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SANTOS, Dayane Priscila. Efeito da hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico,
iIsolados ou associados, sobre o sistema genital de camundongos machos
adultos. 2019. 102 f. Dissertacdo de Mestrado — Programa de Pos-Graduacdo em
Patologia Experimental — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

A hiperhomocisteinemia é caracterizada pela elevacdo dos niveis plasméticos de
homocisteina devido ao desequilibrio ou comprometimento em seu metabolismo.
Defeitos nas enzimas envolvidas na via de remetilagdo e na via de transulfuracéo,
assim como deficiéncia nos niveis de vitaminas do complexo B ou outros fatores
nutricionais sdo as principais causas da hiperhomocisteinemia. A
hiperhomocisteinemia induz ao estresse oxidativo e por isso tem sido associada a
deficiéncia na espermatogénese e funcdo esperméatica. No entanto, pouco se sabe
sobre sua interacdo com o0s oOrgaos do sistema genital masculino. Outro fator
relacionado ao estresse oxidativo e mudancas no sistema de defesa antioxidante € o
exercicio fisico. As funcdes testiculares (espermatogénese e esteroidogénese)
podem ser prejudicadas ou favorecidas, de acordo com o tipo, intensidade e duragao
do exercicio fisico. Neste contexto, o estudo buscou avaliar os efeitos da
hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, isolados ou associados, desde a fase
puberal até a fase adulta sobre os 6érgdos do sistema genital masculino de
camundongos Swiss. Para isso, 48 camundongos foram distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos experimentais (C, H, E e H+E) e tratados durante 52 dias. Para
inducdo de hiperhomocisteinemia os animais receberam diariamente via gavagem
1g/Kg de peso de dI-homocisteina thiolactona (diluida em agua filtrada) e o exercicio
fisico foi realizado por corrida voluntaria em rodas de exercicio adaptadas as caixas
de biotério. Ao fim do periodo experimental os animais foram anestesiados por
inalacdo de isoflurano e submetidos a eutanasia. O sangue foi coletado para
determinacdo da concentracdo de testosterona. Os testiculos e epididimos foram
coletados, pesados e utilizados para contagem espermatica, analises morfologicas e
histopatolégicas, determinacdo do perfil inflamatério, avaliacdo da peroxidacao
lipidica e atividade da catalase. Além disso, foi realizada dosagem de colesterol
testicular. Os ductos deferentes foram coletados, pesados e deles foram obtidos
espermatozoides para analises de morfologia, integridade acrossémica, atividade
mitocondrial e motilidade. As prostatas e tecido adiposo periepididimal foram
coletados, pesados e descartados. A hiperhomocisteinemia, isolada ou associada ao
exercicio fisico, causou alteracbes morfométricas e hitopatologicas no testiculo. N&o
houve aumento atividade de mieloperoxidase, aumento da lipoperoxidacdo ou
comprometimento da atividade da catalase no testiculo, porém houve elevacao nas
concentracdes de colesterol. No epididimo, independente do tratamento houveram
alteracbes morfométricas na regido da cabeca. Nao houve aumento atividade de
mieloperoxidase, aumento da lipoperoxidagdo ou comprometimento da atividade da
catalase no epididimo. Apesar das alteracfes teciduais, a producédo de testosterona
e a qualidade espermatica nao foi prejudicada. Conclui-se que a
hiperhomocisteinemia, isolada ou associada ao exercicio fisico, desde a fase
puberal até a fase adulta causa alterages estruturais testiculares. Essas alteracdes
nao estdo relacionadas com aumento de lipoperoxidacdo e comprometimento da
atividade da enzima catalase. Desta forma, propomos que as alteragdes observadas



estdo relacionadas ao processo de homocisteinizacdo. Além disso, a
hiperhomocisteinemia e o exercicio fisico, isolados ou associados, acarretam em
modificacdes teciduais na cabeca epididimaria. Apesar das alteracbes estruturais
observadas, a fisiologia testicular e epididiméaria ndo foram alteradas e a qualidade
espermatica foi preservada.

Palavras-chave: Testiculo. Epididimo. Espermatozoide. Homocisteina. exercicio
fisico.
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ABSTRACT

Hyperhomocysteinemia is characterized by increase plasma levels of homocysteine
due to imbalance or impaired metabolism. Defects in the enzymes involved in the
remethylation and transsulfuration pathway, as well as deficiency in B-vitamin levels
or other nutritional factors are the main causes of hyperhomocysteinemia. The
hyperhomocysteinemia induces oxidative stress, therefore, has been associated with
spermatogenesis and sperm function deficient. However, little is known about their
interaction with the organs of the male genital system. Physical exercise is another
factor related to oxidative stress and changes in the antioxidant defense system.
Testicular functions (spermatogenesis and steroidogenesis) may be impaired or
favored, according to the type, intensity and duration of physical exercise. In this
context, the study aimed to evaluate the effects of hyperhomocysteinemia and
physical exercise, isolated or associated, during the pubertal and adult phases on the
male genital system organs of adult Swiss mice. For this, 48 mice were randomly
distributed into four experimental groups (C, H, E, H+E) and treated for 52 days. For
hyperhomocysteinemia induction the animals received daily via gavage 1 g/kg of
weight of dl-homocysteine thiolactone (diluted in filtered water) and physical exercise
was performed by voluntary running on exercise wheels adapted to the cages. After
the experimental period the animals were anesthetized by isoflurane inhalation and
euthanized. Blood was collected for determination of testosterone concentration. The
testis and epididymis were removed, weighed and used for sperm count,
morphological and histopathological analyzes, determination of inflammatory profile,
lipid peroxidation and activity of catalase evaluation. In addition, testicular cholesterol
was measured. The vas deferens were removed, weighed and from them were
obtained spermatozoa for analysis of morphology, acrosome integrity, mitochondrial
activity and motility. Prostates and periepididimal adipose tissue were collected,
weighed and discarded. Hyperhomocysteinemia, isolated or associated to physical
exercise, caused morphometric and histopathological alterations in the testis. There
was no increase in myeloperoxidase activity, increased lipoperoxidation or
impairment of catalase activity in the testis, but there was an increase in cholesterol
concentrations. In the epididymis, independent of the treatment, there were
morphometric changes in the head region. There was no increased myeloperoxidase
activity, increased lipoperoxidation or impairment of catalase activity in the
epididymis. Despite the tissue changes, testosterone production and sperm quality
were not impaired. Concludes that hyperhomocysteinemia, isolated or associated
with physical exercise, from pubertal to adult phases causes testicular structural
changes. These changes are not related to increase of lipoperoxidation and
impairment of the activity of the catalase enzyme. Thus, we propose that the
observed changes are related to the homocysteining process. In addition,
hyperhomocysteinemia and physical exercise, isolated or associated, lead to tissue
changes in the epididymal head. Despite the structural changes observed, testicular
and epididymal physiology were not altered and sperm quality was preserved.

Key words: Testicles, epididymis, spermatozoa, homocysteine, physical exercise.
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1 INTRODUCAO

1.1 SISTEMA GENITAL MASCULINO: CONSIDERAGCOES GERAIS E MORFOFISIOLOGIA DO
SISTEMA GENITAL MASCULINO

O sistema genital masculino consiste em um conjunto de 6rgaos responsaveis
pela producdo do gameta masculino (espermatozoide) e componentes seminais.
Além disso, proporciona a conducdo desses compostos para 0 sistema genital
feminino com a finalidade de permitir a reproducéo, através de uma série de eventos
(DANGELO & FANTTINI, 2011). A reproducgdo ocorre através da unido do gameta
masculino com o gameta feminino (fertilizacdo) e desenvolvimento de um novo
individuo com um conjunto cromossémico completo e Unico. Portanto, o sistema
genital tem como finalidade produzir componentes necessarios para a reproducao e,
dessa forma, garantir a preservacdo e perpetuacdo da espécie (SHEERWOOD,
2016).

