial nos animais experimentais, estes
apresentaram elevacdo da sistole (Tabela 2 I+ 346913, 18-21y " 44 di4stole (Tabela 2 1»4 11 13.20.21y
da pressdo arterial média (Tabela 2 1% !1:13.20.21y ¢ da frequéncia cardiaca (Tabela 2 + 1 13),
Estes parametros validam a presenca da hipertensao arterial sist€émica nos animais usados em

cada estudo.

3.4.3.2 Efeitos da hipertensao arterial sistémica em parametros testiculares e hormonais

Alguns trabalhos descreveram aumento do peso absoluto testicular (Tabela 2 >% 13- 16) ¢
outros apresentaram redugio neste parametro (Tabela 2 1°2%). Aumento no peso relativo (Tabela
2 2101213, 19y 'yolume (Tabela 2 **17) e tamanho testicular (Tabela 2 '®) também foram relatados.

No geral, gonadotrofinas horménio foliculo estimulante (FSH) (Tabela 2 *) e horménio
luteinizante (LH) (Tabela 2 ') encontraram-se reduzidas na circulagio sanguinea de animais
hipertensos, assim como concentra¢des séricas de testosterona (Tabela 2 3311 18) Outros
estudos relataram aumento nas concentracdes de FSH (Tabela 2 > 3), LH (Tabela 2 ) e
testosterona (Tabela 2 > 1% 1%). A expressdo e/ou atividade das enzimas esteroidogénicas 3f-
hidroxiesteréide desidrogenase (3-HSD) (Tabela 2 * ') e 17B-hidroxiesterdide desidrogenase
(17B-HSD) (Tabela 2 #) e expressio da proteina reguladora aguda da esteroidogénese (StAR)
(Tabela 2 * - 18) também estavam reduzidas em animais hipertensos.

Alguns artigos incluidos nesta revisdo reportaram alteragdes histologicas testiculares,
como aumento nos espagos intersticiais (Tabela 2 * '6) e limen (Tabela 2 '), reducdo de
espermatozoides no lumen dos tabulos seminiferos (Tabela 2 '), presenca de células imaturas
no lumen (Tabela 2 '), tibulos seminiferos atroficos (Tabela 2 ! %) e necrose (Tabela 2 '3).

As principais alteragdes histomorfométricas descritas nos tibulos seminiferos de

animais com hipertensdo arterial incluiram aumento no didmetro do limen (Tabela 2 !!), na
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densidade volumétrica (Tabela 2 °) e no volume luminal e dos tibulos seminiferos (Tabela 2 °).
Um artigo relatou diminui¢do de volume da membrana basal (Tabela 2 °), densidade
volumétrica do epitélio seminifero e da membrana basal (Tabela 2 °) no testiculo dos animais
experimentais, enquanto outros dois estudos reportaram reducdo da area celular e da area de
secdo transversal dos tibulos, com aumento da 4rea do lamen (Tabela 2 ' ). No intertubulo,
observou-se reducdo da densidade volumétrica do compartimento intertubular (Tabela 2 °) e
aumento no volume e na densidade volumétrica vascular (Tabela 2 °).

Em relagdo a parametros oxidativos, sete estudos observaram reducgdo na atividade de
enzimas antioxidantes testiculares, como catalase (CAT) (Tabela 2 1% 14 15 18,21y "qyperoxido
dismutase (SOD) (Tabela 2 ! 1> %), glutationa peroxidase (GPx) (Tabela 2') e glutationas S-
transferases (GST) (Tabela 2 * 1°) e da molécula glutationa reduzida (GSH) (Tabela 2 ').
Estudos também observaram que testiculos de animais hipertensos apresentaram altas
concentra¢des de malondialdeido (MDA) (Tabela 2 -3 4 8 11 14,1518, 21y "yroteina carbonilada
(Tabela 2 '), peroxido de hidrogénio (H,02) (Tabela 2 ') e EROs (Tabela 2 *4). Cinco estudos
descreveram diminui¢do de 6xido nitrico (NO) nestes o6rgaos de animais hipertensos (Tabela 2
1. 3.4 1421 "portanto, as alteragdes encontradas em pardmetros histolégicos, hormonais e de
estresse oxidativo evidenciam danos estruturais e funcionais nos testiculos dos modelos

murinos provocados pela hipertensao.

3.4.3.3 Efeitos da hipertensdo arterial sistémica em parametros biométricos corporais,
epididimarios e espermaticos

Estudos relataram reduco no peso corporal final (Tabela 3 % % 1220) ¢ outros dois,
relataram aumento (Tabela 3 > !°). No epididimo, foi relatado diminui¢do do nimero de
espermatozoides no lumen (Tabela 3 !), degeneragio do ducto (Tabela 3 ') e leve congestdo

intersticial (Tabela 3 2°).
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Em relagdo a parametros oxidativos, foi observada reduc¢do na atividade das enzimas
antioxidantes CAT (Tabela 3 '), GPx (Tabela 3!) e GST (Tabela 3 **) e da GSH (Tabela 3%).
Estudos também observaram nos epididimos de animais hipertensos altas concentragdes de
MDA (Tabela 3 '3 %), H,O, (Tabela 3') e EROs (Tabela 3 **) e diminui¢io de NO (Tabela 3
13,4y

Por fim, dez estudos avaliaram parametros espermaticos em animais com hipertensao
arterial. As principais alteragdes descritas incluiram diminui¢do da concentracdo espermatica
(Tabela 3 *- 11 13:18) 'do nimero de espermatozoides testiculares (Tabela 3 I *2%) e epididimarios
(Tabela 3'), aumento na anormalidade morfolégica (Tabela 3 ** !%), redugio no percentual de
gametas progressivamente moveis (Tabela 3 1-3:4 78111820y & com DNA integro (Tabela 3 %).
Houve relato de aumento da ocorréncia de danos de acrossomo, fragmentagao inicial de DNA
e aumento na concentragdo de anion superoxido e célcio intracelular no espermatozoide (Tabela
313,

No geral, os danos relatados nos testiculos se complementam as alteragdes encontradas
nos epididimos. Os testiculos sdo o6rgdos produtores de hormonios, como a testosterona.
Distarbios na expressao e atividade das enzimas da esteroidogénese podem impactar a produgao
da testosterona, o que compromete a estrutura e fun¢do das gonadas e de epididimos, que sdo
orgdos androgeno-dependentes. O estresse oxidativo pode ser um dos mecanismos-chave que
corrobora com estes prejuizos, uma vez que espécies reativas promovem danos na sinalizacao
e fungdes celulares, devido a oxidagao de proteinas, por exemplo. Coletivamente, estes achados
culminam em prejuizos em parametros espermaticos, uma vez que os testiculos sdo os 6rgaos
produtores destes gametas e os epididimos sdo responsaveis pela sua maturacdo e estocagem.
Com isso, efeitos advindos da hipertensdo arterial sistémica podem comprometer a fertilidade

masculina.



Tabela 2: Validacao da hipertensdo arterial sist€émica e seus efeitos em parametros testiculares e hormonais em modelos murinos

Categorias

Evidéncias detalhadas

Referéncias

Parametros sanguineos

T Sistole

1,3,4,6,9,10, 11, 12, 13, 18, 19, 20, 21

T Diastole

1,4,11,13,20,21

T Pressdo arterial média e pressdo sanguinea

1,4,11,13,20,21

Espacos intersticiais

T Frequéncia cardiaca 4,11,13
Nao alterou - Pressdo de pulso 11
Naio alterou - Peso absoluto testicular 3,6,7,18

l Peso absoluto testicular 10, 20

) Peso absoluto testicular 5,9,13, 16

Parimetros biométricos testiculares Nao alterou - Indice organo-somatico testicular 1,6,11,18
Naio alterou - Peso relativo testiculos 3,20

) Peso relativo testicular 2,10, 12,13, 19

) Volume testicular 9,17

) Tamanho testicular 16

l Hormoénio luteinizante 1,4

) Horménio luteinizante 19
Nao alterou - Hormoénio luteinizante 5,19,20

l Horménio foliculo estimulante 1,4

T Horménio foliculo estimulante 2,5

Horménios e enzimas esteroidogénicas | N@o alterou - Testosterona 7,6,12,19,20

l Testosterona 1,3,4,5,11,18

T Testosterona 2,12, 19

l Atividade e expressdo 3B-hidroxiesteroide desidrogenase 4,16

l Atividade e expressdo 17p-hidroxiesterdide desidrogenase 4

l Expressao proteina reguladora aguda da esteroidogénese 4,11, 18

4,16
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T Limen 1
Histopatologia | Espermatozoides no limen 1
Células imaturas no lumen 13
Tuabulos seminiferos atroficos 1,16
Necrose 13
Sem alteragdes importantes 20
Tibulo seminifero:
Nao alterou - Diametro do tubulo seminifero 9,11,17,18
Nio alterou - Altura do epitélio 9

T Didmetro do limen 11

T Densidade volumétrica tibulo seminifero e limen 9
Nao alterou - Densidade volumétrica tibulo seminifero 17

T Volume tubulo seminifero e lumen 9

l Volume da membrana basal 9

l Densidade volumétrica epitélio seminifero e membrana basal 9
Nao alterou - Volume epitélio seminifero 9

Histomorfometria t 1y\rea celular E’ iz
Area secdo transversal dos tibulos ’

T Area luminal 11,18
Nao alterou - Pontuagdo de Johnsen 7,9
Intertibulo:

Nao alterou - Volume do compartimento intertubular

l Densidade volumétrica do compartimento intertubular
Nao alterou - Densidade volumétrica compartimento intertubular 17

T Volume vascular 9

T Densidade volumétrica vascular
Nio alterou - n® de nucleos de Leydig por mm? de intertibulo 17
Nao alterou - n° de nucleos de Sertoli por secdo transversal do tiibulo seminifero 17
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Estresse oxidativo

l Catalase 1,4,14,15, 18,21
l Superoxido dismutase 1,15,18
l Glutationa peroxidase 1
l Glutationa reduzida 1,3
l Glutationas S- transferases 4,15
Naio alterou - Glutationas S- transferases 3
T Peroxido de hidrogénio 1
l Oxido nitrico 1,3,4,14,21
T Malondialdeido 1,3,4,8,11,14,15,18,21
T Proteina carbonilada 11
l Nivel de tiol proteico e ndo proteico 3,4
T Espécies reativas de oxigénio 3,4
l Status antioxidante total 14
l Status oxidante total 14

15

l Capacidade antioxidante total

1 aumento; l diminuigdo. Os trabalhos que correspondem aos niimeros aqui mostrados estdo indicados na Tabela 2.
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Tabela 3: Efeitos da hipertensdo arterial em parametros biométricos corporais, epididimarios e espermaticos em modelos murinos
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Categorias Evidéncias detalhadas Referéncias
Naio alterou - Ganho de peso corporal 1
Nao alterou - Peso corporal final 10, 11, 18, 19

Parametros biométricos
corporais l Peso corporal final 3,6,12,20
Peso corporal final 2,10
Nao alterou — Peso relativo da cauda do epididimo 12
Degeneracao do ducto epididimario 1
) . , I
Histopatologia do epididimo espermatozo%des n(.) l.umen ductal
Leve congestao intersticial 20
Sem alteragdes importantes 4,20
l Catalase 1,4
Nao alterou — Superéxido dismutase 1
l Glutationa peroxidase 1
l Glutationa reduzida 3
Nio alterou — Glutationa reduzida 1
Estresse oxidativo do l ]
epididimo Glutationas S- transferases 3,4
T Peréxido de hidrogénio 1
l Oxido nitrico 1,3,4
T Malondialdeido 1,3,4
l Nivel de tiol proteico e ndo proteico 3,4
) Espécies reativas de oxigénio 3,4
l Concentracdo espermatica 9,11,13, 18
R . l Numero de espermatozoides testiculares 1,4,20
Parametros espermaticos l 1
epididimarios Numero de espermatozoides epididimarios

T Anormalidade 3,4,13
Nao alterou — Anormalidade 1,7,20
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Naio alterou — Viabilidade celular 1,3,9, 20
Nao alterou - Porcentagem de motilidade progressiva 9,13
l N . 1,3,4,7,8,11,
Porcentagem de motilidade progressiva 18, 20
Atividade mitocondrial: l Classe I — alta atividade mitocondrial; I Classe 11l e IV — maioria inativa e apenas 13
mitocOndrias inativas, respectivamente.
) Danos no acrossomo 13
l Integridade de DNA 13
T Fragmentagio inicial de DNA 13
Presenca do &nion superdxido intracelular 13
Nao alterou — Analises espermaticas assistidas por computador (CASA) 13
T Calcio intracelular 8

T aumento; l diminuicdo. Os trabalhos que correspondem aos niimeros aqui mostrados estio indicados na Tabela 2.
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3.4.4 Anédlise de qualidade dos estudos

Todos os 21 estudos incluidos nesta revisdo sistematica relataram seu desenho de
estudo, detalhes sobre espécies animais, design experimental, resultados, suas interpretagdes e
resumo (Fig. 2). A maioria dos estudos, forneceu informagdes de grupos experimentais (n =
20), tamanho amostral (n = 15), critérios de inclusdo (n = 11), nimero de animais por grupo (n
= 16), desfechos (n = 17), métodos estatisticos e softwares usados (n = 20). Eles também
reportaram quando, com que frequéncia (n = 19) e onde foram feitos os procedimentos
experimentais (n = 11), embasamento cientifico (n = 19), objetivos de realizacdo dos
experimentos (n = 19), declaragdes éticas e fontes de financiamento (n = 14, cada) e declaracdes
de conflito de interesse (n = 13). Apesar disso, menos da metade dos trabalhos detalhou métodos
usados na definicdo de andlises estatisticas (n = 7), relevancia para a biologia humana (n = 9),
alojamento ¢ manejo dos animais (n = 10), estado de saude, redugdo de dor, desfechos
humanitarios e limitagdes dos estudos (n = 1, cada), generalizagdo dos resultados para outras
condi¢des experimentais (n= 6) e disponibilidade de acesso aos dados dos estudos (n = 4).
Nenhum dos artigos relatou como foi determinado o tamanho amostral, se houve exclusdo de
animais, justificativa para procedimentos e intervengdes no cuidado e monitoramento dos
animais (eventos adversos), bem como se usaram estratégias de randomizacdo (alocacdo e
fatores de confusdo) e experimentos cegos (Fig. 2). Portanto, a partir da ferramenta ARRIVE
Guidelines 2.0, foram verificadas limitagdes nos 21 estudos incluidos nesta revisdo. A
caracterizacdo inexistente de itens relacionados, por exemplo, aos cuidados dos animais,
randomizagdo e cegamento e o relato incompleto das metodologias usadas acabou gerando viés
importante nos resultados. Como apenas em um trabalho os autores discutiram as limita¢des do
estudo, isso pode interferir no planejamento e realizagdo de estudos futuros. Portanto, no geral,
a reprodutibilidade dos experimentos e comparacdes futuras com outros estudos podem ser

comprometidas.