O sistema genital masculino dos mamiferos, inclusive dos humanos, é um
sistema andrégeno-dependente, constituido por um par de testiculos (génadas
masculinas), por um sistema de ductos composto por um par de epididimos, um par
de ductos deferentes, um par de ductos ejaculatorios e uretra. Também fazem parte
desse sistema um conjunto de glandulas acessérias composto por vesiculas
seminais, vesiculas bulbouretrais e prostata, além do 6rgdo copulador denominado
pénis (Figura 1) (TORTORA; NIELSEN, 2013; ROBAIRE; HENDERSON, 2006).

GLANDULA SEMINAL
i TESTiCULO

.
PROSTATAVENTRAL %=

DUCTO DEFERENTE €
EPIDIDIMO

PENIS

Figura 1. Orgdos do sistema genital de rato Wistar. A imagem mostra a visualizagio
macroscopica dos componentes do sistema genital. Fonte: BORGES, 2013.
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1.1.1 Testiculo

Os testiculos sdo o6rgdos ovais localizados no interior do escroto. Esses
orgaos sao recobertos por uma capsula fibrosa denominada tunica albuginea,
constituida de tecido conjuntivo denso ndo modelado. Externamente a essa tunica
encontra-se a tdnica vaginal, uma membrana serosa derivada do peritbnio que
recobre parcialmente o testiculo. Em humanos, a partir da tanica albuginea partem
septos fibrosos que adentram os testiculos organizando-os em lI6bulos que se
comunicam entre si (Figura 2) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; TORTORA;
NIELSEN, 2013).

Vasos sanguineos
e nervos

Ducto deferente

Cabecga do epididimo
Ductos do epididimo
Tabulos seminiferos
Tabulo reto

Ductos eferentes
Rede testicular Septo fibroso
Lobulo

Camada visceral da
tanica vaginal
Camada parietal da
tanica vaginal
- Tanica albuginea

Corpo do epididimo

Cauda do epididimo

Figura 2. Representacdo das estruturas do testiculo e epididimo. A figura demonstra a
distribuicao e localizacdo dos compartimentos testiculares e epididimarios vistos de um corte
transversal. Adaptado de MESCHER, 2016.

Nos lébulos testiculares encontram-se dois compartimentos funcional e
morfologicamente distintos: o compartimento tubular e o compartimento intersticial
responsaveis, respectivamente, pela espermatogénese e esteroidogénese (Figura
3). Uma série de relagdes entre o hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH), o
hormonio foliculo estimulante (FSH), o hormdnio luteinizante (LH) e a testosterona
com o compartimento intersticial e compartimento tubular sdo responsaveis por
manter a funcionalidade do o6rgdao (WEINBAUER et al., 2010; SOKOL, 1997). A

interacdo coordenada do eixo hipotalamico — hipofisario — testicular é fundamental
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para esse sistema, uma vez que o desequilibrio nesse eixo pode levar a prejuizos no
sistema genltal sobretudo na fertilidade do individuo (SOKOL, 1997).

e Espaco Intersticial
— Célula de Leydig
Reticulo Membrana Basal
Endoplasmatico
Liso

Célula Mlotuéa ‘\

ineofs
Reticulo \ R
Endoplasmatico ‘.\ Espermatogdnia B _-..O .
Rugoso S Espermatogoma A ’
y Espermatdcito

i
\\{ 7’”{ [] Primério O Espermatécito Niel O
N \ il —~  Secundario o
W o\/o da Céluka
\ Corpos de Sertoli
o Residuais %) — Espermatide

4:9@ @@@ = ‘&)\k f ) ;@) 0 C)e C\
$) Q&W / M : Q ~
¥ L/’) R\;/f) J Espermatozoides \\/O \,‘

Mitocondria Lamem Lis0somos )5 de sertoli

Figura 3. Representacdo de tubulo seminifero e tecido intersticial. A figura demonstra a
localizagdo das células sométicas tubulares (células de Sertoli e células mibides
peritubulares) e células de linhagem germinativa (espermatogbnias, espermatdcitos,
espermatides e espermatozoides) presentes no tdbulo seminifero. Também podem ser
observadas células somaticas do tecido intersticial (células de Leydig) e a diferenciacdo das
células germinativas até a formacdo do espermatozoide no tecido tubular. Adaptado de
RATO et al., 2012.

O compartimento tubular compreende um sistema de tubulos seminiferos
constituidos por células germinativas e células somaticas. Existem trés tipos de
células germinativas nos tabulos: espermatogbnias, espermatdcitos e espermatides,
engquanto as células somaticas sédo as ceélulas mioides peritubulares e as células de
Sertoli (JOHNSON et al., 2010).

No epitélio germinativo de individuos sexualmente maduros ocorre 0 processo
denominado espermatogénese em que uma célula tronco germinativa
(espermatogbnia) se diferencia em células germinativas masculinas altamente
especializadas e diferenciadas (espermatozoides) (HESS; FRANCA, 2009; MRUK;
CHENG, 2004). A espermatogénese pode ser dividida em trés fases: mitética,
meidtica e espermiogénese (CLERMONT, 1972). A fase mitética € caracterizada
pela proliferacdo de células tronco espermatogoniais. Trata-se de células diploides
(2n) localizadas no compartimento basal dos tdbulos seminiferos que sofrem

divisGes mitdticas regularmente, podendo se auto renovar € manter um estoque de
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células tronco espermatogoniais (espermatogbnias A) ou se dividir sucessivas
vezes, de acordo com a espécie, origihando espermatogbnias B. As
espermatogobnias B, por sua vez, sdo destinadas a diferenciacdo e sofrem a ultima
divisdo mitética para originar os espermatocitos primarios (JAN et al., 2012; KOLASA
et al.,, 2012; DE ROOIJ, 1998). Ao fim da fase mitética tem inicio a fase meidtica,
onde o0s espermatécitos priméarios (ainda diploides) sofrem a primeira divisdo
meidtica originando 0s espermatocitos secundarios (células haploides). Os
espermatoécitos secundarios rapidamente sofrem a segunda divisdo meidtica
originando espermétides arredondadas. A partir deste momento tem inicio o
processo de diferenciacdo morfolégica das espermatides denominado de
espermiogénese. A espermiogénese € caracterizada por eventos de condensacéo
do material genético das espermatides, formacdo do acrossoma, reposicionamento
das mitocondrias, perda de citoplasma e formacdo do flagelo que tem como
finalidade originar espermatides tardias. As espermétides tardias sofrem entdo o
processo de espermiacdo, onde sao liberadas das células de Sertoli para o limen
dos tubulos seminiferos. Neste momento essas células sdo iméveis e passam a ser
denominadas espermatozoides (JAN et al., 2012; O'DONNELL, 2011; CLERMONT,
1972).

As células mioides peritubulares circundam e determinam o limite externo dos
tubulos seminiferos. Uma funcdo muito importante dessas células é a producédo de
componentes de matriz extracelular como fibronectina, colageno e proteoglicanos
que proporcionam integridade estrutural para os tubulos seminiferos (MAEKAWA et
al., 1996). Aléem de proporcionar suporte estrutural para os tubulos, essas células
também apresentam capacidade contratil, uma caracteristica importantissima para o
transporte de espermatozoides e de fluido ao longo do lumen tubular em dire¢céo ao
epididimo. Diversos fatores envolvidos na contracdo celular sdo produzidos por
células mioides peritubulares, como desmina, gelsolina, miosina e actina
(HOLSTEIN et al., 1996). A contracdo dessas ceélulas ocorre de maneira ritmica,
fraca e lenta mediada principalmente pela endotelina e seu efeito € modulado pela
adrenomedulina, um peptideo relaxante produzido pelas células de Sertoli
(JOHNSON et al., 2010; WEINBAUER et al.,, 2010; ROMANO et al., 2005). Na
membrana celular estdo presentes receptores de andrégenos (AR) e, alguns estudos
sugerem que, a sinalizacdo destes receptores através das células mibides

peritubulares esta relacionada com a manutencédo de algumas funcdes das células
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de Sertoli (por exemplo a secrecdo de transferrina e da proteina de ligacdo a
andrégeno) e consequente manutencao da espermatogénese (WELSH et al., 2009).

As células de Sertoli sdo células altamente especializadas cruciais para a
formacdao testicular durante a fase embrionaria e a espermatogénese durante a vida
adulta. Na fase embrionaria, as células de Sertoli sdo as primeiras células
diferenciadas reconheciveis na gbénada fetal e, juntamente com células mioides
peritubulares, sdo requeridas para a formacédo dos corddes testiculares. As células
de Sertoli ainda sequestram células germinativas dos tubulos seminiferos
recentemente formados e impedem que as mesmas entrem em meiose, além de
estimular a diferenciacdo e funcdo das células de Leydig (SHARPE,2003;
GRISWOLD, 1998). Durante a puberdade, as células de Sertoli tém sua funcéo
alterada para dar suporte a espermatogénese. Nesta fase, as células de Sertoli
proporcionam suporte estrutural e trofico para o epitélio germinativo, realizam o
transporte de espermatides maduras para o limen dos tubulos seminiferos,
produzem substancias de acdo paracrina ou enddécrina e ainda se intercomunicam
com as células de Leydig responsaveis pela producéo de testosterona (PASCHALIA
et al., 2015).

As células de Sertoli estdo apoiadas na membrana basal dos tubulos
seminiferos e se estendem ao longo de toda a altura do epitélio germinativo
projetando-se em direcdo ao lumen (WEINBAUER et al., 2010). Essas células se
conectam entre si através de juncdes de membrana em zonas especificas que
dividem o epitélio germinativo em compartimento basal e compartimento adluminal,
formando a barreira hemato-testicular (PASCHALIA et al., 2015; JOHNSON et al.,
2010). Nessa divisdo, as células germinativas diploides ficam localizadas no
compartimento basal, enquanto as células germinativas haploides estédo contidas no
compartimento adluminal. Durante o desenvolvimento das células germinativas
ocorre a migracdo de células do compartimento basal para o compartimento
adluminal através da dissociacdo e reagrupacao sincronizada das juncdes entre as
células de Sertoli. Essa barreira € extremamente importante para impedir que células
haploides sejam reconhecidas como antigénicas pelo sistema imunolégico, além de
proporcionar um ambiente adequado para o processo meidtico e desenvolvimento
espermatico (PASCHALIA et al., 2015; JOHNSON et al., 2010; WEINBAUER et al.,
2010).
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Além do suporte estrutural e de barreira, as células de Sertoli fornecem
substancias necesséarias para o desenvolvimento de células germinativas em
espermatozoides. Alteracées no numero, estrutura e funcao deste tipo celular podem
prejudicar a espermatogénese (BOEKELHEID; JOHNSON; RICHBURG, 2004,
GRISWOLD, 1998). Essas células secretam nutrientes (carboidratos, lipidios,
aminoacidos, vitaminas e ions metalicos), fatores de crescimento (fator de
crescimento de fibroblastos, fator de células-tronco, fatores de crescimento
transformadores alfa e beta, fator de crescimento semelhante a insulina-1 e fator de
crescimento epidérmico), bem como, fatores necessarios para o metabolismo das
células germinativas (lactato, transferrina e proteina de ligacdo a andrdgenos)
(SKINNER; ANWAY, 2005; MRUK; CHENG, 2004). Esses fatores participam da
transducédo dos sinais provenientes do FSH e da testosterona e estao intimamente
envolvidos com o processo de espermiacdo, fagocitose dos corpos residuais,
secrecdo de hormoénios importantes para a espermatogénese e secrecéo fluidos
para o lumen dos tubulos seminiferos com a finalidade de facilitar a migracao dos
espermatozoides para o epididimo (WALKER; CHENG, 2005; FOLEY, 2001,
GRISWOLD, 1998).

O tecido intersticial localiza-se entre os tubulos seminiferos e apresenta
importante papel no transporte de nutrientes, horménios e producdo de andrégenos.
Este tecido € composto por células de Leydig, células do sistema imunoldgico
(macréfagos e mastocitos), vasos sanguineos e linfaticos, fibras nervosas,
fibroblastos e tecido conjuntivo frouxo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; JOHNSON
et al., 2010). As ceélulas de Leydig podem ser consideradas as principais células do
tecido intersticial por serem responsaveis pela sintese e secrecdo de testosterona.
Essas células apresentam grande quantidade de reticulo endoplasmatico liso e
mitocondrias com cristas tubulares e a cooperagéo entre enzimas presentes nessas
duas organelas resulta na producdo da testosterona. Além disso, essas células
ainda apresentam outros componentes importantes como goticulas de lipidios,
essenciais para 0s estagios inicias da sintese de testosterona (JOHNSON et al.,
2010; WEINBAUER et al., 2010).

A producdo de testosterona pelas células de Leydig é regulada pelo LH
(WEINBAUER et al., 2010; ZIRKIN; CHEN, 2000). Esse hormonio hipofisario se liga
a seus receptores presentes na membrana plasmatica das células de Leydig e da

inicio a uma cascata de eventos que levam a formacéo da testosterona. Inicialmente
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ocorre a ativacdo da enzima adenilato ciclase, responsavel pela transformacéo de
adenosina trifosfato (ATP) em adenosina monofosfato ciclico (AMPc). O aumento da
formacdo do fator de sinalizacdo AMPCc intracelular estimula a sintese da proteina
reguladora esteroidogénica (StAR), assim como a translocacéo do colesterol para a
mitocondria. Na mitocondria ocorre a associacdo do colesterol com a enzima de
clivagem de cadeia lateral P450 (P450scc). O resultado desse evento é a conversao
do colesterol em pregnenolona que na sequéncia € translocada da mitocéndria para
o reticulo endoplasmatico liso onde, através de uma seérie de reacles, a
pregnenolona é convertida em testosterona (Figura 4) (ZIRKIN; CHEN, 2000).

Apés ser produzida, uma porcdo de testosterona € dirigida aos tubulos
seminiferos onde desempenha um importante papel estimulando a
espermatogénese, enquanto o restante de testosterona é secretado nos vasos
sanguineos e transportado para seus sitios de acdo. Logo, além da estimulacéo da
espermatogénese, a testosterona também desempenha outros papéis importantes,
como por exemplo o desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias
(SHEERWOOD, 2016).