1a) Desenho do estudo - comparacgdo de grupos

1b) Desenho do estudo - unidade experimental

2a) Tamanho da amostra - n

2b) Tamanho da amostra - calculo

3a) Critérios de inclusdo animal

3b) Critérios de exclusdo - animal

3c) Grupo experimental - n

43) Randomizacdo - alocagdo

4b) Fatores de confusdo

5) Cegamento

6a) Desfechos

7a) Métodos estatisticos e software

7b) Métodos de elegibilidade dos dados para estatistica

8a) Animais experimentais - detalhes da espécie

8b) Animais experimentais - estado de satide

9a) Procedimentos experimentais - o que e como foi feito

9b) Procedimentos experimentais - quando e com que frequéncia
9c) Procedimentos experimentais - onde foi feito

9d) Procedimentos experimentais - por qué foi feito

10a) Resultados - estatistica descritiva

11) Resumo

12a) Embasamento cientifico - abordagem experimental

12b) Embasamento cientifico - relevindia humana

13) Objetivos

14) Declaragdo ética

15) Alojamento e manejo

16a) Cuidados e monitoramento de animais - reducdo de dor
16b) Cuidados com animais e monitoramento - eventos adversos
16¢) Cuidados com animais e monitoramento - desfechos humanitérios
17a) Interpretacio /Implicac@es cientificas

17b) Limitagdes do estudo

18) Generaliza¢des para outras condigdes experimentais

20) Acesso de dados

B Sm 21a) DeclaracBes de interesses

N3o 21b) Fontes de financiamento
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Figura 2: Grafico de barras com as perguntas das diretrizes ARRIVE 2.0 e as frequéncias das opgoes 'Sim' e 'Nao'

dos 21 artigos elegidos nesta revisdo sistematica. Linha azul tracejada - mediana das frequéncias.

3.5 Discussao

Este trabalho ¢ a primeira revisdo sistematica referente aos efeitos adversos da

hipertensao arterial sist€émica em parametros reprodutivos masculinos, com enfoque em eventos
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gonadais. Apesar da avaliagdo da qualidade dos estudos ter mostrado alguns pontos frageis,
espera-se que, com o uso das diretrizes ARRIVE 2.0, eleve-se a transparéncia, comparagdo e
reprodutibilidade de trabalhos futuros. De maneira geral, a hipertensdo arterial sistémica foi
capaz de afetar parametros testiculares, comprometendo histologia do 6rgdo e balango
oxidativo local, o que prejudicou a fungao dos testiculos, resultando na reducdo de testosterona
e da producdo de espermatozoides. Além disso, a hipertensdo arterial afetou eventos pos-
testiculares, alterando parametros teciduais dos epididimos, hormonais e espermadticos que
podem comprometer a fertilidade masculina.

Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) sdo frequentemente usados como modelo
genético de hipertensdo primaria, comparado com o controle normotenso Wistar Kyoto (Pinto
et al., 1998). A linhagem SHR foi obtida através da endogamia de ratos Wistar que possuiam a
pressdo sanguinea mais elevada, sendo que a pressao arterial nestes animais aumenta por volta
da 5* e 6" semana de idade e atinge um plato na 12 semana de vida (Clark et al., 1991; Pinto et
al., 1998). Ha também modelos com hipertensdo induzida por substancias como o L-NAME,
um inibidor da enzima NO sintase (NOS), que catalisa a producdo de NO, importante
vasodilator que atua na manuten¢do da pressdo arterial normal (Saravanakumar & Raja, 2011).
De fato, andlogos de L-arginina, como L-NAME, tém sido amplamente utilizados para alcangar
condi¢des de deficiéncia de NO, fator importante no desenvolvimento da hipertensao
(Kopincova et al., 2012). A administracdo cronica de L-NAME aumenta a pressdo sanguinea
nos animais, sendo que os ratos usados para essa indug@o sdo animais normotensos de linhagens
como Wistar e Sprague-Dawley (Pollock & Rekito, 1998; Mishra et al., 2008). Além de L-
NAME, a hipertensdo também pode ser induzida por uso cronico de dexametasona, que
influencia volume plasmatico, sistema renina-angiotensina-aldosterona e papel de
vasoconstritores e vasodilatadores (Ong et al., 2009), sendo o sulfeto de hidrogénio mediador

quimico importante para disfun¢do vascular na hipertensdo induzida por dexametasona (di Villa
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Bianca et al., 2015). Em ratos com hipertensdo induzida por ciclosporina, héa alteragdes
marcantes nos rins, incluindo vasoconstri¢cao, reducdo da filtragdo glomerular e retencdo de
sodio (Taler at al., 1999), sendo que ha mudangas nos transportadores de s6dio e canais de agua
nos tibulos renais, de forma a reter s6dio especialmente na alca de Henle (Esteva-Font et al.,

2007).

A maior parte dos animais usados nos experimentos possuiam idade minima proéxima
ou superior ao adulto jovem (~ 60 dias), essencial para avaliagdo dos pardmetros reprodutivos,
uma vez que atingiram o estagio de maturacao sexual (Picut et al., 2017). Por ser uma doenca
sistémica, o peso corporal pode ser um indicador do status geral de satide dos animais (EPA,
1996) apds a indugdo da hipertensdo. Curiosamente, para aqueles experimentos em que 0s
animais usados eram espontaneamente hipertensos, a medigao do peso corporal ndo parece ser
um dado relevante, uma vez que nao € necessaria para evidenciar a validacdo do quadro clinico
ou ajustar a dosagem de substancia indutora.

Estudos prévios mostram que a elevacao da pressao € um dos indicadores da hipertensao
(Atanassova et al., 2009; Belanger et al., 2003; Lissbrant et al., 1997; Mills et al., 2020; Oparil
et al., 2018). Alguns dos métodos de medi¢do da pressdo arterial mais usados em modelos
murinos sao a pletismografia do manguito da cauda e a inser¢do de cateter com fluido. O método
nao invasivo € mais recomendado por ser de mais facil execucao e seguro. J4 o método invasivo
oferece medicao direta e continua, porém sua execu¢do ¢ mais dificil por ser um método
cirtrgico (Valério et al., 2022). Nos trabalhos avaliados, 0 aumento nos parametros sanguineos
como a pressao arterial média, as pressdes sanguineas sistolica e diastolica e a frequéncia
cardiaca validam a presenga da hipertensdo arterial nos modelos animais.

Em condigdes de hipertensdo arterial, foi encontrado comprometimento nas
concentragdes plasmaticas dos hormdnios hipofisarios (Adedara et al., 2018; Akinyemi et al.,

2015). Isto influencia diretamente na produgdo de testosterona, uma vez que a atuacao do LH e



63

FSH garante a manuten¢do da producgdo testicular deste horménio e do processo de
espermatogénese (Oduwole et al.,, 2018). Acredita-se que os andréogenos t€ém um papel
importante na pressdao sanguinea de humanos e ratos (Azu, 2015). Ratos SHR possuem baixas
concentragdes séricas de testosterona (Rodriguez-Padilla et al., 1987), sendo associadas a
disfuncdo endotelial e a0 aumento do risco de eventos cardiovasculares adversos (Chasland et
al.,2021; Vlachopoulos et al., 2013). Portanto, tém-se hipotetizado que a testosterona influencia
na regulacdo da pressdo arterial, modulando a funcdo endotelial e esta, quando elevada, afeta
negativamente a esteroidogénese (Fogari et al., 2005), afetando a atividade de enzimas deste
processo (Akomolafe et al., 2022). Portanto, baixa concentragdo de testosterona pode ser
também consequéncia da reducdo da expressdo e/ou atividade de enzimas da esteroidogénese,
como 3B-HSD, 17B8-HSD e StAR. Evidéncias indicam a ocorréncia de reducao na expressao de
StAR e nas concentracdes de testosterona sérica em ratos hipertensos (Alves-Pereira et al.,
2014). Baixas concentragdes deste hormodnio, associados ao estresse oxidativo, podem levar a
disfuncdo endotelial. Essa disfun¢do do endotélio pode, entre outros fatores, comprometer a
dilatacdo das artérias do corpo cavernoso (Navaneethabalakrishnan et al., 2020), levando a
disfuncdo erétil, que prejudica a atividade sexual de individuos hipertensos (Bansal, 1988;
Fogari et al., 2002).

Por serem o6rgdos androgeno-dependentes, era esperado que houvesse uma diminui¢ao
do peso e tamanho/volume dos testiculos em resposta a reducdo das concentragdes de
testosterona nos animais hipertensos. Porém, apesar das concentragdes de testosterona
plasmatica terem sido menores, os trabalhos que apontaram um aumento no peso absoluto dos
testiculos foram aqueles que trabalharam com ratos SHR, em que naturalmente se encontra um
peso maior/hipertrofia nestes 6rgaos quando comparados com os Wistar Kyoto, (Amador et al.,

1983; Clark et al., 1991), possivelmente devido as mudancas vasculares (Colli et al., 2019).
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Em geral, houve diminui¢do da atividade de enzimas antioxidantes, com aumento
concomitante na producdo de EROs e marcadores de estresse oxidativo nos testiculos e
epididimos de ratos hipertensos. Estudos clinicos ja relataram uma relagdo inversa entre a
pressdo arterial e antioxidantes plasmaticos (Redon et al., 2003) e uma correlagao positiva entre
aumento da pressao e biomarcadores de estresse oxidativo (Verma et al., 2019). A maquinaria
antioxidante da célula desempenha um papel essencial no estabelecimento do equilibrio entre a
produgdo de EROs e ERNs ¢ lesdes inflamatdrias nos tecidos (Mittal et al., 2014). Mas em
pacientes hipertensos, enzimas como GPx, CAT e SOD ja demonstraram ter atividade reduzida
(Briones & Touyz, 2010), comprometendo a prote¢do de tecidos contra atuagdo dos radicais
livres (Dikalov & Ungvari, 2013). Este comprometimento pode acontecer, por exemplo, por
alteragdes na expressdo destas enzimas (Briones & Touyz, 2010). EROs podem inibir a
atividade da Sirtuina 1, que reduz ativacdo da proteina quinase ativada por AMP e faz com que
a expressao de enzimas antioxidantes, como manganés superoxido dismutase e catalase também

seja diminuida. (Gallo et al., 2022).

Concentragdes aumentadas de EROs e peroxidos lipidicos sdo relatados em pacientes
hipertensos (Touyz, 2000), enquanto o poder antioxidante redutor férrico (FRAP) se mostra
reduzido (Verma et al., 2019). Para o sistema cardiovascular, as espécies reativas H>O», O2" e
NO sao de grande importancia (Ardanaz & Pagano, 2006). No processo hipertensivo, medeiam
efeitos em nivel celular, com sinalizacao celular aberrante € modificagdo pos-translacional e/ou
inativacao de proteinas (oxidacao e fosforilagcdo) (Gallo et al., 2022; Rodrigo et al., 2011). Ang
IT aumenta a produgao de EROs mitocondrial (Dikalova et al., 2010; Koh et al., 2009) e EROs
derivadas de NOXs atravessam a membrana mitocondrial e promovem vazamento de elétrons,
o que faz com que mitocondrias funcionem como maquinarias de desregulacdo do status redox
e amplificacdo do estresse oxidativo (Dikalov & Ungvari, 2013; Dikalova et al., 2010;

Griendling et al., 2021). EROs podem ativar fator nuclear (NF-kB) pela inibi¢ao de Sirtuina 1,
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por exemplo, proteina tirosina fosfatases e fatores de transcri¢do sensiveis a redox e alterar
homeostase do célcio intracelular (Gallo et al., 2022). Também comprometem produgdo e
biodisponibilidade de NO, devido a desacoplamento de eNOS (Dikalov & Ungvari, 2013) e
pela formacao de peroxinitrito a partir da reagdo de O2"e NO (Rodrigo et al., 2011). HoO2 pode
comprometer a arquitetura testicular (Bisht et al., 2017), modular a fungdo das células de Leydig
e diminuir a atividade da enzima esteroidogénica 33-HSD (Wang et al., 2015) devido a
peroxidagdo lipidica e apoptose (Gautam et al., 2006). Como consequéncia deste desbalango,
j& foi mostrado que pacientes e animais experimentais hipertensos tem reducdo no status
antioxidante total e aumento nas concentragdes circulantes de MDA quando comparados com

os individuos normotensos (Redoén et al., 2003).

O estresse oxidativo colabora para aparecimento de caracteristicas do fenotipo vascular
na hipertensdo (Gallo et al., 2022; Griendling et al., 2021; Paravicini & Touyz, 2006). De fato,
os principais impulsionadores da hipertensao sdo processos de estresse oxidativo e inflamagao
(Harrison, 2013; Oparil et al., 2018; Touyz et al., 2020). Ainda ndo esta bem elucidado se a
elevacao das EROs ¢ causa ou consequéncia do aumento da pressdo sanguinea (Briones &
Touyz, 2010). Mas sabe-se que um sistema feedforward ¢ formado, de maneira que o estresse
oxidativo induz a elevagdo da pressdo, que por sua vez eleva a geracdo de EROS e
consequentemente agrava o dano oxidativo (Azu, 2015; Briones & Touyz, 2010). Apesar de
ainda ndo haver um consenso, evidéncias mostram que fatores pro-hipertensivos e inflamatorios
como Ang II, endotelina-1 (ET-1), aldosterona, fator de crescimento do endotélio vascular, fator
de necrose tumoral (TNF) e for¢as mecanicas, como tensao de cisalhamento, sdo estimulos que
ativam sistemas préo-oxidantes (Paravicini & Touyz, 2006). Estes fatores atuam nas enzimas
encontradas nas células da parede de vasos sanguineos (Harrison, 1997), como NOXs e eNOS,
em mecanismos mitocondriais e do reticulo endoplasmatico, resultando no aumento de EROs

(Guzik & Griendling, 2009; Griendling et al., 2021). Mediadores inflamatorios como citocinas
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podem ativar cascatas de transducdo de sinal, bem como induzir alteracdes em fatores de
transcri¢do, como NF-kB, transdutor de sinal e que medeiam respostas imediatas ao estresse
celular (Reuter et al., 2010). Diante deste contexto, estresse oxidativo € central na patologia da
hipertensdo, tanto como iniciador da inflamagdo vascular e renal, pela atuacdo das espécies
reativas, quanto como consequéncia de respostas inflamatorias e citocinas (Guzik & Touyz,
2017; Mittal et al., 2014). Todos estes processos contribuem para remodelacdo vascular, pela
vasoconstri¢ao, crescimento celular, deposicao de proteinas da matriz extracelular, ativagao de
metaloproteinases da matriz, inflamagao e aumento do tonus vascular (Gallo et al., 2022).