‘ | |
StAR,‘ e Colesterol

esterase

Colesterol

P450scc

Pregnenolona

Reticulo

endoplasmadtico
Testosterona liso

|

Testosterona

Mitocondria

Figura 4. Eventos moleculares envolvidos na producdo de testosterona pelas células de
Leydig. A figura esquematiza a sequéncia de eventos intracelulares estimulados pela ligacédo
do LH ao seu receptor que levam a producdo de testosterona. AMPc: adenosina
monofosfato ciclico; ATP: adenosina trifosfato; StAR: proteina reguladora esteroidogénica;
PBR: Receptor de benzodiazepina periférico; P450scc: enzima de clivagem de cadeia lateral
P450; 3B-HSD: 3B hidroxiesteréide desidrogenase; 17a-OH-lase: 17a hidroxilase, 17-KSR:
17B-hidroxiesteroide desidrogenase. Fonte: Dayane Priscila dos Santos.
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1.1.2 Epididimo

Os tubulos seminiferos do testiculo se convergem dando origem a rede
testicular que por sua vez tem continuidade com os ductos eferentes (Figura 2). Os
ductos eferentes formam um ducto GUnico e altamente enovelado denominado
epididimo. O epididimo é extremamente longo e seu comprimento varia de acordo
com a espécie, medindo cerca de 1 metro em camundongos, 3 metros em ratos e de
3 a 6 metros em humanos (ROBAIRE et al., 2006).

O epididimo de humanos é dividido em trés regides: cabeca, corpo e cauda
(TURNER, 2008). Ja o epididimo de roedores € dividido em quatro regides:
segmento inicial, cabeca, corpo e cauda (ROBAIRE; HINTON, 2015). Essas regides
sdo histologicamente subdivididas em zonas de acordo com a altura do epitélio,
distribuicdo e quantidade dos seus tipos de celulares (Figura 5). A regido da cabeca
é dividida em zonas 1A, 1B, 2A, 2B, 3A e 3B, a regido do corpo é dividida em zonas
4A e 4B e a regido da cauda é dividida em zonas 5A, 5B, 6A e 6B (HERMO;
ROBAIRE, 2002; MILLER; KILLIAN, 1987; CLELAND, 1957).

Figura 5. Subdivisdo das regides epididimarias em zonas histologicas. A imagem exibe a
distribuicdo das zonas histolégicas nas regifes epididimarias. Regido da cabeca: zonas 1, 2
e 3; Regido do corpo: zonas 4; Regido da cauda: zonas 5 e 6. Fonte: MILLER; KILLIAN,
1987.

Ao sair dos testiculos, os espermatozoides sdo morfologicamente completos,
porém nao possuem motilidade e sdo incapazes de fecundar um ovdcito |l
(DACHEUX; DACHEUX, 2014). Visto isso, o epididimo desempenha quatro funcbes
primordiais executadas dentro dos diferentes ambientes luminais presentes ao longo

do ducto epididimario: transporte de espermatozoides, desenvolvimento da
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motilidade esperméatica, desenvolvimento da capacidade de fertilizagdo dos
espermatozoides e a criagdo de um ambiente luminal especializado que conduz ao
processo de maturacdo através das atividades absortivas e secretoras do epitélio
epididimal (ROBAIRE et al., 2006; RODRIGUEZ; KIRBY; HINTON, 2002).

A interacdo altamente regulada entre a lamina propria, as células epiteliais e 0
fluido luminal que banha os espermatozoides é responsavel pelo sucesso no
processo de maturacao espermatica (KEMPINAS; KLINEFELTER, 2010; BEDFORD,
1975; ORGEBIN-CRIST et al., 1975). Nesse processo ocorre 0 remodelamento da
membrana plasmética do espermatozoide, onde proteinas de origem testicular séo
removidas ou modificadas e proteinas epididimarias sao secretadas e adsorvidas a
membrana espermatica ou apenas interagem com 0 gameta, para que sua
capacidade funcional seja adquirida (BARRIOS, 2005; DA ROS et al., 2004,
CUASNICU et al., 2002).

O ducto epididimal é formado por um epitélio, composto por diferentes tipos
de células epiteliais, sendo elas as células basais, células principais, células apicais,
células estreitas, células claras e células halo (Figura 6). Algumas destas células
estdo localizadas em toda extensdo do epididimo, enquanto outras encontram-se em
regibes especificas do ducto epididimal devido a funcbes desempenhadas pelas
mesmas (SMITH et al., 2014; ROBAIRE et al., 2006). As células epiteliais se apoiam
em uma lamina basal que é envolvida por células musculares lisas e tecido
conjuntivo frouxo. A contracdo realizada pelas células musculares auxilia no
transporte dos espermatozoides através do ducto no tempo adequado para a
maturacdo espermatica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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Célula mioide
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Figura 6. Organizacdo dos principais tipos celulares presentes no epitélio epididimal. A
figura aponta os trés compartimentos epididimarios (luminal, epitelial e intersticial) bem
como a posicdo e distribuicdo dos principais tipos celulares que constituem o epitélio
epididimal. Adaptado de ROBAIRE; HINTON, 2015.

As células basais localizam-se na membrana basal do ducto epididimal por
toda sua extenséo. Esse tipo celular apresenta aparéncia concava e nao tem contato
direto com o compartimento luminal do ducto (HERMO et al., 1994). Elas possuem
aparato endocitico com a presenca escassa de endossomos, coOrpos
multivesiculares e lisossomos voltados para membrana plasmatica basal sugerindo
que estas ceélulas realizam endocitose de fatores derivados do sangue ou das
células principais mediada por receptores. O complexo de Golgi das células basais &
bastante desenvolvido, porém poucos granulos de secrecdo sdo observados no
citoplasma celular, sugerindo atividade secretora que pode estar relacionada com a
regulacédo de atividades das células principais ou liberacdo de fatores na circulacao
sanguinea para finalidades ainda ndo determinadas (ROBAIRE; HINTON, 2015;
HERMO et al., 1994)

A célula principal é o tipo celular mais abundante no epitélio epididimal, e esta
presente em todas das regides do epididimo (ROBAIRE; VIGER, 1995). Essas
células sdo colunares, possuem reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e
granulos de secrecao altamente organizados e desenvolvidos caracterizando sua

maguinaria secretora. Além disso, as células principais apresentam um aparato
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endocitico especializado caracterizado pela presenca de endossomos, corpos
multivesiculares e lisossomos. Devido a essas caracteristicas, as principais funcdes
desempenhadas pelas células principais séo a sintese de proteinas e glicoproteinas
gue podem ser secretadas no compartimento luminal ou retidas na prépria célula e a
endocitose de proteinas presentes no conteudo luminal (ROBAIRE; HINTON, 2015;
HERMO et al., 1994).

As células apicais sdo comumente encontradas no segmento inicial. Essas
células sao colunares, de nacleo arredondado e encontram-se na metade luminal do
epitélio epididimal, portanto ndo estdo em contato com a membrana basal
(ADAMALI; HERMO, 1996; SUN; FLICKINGER, 1980). Essa célula realiza
endocitose e degradacdo de proteinas do conteudo luminal através das enzimas
catepsina D e p-hexosaminidase que estdo presentes em seus lisossomos
(ADAMALI; HERMO, 1996).

Assim como as células apicais, as células estreitas também sdo encontradas
no segmento inicial. Essas células sdo delgadas e de aspecto alongado, seu nucleo
€ levemente achatado e se posiciona na metade luminal do epitélio epididimal. A
regido apical das células estreitas apresenta diversas vesiculas em forma de taca
gue estao envolvidas na endocitose e as enzimas catepsina D e B-hexosaminidase
também estdo presentes. Além disso, as células estreitas atuam na secreg¢édo de
ions H* no limen (ROBAIRE et al., 2006; ADAMALI; HERMO, 1996).

As células claras estdo presentes nas regides da cabeca, corpo e cauda do
epididimo de muitas espécies, inclusive nos humanos. Essas células apresentam
uma regido apical que contém diversas vesiculas, endossomos, corpos
multivesiculares e lisossomos, enquanto a regido basal apresenta o ndcleo e
goticulas lipidicas (HERMO et al.,1988). Essas células sdo consideradas as
principais células endociticas presentes no epitélio epididimal. Além de realizar a
endocitose de diversas proteinas presentes no contetdo luminal as células claras
também sdo responsaveis pela endocitose do contedudo da gota citoplasmatica
liberada pelos espermatozoides enquanto atravessam o epididimo (ROBAIRE;
HINTON, 2015). A acidificacdo do conteddo luminal também € realizada pelas
células claras. Essa caracteristica se da principalmente pela presenca das proteinas
H*-adenosina trifosfatase (H*ATPase), anidrase carbdnica Il e adenilato ciclase

solivel que se acumulam na regido apical dessas células em resposta ao pH
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alcalino do contetdo luminal (ISNARD-BAGNIS et al. 2003; PASTOR-SOLER et al.,
2003; JENSEN et al., 1999)

As células halo estédo presentes em toda a extensdo do ducto epididimal. Sédo
as células imunolégicas primarias do epididimo, caracterizadas como células
pequenas, de margem estreita, citoplasma claro e ndcleo condensado localizadas na
base do epitélio epididimal. Em animais jovens adultos as células halo consistem
exclusivamente em linfécitos T auxiliares, linfécitos T citotoxicos e mondcitos. Com o
decorrer do tempo, h4 um aumento no nimero de cada um destes tipos celulares,
assim como o aparecimento ocasional de eosindfilos e linfocitos B (ROBAIRE;
HINTON, 2015; SERRE; ROBAIRE, 1999).

O microambiente intraluminal do epididimo é altamente regulado pela
atividade secretora e absortiva das células epiteliais (ROBAIRE et al., 2006). Cada
etapa da maturacdo é decisiva para a qualidade espermética e nao estd sob o
controle genémico das células germinativas (DACHEUX et al., 2005; ROBERTS,
1995).

1.1.3 Ducto Deferente

O ducto deferente conecta o epididimo a uretra prostatica. Uma de suas
principais funcdes € o transporte dos espermatozoides armazenados na cauda do
epididimo para o ducto ejaculatério que adentra a prOstata e desemboca na uretra
prostética. Além disso, o tecido epitelial do ducto deferente auxilia no término do
processo de maturagio espermatica (KOMAREK, 2000). Este ducto é caracterizado
por um lumen estreito e uma camada de células musculares lisas bastante espessa.
O epitélio é secretor e mantem os espermatozoides banhados enquanto estdo no
[imen, ja a camada muscular realiza fortes contracdes que sao responsaveis pela
impulséo dos espermatozoides para o ejaculado durante o0 momento da ejaculacéo
(DIXON et al., 1998; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

1.1.4 Glandulas Acessorias: Vesicula Seminal e Préstata
A vesicula seminal € um ducto altamente enovelado, apresenta uma mucosa

pregueada com epitélio cuboide ou pseudoestratificado colunar envolvida por uma

espessa camada de musculo liso. Essa vesicula ndo armazena espermatozoides,
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mas produz uma secrecdo viscosa de pH &cido que contém substancias
fundamentais para viabilidade dos espermatozoides apés a ejaculacdo como frutose,
prostaglandinas e proteinas coagulantes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
RISBRIDGER, 2006).

A préstata, considerada a maior glandula sexual assessoria, € constituida por
um conjunto de glandulas tubulo-alveolares ramificadas formadas por um epitélio
cuboide ou pseudoestratificado que envolvem a uretra prostatica e desembocam na
mesma. Além disso, a prostata ainda apresenta um estroma fibromuscular ao redor
das glandulas e é revestida por uma cépsula rica em células musculares lisas
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Essa glandula produz uma secre¢ao que contém
fribrinolisina, uma substancia que auxilia a dissolver o plug ejaculatério produzido
pelos fluidos da glandula seminal tornando o sémen liquefeito. A secrecao prostatica
também contém citrato, fosfatase acida e amilase que servem como meio para a
otimizacdo da motilidade e viabilidade espermatica (JOHNSON et al.,, 2010;
PENNEFATHER et al., 2000).

Em mamiferos o sémen é depositado dentro do limen vaginal por ejaculacéo
realizada pelo 6rgdo copulador (pénis). Durante o ato sexual, esse evento ocorre
devido a resposta do arco reflexo que leva a estimulagéo sensorial do pénis, seguida
de estimulacdo motora simpéatica do musculo liso do sistema genital masculino e
estimulacdo motora soméatica da musculatura associada a musculatura tubular do
sistema genital masculino (STEERS, 1994). Todos esses eventos tém por finalidade
permitir a unido do gameta masculino com 0 gameta feminino e para que

posteriormente a reproducao aconteca (SHEERWOOD, 2016).

1.2 HOMOCISTEINA

A homocisteina (Hcy) € um aminoéacido sulfurado formado exclusivamente a
partir da desmetilacdo da metionina. A metionina, por sua vez, € um aminoacido
essencial presente nas proteinas alimentares principalmente de origem animal (DE
LA CALLE et al., 2003). Na sintese da Hcy, com gasto de ATP em uma reacgao
catalisada pela enzima S-adenosilmetionina sintase uma consideravel proporcéo de
metionina é convertida em S-adenosilmetionina (SAM). A SAM atua primariamente
como doador universal de metila, envolvendo uma série de aceitadores e o

subproduto dessa reacdo de metilacdo é chamado S-adenosilhomocisteina (SAH).
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Na sequéncia a SAH é hidrolisada gerando adenosina e Hcy. Essa sequéncia de
reacfes é conhecida como transmetilacdo e ocorre em todas as células do corpo
(SELHUB, 1999).

A Hcy interage com duas vias de biotransformacdo: remetilacdo e
transulfuracéo (Figura 7) (DE LA CALLE et al., 2003). A remetilagdo de Hcy para
metionina envolve a participagdo das enzimas metionina sintase e betaina
homocisteina metiltransferase. A primeira utiliza o N-5-metiltetrahidrofolato como
doador de metila e a vitamina B12 como cofator. Essa reacdo ocorre em todos 0s
tecidos do corpo de forma dependente da vitamina B12 (BROSNAN et al., 2004,
FINKELSTEIN, 2000). J4 a reacdo catalisada pela betaina homocisteina
metiltransferase emprega betaina, um produto obrigatério da oxidacdo da colina,
como doador de metila. Essa reacdo ndao € dependente de vitamina B-12 e ocorre
exclusivamente no figado (BROSNAN et al., 2004; DE LA CALLE et al., 2003).
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Figura 7. Metabolismo da homocisteina. A figura demonstra os eventos envolvidos na
transmetilacéo, remetilacdo (dependente e independente de vitamina B) e transulfuracéo.
CH3: metil; CBS: cistationina-B-sintase; 5-metil THF: N-5-metiltetrahidrofolato; MTHFR: 5,10-
metiltetrahidrofolato redutase; 5,10 -metil THF: 5,10-metilenotetrahidrofolato; THF:
tetrahidrofolato. Fonte: AMORIM et al., 2011.