A eNOS ja foi identificada em varias partes do corpo, incluindo o ducto deferente,
epididimo e testiculos, mas sobretudo nas células de Leydig, de Sertoli e do endotélio vascular.
Com isso, ¢ sugerido um papel para a eNOS na espermatogénese, na maturagdo do
espermatozoide (O’Bryan et al., 1998; Zini et al., 1996) e na modulacdo das fung¢des sexuais e
reprodutivas em espécies de mamiferos. Isso ocorre pois, quando ativada, produz NO que
influencia na hemodindmica, na mediacdo da erecdo peniana (Burnett et al., 1995; Zini et al.,
1996) e na motilidade e capacitagdo do espermatozoide em ensaios in vitro (O’Bryan et al.,
1998; Zini et al., 1996). Assim, estresse oxidativo também parece ter um papel importante no
dimorfismo sexual na hipertensdo. Estudos com animais mostram que ele participa no
desenvolvimento e manuten¢do da hipertensdo em ratos machos e estudos clinicos e pré-
clinicos demonstram que os biomarcadores de estresse oxidativo sdo mais elevados em homens
do que em mulheres (Reckelhoff et al., 2019; Touyz et al., 2020).

Ha evidéncias que correlacionam a deficiéncia cronica de NO e supressdo da liberagao
de LH e FSH, com consequente alteracdo do controle de feedback negativo da testosterona em
ratos (Barnes et al., 2002). A diminui¢do significativa das concentragdes plasmaticas destes
hormonios contribui para alteragdes degenerativas na morfometria e estereologia testicular em

ratos hipertensos. FSH e testosterona atuam na manutencgdo das células germinativas para que
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ndo ocorra descolamento prematuro do epitélio seminifero (Blanco-Rodriguez & Martinez-
Garcia, 1998), sendo essencial para manter a integridade do compartimento tubular (Sharpe et
al., 1992). Uma vez que houve a redu¢do hormonal nos animais hipertensos, era esperado
comprometimento da funcao das células de Sertoli e da progressdo da espermatogénese (Azu,
2015), com desprendimento das células germinativas do epitélio seminifero (Smith; Walker,
2014) e apoptose (Blanco-Rodriguez & Martinez-Garcia, 1998). Alteragcdes como deplecdo de
células germinativas dos tibulos seminiferos ja foram relatadas em ratos espontancamente
hipertensos, podendo ser também consequéncia das mudancas vasculares que levam a
disturbios no epitélio seminifero (Atanassova et al., 2009). Estagios iniciais da
espermatogénese sao muito sensiveis e até mesmo redugdes discretas no fluxo sanguineo podem
ter um grande impacto na produgdo espermatica, sendo que tibulos seminiferos podem
degenerar e apresentar espermatogdnias em morte celular (Bergh et al., 2001). Nos SHR, as
altera¢des vasculares induzem isquemia e diminui¢do da nutri¢do dos testiculos e isso pode
comprometer as células de Sertoli, que recebem suprimento sanguineo direto nos tibulos
seminiferos e nas células germinativas, com danos a espermatogénese (Azu, 2015). Em SHRSP,
ja foram relatados varios graus de hipoespermatogénese e tibulos seminiferos atroficos com
células de Sertoli predominantes (Akagashi et al., 1996). Portanto, parece muito plausivel que
essas manifestacdes histopatoldgicas e morfométricas encontradas nos tibulos seminiferos
sejam também resultados das condi¢des vasculares perturbadas e de hipdxia resultantes da
hipertensao (Azu, 2015). Adicionado a isso, as alteragdes observadas nas arquiteturas testicular
e epididimaria de ratos hipertensos induzidos por L-NAME podem estar relacionadas ao efeito
direto ou indireto da elevagdo de EROs e ocorréncia de peroxidacdo lipidica (Adedara et al.,
2018; Akinyemi et al., 2015). Coletivamente, todos esses disturbios, provocados pelas

diferentes causas supracitadas, podem resultar em tubulos seminiferos atréficos, células
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destacadas do epitélio seminifero e reducdo na quantidade de espermatozoides presentes no
limen dos tibulos seminiferos e, consequentemente, no ducto epididimario.

E consenso na literatura que o estresse oxidativo é uma das principais causas de falha
reprodutiva masculina (John Aitken, 1995; Ko et al., 2014; Lavranos et al., 2012). Os danos
causados por espécies reativas incluem danos a integridade do DNA (Agarwal et al., 2003),
como fragmentacdo do DNA (Hales et al., 2005) e peroxidagdo lipidica. Esta ultima pode
prejudicar a fluidez da membrana plasmatica do espermatozoide, resultando em penetracao
ineficiente no ovdcito, comprometendo a fertilizagdo (John Aitken, 1995). Adicionado a isso,
como efeitos adversos da hipertensdo, também ja foram relatados diminui¢do no volume de
sémen, motilidade espermadtica, contagem total de espermatozoides e contagem de
espermatozoides moveis (Guo et al., 2017), reducdo na integridade do DNA e aumento na
morfologia anormal dos espermatozoides (Colli et al., 2019). Acentuada diminui¢do da
motilidade progressiva do espermatozoide pode resultar na sua incapacidade de atingir o local
de fertilizagdo (Adedara et al., 2018), o que compromete a fertilidade masculina. A ma
qualidade do espermatozoide em ratos hipertensos também pode ser devido a uma reducao da
disponibilidade de NO, ja que acomete fluxo sanguineo testicular, essencial para

espermatogénese nos tibulos seminiferos (Barlas & Hatiboglu, 2002).

3.6 Conclusdes e perspectivas

Coletivamente, esses achados apontam para possibilidade dos individuos do sexo
masculino e hipertensos terem comprometimento das fungdes testiculares, tanto por distirbios
na produgdo hormonal quanto na producdo de espermatozoides. Um dos mecanismos mais
provaveis que conduzem esses resultados € estresse oxidativo, com reducdo da atividade das
enzimas antioxidantes e produc¢do excessiva de EROs. Este desequilibrio interfere na fisiologia

testicular e espermatica e pode, portanto, comprometer a producao de espermatozoides.
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Porém, por ndo estar muito claro como a maior parte dos artigos realizou pontos
importantes do delineamento experimental, tais como decisdo do tamanho da amostra,
randomizagdo das unidades experimentais e detalhes sobre cuidados com animais, foi imputado
aos trabalhos risco de viés consideravel. Tal fato pode comprometer a qualidade das
informacdes encontradas na literatura e encobrir principais lacunas e limitagdes da pesquisa
relacionada ao uso de animais modelos para condi¢des humanas como hipertensdo. Portanto,
espera-se que em pesquisas futuras haja maior transparéncia e precisao no relato da metodologia
e dos dados que podem aumentar fontes de variagdo, de forma que haja possibilidade de
reprodutibilidade dos estudos e de maior confiabilidade dos dados. Além disso, ainda h4 poucos
trabalhos que relacionam a hipertensdo com sistema reprodutor masculino, o que explica os
poucos resultados encontrados, por exemplo, nas analises histoldgicas, que sdo essenciais para
auxiliar no entendimento da patologia da hipertensao.

Diante do exposto, os resultados encontrados possuem relevancia cientifica e clinica ao
considerar a relacdo entre doencgas cardiovasculares e fertilidade masculina, contribuindo para
entendimento dos principais mecanismos envolvidos nas alteragdes desencadeadas pela
hipertensdo e, consequentemente, para avaliagdo do impacto na sade humana. Portanto, a

principal vantagem deste estudo ¢ fornecer uma dire¢ao para futuras pesquisas neste campo.
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3.8 Anexos

Tabela suplementar 1: Estratégia PICOS (Population, Intervention, Comparator, Outcomes, Study design).
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Parametro Defini¢do

Populagao Espécies de modelos murinos machos adultos (camundongos ou ratos).

Intervencao Os estudos devem ter animais induzidos experimentalmente a hipertensao arterial ou animais espontaneamente hipertensos.
Comparador O grupo controle é composto por animais normotensos que ndo receberam nenhum tratamento para induzir ou tratar a hipertensao.
Resultados

Desenho de estudo

Analise dos testiculos, em especial histologia, histomorfometria, hormonios e estresse oxidativo e outros parametros secundarios que possam

ajudar a explicar os efeitos da hipertensdo arterial nos testiculos e epididimos.
Apenas estudos experimentais com grupo controle e grupo hipertenso.

Tabela suplementar 2: Estratégia de pesquisa completa em "PubMed/Medline", Embase e Web of Science, incluindo termos de pesquisa e filtros.

Base de dados

Descritores/filtros

Itens
encontrados

Tempo

Data

PUBMED

#1. TESTIS

"testis"[MeSH Terms] OR "spermatogenesis"[MeSH Terms] OR "spermatogonia"[MeSH Terms] OR
"spermatocytes"[MeSH Terms] OR "spermatids"[MeSH Terms] OR "testis"[Title/Abstract] OR
"testicle"[Title/Abstract] OR "testicles"[Title/Abstract] OR "testes"[Title/Abstract] OR
"spermatogenesis"[Title/Abstract] OR "spermatogonia"[Title/Abstract] OR "spermatogonias"[Title/Abstract] OR
"spermatocyte"[ Title/Abstract] OR "spermatocytes"[ Title/Abstract] OR "spermatid"[Title/Abstract] OR
"spermatids"[Title/Abstract] OR "leydig cells"[Title/Abstract] OR "seminiferous tubules"[Title/Abstract] OR
"blood-testis barrier"[ Title/Abstract] OR "seminiferous epithelium"[Title/Abstract] OR "sertoli
cells"[Title/Abstract]

143,583

11h40

15/09/2022

#2. HYPERTENSION

762,386

11h42

15/09/2022
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"hypertense"[ Title/Abstract] OR "hypertension"[MeSH Terms] OR "hypertension"[Title/Abstract] OR
"hypertension's"[ Title/Abstract] OR "hypertensions"[Title/Abstract] OR "hypertensive"[ Title/Abstract] OR
"hypertensive's"[ Title/ Abstract] OR "hypertensives"[Title/Abstract] OR "blood pressure"[Title/Abstract] OR
"diastolic pressure"[Title/Abstract] OR "systolic pressure"[Title/Abstract] OR "systemic

hypertension"[ Title/Abstract]

Busca combinada: #1 AND #2 670 11h42 | 15/09/2022

Filtro aplicado: Outros animais 368 11h43 | 15/09/2022

Filtro aplicado: Inglés 343 11h44 | 15/09/2022

Filtro aplicado: Macho 293 11h44 | 15/09/2022

#1. TESTIS

'testis":ab,ti OR 'spermatogenesis’:ab,ti OR 'spermatogonia':ab,ti OR ‘spermatogonial’:ab,ti OR

'spermatocytes':ab,ti OR 'spermatocytes':ab,ti OR ' spermatids':ab,ti OR ' spermatid':ab,ti OR 'testicle":ab,ti OR 133,697 11hd7 | 15/09/2022

'testicles':ab,ti OR 'testes":ab,ti OR ‘leydig cells’:ab,ti OR ‘semineferous tubules’:ab,ti OR ‘blood-testis

barrier’:ab,ti OR ‘seminiferous epithelium’:ab,ti OR ‘sertoli cells’:ab,ti

#2. HYPERTENSION

'hypertense':ab,ti OR 'hypertension':ab,ti OR 'hypertensions':ab,ti OR 'hypertensive':ab,ti OR 'hypertensives':ab,ti 1,063,110 11h47 1 15/09/2022
EMBASE OR 'blood pressure':ab,ti OR 'diastolic pressure':ab,ti OR 'systolic pressure':ab,ti OR 'systemic hypertension":ab,ti

Busca combinada: #1 AND #2 859 11h48 | 15/09/2022

Filtro aplicado: Animals 376 11h48 | 15/09/2022

Filtro aplicado: Apenas inglés 360 11h48 | 15/09/2022

Filtro aplicado: Macho 237 11h49 | 15/09/2022

Filtro aplicado (Fonte): Embase 217 11h49 | 15/09/2022

#1. TESTIS 121,026 11h53 | 15/09/2022
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WEB OF
SCIENCE

TS=(testis OR testicle OR testicles OR testes OR spermatogenesis OR spermatogonia OR spermatogonial OR
spermatocyte OR spermatocytes OR spermatid OR spermatids OR "leydig cells" OR "semineferous tubules" OR
"blood-testis barrier" OR "seminiferous epithelium" OR "sertoli cells")

#2. HYPERTENSION

TS=(hypertense OR hypertension OR hypertension OR hypertension's OR hypertensions OR hypertensive OR

hypertensive's OR hypertensives OR “blood pressure” OR “diastolic pressure” OR “systolic pressure” OR 794,168 11h54 | 15/09/2022
“systemic hypertension")

#3. ANIMAL

TS=(animal OR mice OR mouse OR rat OR rats OR "murine model" OR "animal model" OR "in vivo model" OR | 4,981,240 11h55 | 15/09/2022
"in vivo"

Busca combinada: #1 AND #2 AND #3 377 11h55 | 15/09/2022
Filtro aplicado: Apenas inglés 373 11h56 | 15/09/2022
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Tabela suplementar 3: Informacdes dos estudos incluidos na revisdo sistematica. Informagdes de autores, ano de publica¢do, pais, titulo do trabalho, periédico e DOI.

Autores Ano Pais Titulo Periodico DOI
Taurine enhances spermatogenic function and
Adedara et al. 2018 Nigéria antioxidant de':fense mechanism.s in testes and epididymis  Biomedicine & 10.1016/j.biopha.2017.10.095
of L-NAME-induced hypertensive rats Pharmacotherapy
Changes in follicle-stimulating hormone secretion in
Aguilar et al. 1992 Espanha spontaneously hypertensive rats Neuroendocrinology 10.1159/000126212
Dietary supplementation of ginger and turmeric
Akinyemi et al. 2015 Brasil improves reproductive function in hypertensive male rats  Toxicology Reports 10.1016/j.toxrep.2015.10.001
Diet Supplemented with Chrysophyllum albidum G. Don
Sapot Fruit Pulp I Reproductive Functi . .
Akomolafe et al. 2022 Nigéria ~ opotaceae) Fruit Pulp Improves Reproductive Function o 4 e Sciences  10.1007/543032-021-00746-5
in Hypertensive Male Rats
Estados Pituitary and Testicular Function in Spontaneously
Amador et al. 1983 Unid Hypertensive Rats Journal of andrology 10.1002/.1939-4640.1983.tb00722. %
nidos
Expression of testicular angiotensin-converting enzyme N .
. . Folia Histoch t
Atanassova et al. 2009 Bulgaria  in adult spontaneously hypertensive rats o'la Histochemica © 10.2478/v10042-009-0002-6
Cytobiologica
The effects of sacubitril/valsartan and ramipril .
. e . Northern Clinics Of :
Aykan et al. 2020 Turquia on the male fertility in hypertensive rats Istanbul 10.14744/n¢i.2020.30906
u
Effect of Physalis angulata L. Leaf Water Extract on
Malondialdehyde (MDA) Testis, Calcium Intracellular
Aziz et al. 2021 Indonésia  Sperm and Total Motile Sperm of Male Wistar Rats Medico-Legal Update 10.37506/mlu.v21i2.2648
(Rattus Novergicus) Model of Hypertension
. Testicular Morphol dsS tozoid P ters [ .
Bechara et al. 2015 Brasil estictilat Y.OTphology and SPertiatozolc Taratmeters 1 The Journal of Urology 10.1016/.juro.2015.06.073

Spontaneously Hypertensive Rats Treated Or Not With



Belanger et al.