Na transulfuracdo, a Hcy € transformada em cisteina por duas reagfes que

envolvem a cistationina-B-sintase (CBS) e a vitamina B6 como cofator. O excesso de
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cisteina € oxidada para taurina ou excretada na urina (BROSNAN et al., 2004). Além
da importancia da sintese da cisteina, a transulfuracdo participa catabolizando o
excesso de Hcy que néo foi requerido para metilacdo (SELHUB, 1999). O processo
de transulfuracdo tem distribuicdo limitada por acontecer apenas no figado, rins,
intestino delgado e pancreas (BROSNAN et al., 2004).

As reacgOes de remetilacdo e transulfuracdo séo reguladas pela diferenca de
afinidade entre as enzimas envolvidas nessas duas vias metabdlicas pela Hcy. A
metionina sintase apresenta baixo valor de Km para a Hcy (<0,1mM), ou seja, alta
afinidade para esse aminoacido. A CBS por sua vez, apresenta um alto valor de Km
para a Hcy (>1 mM), indicando baixa afinidade pelo aminoacido. Deste modo,
guando a Hcy se apresenta em baixas concentragcdes intracelulares a conservacéo
da metionina é favorecida pela alta afinidade da enzima metionina sintase pela Hcy,
enquanto em altas concentracdes intracelulares de Hcy a via de transulfuracdo é
estimulada (AMORIM et al., 2011).

Os aminoacidos doadores do grupo metil sdo extremamente importantes para
a sintese e metilacdo do acido desoxirribonucleico (DNA) (KIM, 2004). A
manutencdo adequada da via de remetilacdo, onde a Hcy € remetilada a metionina,
€ essencial para manter o equilibrio da concentracdo plasméatica de Hcy e esta
associada a reacdes de conversdo entre as formas disponiveis de folato intracelular
e consequente geracdo de substratos moleculares para a sintese de DNA e RNA
(BAILEY, 2010; KIM, 2004). Além disso, a SAH pode inibir o processo de metilacédo
intracelular, pois possui alta afinidade a regido catalitica das metiltransferases
(JAMES et al.,, 2002; HU et al.,, 1999). Desta forma, sua conversdao em Hcy e
adenosina € necesséaria para manter as reacbes de metilacdo intracelular e

consequente manutencéo da fisiologia e fungao celular (TEHLIVETS et al., 2013).

1.2.1 Hiperhomocisteinemia

O desequilibrio ou comprometimento no metabolismo da Hcy pode elevar
seus niveis plasmaticos caracterizando a hiperhomocisteinemia (HHcy). Diversos
fatores podem estar relacionados com niveis plasmaticos elevados de Hcy. Dentre
eles, podemos citar defeitos genéticos em enzimas relacionadas as vias de
transulfuracdo e remetilagdo, como a deficiéncia hereditaria da CBS denominada

homocistinaria classica, defeitos genéticos na 5,10-metiltetrahidrofolato redutase e
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metionina sintase. Além disso, a HHcy também estéa relacionada a baixos niveis de
vitaminas do complexo B, seja por caréncia nutricional ou pela ingestdao de
medicamentos que levam a diminuicdo dos niveis plasmaticos dessas vitaminas
como, por exemplo, medicamentos anticonvulsivos (MORETTI; CARUSO, 2019;
SMITH; REFSUM, 2016).

A HHcy é considerada prejudicial as células de diversos sistemas. Estudos
utilizando modelos experimentais de HHcy e em células endoteliais encubadas com
Hcy indicam que elevados niveis desse aminoacido podem promover a formacao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), especialmente o anion superéxido (O2)
através da auto-oxidacdo da Hcy ou da cisteina, podendo causar peroxidacao
lipidica e danos celulares (STRECK et al., 2003; WEISS, 2005; HOGG, 1999). A
HHcy também pode causar distlrbios importantes no sistema de defesa antioxidante
(BLUNDELL et al., 1996). Streck et al. (2003) demonstraram que a HHcy aumenta as
substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) e diminuem a capacidade
antioxidante total dos tecidos (TRAP) in vitro. Essas evidéncias sugerem que as
alteracdes induzidas pela HHcy séo resultado de um desequilibrio entre a producao
de radicais livres e as defesas antioxidantes, indicando que a HHcy pode promover
além do estresse oxidativo, distirbios importantes no sistema de defesa antioxidante
e consequentemente desencadear processos pro-inflamatorios.

Existem trés hipGteses principais sobre a toxicidade celular causada pela
HHcy: homocisteinizacdo de proteinas, inducdo de estresse oxidativo e ativacdo de
fatores pré-inflamatoérios (JI; KAPLOWITZ, 2004). A homocisteinizagdo de proteinas
ocorre através da incorporacdo de Hcy na proteina ocasionando mudancas em sua
sequéncia primaria e na fisiologia celular. Essa incorporagdo pode causar o
rompimento do dobramento de proteinas, criacdo de proteinas alteradas com
interacbes recém-adquiridas ou induzir a respostas autoimunes. Todos esses
eventos podem induzir morte celular, seja por estresse do reticulo endoplasmatico,
aumento da degradacdo proteica, ou até mesmo por inducdo de uma resposta
inflamatoria autoimune (JAKUBOWSKI, 2008). O estresse oxidativo induzido por
HHcy tem sido explicado por cinco mecanismos distintos: inibicdo da atividade de
enzimas antioxidantes pela Hcy, auto-oxidacao da Hcy, geracédo do anion superoxido
através do desacoplamento da oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), ruptura da
superoxido dismutase extracelular de superficies endoteliais e ativacdo de NADPH

oxidases. Esses mecanismos levam a disfuncdes proteicas e celulares, aumentam a
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oxidacdo proteica e peroxidagdo lipidica (PETRAS et al., 2014; POSTEA et al.,
2006). Além disso, a Hcy promove o aumento da producédo de diversas citocinas pro-
inflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-8, assim como promove o aumento da ativacdo do
fator de necrose-kB (NF-kB) e aumento da expressdo da proteina quimiotatica de
mondécitos-1 (MCP-1) (JI; KAPLOWITZ, 2004).

Devido a essas evidéncias a HHcy estd associada a doencas vasculares,
doencas neurologicas, doenca renal crbnica, osteoporose, disturbios
gastrointestinais, cancer e defeitos congénitos durante o desenvolvimento
embrionério (RIZZO; SCIORSCI, 2019).

1.2.2 Hiperhomocisteinemia e o Sistema Genital Masculino

Pouco se sabe sobre a HHcy e sua interagdo com o0 sistema genital
masculino. A presenca de elevados niveis de Hcy no plasma e no ejaculado tem sido
associada a disfuncdes na espermatogénese levando a infertilidade masculina (GE
et al., 2008; EBISCH et al., 2006). Aitken et al. (2016) sugerem que a HHcy se
correlaciona com deficiéncia na funcao espermética devido a inducdo da formacédo
de EROs, consideradas as maiores contribuidoras para esta condigdo por gerar
danos ao DNA e peroxidacdo lipidica. O aumento da peroxidagcdo lipidica é
prejudicial aos espermatozoides por afetar a fluidez da membrana plasmatica
resultando em prejuizos tanto na concentracdo, quanto na motilidade e morfometria
espermatica (CHEN et al.,, 2001). Em um estudo recente, Aitken et al. (2016)
observaram que a exposicdo de espermatozoides a Hcy prejudica tanto a sua
motilidade, quanto a capacidade de fertilizagdo, uma vez que os espermatozoides
apos a exposicao apresentam fortes sinais de geracdo de EROs pela mitocondria,
além de apresentar evidencias de diminuicdo da atividade da enzima antioxidante
paraoxonase 1 (PON-1). Os baixos niveis de PON-1 também tém sido associados
com prejuizos nos parametros de concentragdo, motilidade e morfologia espermatica
(VERIT et al., 2009).

1.3 EXERCIcCIO Fisico

Segundo Caspersen (1985), atividade fisica é definida como qualquer

movimento corporal produzido pelo muasculo esquelético que resulta em gasto
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energético. O exercicio fisico é considerado um subconjunto da atividade fisica,
caracterizado pela aplicagdo de atividades planejadas, estruturadas e repetitivas
com a finalidade de melhorar ou manter a aptidéo fisica. Deste modo, o exercicio
fisico tem como finalidade melhorar ou manter a habilidade do individuo de executar
tarefas diarias com vigor e prontiddo, sem indevida fadiga e com ampla energia
(CASPERSEN,1985).

A pratica regular de exercicios fisicos tem sido associada a melhor qualidade
de vida e saude. Individuos que realizam exercicio fisico regularmente apresentam
menor incidéncia de doencas como aterosclerose, hipertensao arterial sistémica,
acidente vascular encefalico, doenca vascular periférica, obesidade, diabetes
mellitus tipo Il, osteoporose e osteoartrose, alguns tipos de cancer, ansiedade e
depressdo (CARVALHO et al.,, 1996). Recentemente, a pratica de exercicio fisico
tem sido associada a reducao do declinio cognitivo e do risco de deméncia tanto em
modelos animais, quanto em humanos (BROWN et al., 2019).

Para realizacdo do exercicio fisico é requerido um aumento na oxigenacgao
tecidual, na necessidade de ATP e aumento no metabolismo aerdbico e anaerdbico.
Por isso, o fluxo sanguineo para os musculos esqueléticos pode ser aumentado em
até cem vezes durante a pratica do exercicio. Consequentemente, o aporte
sanguineo para outros 6rgdos como figado, rins e testiculos é diminuido (RADACK
et al., 2018). O exercicio fisico ainda induz a um aumento na formacédo de EROs que
causam danos oxidativos a lipideos, proteinas e DNA. No entanto, a incidéncia de
doencgas relacionadas ao estresse oxidativo é diminuida em individuos que realizam
a pratica regular de exercicio (RADAK et al., 2008; PACKER et al., 2008). Esse fato
esta associado a adaptacdes induzidas pelo exercicio, que envolve o aumento da
atividade de enzimas do sistema antioxidante, aumento da resisténcia ao estresse
oxidativo, menor dano oxidativo e manutencao do equilibrio redox (RADACK et al.,
2018; BOUZID et al, 2015).

Os mecanismos envolvidos na adaptacdo metabdlica induzida pelo exercicio
englobam mudancgas progressivas no contetudo proteico e atividade enzimatica. O
exercicio fisico, principalmente o aerobico, é responsavel por melhorar a capacidade
respiratoria do individuo, refletindo melhora no funcionamento do sistema
cardiovascular e sistema respiratério (ROSADO-PEREZ; MENDOZA-NUNEZ, 2018).
A maior capacidade respiratoria estd associada com uma melhor resisténcia ao

estresse oxidativo. Tem-se observado que resposta adaptativa € refletida através de
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uma relacdo positiva entre 0 maior consumo maximo de oxigénio (VO2 max) € a
citocina anti-inflamatoria 1L-10, assim como uma relacdo negativa entre maior VO2
max € 0 marcador de inflamacgédo fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (PEDERSEN,
2017; ALLEN et al., 2015; ROSADO-PEREZ; MENDOZA-NUNEZ, 2018). Essas
adaptacdes também refletem um aumento na concentracdo de proteinas envolvidas
na producdo de ATP mitocondrial, no ciclo do acido tricarboxilico, na mobiliza¢édo, no
transporte e oxidacdo de acidos graxos, no metabolismo glicolitico, na capacidade
antioxidante, no transporte de glicose e sintese de glicogénio e também na liberacéo
e extracao de oxigénio do musculo esquelético (EGAN; ZIERATH, 2013).

Adaptacdes morfolégicas e neuroldgicas também séo geradas pelo exercicio,
principalmente pelo exercicio de resisténcia, contribuindo para melhor desempenho
nos parametros de tamanho, forca e poténcia (FOLLAND; WILLIANS, 2013). A
adaptacao morfologica envolve o aumento no tamanho do musculo, chamado de
hipertrofia muscular e pode estar relacionado com o aumento da forca, que se refere
a capacidade de mover uma carga externa. As adaptacdes neurologicas favorecem
o aumento da forca muscular através de melhorias na ativacdo da unidade motora,
frequéncia de disparo e sincronia das unidades motoras de alto limiar (EGAN;
ZIERATH, 2013; SALE, 1988). Essas adaptacdbes melhoram a funcéo
musculoesquelética e podem compensar a perda de forca e massa muscular
observadas no envelhecimento e em algumas doencas, como a caquexia (BOUZID,
2015).

Os eventos envolvidos na adaptacdo induzida pelo exercicio resultam na
melhoria da aptiddo aerobica e da funcdo musculoesquelética, fatores que podem
melhorar a disfungcdo metabdlica e prevenir doengas crénicas devido a extensa
remodelacdo metabdlica e molecular do masculo esquelético gerada pelo exercicio
fisico (EGAN; ZIERATH, 2013).

1.3.1 Exercicio Fisico e o Sistema Genital Masculino

Os efeitos do exercicio fisico sobre o0 sistema genital masculino sao
controversos. As funcdes testiculares (espermatogénese e esteroidogénese) podem
ser prejudicadas pelo exercicio fisico, porém essas alteracdes podem variar de
acordo com o tipo de exercicio, intensidade e duracdo. No exercicio crénico €

observada uma diminuicdo na atividade de enzima sorbitol desidrogenase (SDH).
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Essa enzima € responsavel pela conversdo de sorbitol em frutose, uma das
principais fontes energéticas das espermatogbnias e espermatozoides.
Consequentemente, a espermatogénese pode ser prejudicada em decorréncia da
caréncia energética gerada por esse evento (GOMES et al., 2015).

As fibras densas externas-1 (Odf-1) também s&o alteradas pelo exercicio
fisico, podendo levar a prejuizos morfoldégicos aos espermatozoides. Niveis
diminuidos de Odf-1 séo observados no testiculo de ratos submetidos a exercicio
fisico de alta intensidade, enquanto niveis aumentados de Odf-1 sdo observados no
testiculo de ratos submetidos a exercicio fisico de baixa intensidade. As Odf-1 fazem
parte dos constituintes da cauda do espermatozoide e séo responsaveis por fornecer
um recuo elastico para a cauda que auxilia na motilidade espermética e garante
protecdo ao espermatozoide contra as forcas de cisalhamento, impedindo que a
cabeca se separe da cauda. Neste contexto, a diminui¢cdo dos niveis de Odf-1 pode
comprometer a morfologia espermética (TORMA et al., 2014).

A pratica de exercicio fisico de alta intensidade pode acarretar em mudancas
no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. As mudancas geradas nesse eixo Sao
influenciadas por trés parametros principais: caracteristicas do exercicio fisico (tipo
de exercicio, intensidade e duracgdo), fatores individuais (status genético, nutricéo,
hidratacdo, composicao corporal, estresse psicolégico, ansiedade, motivacdo e
doencas enddcrinas) e respostas dos hormonios do estresse associados ao
exercicio (catecolaminas, horménio do crescimento, cortisol) (SGRO; DI LUIGI,
2017, ELIAKIM; NEMET, 2006).