Chiangsaen et al.

Clark et al.

Colli et al.

Gulhan

Iloh et al.

Kuo et al.

Pinilla et al.

Poasakate et al.

Rodriguez-Padilla et al.

2003

2020

1991

2019

2018

2022

2022

1992

2020

1987

Canada

Tailandia

Estados

Unidos

Brasil

Turquia

Nigéria

Taiwan

Espanha

Tailandia

Espanha

Enalapril

Effect of hypertension on reproductive organ weights in
various strains of rats

Tangeretin ameliorates erectile and testicular dysfunction
in a rat model of hypertension

Sexual function and neuropeptide Y levels in selected
brain regions in male spontaneously hypertensive rats

Systemic arterial hypertension leads to decreased semen
quality and alterations in the testicular microcirculation
in rats

Therapeutic potentials of propolis and pollen on
biochemical changes in reproductive function of
L- NAME induced hypertensive male rats

Phytochemical, Mineral Analysis and Antioxidative
Effect of Methanolic Extract of Ocimum gratissimum in
Hypertensive Male Wistar Rats

Low-dose rapamycin prevents Ang-II-induced toxicity in
Leydig cells and testicular dysfunction in hypertensive
SHR model

Mechanism of Reproductive Deficiency
in Spontaneously Hypertensive Rats

Cratoxylum formosum dyer extract alleviates testicular
damage in hypertensive rats

Secretion of LH in spontaneously hypertensive rats

Contemporary topics in
laboratory animal
science

Reproductive

Toxicology

American Journal of
Physiology

Scientific Reports

Clinical and
Experimental
Hypertension

IDOSR Journal of
Applied Science

Journal of Biochemical
and Molecular
Toxicology

Physiology & Behavior

Andrologia

Journal of
Endocrinology

89

10.1016/j.reprotox.2020.05.012

10.1152/ajpregu.1991.261.5.R1234

10.1038/s41598-019-47157-w

10.1080/10641963.2018.1506470

10.1002/jbt.23128

10.1016/0031-9384(92)90209-K

10.1111/and.13917

10.1677/joe.0.1130255



Salami et al.

Talas

2017 Nigéria

2013 Turquia

Oral administration of Tridax procumbens aqueous leaf
extract attenuates reproductive function impairments in
L-NAME induced hypertensive male rats

Propolis reduces oxidative stress in L-NAME-induced
hypertension rats

Middle East Fertility
Society Journal

Cell Biochemistry and
Function

10.1016/j.mefs.2017.03.001

10.1002/cbf.2986

90
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4. CAPITULO 2: Efeitos do treinamento fisico combinado sobre morfologia e funcionalidade

testicular e epididimaria em animais com hipertensao arterial pulmonar

4.1 Resumo

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do treinamento fisico combinado (TFC)
sobre testiculos e epididimo de ratos Wistar com hipertensdo arterial pulmonar (HAP). Os
animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais, a saber: controle
sedentario (n=8), hipertenso sedentario (n=8) e hipertenso exercicio (n=8) (CEUA n° 02/2021).
A HAP foi induzida nos animais dos grupos hipertenso sedentario e hipertenso exercicio usando
uma aplica¢do de monocrotalina (MCT) (60 mg kg' de massa corporal; via intraperitoneal)
dissolvida em solugdo salina, enquanto animais controle sedentdrio receberam uma unica
injecdo de solucdo salina por via intraperitoneal. Apenas animais do grupo hipertenso exercicio
passaram por um processo de adaptacdo ao TFC, utilizando atividade aerdbica em esteira
rolante associada ao treinamento resistido, com uso de cargas em escada adaptada para ratos,
cinco dias da semana por trés semanas. A eutandsia aconteceu no 23° dia ap6s a injecdo de
MCT. Testiculos e epididimos foram dissecados e analisados quanto a caracteristicas
histologicas e histomorfométricas, atividade de enzimas antioxidantes e metabolitos oriundos
do estresse oxidativo e avaliagdes espermaticas. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov, seguido de teste t de Student, sendo que as diferencas
foram consideradas significativas quando p < 0,05. Animais sedentdrios com HAP, quando
comparados com os animais sedentarios, tiveram redu¢do em pardmetros biométricos, como
peso corporal e peso do epididimo, diminuicdo na concentracdo de testosterona sérica, na
contagem de tibulos seminiferos normais e apresentaram alteragdes morfométricas testiculares.
As alteragdes morfométricas culminaram em desorganizacdo na arquitetura dos tabulos
seminiferos, que comprometeu a produgdo espermatica. O TFC foi capaz de aumentar o
percentual de tubulos seminiferos normais, alterar parametros morfométricos testiculares e
aumentar a contagem espermatica nos animais com HAP. Portanto, a HAP apresentou efeitos
negativos na organizagao e fungao testicular e o TFC pode melhorar alguns pardmetros afetados

pela doenca.

Palavras-chave: exercicio fisico; hipertensdo; testiculos; epididimos
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4.2 Introducao

A hipertensao arterial pulmonar (HAP) ¢ uma doenga multifatorial que tem prevaléncia
de 11 a 26 casos por milhdo de adultos (Thenappan et al., 2018), afetando cerca de 100 milhdes
de pessoas em todo o mundo (Simonneau et al., 2009; Schermuly et al., 2011). A HAP provoca
remodelagdo da vasculatura pulmonar pela elevagdo da pressao arterial pulmonar, o que pode
promover insuficiéncia ventricular direita e até levar a morte de pacientes (Hassoun, 2021). Por
isso, diante da gravidade da doenga, buscam-se alternativas terap€uticas que minimizem o0s
sintomas ¢ melhorem a qualidade de vida dos individuos afetados, uma vez que ainda nao ha
cura para a HAP (Nogueira-Ferreira et al., 2018). Dentre estas alternativas, encontram-se
praticas farmacologicas e fisicas que, quando combinadas, proporcionam melhorias no quadro
clinico da doenca (Coons et al., 2019).

Os efeitos benéficos do treinamento fisico nos sistemas cardiopulmonar e muscular tém
sido evidenciados tanto em modelos animais quanto em estudos humanos (Benjamin et al.,
2018; Coste et al., 2017; Mereles et al., 2006; Meyer et al., 2005; Schmidt et al., 2020).
Melhorias clinicamente relevantes desta pratica compreendem tolerancia ao exercicio,
incrementos na capacidade aerdbica, forca muscular e qualidade de vida dos pacientes (Arena
et al., 2015). Vale destacar que diferentes programas de exercicios podem promover impactos
distintos no manejo da HAP. Além disso, atividades fisicas t€ém se mostrado seguras quando
bem estruturadas e incluidas em estratégias terap€uticas multimodais (Nogueira-Ferreira et al.,
2018).

Para a realizacao de experimentos em modelos animais experimentais, a monocrotalina
(MCT) vem sendo usada como importante indutor da HAP, especialmente em modelos murinos
(Schermuly et al., 2011). Derivada da planta Crotalaria spectabilis, ¢ um alcaloide
pirrolizidinico toxico que resulta no desenvolvimento progressivo da doenga (Stenmark et al.,

2009). Porém, apesar dos mecanismos de toxicidade da MCT ainda nao serem bem elucidados,
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sabe-se que a mesma danifica células endoteliais pulmonares e, por isso tem papel importante
no contexto de inflamagao e lesdo pulmonar (Gomez-Arroyo et al., 2012).

Ja sdo conhecidos alguns efeitos da hipertensao arterial sistémica no sistema reprodutor
masculino (Colli et al., 2019; Guo et al., 2017). No entanto, informagdes sobre a HAP e
possiveis distirbios reprodutivos provenientes deste quadro clinico s3o escassos, ja que nao ha
trabalhos suficientes que correlacionem efeitos da doenca em epididimos e testiculos, por
exemplo, que sdo 6rgaos muito vascularizados e susceptiveis a danos (Heinrich & Defalco,
2020). Ainda nao ha trabalhos publicados sobre as implicagdes da HAP nos epididimos, que
sdo Orgdos essenciais para maturagdo e capacitacdo espermatica (Sharma & Agarwal, 2011).
Mas, em um estudo pioneiro na avaliacdo da HAP nos testiculos de ratos, foi constatado que a
doenga reduz a produgao de testosterona, a atividade de enzimas antioxidantes e a concentragao
de 6xido nitrico. A HAP, induzida por duas doses de monocrotalina (20 mg kg™!), também foi
capaz de promover desorganizacdo da arquitetura tecidual testicular, culminando em
diminui¢do da producdo de espermatozoides (Guimaraes-Ervilha et al., 2023).

O conhecimento de danos potencialmente causados pela HAP sobre testiculos e
epididimos € crucial para entender o efeito da doenca sobre a reproducdo masculina, uma vez
que estes 6rgaos estdo diretamente relacionados a producdo e qualidade dos espermatozoides,
respectivamente. Desta forma, o presente trabalho buscou avaliar os efeitos da pratica de
treinamento fisico combinado (TFC) sobre a morfologia e funcionalidade testicular e
epididimaria em animais com HAP. Para isso, foram avaliados parametros hormonais
(testosterona), biométricos, espermadticos (motilidade e morfologia), histomorfométricos,
funcionais (produg¢do espermatica diaria, nimero de espermatozoides e transito epididimario) e
de estresse oxidativo usando, respectivamente, sangue, espermatozoides epididimdrios e
tecidos testiculares e epididimarios. Espera-se que os resultados obtidos neste trabalho venham

contribuir com as praticas clinicas no tratamento da HAP e a melhora na qualidade de vida dos
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pacientes, deixando clara a relagdo existente entre pratica de exercicios fisicos e doengas

cardiovasculares com a fertilidade masculina.

4.3 Materiais e métodos

4.3.1 Animais e desenho experimental

Este estudo faz parte de um trabalho mais amplo que envolve a andlise dos efeitos do
TFC sobre a morfologia e a fungdo cardiopulmonar em ratos com HAP, induzidos por MCT,
desenvolvido no Departamento de Educacdo Fisica da UFV (Leite, 2022).

Ratos Wistar (idade: ~ seis semanas; massa corporal: ~200g) provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da UFV, foram utilizados no presente
estudo. O tamanho amostral foi definido conforme sugerido por (Charan & Biswas, 2013),

usando-se a seguinte formula:

Ta

% atrito
(1 - [“o02P

Tac =

Sendo:
Tac: Tamanho da amostra corrigido
Ta: Tamanho da amostra
Assim,
Tac

6 (tamanho da amostra representativa minima estimada em estudos com animais)

20 (porcentagem de atrito esperado)
(1 - [ 100 ])

Logo,

6
0,8

Tac = = 7,5 (resultado encontrado) = 8 animais por grupo (resultado aradado)
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Os animais foram alojados em caixas de polietileno, com quatro ratos por caixa, com
acesso a ragdo comercial e dgua filtrada ad libitum. A temperatura ambiente do biotério foi
mantida em 22 + 2°C e ciclo de luminosidade controlada de 12/12h claro/escuro. Todos os
procedimentos experimentais foram avaliados e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA UFV (processo n° 02/2021).

O experimento teve duragdo de trés semanas, contadas a partir da semana que os animais
iniciaram o treinamento fisico combinado (Fig. 1). Os ratos foram divididos aleatoriamente em
trés grupos experimentais, a saber:

e Grupo controle sedentario (n=8), contendo ratos que receberam solucdo salina e nao
foram submetidos ao treinamento fisico combinado;

e Grupo hipertenso sedentdrio (HAP sedentdrio; n=8), que contemplou ratos que
receberam injecdo de MCT e nao foram submetidos ao treinamento fisico combinado;

e Grupo hipertenso exercicio (HAP + TFC; n=8), composto por ratos que receberam

inje¢do de MCT e foram submetidos ao treinamento fisico combinado.
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Figura 1: Esquema do delineamento experimental utilizando o treinamento fisico combinado e indugdo de
hipertens@o arterial pulmonar. Durante o periodo de adaptagdo (12 dias), animais do grupo HAP exercicio
(n=8/grupo) foram submetidos ao protocolo de TFC, enquanto os demais ratos controle sedentario ¢ HAP
sedentario (n=8/grupo) ficavam em suas respectivas caixas. No dia experimental D1, os animais HAP receberam
a dose de monocrotalina (60 mg kg '), enquanto os animais controle receberam solugdo salina. 24h apos a
aplicagdo da injegdo, ratos do grupo HAP exercicio comegaram o TFC. No D22 houve a realizagdo da

ecocardiografia e no D23, os animais foram eutanasiados para coleta dos testiculos e epididimos.
4.3.2 Indugao da HAP

A HAP foi induzida com uma unica inje¢ao intraperitoneal de MCT (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA) na concentracdo de 60 mg kg™' de massa corporal, dissolvida em 0,5mL de
solucao salina (NaCl 140 mM; pH 7,4) (Natali et al., 2015). Animais do grupo controle
sedentario receberam uma inje¢do de solucao salina de igual volume. A progressdo da HAP foi

avaliada por ecocardiografia.

4.3.3 Ecocardiografia
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O exame ecocardiografico foi realizado no 22° dia apos a injecao de MCT. Para tal, os
animais foram imobilizados por meio de anestesia com Isoflurano (Isoflurano, BioChimico,
ItatiaiaRJ, Brasil). O agente anestésico foi administrado por meio de um vaporizador e a
inducao foi feita pela administra¢do de isoflurano 3% e oxigénio 100% em fluxo constante de
um litro por minuto, por um periodo aproximado de 3 min. Foram adquiridas imagens
transtordcicas bidimensionais (2D) (frame rate de 60 a 120 fps — frame per second), modo-M e
Doppler espectral usando um sistema de ultrassom (MyLabTM30 — Esaote, Genova, Italia) e
um transdutor de 10 MHz de frequéncia nominal. Durante toda a fase de coleta foi mantida a
respiracdo espontanea dos animais. Apds armazenamento dos dados, foi realizada a anélise das
imagens de forma aleatdéria e com o observador cego quanto aos grupos experimentais. As
imagens em modo-M e espectral Doppler foram gravadas a uma velocidade de varredura de
aproximadamente 200mm/s e ajustadas de acordo com a frequéncia cardiaca. Os valores de
tempo de aceleracdo (TA) e de ejecdo (TE) do VD foram obtidos por meio do Doppler pulsatil.

Foi avaliada a morfologia do ventriculo direito, tanto pelo espessamento da parede livre
do ventriculo direito (EPLVD) quanto pelo diametro diastdlico final do ventriculo direito
(DDFVD). O EPLVD foi avaliado a partir da imagem obtida do eixo curto paraesternal logo
abaixo da valva tricispide ou do eixo longo paraesternal em modo-M (dependendo da qualidade
da imagem). O DDFVD foi mensurado a partir da distdncia maxima da parede livre do
ventriculo direito até o septo na vista apical das quatro cdmaras. A funcao do ventriculo direito
por meio da excursdo sistolica no plano anular da valvula tricaspide (TAPSE - Tricuspid
Annular Plane Systolic Excursion), na por¢ao lateral do plano anular da tricispide. O anulo
lateral da valva tricispide, a distancia diastolica final e a distancia sistolica final foram
identificadas e mensuradas até um determinado ponto da tela o qual era sempre o mesmo tanto
para a sistole quanto para a diastole. O fluxo da artéria pulmonar foi obtido por meio do Doppler

pulsatil. As seguintes varidveis relacionadas ao VD foram avaliadas: fungao sistolica, tempo de
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aceleragdo do fluxo na artéria pulmonar (TA) e seu tempo de ejecdo (TE) e, posteriormente, a
razdo TA/TE foi calculada. As imagens foram coletadas de acordo com as recomendagdes da
Sociedade Americana de Ecocardiografia e armazenadas para posterior andlise (Sahn et al.,
1978). Todo o processo da ecocardiografia foi realizado por uma médica veterinaria com

experiéncia prévia nesse tipo de procedimento.

4.3.4 Protocolo de treinamento fisico combinado

O treinamento fisico combinado de intensidade moderada foi realizado em esteira
rolante (treinamento aerdbico) e em escada adaptada para ratos (treinamento resistido) cinco
dias/semana, por aproximadamente trés semanas. Cada tipo de exercicio foi realizado em dias
alternados. A utilizacdo do treinamento fisico combinado em dias alternados justifica-se pela

tentativa de equalizar o volume de treinamento (Sale et al., 1990).

4.3.4.1 Treinamento fisico aerobico

Os animais do grupo hipertenso exercicio foram submetidos a um protocolo de
treinamento de corrida de intensidade moderada em esteira (Zimmer et al., 2017), que foi
iniciado 24h apos a aplicagdao da MCT. Resumidamente, os ratos foram familiarizados com a
esteira rolante elétrica (AVS Projetos®, Sao Paulo, Brasil) por duas semanas. Na semana 1,
foram submetidos a um curto periodo de exercicio leve (5 min, sem inclinagdo, Sm/ min) por
trés dias (alternados com o TR). Na semana 2, a 10 min/dia, sem inclinagdo, Sm/min por trés
dias (alternados com o TR). O teste de tolerancia ao esforco fisico foi realizado 48 h apds o
periodo de adaptacao. A tolerancia ao esforgo fisico foi medida pela distancia total percorrida,
avaliada por um protocolo de exercicio progressivo em esteira, como previamente descrito por
(Trueblood et al., 2005). A intensidade do exercicio inicial foi de Sm/min e incrementos de

3m/min a cada 3min, sem inclinagdo, at¢ a fadiga. O momento da fadiga foi definido e o teste
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foi interrompido quando os animais ndo mantiveram a corrida de acordo com a velocidade da
esteira (Trueblood et al., 2005). Ao término, foi registrado o tempo, velocidade e intensidade
de corrida de cada rato. O teste de tolerancia ao esforgo fisico foi realizado em trés momentos:
cinco dias apos a familiarizagdo do animal com o equipamento, no 12° dia de treinamento e 24h
apos a ultima sessdo de treinamento. O treinamento de corrida em esteira rolante, foi realizado
2/3 dias por semana alternados com o treinamento resistido, 60 min/dia. Cada sessdo consistiu
em um periodo de aquecimento (5Smin; velocidade: 20 % da velocidade maxima de corrida
[VMCY)), treino (50 min; velocidade: 60 % da VMC) e desaquecimento (5 min; velocidade: 20
% da VMC). Na primeira semana, a velocidade inicial foi de Sm/min e incrementos de 3m/min
a cada 3min, até atingir 60% da VMC. Ao final da segunda semana de treinamento as
intensidades de corrida foram reajustadas, de acordo com a VMC obtida no teste de tolerancia

ao exercicio.

4.3.4.2 Treinamento fisico resistido

Os animais do grupo hipertenso exercicio também foram submetidos a um protocolo de
treinamento resistido adaptado de Hornberger e Farrar (2004). Inicialmente os ratos foram
familiarizados por duas semanas ao treinamento fisico resistido que consiste em subida de
escadas (Altura: 1,1m; largura: 0,18m; espacamento entre os degraus da grade: 2cm; Inclinagao:
80°) com uma carga de aparatos fixados em suas caudas. O aparato foi fixado a cauda dos
animais envolvendo a parcela proximal da mesma com uma tira autoadesiva (1,5cm, 3M
Tartan). Para iniciar o movimento, os animais foram incentivados a escalar aplicando-se em sua
cauda um estimulo (pingar dos dedos). No topo da escada, encontraram uma gaiola (20 x 20 x
20cm) onde descansaram por 120seg. Este procedimento foi repetido trés vezes por semana
durante duas semanas para que os ratos voluntariamente subissem a escada trés vezes

consecutivas, sem o incentivo do estimulo na cauda. Para determinagdo da carga méaxima os
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ratos realizaram um teste de carga maxima 24h apds o teste de tolerancia ao esforgo fisico. Na
escalada inicial, foi aplicado 75% do peso do corpo do animal. Ap6s completar o carregamento
desta carga com sucesso, um peso adicional de 30g foi adicionado ao aparato. Este
procedimento foi sucessivamente repetido até que a carga alcangasse um peso que nao permitiu
mais que o rato escalasse, ponto no qual foi considerada a carga maxima dos ratos para aquela
$€ssao.

O teste de carga maxima foi realizado em trés momentos: quatro dias ap6s a adaptacao
ao modelo de exercicio, no 14° e 21° dia apos a aplicagdo da MCT. A carga maxima carregada
foi utilizada como indice de tolerancia ao esforco resistido. O treinamento resistido foi iniciado
48h apds a aplicagdo de MCT, usando-se uma escada vertical adaptada para ratos. O
treinamento resistido foi realizado 2/3 dias por semana, com intensidade moderada (60% da
carga méaxima), alternado com o treinamento aerdbico, durante aproximadamente trés semanas.
Os ratos realizaram 15 escaladas por sessdo com intervalo de 1min entre escaladas (Sanches et

al., 2014).

4.3.5 Eutanésia e coleta de material biologico

A eutandsia dos animais foi realizada no 23° dia apos injecdo de MCT ou quando os
animais dos grupos hipertenso sedentario e hipertenso exercicio manifestaram sinais clinicos
de falha do VD (ex. perda de 10 g do peso corporal de um dia para outro e/ou dispneia; cianose;
letargia). Os ratos foram pesados no primeiro dia do experimento e no Ultimo dia, quando
ocorreu a eutandsia, e foi feito o calculo de ganho de peso corporal dos animais. Todos os
animais foram eutanasiados por decapitacdo usando-se uma guilhotina propria para o uso em
roedores (Insight EB 271) e sem a utilizacdo de anestesia. Este método foi utilizado, pois nao
esta relacionado com a percepg¢ao da dor e ndo contamina o material bioldgico a ser processado

(Concea, 2013).
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Os testiculos e epididimos foram removidos, dissecados e separados para analises
histomorfométricas, enzimaticas e funcionais. Orgdos do lado esquerdo foram separados e
fixados em solugdo fixadora de Karnovsky (glutaraldeido a 4% e paraformaldeido a 4% em
tampao fosfato de sodio 0,2M/pH 7,3) por 24 h para analises biométricas e microscopicas,
enquanto orgdos do lado direito foram congelados e armazenados a -80°C para analises

espermaticas e funcionais do epididimo e ensaios enzimaticos.

4.3.6 Determinagdo da concentracdo sérica de testosterona

O sangue coletado no momento da eutandsia foi centrifugado por 15 minutos a 4.119 x
g, sendo o soro armazenado a -20°C para quantificacdo de testosterona. O ensaio foi realizado
no Laboratdrio de Analises Clinicas da Divisao de Satide da UFV, utilizando a metodologia de

quimioluminescéncia. Os resultados foram expressos em ng/dL.

4.3.7 Biometria dos 6rgaos

Testiculos e epididimos fixados foram dissecados e pesados em balanga analitica para
obtengao dos pesos absolutos e relativo. No caso do peso relativo do epididimo, o peso absoluto
foi multiplicado por 100, sendo o resultado dividido pelo peso final do animal (Amann, 1970).
Para determinar o peso do parénquima testicular a tinica albuginea foi retirada e pesada,
descontando-se o seu peso daquele obtido para o peso total da gonada. A partir dos pesos
corporal (PC) e dos dois testiculos (PG) foi obtido o indice gonadossomatico (IGS), pela

formula: IGS (%) = PG/ PC * 100 (Amann, 1970).

4.3.8 Processamento histologico dos 6rgaos
Fragmentos fixados de testiculos e das quatro regides epididimarias (segmento inicial,

cabega, corpo e cauda) foram desidratados em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e
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absoluto) e incluidos em 2-hidroxietil metacrilato, historesina (Historesin®, Leica

Microsystems, Nussloch, Alemanha). Cortes semi-seriados de 3um de espessura foram obtidos
utilizando-se navalhas de vidro acopladas em microtomo rotativo (RM 2255; Leica Biosystems,
Nussloch, Alemanha). Para evitar analises repetidas da mesma area histoldgica, foi respeitado
o intervalo de 30um (10 cortes) entre cortes histoldgicos avaliados para testiculo € 39um (13
cortes) para cortes de epididimo. Laminas contendo os cortes histologicos foram coradas com
azul de toluidina + borato de sodio (1%), montadas com Entellan® (Merck) e analisadas em

microscopio optico (Olympus CX40, Téquio, Japao).

4.3.9 Contagem de tibulos seminiferos normais e patoldgicos

A anadlise histologica do testiculo foi realizada em microscopio dptico (Olympus CX40,
Toéquio, Japao), sendo analisados 200 tibulos seminiferos por animal de cada grupo,
considerando limen e epitélio seminifero contendo células germinativas e de Sertoli. Os tubulos
seminiferos foram classificados em dois tipos, de acordo com o aparecimento de alteragdes
histologicas: 1) tibulos seminiferos com morfologia normal, epitélio seminifero integro e
formado por células dispostas em camadas, sem presenca de vacuolos, descamagdo ou células
germinativas no lumen; ii) Tubulos seminiferos anormais, com presenca de células
germinativas e restos celulares no lumen, poucas camadas de células germinativas,
vacuolizacdo e degeneragdo do epitélio seminifero. Os resultados obtidos foram expressos em

porcentagem (adaptado de Leite et al., 2017; Dias et al., 2019).

4.3.10 Analise histologica epididimaria
A analise histologica do epididimo foi realizada em microscopio Optico nos aumentos
de 100, 200 e 400x. Esta etapa envolveu a observagdo de caracteristicas teciduais do 6rgao,

como organizagao e integridade de epitélio e limen do ducto epididimario, bem como de tecido
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conjuntivo e seus componentes no intersticio. A ocorréncia de alteragdes, como células
germinativas no lamen, alteragdo cribriforme no epitélio, infiltrados inflamatorios no
intersticio, vacuolizacdo epitelial, quantidade e aspecto dos espermatozoides no limen foram

registradas (Kempinas & Klinefelter, 2014).

4.3.11 Histomorfometria e estereologia testicular

Para as analises morfométricas testiculares, 10 imagens digitais de campos histologicos
aleatorios foram capturadas usando fotomicroscopio de campo claro (Olympus BX -53, Toquio,
Japao) equipado com camera digital (Olympus AX 70 TRF, Toquio, Japao), nas objetivas de
10x e 40x. As imagens foram analisadas pelos softwares Image J® (National Institute of Health,
USA) e Image Pro Plus 4.5® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

A propor¢do volumétrica dos componentes do parénquima testicular (tabulos
seminiferos e intertubulo) foi realizada utilizando uma graticula com 266 pontos incidentes
sobre cada uma das dez imagens digitalizadas, totalizando 2.660 pontos para cada animal.
Foram contabilizadas interse¢des coincidentes sobre componentes do compartimento tubular,
como epitélio, limen com espermatozoide, limen sem espermatozoides e tinica propria, € do
compartimento intertubular, como tecido conjuntivo, vasos sanguineos, células do tecido
conjuntivo. A propor¢ao volumétrica desses componentes (PVx) foi determinada pela formula:
PVx (%)= (NT/NTT) * 100, onde x = componente em questdo, NT = nimero de pontos sobre
o componente especifico e NTT é o numero de pontos totais (2.660 por animal). O volume de
cada componente testicular, expresso em mL, foi estimado multiplicando a propor¢ao
volumétrica de cada componente pelo volume do parénquima de um testiculo, dividido por 100.
Como a densidade do testiculo de mamiferos é em torno de 1g mL™!, entdio a massa do testiculo,

em gramas, foi considerada igual ao seu volume em mL (Tae et al., 2005).
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O didmetro do tubulo seminifero (um) foi obtido pela média da mensuragdo de 30
seccoes transversais de tibulos seminiferos por animal, que tiverem o contorno mais circular
possivel, independente da fase do ciclo do epitélio seminifero. O diametro foi medido por uma
linha reta entre os dois polos do tibulo usando o Programa /mage ProPlus, partindo da tinica
propria de uma extremidade, passando pelo centro do tiibulo e terminando na tinica propria na
outra extremidade. Nas mesmas secc¢des utilizadas para medir o didmetro tubular foi mensurada
a altura do epitélio seminifero, a partir de uma linha reta tragada no centro da seccdo, da base
do epitélio em contato com a tnica propria até o limen do tibulo, nos dois polos do tibulo
seminifero. Portanto, o valor final encontrado para a altura do epitélio foi correspondente a
média de duas medidas diametralmente opostas. De posse do diametro tubular e da altura do
epitélio, podemos calcular o didmetro luminal (um), subtraindo o didmetro do tiibulo seminifero
da altura final do seu epitélio (Dias et al., 2019).

A propor¢ao volumétrica dos componentes do intertubulo foi realizada no aumento de
400x, contando-se 1.000 pontos por animal sobre tecido conjuntivo, espaco linfatico, vasos
sanguineos, macréfagos e célula de Leydig, incluido pontos coincidentes em seu nucleo e
citoplasma. A propor¢do volumétrica dos componentes intertubulares foi obtida utilizando a
formula: compartimento intertubular (%) = (nimero de pontos no componente
intertubular/1.000 pontos totais) x 100. O volume (mL) de cada componente intertubular por
testiculo foi calculado pela formula: propor¢do do elemento no testiculo (%) / (100 x massa
parenquimatosa de um testiculo). O volume (mL) dos elementos intertubulares foi calculado a
partir da porcentagem do elemento no testiculo/ peso do parénquima de 2 testiculos X 100 (Dias
et al., 2020).

Andlises estereologicas das células de Leydig foram realizadas no aumento de 400x. O
diametro do nucleo de Leydig (um) foi determinado pela média de 30 nucleos por animal, sendo

cinco animais por grupo. O volume ocupado pelo nucleo foi calculado usando a média do
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didmetro nuclear e a formula: 4/37R>, em que R = didmetro nuclear/2. O volume do citoplasma
foi estimado pela formula: porcentagem de citoplasma X volume nuclear obtido/porcentagem
nuclear. Assim, o volume total da célula de Leydig foi calculado pela soma dos volumes nuclear
e citoplasmatico (Dias et al., 2020) e os valores foram expressos em pm?>. O niimero de células
de Leydig por testiculo (NLT) foi calculado de acordo com a equagdo: NLT = volume que as
células de Leydig ocupam por testiculo (um?) / volume de uma célula de Leydig (um?), em que
o volume que as células de Leydig ocupam por testiculo = propor¢ao da célula de Leydig no

testiculo X peso do parénquima de um testiculo / 100 (Dias et al., 2019).

4.3.12 Analise de enzimas antioxidantes e metabolitos oxidativos

Amostras de testiculo, cabeca e cauda do epididimo congelados (100mg; n = 5/grupo),
foram separadas, homogeneizadas em tampao fosfato (1mL; pH 7,4) e centrifugadas durante
10min a 10.000 xg (12.000rpm), sob refrigeracdo de 4°C. O sobrenadante foi separado para
analises da atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-s-
tranfesrase (GST), metabolitos da peroxidagao lipidica, como malondialdeido (MDA), estresse
nitrosativo, como 6xido nitrico e capacidade antioxidante total (FRAP). Tais andlises foram
realizadas em leitor de microplaca ELISA (Multiskan SkyHigh, Thermo Scientific). A
quantifica¢do de proteinas totais foi realizada por meio do método de Bradford (Bradford,
1976).

A atividade da SOD foi estimada pelo método de Dieterich et al. (2000) modificado,
baseada na capacidade da enzima em catalisar a reagdo do superoxido O e do perdéxido de
hidrogénio e, assim, diminuir a razdo de auto-oxidacdo do pirogalol. A leitura da placa foi
realizada em leitor de Elisa em 320nm. 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 autoxidag@o do pirogalol em 50%. A atividade da CAT foi avaliada medindo-se a taxa
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de decomposi¢cdo do H>O», de acordo com o descrito por Aebi (1984). Um coeficiente de
extingdo de £240= 0,036mmol/Lx cm foi usado para os calculos. Uma unidade de atividade
CAT foi definida como a quantidade de enzima que decompde um mmol H>O2 por 1min. A
atividade da catalase foi calculada como U por miligrama de proteina. Uma unidade de
atividade da CAT foi definida como a quantidade da enzima que se decompde por Imin. A
atividade de CAT foi calculada como U por miligrama de proteina. Ja a atividade da GST foi
estimada em 340nm, em dois intervalos (30s e 90s), conforme descrito por Habig et al. (1974)
e calculada a partir da taxa de formagao do conjugado 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com
glutationa. O coeficiente de extingdo molar usado para CDNB foi €340 = 9,6mmol x L™ ! x cm™
!, Uma unidade de atividade de GST ¢ definida como a quantidade da enzima que catalisou a
formagio de um pmol de produto x min~ ! x mL™!. A atividade de GST foi expressa como U
por miligrama de proteina.

A concentragdo de MDA foi avaliada pela metodologia descrita por Buege ¢ Aust
(1978). O homogenato foi misturado com solugdo TBARS (4cido tricloroacético 15%, acido
tiobarbitarico 0,375% e HC1 0,25 N) e mantido em banho-maria em ebuli¢ao (~90°C) durante
40 minutos. Ap0s a retirada do banho maria, as amostras foram refrigeradas sobre placa de gelo
e foi adicionado 600uL de alcool butilico. A mistura foi levada ao vortex para homogeneizagao
e, posteriormente, centrifugada para que o sobrenadante fosse retirado para a andlise. As
concentragdes totais de MDA em cada amostra foram determinadas por meio de curva padrao
a partir de concentragdes conhecidas de 1,1,3,3-tetrametoxipropano. A formagao de substancias
reativas ao 4cido tiobarbiturico foi monitorada a 535nm, em microplacas, em leitor de ELISA.
Os resultados foram expressos por uM/mg de proteina. A concentracdo de 6xido nitrico foi
mensurada através do reativo de Griess (1% de sulfanilamida e 0,1% naftil-etileno-diamina em
2,5% H3POs). Neste ensaio, a quantidade de nitrito foi determinada nas amostras e utilizada

como indicador da sintese de 6xido nitrico. O sobrenadante das amostras foi adicionado com
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igual volume do Reativo de Griess em placa de leitura, que foi incubada por 10min no escuro
e, em seguida, foi determinada as absorbancias, com leitura em 570nm. O 6xido nitrico das
amostras de testiculo foi determinado através da curva padrdo com concentragdes conhecidas
de nitrito de s6dio (Tsikas, 2007).

Por fim, FRAP foi determinada pelo método descrito por Benzie e Strain (1996),
envolvendo o método de reducdo do ferro. O FRAP consiste em uma dosagem colorimétrica
baseada no principio de redugdo do complexo de tripiridiltriazina férrico (Fe**-TPTZ) a forma
ferrosa (Fe**-TPTZ), pelos antioxidantes de uma amostra, com desenvolvimento de uma cor
azul intensa com um méximo de absor¢do a 593nm. A reacdo foi realizada adicionando 10uL.
de amostra, ou padrao, com 190uL da solu¢do de FRAP em microplacas. A mistura foi incubada

no escuro por 30min e levada ao leitor de microplacas.

4.3.13 Avaliagdes espermaticas

Imediatamente ap6s a eutandsia, a regido da cauda do epididimo esquerdo dos animais
foi cortada 3 vezes em placa de Petri contendo 500ul BWW para permitir a liberagdo dos
espermatozoides. Este fluido foi diluido em 500ul de Tris-citrico-frutose (Tris 3,025 g, 4cido
citrico 1,7 g, frutose 1,25 g, agua destilada 100mL q.s.p.) aquecido a 34°C. Aliquotas de fluido

foram coletadas para avaliacdo da motilidade e morfologia espermaética.

4.3.13.1 Motilidade total

Para analisar a motilidade total, 10ul do fluido epididimario foi colocado entre 1dmina
e laminula, previamente aquecidos a 37°C, e avaliados sob aumento de 400X, em microscopio
optico. As células foram classificadas em moéveis ou iméveis (Morakinyo et al., 2010) e a

motilidade foi expressa em porcentagem (0-100) (CBRA, 1998).
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4.3.13.2 Morfologia espermatica

Para a analise da morfologia espermatica, 50l de fluido fixado da cauda epididimaria
foi fixado em 100ul de formaldeido 4% tamponado. Esta preparacdo foi examinada em
microscopio de contraste de fase (Bioval) com aumento de 1000x, sendo avaliadas 200 células.
Foram contabilizados espermatozoides com morfologia normal e anormal (defeitos da cabega

e cauda), sendo os resultados expressos em porcentagem (Filler, 1993).

4.3.14 Produgdo espermatica testicular diaria, nimero de espermatozoides e tempo de transito
no epididimo

Espermatides  testiculares resistentes a homogeneizagdo (estagio 19 da
espermatogénese), bem como espermatozoides na cabega/corpo e cauda do epididimo foram
contados (Robb et al., 1978 modificado), seguindo o protocolo: testiculo esquerdo foi
descapsulado e pesado e homogeneizado em SmL de NaCl 0,9% contendo Triton X-100 0,05%.
Apo6s uma diluicao de dez vezes, uma amostra foi transferida para camaras de Neubauer (quatro
campos por animal), e o nimero de espermatides maduras foi contado. Para calcular a produgao
diaria de espermatozoides (PDE), o nimero de espermatides no estagio 19 foi dividido por 6,1,
que ¢ o numero de dias em que as espermadtides estdo presentes no epitélio seminifero. Da
mesma forma, as por¢des da cabega/corpo e da cauda do epididimo foram cortadas em pequenos
fragmentos com tesoura e homogeneizadas, e os espermatozoides foram contados conforme
descrito para o testiculo. O tempo de transito dos espermatozoides pelo epididimo foi
determinado dividindo-se o numero de espermatozoides em cada por¢do pela PDE (Hood &

Hood, 2005).

4.3.15 Analises Estatisticas
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Os resultados foram submetidos a avaliagdo de normalidade pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Em seguida, foram realizados dois testes t de Student. Primeiramente, comparou-se
dados de animais dos grupos hipertenso sedentario e controle sedentario, para verificar o efeito
da doenga sobre os 0rgaos reprodutivos masculinos. O outro teste de t foi feito para comparar
resultados de ratos dos grupos hipertenso sedentario e hipertenso exercicio, para avaliar se o
treinamento fisico combinado foi capaz de minimizar os potenciais danos testiculares e
epididimarios causados pela HAP. Diferengas foram consideradas significativas quando p <
0,05. As andlises foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism 8.2.1 (GraphPad
Software Inc., SanDiego, CA, USA). Os resultados foram expressos como média = desvio

padrao da média (D.P.M).

4.4. Resultados

4.4.1 Validagao da indu¢ao da HAP

Os resultados da ecocardiografia mostraram que a MCT foi capaz de induzir a HAP em
ratos que receberam sua injecdo (Fig. 2). No 22° dia ap0s a aplicacdo de MCT, ratos do grupo
HAP sedentério apresentaram menor razdo TA/TE da artéria pulmonar e redug¢do da funcgao
sistolica do ventriculo direito, avaliada pela TAPSE, em comparagdo com animais dos grupos

controle sedentério e HAP exercicio (p < 0,05; Fig. 2).
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Figura 2: Resisténcia da artéria pulmonar e fung¢do sistolica do ventriculo direito. A) Relacdo tempo de

aceleracao/tempo de ejecdo (TA/TE) medido no 22° dia apés injecdo de MCT. B) Valores médios da

excursdo sistolica do plano anular tricispide (TAPSE), medida no 22° dia ap6s inje¢do de MCT.

*Diferenga significativa (p < 0,05) entre animais dos grupos controle sedentario e HAP sedentario pelo

Teste t de Student. (n = 6-7 animais/grupo).

4.4.2 Efeitos da HAP sobre parametros testiculares e epididimarios
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Animais do grupo hipertenso sedentario apresentaram peso corporal final, ganho de

peso corporal, peso absoluto do epididimo e concentragdes de testosterona sérica menores que

o observado em ratos controle sedentario (p < 0,05; Tabela 1). Peso corporal inicial, peso

absoluto dos testiculos, peso relativo do epididimo e indice gonadossomatico dos animais dos

grupos experimentais nao diferiram entre si (p > 0,05; Tabela 1).

Tabela 1: Parametros biométricos corporais, testiculares, epididimarios e concentracdo de testosterona sérica de

ratos Wistar saudaveis (controle sedentdrio) ou com hipertensdo arterial pulmonar (HAP) induzida por

monocrotalina, submetidos ou ndo ao treinamento fisico combinado (TFC).

Parametros

Controle sedentario

HAP sedentario

HAP + TFC

Peso corporal inicial (g)
Peso corporal final (g)

Ganho de peso corporal (g)

Testiculo (g)

Epididimo (g)

Epididimo (g/100g)
Indice gonadossomatico

Testosterona (ng/dL)

197,40 + 14,24
306,00 + 15,76
108,60 + 26,27
129+0,16
0,46 + 0,04
0,31 + 0,04
0,84+0,11

9,75 + 2,06

192,80 + 10,23
267,40 + 19,57*
74,60 + 18,41%
1,16+ 0,10
0,39 + 0,04*
0,29 + 0,03
0,87 £ 0,09

7,00 + 0,00*

207,40 11,26
274,00 + 29,81
66,60 + 35,66
120+0,15
0,40 + 0.04
0,29 + 0,03
0,87 + 0,06

7,00+ 0,81

Valores expressos em média + D.P.M. *Diferenga significativa (p < 0,05) entre animais dos grupos controle

sedentario e HAP sedentario pelo Teste t de Student. (n = 5 animais/grupo).

Os testiculos de ratos do grupo controle sedentario apresentaram tibulos seminiferos

exibindo epitélio integro, com camadas regulares e distribui¢do normal de células germinativas
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e células de Sertoli, com espermatozoides no lumen tubular (Fig. 3A, 4A e D). J& ratos
hipertensos sedentarios mostraram reducdo na propor¢do de tibulos seminiferos normais
quando comparados com o observado em animais do grupo controle (p < 0,05; Fig. 3A, 4B e
E). Houve aumento no percentual de tubulos seminiferos anormais, especialmente com células
desprendidas no lumen tubular, em animais do grupo HAP sedentario comparados com os do

grupo controle sedentario (p < 0,05; Fig. 3B, 4B ¢ E).
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Figura 3: Efeitos da hipertensdo arterial pulmonar (HAP) ¢ do treinamento fisico combinado (TFC) na
histopatologia de tiibulos seminiferos de ratos Wistar. *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 os animais

dos grupos HAP sedentario e HAP treinado (HAP + TFC) pelo Teste t de Student. (n =5 animais/grupo).
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Figura 4: Fotomicrografias do parénquima testicular de ratos Wistar. Grupo controle sedentério (A, D, G); grupo
hipertenso sedentario (B, E, H); grupo hipertenso exercicio (C, F, I). Ci, compartimento intertubular; E, epitélio
seminifero; L, limen; Vs, vaso sanguineo; CL, célula de Leydig; # células germinativas destacadas no limen. Azul
de toluidina. Barra de escala: (A-C): 100pum; (D-F): 50 pm; (G-1):20um. (n = 5 animais/grupo).

Com relagdo a histopatologia epididimaria, em geral, a arquitetura tecidual foi regular,
com epitélio, limen e intersticio sem alteragdes importantes em todas as regides do ducto para
os animais dos trés grupos experimentais (Fig. 5). Entretanto, pontos focais de infiltrados

inflamatorios foram localizados no intersticio do segmento inicial e da cabega do epididimo de

animais controle sedentario e HAP sedentarios (Fig. 5B ¢ E).
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Controle HAP Exercicio

7,

Figura 5: Fotomicrografias das quatro regides do epididimo de ratos Wistar. A saber, segmento inicial (A-C),
cabega (D-F), corpo (G-I) e cauda (J-L). Grupo controle sedentario (A, D, G, J); grupo hipertenso sedentario (B,
E, H, K); grupo hipertenso exercicio (C, F, I, L). E, epitélio epididimario; L, lamen; Tc: tecido conjuntivo; * pontos
focais de infiltrado inflamatorio. Azul de toluidina. Barra de escala: 50 um. (n =5 animais/grupo).

Nao houve alteragc@o nos parametros de didmetros tubular e luminal e % de lumen entre
os animais controle ¢ HAP sedentarios (p > 0,05; Tabela 2). Animais sedentarios com HAP
mostraram uma diminuicdo da altura do epitélio e da porcentagem de compartimento tubular,
epitélio seminifero e um aumento na propor¢ao de tiinica propria e compartimento intertubular

quando comparados com os animais controle sedentério (p < 0,05; Tabela 2; Fig.4G e H).
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Tabela 2: Parametros histomorfométricos e estereologicos testiculares de ratos Wistar saudaveis (controle
sedentario) ou com hipertensdo arterial pulmonar (HAP) induzida por monocrotalina, submetidos ou ndo ao

treinamento fisico combinado (TFC).

Parametros Controle sedentario HAP sedentario HAP + TFC

Morfometria testicular

Diametro tubular (pum) 334,60 + 13,55 327,00 + 9,82 346,00 + 16,78
Didmetro luminal (um) 114,20 + 8,88 115,4+ 8,21 116,30 +£ 10,35
Altura do epitélio (um) 110,2 +£4,19 103,90 + 3,36* 114,80 + 4,99#

Proporgdo volumétrica

Compartimento tubular (%) 88,43 £ 2,69 84,55+ 1,94* 87,87 £2,43#
Epitélio seminifero (%) 66,88 + 2,50 62,24 + 2.87* 68,91 £ 2,00#
Ttnica propria (%) 4,84 + 0,53 6,89 +0,19* 6,12 +0,68

Lamen (%) 16,71 £ 1,80 15,88 +2,22 12,83 + 1,39#
Compartimento intertubular (%) 11,57 £2,69 15,45+ 1,94* 12,13 £2.43#

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

grupos HAP sedentario e HAP treinado (HAP + TFC) pelo Teste t de Student. (n = 5 animais/grupo)

Considerando os componentes do intertubulo, animais sedentarios com HAP ndo
apresentaram alteragdes de propor¢dao e volume de tecido conjuntivo, espaco linfatico,
macrofagos e células de Leydig comparados com os animais do grupo controle sedentério (p >
0,05; Tabela 3). A proporcao volumétrica e o volume de vasos sanguineos entre animais do

grupo HAP sedentarios e os do grupo controle foram aumentadas (p < 0,05; Tabela 3).

Tabela 3: Parametros histomorfométricos e estereologicos - Proporgdo volumétrica e volume de componentes do
intertubulo testicular de ratos Wistar saudaveis (controle sedentario) ou com hipertensao arterial pulmonar (HAP)

induzida por monocrotalina, submetidos ou ndo ao treinamento fisico combinado (TFC).

Parametros Controle sedentario HAP sedentario HAP + TFC

Proporg¢do volumétrica

Tecido conjuntivo (%) 0,44+ 0,18 0,64 + 0,20 0,36+ 0,17#
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Espaco linfatico (%) 3,90 + 0,80 6,09 +2,08 3,78 £ 0,89
Vaso sanguineo (%) 0,722+ 0,20 1,49 £ 0,25%* 1,67 +0,79
Macrofagos (%) 0,06 £ 0,03 0,06 + 0,08 0,01 £0,02
Célula de Leydig (%) 6,40 £2,32 7,17 £0,57 6,30 = 1,00
Volume

Tecido conjuntivo(mL) 0,007 + 0,003 0,012 + 0,004 0,007 + 0,003
Espago linfatico (mL) 0,068 £ 0,017 0,120 £ 0,050 0,071 £0,021
Vaso sanguineos (mL) 0,012 + 0,002 0,028 £ 0,007* 0,032+0,019
Macrofagos (mL) 0,001 + 0,001 0,001 £ 0,002 0,0002 + 0,0004
Células de Leydig (mL) 0,110 £ 0,037 0,135+ 0,018 0,117 £ 0,025

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 os animais dos

grupos HAP sedentario e HAP treinado (HAP + TFC) pelo Teste t de Student. (n = 5 animais/grupo)

Animais sedentarios com HAP quando comparados aos animais controle nao
apresentaram alteragdes significativas nas analises morfométricas da célula de Leydig (p > 0,05;

Tabela 4).

Tabela 4: Parametros estereologicos das células de Leydig de ratos Wistar saudaveis (controle sedentario) ou com
hipertensdo arterial pulmonar (HAP) induzida por monocrotalina, submetidos ou ndo ao treinamento fisico

combinado (TFC).

Parametros Controle sedentario HAP sedentario HAP + TFC

Estereologia das células de Leydig

Diametro nuclear (pm) 6,76 £ 0,29 6,74 £0,19 6,78 £ 0,06
Porcentagem nuclear (%) 0,85+0,34 1,05+ 0,27 0,90+0,12
Porcentagem citoplasmatica (%) 5,55+1,99 6,12 +0,52 5,39+0,99
Volume nuclear (um?) 162,10+ 19,79 160,50 £ 13,75 163,30 + 4,49
Volume citoplasmatico (um?) 1079 £ 194,00 997,70 + 296,60 987,40 + 240,30

Volume celular (um?) 1242 +£210,80 1158 +£ 300,80 1151 £+ 239,70
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Numero de células/testiculo (x10) 87,94 + 27,59 124,60 + 45,64 102,10 + 6,62

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. (n =5 animais/grupo)

As atividades das enzimas SOD e CAT testiculares e epididimarias nao tiveram
alteracdes em animais sedentérios hipertensos comparados aos animais controle sedentarios (p
> 0,05; Fig. 6A e B). Houve reduc¢do na atividade da GST no testiculo de animais do grupo
HAP sedentario comparados aos animais do grupo controle sedentario (p < 0,05; Fig. 6C). Por
outro lado, a atividade de GST no epididimo, nas regides da cabega e cauda, ndo alterou entre
os animais (p > 0,05; Fig. 6C). As concentragdes de 6xido nitrico e os valores de MDA e da
capacidade antioxidante total (FRAP) testicular e epididiméaria ndo alteraram entre os animais

dos grupos experimentais (p > 0,05; Fig. 7A, B e C).
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Figura 6: Efeitos da hipertensdo arterial pulmonar (HAP) e do treinamento fisico combinado sobre atividade de
enzimas antioxidantes em testiculos e epididimos (cabeca e cauda) de ratos Wistar. Valores expressos em média
+ D.P.M. *Diferenga significativa (p < 0,05) entre animais dos grupos controle sedentario e HAP sedentario pelo
Teste t de Student. #Diferenca significativa (p < 0,05) entre os animais dos grupos HAP sedentario e HAP treinado

(HAP + TFC) pelo Teste t de Student. (n =5 animais/grupo). SOD = superoxido dismutase; CAT = catalase; GST

= glutationa S-transferase.
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Figura 7: Efeitos da hipertensdo arterial pulmonar (HAP) e do treinamento fisico combinado sobre produtos do
estresse oxidativo e capacidade antioxidante total em testiculos e epididimos (cabega e cauda) de ratos Wistar.
Valores expressos em média = D.P.M. #Diferenga significativa (p < 0,05) entre os animais dos grupos HAP
sedentario e HAP treinado (HAP + TFC) pelo Teste t de Student. (n =5 animais/grupo). NO = 6xido nitrico; MDA

= malondialdeido; FRAP = capacidade antioxidante total.

A motilidade espermatica total foi menor em ratos hipertensos que em animais controle
(p <0,05; Tabela 5). Nas analises de morfologia espermatica ndo houve diferenca significativa,
sendo que a porcentagem de espermatozoides normais e anormais (patologias na cabeca, peca
intermediaria e cauda) foi semelhante entre os animais do grupo controle sedentirio e
hipertenso sedentario (p > 0,05, Tabela 5).

O ntmero de espermatides maduras no testiculo e por grama de testiculo, a producdo
espermatica didria, o nimero de espermatozoides da cabeca/corpo e da cauda do epididimo e
por grama do epididimo foram reduzidos nos animais doentes sedentarios em compara¢do com
os animais controle sedentarios (p < 0,05, Tabela 5). Ja o tempo de transito dos
espermatozoides nas regides da cabeca/corpo e da cauda ndo teve alteracdes significativas entre

os animais dos grupos experimentais (p > 0,05, Tabela 5).
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Tabela 5: Pardmetros espermaticos (morfologia e motilidade) e contagem espermatica de ratos Wistar saudaveis

(controle sedentario) ou com hipertensao arterial pulmonar (HAP) induzida por monocrotalina, submetidos ou ndo

ao treinamento fisico combinado (TFC).

Parametros Controle sedentario HAP sedentario HAP + TFC
Parametros espermdticos

Motilidade espermatica (%) 81,40 +4,72 74,00 + 4,18* 74,69 + 5,08
Morfologia normal (%) 98,40 + 0,82 98,20+ 0,76 99,13+ 0,75
Morfologia anormal (%) 1,60 £ 0,82 1,80 £0,76 0,88 + 0,75
Contagem espermadtica

Numero de espermatides (x10%testiculo) 172,00 + 20,55 105,90 +20,18* 131,80 + 29,84

Numero de espermatides (x10%/g testiculo)
Produgdo espermatica didria
(x10%testiculo/dia)

Numero de espermatozoides da
cabega/corpo do epididimo (x10%/6rgio)
Numero de espermatozoides da
cabega/corpo do epididimo (x10%g 6rgio)
Tempo de transito de espermatozoides na
cabeca/corpo do epididimo (dias)

Numero de espermatozoides do epididimo
da cauda (x10%/6rgdo)

Numero de espermatozoides do epididimo
da cauda (6rgao x10%/g)

Tempo de transito de espermatozoides na

cauda do epididimo (dias)

134,00 = 13,19

28,20 + 3,37

85,48 £ 9,02

402,30 = 47,08

3,05+ 0,33

120,40 £22,21

926,50 £47,98

433 40,98

90,11 + 23,15%

17,35 +3,31*

50,99 £ 9,95%

287,80 + 36,01%*

3,07 +1,03

74,28 + 14,65*

622,50 + 64,98*

4,54+ 1,76

96,21 + 14,83

21,61 +4,89

83,59 + 20,05#

417,00 £93,21#

3,87 + 0,30

124,40 + 38,78#

792,50 + 109,60#

512+1,30

Valores expressos em média + D.P.M. *Diferenga significativa (p < 0,05) entre animais dos grupos controle

sedentario e HAP sedentario pelo Teste t de Student. #Diferenga significativa (p < 0,05) entre os animais dos

grupos HAP sedentario e HAP treinado (HAP + TFC) pelo Teste t de Student. (n = 5 animais/grupo)
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4.4.3 Efeitos do TFC sobre parametros testiculares e epididimarios de ratos hipertensos

Nao houve alteracdo significativa dos parametros biométricos corporais, testiculares,
epididimarios e concentracao de testosterona sérica quando comparados os animais dos grupos
hipertenso sedentario e hipertenso exercicio (p > 0,05; Tabela 1).

Foi mostrado que o TFC aumentou a propor¢do de tubulos seminiferos normais e
diminui a propor¢do dos tibulos seminiferos anormais nos animais hipertensos exercicio
quando comparados com os do grupo hipertenso que nao praticaram o TFC (p < 0,05; Figuras
3AeB;4CeF)

Como relatado para os animais sedentarios ¢ HAP sedentarios, em geral, ndo também
ndo houve alteragcdes muito importantes na arquitetura epididiméria dos animais exercicio
sedentario (Fig. 5C, F, I e L). Pontos focais de infiltrados inflamatorios foram localizados no
intersticio do segmento inicial tanto de animais HAP sedentarios quanto nos HAP exercicio.
Somente nestes animais HAP exercicio, foram encontrados infiltrados inflamatérios no corpo
(Fig. 51).

Nao houve alteracdo nos parametros de diametros tubular e luminal, % tinica propria
entre os animais dos grupos hipertenso sedentério e hipertenso exercicio (p > 0,05; Tabela 2).
Animais com HAP submetidos ao TFC apresentaram aumento da altura do epitélio, da
propor¢ao de compartimento tubular e epitélio seminifero, com uma redugao na proporcdo de
limen e compartimento intertubular quando comparados aos animais sedentarios com HAP (p
<0,05; Tabela 2; Fig. 4H e I).

Considerando os componentes do intertiibulo, a proporcao de tecido conjuntivo reduziu
entre os animais com HAP que praticaram o TFC comparados aos animais sedentarios com a
doenga (p < 0,05; Tabela 3). Por outro lado, para os demais parametros de propor¢do e volume

de espago linfatico, vaso sanguineo, macréfagos e células de Leydig e de volume de tecido
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conjuntivo ndo foram encontradas alteracdes para os animais controle sedentirios e HAP
sedentario (p > 0,05; Tabela 3; Fig. 4H e I).

Por fim, animais do grupo hipertenso exercicio quando comparados aos animais
sedentarios com HAP ndo apresentaram alteragdes significativas nas analises morfométricas da
célula de Leydig (p > 0,05; Tabela 4).

As atividades das enzimas SOD e CAT testiculares e epididimdrias ndo tiveram
alteracdes em animais hipertensos exercicio comparados com os animais sedentarios
hipertensos (p > 0,05; Fig 6A e B). A pratica do TFC pelos animais com HAP aumentou a
atividade de GST em relacdo aos animais do grupo HAP sedentério (p < 0,05; Figura 6C). Por
outro lado, a atividade de GST no epididimo, nas regides da cabega e cauda, ndo alterou entre
os animais dos dois grupos experimentais (p > 0,05; Fig. 6C). As concentrag¢des de 6xido nitrico
testicular e da cabeca do epididimo alteraram entre os animais hipertensos sedentarios com
relacdo aos animais HAP exercicio (p <0,05; Figura 7A). Nao houve mudancas na concentracao
de NO na cauda do epididimo entre os animais dos grupos experimentais (p > 0,05; Fig. 7A).
Os valores de MDA e da capacidade antioxidante total (FRAP), testicular e epididiméria, ndo
apresentaram alteragdes entre os animais dos grupos experimentais (p > 0,05; Fig. 7B e C).

Nao houve alteragdo da motilidade espermatica entre os animais doentes sedentarios e
os do grupo HAP + exercicio (p > 0,05, Tabela 5). Nas andlises de morfologia espermadtica
normal e anormal ndo houve diferenga significativa entre os animais dos grupos hipertensos
sedentario e exercicio (p > 0,05, Tabela 5).

O numero de espermatides maduras no testiculo e por grama de testiculo e a producdo
espermatica didria ndo tiveram mudanca significativa nos animais doentes sedentarios em
comparac¢do com os animais HAP exercicio (p > 0,05, Tabela 5). O nimero de espermatozoides
da cabeca/corpo e cauda do epididimo e por grama do epididimo aumentaram nos animais que

praticaram o TFC e eram hipertensos quando comparados com os animais hipertensos
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sedentarios. O tempo de transito dos espermatozoides nas regides da cabega/corpo e da cauda
ndo teve alteragdes significativas entre os animais dos grupos experimentais (p > 0,05, Tabela

5).

4.5 Discussao

Neste trabalho, os resultados mostraram que HAP ¢ capaz de alterar parametros
testiculares e epididimdrios, como redug¢do da testosterona sérica e desorganizagdo da
histoarquitetura testicular, com diminui¢do da produgdo espermatica. Também foi observado
que a pratica do TFC, durante um curto periodo de tempo, foi importante para a histoarquitetura
testicular, mas sem alteracdes importantes nos epididimos. A HAP ¢ uma doenca grave e que
ainda ndo tem cura (Nogueira-Ferreira et al., 2018). Entre as possiveis estratégias terapéuticas
para a HAP estdo as farmacologicas e o treinamento fisico (Nickel et al., 2020). Alguns estudos
recentes mostraram que a pratica de treinamento fisico ¢ benéfica em parametros relacionados
aos sistemas cardiopulmonar e muscular (Benjamin et al., 2018; Schmidt et al., 2020; Leite,
2022) e nos testiculos de modelos murinos (Guimaraes-Ervilha et al., 2023). Porém, os estudos
sdo escassos quando se correlaciona a pratica de exercicios a doencas relacionadas com o
sistema reprodutor masculino.

A utilizagdo da injecdo intraperitoneal de monocrotalina induziu a HAP e promoveu o
aparecimento de sintomas cardiacos que foram verificados pelo ecocardiograma, um método
de diagndstico e de progndstico muito usado em pacientes com esta condi¢do clinica (Ferrara
et al., 2019). Animais com HAP submetidos ao TFC apresentaram melhoras nos parametros
cardiacos, o que corrobora com outros trabalhos que avaliaram a HAP, com o modelo de
indugdo por MCT, e beneficios da pratica de exercicio fisico em aspectos cardiopulmonares de

ratos com a doenga (Leite, 2022; Portes, 2020; Soares et al., 2019).
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No presente estudo, verificou-se que animais hipertensos, induzidos com MCT, e
sedentarios apresentaram menor peso corporal final e menor ganho de peso ao final do
experimento, em comparacdo a animais controle sedentarios. Resultados semelhantes foram
encontrados em outros estudos que usaram o mesmo modelo de indugdo por monocrotalina (60
mg kg!) (Ahmed et al., 2019; Colombo et al., 2013). De fato, pardmetros biométricos sdo
indicadores importantes do estado geral de saude de animais (EPA, 1996). O peso absoluto do
epididimo também reduziu nos animais hipertensos sedentarios, o que pode ser um indicativo
de disturbio neste o6rgao (Sellers et al., 2007).

As concentracdes de testosterona sérica reduziram nos animais HAP sedentérios. Este
pode ser um dos provaveis motivos de comprometimento do peso do epididimo, ja que as
concentragdes de androgenos, como a testosterona, sdo essenciais para o desenvolvimento e
manuten¢do da estrutura e fun¢do de oOrgdos reprodutivos como testiculos e epididimos
(Sharma, 2007; Hamzeh & Robaire, 2009). Adicionado a isso, a reducdo na contagem
espermatica, favorece a diminuicdo do peso deste 6rgdo. Entretanto, o peso do testiculo ndo
alterou, o que difere do estudo pioneiro que avaliou a HAP, induzida por duas doses de MCT
(20 mg kg ), nos 6rgdos do sistema reprodutor masculino e efeitos da pratica do treinamento
fisico resistido (Guimaraes-Ervilha, 2021). Parte da testosterona produzida pelas células de
Leydig fica restrita ao testiculo e outra parte ¢ distribuida pelo corpo pela corrente sanguinea
(Amory & Bremner, 2003). Apesar de ainda ndo ter uma correlacdo precisa entre as
concentragdes de testosterona plasmatica e de testosterona intratesticular (Patel et al., 2019),
sabe-se que esta ultima apresenta concentragdo aproximadamente 100 vezes maiores que a
circulante (Oduwole et al., 2021). Portanto, testosterona intratesticular desempenha um papel
imprescindivel na manutencdo da gonada (Coviello et al., 2005; Page, 2011) e, por isso, mesmo

com diminui¢do da testosterona sérica e, apesar de ndo termos feita sua quantificacdo neste
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trabalho, a testosterona intratesticular pode ser uma das razdes de manutengdo do peso dos
testiculos.

A HAP reduziu a porcentagem de tibulos seminiferos com morfologia normal e
aumentou a descamagdo do epitélio seminifero e/ou presenga de restos celulares e células
germinativas no limen dos tibulos. Problemas na adesao celular podem ser um dos fatores que
justificam tais achados, assim como foi relatado por Guimaraes-Ervilha (2021). De alguma
maneira, a célula de Sertoli pode ter sofrido influéncia da doenca, talvez pela reducdo da
testosterona necessaria para a sua fung¢do normal (Sharma, 2007). A diminuicdo da
concentragdo deste androgeno pode influenciar a formagao da barreira da célula de Sertoli e
comprometer as jungdes com as células germinativas, que podem ser prematuramente
destacadas e irem para o limen dos tubulos seminiferos (O’Donnell et al., 2000; Walker;
Cheng, 2005).

Com relacdo a histopatologia epididimaria, os pontos focais de infiltrados inflamatorios
encontrados podem ser devido a relagdo da hipertensao com a inflamagao (McLaughlin et al.,
2015; Oparil et al., 2018; Thenappan et al., 2018). De fato, a inflamagdo parece mediar a
patogénese da hipertensdo, com aumento da permeabilidade dos vasos pela liberagdao de
potentes mediadores como citocinas (interleucinas, fatores de crescimento) e EROs (O27, H20»)
(Griendling et al., 2021; Oparil et al., 2018). Epididimos sdo mais suscetiveis a inflamagdo e
eventos imunes do que testiculos (Hedger, 2011) e, com isso, processos inflamatdrios sdo causa
importante de prejuizos na infertilidade masculina (Dutta et al., 2021).

Neste estudo, propor¢des da por¢do funcional dos testiculos reduziram em animais
hipertensos, sendo que a propor¢do volumétrica de tibulos seminiferos em mamiferos ¢ um
indicador da eficiéncia na producdo espermatica (Franga & Godinho, 2003). Adicionado a isso,
areducdo da altura do epitélio pode também indicar prejuizos importantes no tubulo seminifero.

Esta mensuragdo ¢ uma forma mais efetiva de avaliagcdo da producao espermatica, uma vez que
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o epitélio € um elemento dinamico no tibulo seminifero, que sofre variagcdes de acordo com o
ciclo seminifero (Wing & Christensen, 1982). Portanto, coletivamente estes achados podem
sugerir que a producgdo espermatica foi comprometida, o que de fato ocorreu quando avaliamos
os parametros de contagem espermatica. Em contrapartida, a por¢do do parénquima testicular
correspondente ao espago intertubular, teve um aumento compensatério em animais HAP
sedentarios. Tal fato vai de encontro, por exemplo, com o aumento da propor¢ao volumétrica e
volume de vasos sanguineos no intertibulo testicular. Considerando a natureza da HAP, parece
plausivel que este aumento dos pardmetros vasculares ocorreu devido ao remodelamento dos
vasos sanguineos, uma das alteracdes histopatologicas observadas nesta doenga (Humbert et
al., 2019; Tuder et al., 2007).

A HAP ndo foi capaz de promover mudancas na morfometria de células de Leydig,
possivelmente devido ao tempo de experimento. As células de Leydig, podem sofrer
perturbagdes externas e internas, especialmente devido ao estresse oxidativo, o que poderia
comprometer suas fungdes (Wang et al., 2017). De fato, apesar do estresse oxidativo ser um
importante mecanismo na patofisiologia da HAP (Hansen et al., 2016; Nickel et al., 2020), neste
estudo ndo foi constatado este desequilibrio. Curiosamente, apenas a atividade de GST foi
reduzida pela HAP, possivelmente devido a reducdo do substrato GSH, que pode ser
superutilizado em processos de detoxificagcdo. Esses efeitos foram observados em testiculos e
epididimos de animais com hipertensdo arterial sistémica induzida por N(G)-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME) (Akinyemi et al., 2015). Desta forma, os mecanismos pelos quais a
doenca modula a atividade desta enzima precisam ser estudados.

A motilidade dos espermatozoides dos animais hipertensos sedentarios encontrou-se
reduzida. Este resultado ¢ condizente com a reducdo de testosterona, uma vez que para manter
sua fun¢do normal, durante o armazenamento na cauda do epididimo, os espermatozoides

dependem de concentragdes adequadas de testosterona circulante (Sharma & Agarwal, 2011).
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A produgdo diaria e o nimero de espermatides testiculares foram reduzidas nos animais HAP
sedentarios, o que provavelmente estd relacionado com mudancas na histologia testicular
relatadas anteriormente. Esses dois parametros sdo importantes indicadores do potencial de
fertilidade masculina, pois espermatides sdo células da linhagem germinativa que estdo no
processo final da espermatogénese, estando diretamente relacionadas a producdo didria
espermdtica (Fernandez et al., 2008). Como houve reducdo da produgdo diaria de
espermatozoides, era esperado que a quantidade desses gametas encontrados no epididimo
(cabeca, corpo e cauda) fosse diminuida, o que aconteceu. O tempo que os espermatozoides
levam para passar pelos processos de maturacao no epididimo ¢ chamado de tempo de transito
(Fernandez et al., 2008). Em ratos, esse trajeto leva cerca de oito dias (Robb et al., 1978; Robaire
et al., 2006). Portanto, a manuten¢ao do tempo de transito dos espermatozoides, provavelmente
contribuiu para o percentual satisfatorio de espermatozoides com morfologia normal.

O TFC empregado ndo foi capaz de prevenir a reducdo do peso corporal caracteristica
deste modelo de HAP, provavelmente pelo curto tempo de experimento. Porém, alguns dos
parametros afetados pela HAP foram reestabelecidos, como aumento da altura do epitélio
seminifero e da propor¢do de compartimento tubular e epitélio seminifero, com uma reducdo
na propor¢do de compartimento intertubular. A propor¢ao de tecido conjuntivo foi reduzida nos
animais hipertensos que praticaram TFC, o que vai de encontro com a redugao na propor¢do do
interttibulo, j4 que este tecido ¢ um dos componentes do intertibulo testicular (Sharma &
Agarwal, 2011). De fato, o exercicio fisico parece exercer um papel importante para melhoria
dos componentes intertubulares (Guimaraes-Ervilha et al., 2023), especialmente por minimizar
respostas inflamatorias e proliferativas relacionadas a hipertensdo (Agarwal et al., 2009;
Benjamin et al., 2018).

O TFC também se mostrou importante para reverter a contagem reduzida de

espermatozoides nas regides da cabega, corpo e cauda do epididimo. Esses achados no
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epididimo corroboram com a reconstitui¢ao da arquitetura e estrutura dos tibulos seminiferos,
de forma que os espermatozoides puderam ser produzidos normalmente. Resultados
semelhantes foram encontrados por Guimaraes-Ervilha et al., (2023), cujo trabalho empregou
o treinamento resistido.

A prética de treinamento fisico esta associada a um aumento na producdo de 6xido
nitrico (NO) (Arena et al., 2015; Otsuki et al., 2019), o que encontramos nos testiculos dos
animais HAP exercicio. Durante o treinamento fisico, ha aumento na tensio de cisalhamento
que atua aumentando a expressdo da enzima NO sintase, que produz NO enddégeno (Arena et
al., 2015). No epididimo, apesar de ndo observarmos alteracdes nas atividades das enzimas
antioxidantes e marcadores oxidativos, os niveis de oxido nitrico foram reduzidos na regido da
cabega do epididimo em animais do grupo hipertenso exercicio. Estudos demostram que ao
longo do ducto epididimario, as NO sintases estdo presentes principalmente na regido da cabega
(Kolasa et al., 2009; Scala & Maruccio, 2012). Neste contexto, embora o papel do NO
epididimario sobre a matura¢do dos espermatozoides ndo esteja totalmente elucidado, sabe-se
que em concentragdes mais altas, a aquisi¢ao da motilidade e a viabilidade sdo prejudicadas.
Por outro lado, o0 NO (em concentracdes endogenas) parece ser necessario para a motilidade e
viabilidade adequada do espermatozoide (Chaturvedi & Kumar, 2007; Scala & Maruccio, 2012;
Zini et al., 1996). Desta forma, o exercicio pode ter proporcionado uma redug¢do importante
para a manutencdo espermatica, de forma que os espermatozoides adquiram sua maturidade
funcional nos segmentos proximais antes de serem armazenados em um estado quiescente na
cauda do epididimo (Zou et al., 2018).

O TFC se mostrou uma estratégia terapéutica importante para testiculos, mas com pouca
eficiéncia nos epididimos. Para além do sistema reprodutor, em que dados da literatura ainda
sdo inexistentes, TFC tem sido benéfico para melhorar outros pardmetros afetados pela HAP

(Mainguy et al., 2010; Maiorana et al., 2000). O TFC como treinamento muscular inspiratdrio
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aerdbico e de resisténcia, durante 8 semanas, se mostrou seguro e induziu melhorias na forga
muscular e no consumo méaximo de oxigénio de pacientes com HAP (Gonzalez-Saiz et al.,
2017). Em outro estudo, durante 15 semanas de treinamento, os pacientes tiveram melhorias na
forca muscular respiratdria e na capacidade de exercicio (Kabitz et al., 2014). Em modelo
murino, com indugdo de MCT (60 mg kg'), o TFC melhorou pardmetros pulmonares e

cardiacos, e foi importante na prevencao de aspectos disfuncionais da doenca (Leite, 2022).

4.6. Conclusao

Os resultados mostraram que HAP afetou parametros reprodutivos testiculares,
comprometendo a produgdo de espermatozoides. Animais hipertensos tiveram redugao no peso
e ganho de peso corporal e na concentragdo de testosterona sérica. Diminui¢do do percentual
de tabulos seminiferos normais e de parametros morfométricos, como propor¢ao de
compartimento tubular e epitélio seminifero, expressam o prejuizo a producdo espermatica
diaria. O TFC promoveu alteragdes significativas na morfometria testicular e na contagem
espermatica no epididimo. Mas na modalidade e tempo empregados, ndo se mostrou uma
alternativa terapéutica eficaz para minimizar e/ou proteger os impactos da doenca nos
epididimos. Portanto, ¢ essencial que outros estudos sejam feitos para compreender os
mecanismos de atuacdo da HAP nos 6rgdos do sistema reprodutor masculino. Além disso,

outras alternativas terapéuticas devem ser testadas a fim de mitigar os efeitos da doenca.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados desta dissertacdo indicam que a hipertensdo, nos quadros clinicos de
hipertensao arterial sistémica e hipertensdo arterial pulmonar, afeta parametros reprodutivos em
ratos machos. A maior parte dos danos foi constatada nos testiculos, com comprometimento da
producdo de testosterona e de pardmetros morfométricos que, consequentemente, levam a
producdo espermatica deficiente. Desta forma, mais estudos devem ser feitos para compreender
melhor os mecanismos da hipertensdo nos testiculos e epididimos de modelos animais
experimentais. Acionado a isso, estratégias terapéuticas devem ter consideradas como
mitigadoras dos danos causados pela hipertensdo. Para isso, faz-se importante a utilizagdo, por
exemplo, de diferentes modalidades e intensidades de treinamento fisico, de forma a verificar

quais sdo mais eficientes para tratamento dos individuos hipertensos.
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