Em geral, a pratica de exercicio fisico agudo de alta intensidade resulta em
aumento gradual dos niveis de testosterona, que tendem a retornar aos niveis inicias
apos um periodo de repouso (HACKNEY, 1996). O exercicio fisico crbénico, por sua
vez, leva a diminuicdo dos niveis de testosterona. Baixos niveis de secre¢édo de LH
em homens que realizam exercicio crénico séo observados apos desafio com GnRH
exogeno. Nesse contexto, € proposto que o mecanismo envolvido na diminuigdo dos
niveis de testosterona induzido pelo exercicio fisico crénico esta relacionado com o
desenvolvimento de wuma possivel resisténcia hipofisaria ao GnRH ou
comprometimento na capacidade de producdo de LH nesses individuos. Como
consequéncia, a biossintese de testosterona pelas células de Leydig é diminuida e a
espermatogénese prejudicada (HACKNEY, 2008; DI LUIGI et al., 2012).
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1.3.2 Exercicio Fisico e a hiperhomocisteinemia

O exercicio fisico € considerado como uma estratégia importante para reduzir
os riscos de doencas cardiovasculares. No entanto, ndo esta claro seu efeito sobre a
concentracdo de Hcy plasmatica (MAROTO-SANCHEZ et al., 2016). Diversos
estudos demonstram alteragBes nas concentracdes plasméaticas de Hcy de seres
humanos (DEMINICE et al., 2013; VINCENT et al., 2006) e roedores (NEUMAN et
al., 2013; DEMINICE et al.,, 2011). Esta alteracdo esta relacionada, em parte, a
modificacdo na demanda energética causada pelo exercicio que, por sua vez, pode
refletir em uma modulacéo das reacdes de metilacdo e subsequentes modificacbes
nas concentracdes plasmaticas de Hcy (DEMINICE et al., 2013).

Nesse sentido, estudos demonstraram que modificacdes na concentracao de
Hcy plasmatica sdo dependentes do tipo, volume e intensidade de exercicio, bem
como da idade e do nivel de condicionamento fisico do individuo (HERRMANN et al.
2003; KONIG et al. 2003; GELECEK et al. 2007; DEMINICE et al. 2011). Em um
recente estudo de meta-analise Deminice et al. (2016) identificaram que exercicios
agudos de baixa e moderada intensidade por um periodo prolongado de tempo
causaram elevacdo na nos niveis plasmaticos de Hcy ap6s a sessdo aguda de
exercicio. Da mesma forma, quando o exercicio é realizado de forma aguda em alta
intensidade por um periodo prolongado também € encontrada uma elevacao da Hcy
ao fim da sessdo. Em um terceiro desfecho, onde ambas as intensidades foram
analisadas em conjunto, houve aumento da Hcy plasmética apds a sesséo aguda de
exercicio, independentemente do tipo de exercicio executado.

Por outro lado, Okura et al. (2006), observaram respostas diferentes de
acordo com a dosagem de Hcy plasmatica antes do inicio do exercicio. Em
individuos com niveis normais de Hcy plasmatica no inicio do estudo houve um
aumento na concentracdo de Hcy apds o treinamento. Em contraste, o efeito
contrario foi observado em individuos com hiperhomocisteinemia no inicio do estudo,
em que a Hcy plasmatica diminuiu apds o exercicio fisico. No entanto, Deminice
et.al. (2016) em sua meta-analise e Silva et.al (2014) em sua revisdo sistematica
ainda ndo conseguiram chegar a um consenso sobre os efeitos que o treinamento
fisico exerce sobre este metabolismo.

Assim, a HHcy tem sido hoje relacionada a diversas doencas e complicagbes

na saude, principalmente devido a alta toxicidade celular. Apesar do exercicio fisico
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ser considerado um adjuvante na terapia de diversas doencas cronico-
degenerativas, pouco se sabe sobre o efeito exercicio fisico na toxicidade induzida

por HHcy.
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2 JUSTIFICATIVA

Evidéncias tém demonstrado que a HHcy resulta em danos oxidativos,
peroxidacdo lipidica e afeta o sistema de defesa antioxidante gerando lesdes
celulares. Os eventos promovidos pela HHcy estdo intimamente ligados a deficiéncia
na funcdo espermatica, refletindo em prejuizos na concentracdo, motilidade,
morfologia e capacidade de fertilizacdo desses espermatozoides. Devido aos
diversos prejuizos gerados pela HHcy aos espermatozoides, ela tem sido
considerada um fator prejudicial a fertilidade masculina. Alguns estudos tém
evidenciado os efeitos da HHcy diretamente nos espermatozoides, no entanto, ainda
€ necessaria uma melhor compreensdo sobre o efeito da HHcy nos érgaos do
sistema genital masculino.

A prética regular de exercicios fisicos esta associada a melhor qualidade de
vida e saude. Os eventos envolvidos na adaptacao induzida pelo exercicio resultam
na melhoria da aptidao aerébica e da funcdo musculoesquelética, podendo melhorar
a disfuncdo metabdlica e prevenir doencas cronicas. No entanto, o exercicio fisico
de alta intensidade induz a prejuizos na espermatogénese e desequilibrio no eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal, prejudicando a funcionalidade do sistema genital.
Do mesmo modo, alteragdes nas concentracdes plasmaticas de Hcy sdo relatadas
apos a prética do exercicio fisico.

Apesar dos diversos estudos envolvendo o exercicio fisico, os resultados de
seus efeitos sobre o sistema genital masculino sdo controversos. Da mesma
maneira, 0 efeito da associacdo da HHcy e exercicio fisico ao sistema genital
masculino ainda € desconhecido. Portanto, este estudo contribui para o
entendimento dos efeitos da HHcy e do exercicio fisico, isolados ou associados,
desde a fase puberal até a fase adulta sobre o sistema genital masculino em

camundongos Swiss adultos.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da hiperhomocisteinemia
induzida experimentalmente por sobredosagem de dl-homocisteina thiolactona e do
exercicio fisico, isolados ou associados, desde a fase puberal até a fase adulta

sobre os 6rgaos do sistema genital masculino de camundongos Swiss adultos.

3.2 ESPECIFICOS

- Investigar se a hiperhomocisteinemia e o exercicio fisico, isolados ou
associados, promovem alteracdes estruturais nos 0Orgados do sistema
genital;

- Determinar se ocorrem danos funcionais no testiculo e epididimo em
decorréncia da exposicao a esses fatores;

- Determinar se esses fatores causam alteracdes no perfil inflamatoério e
niveis de estresse oxidativo do testiculo e epididimo;

- Avaliar se a producdo de testosterona é prejudicada em decorréncia da
hiperhomocisteinemia, do exercicio ou associagdo de ambos.

- Avaliar se a hiperhomocisteinemia e o exercicio, isolados ou associados,
geram alteracdes morfologicas, funcionais e perda de viabilidade nos
espermatozoides;

- Contribuir com dados sobre os efeitos de acdo da hiperhomocisteinemia,

do exercicio fisico e da associacdo de ambos sobre o sistema genital.
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A hiperhomocisteinemia induz ao estresse oxidativo e por isso tem sido
associada a deficiéncia na espermatogénese e funcdo espermética. No entanto,
pouco se sabe sobre sua interacdo com os 6rgdos do sistema genital masculino.
Outro fator relacionado ao estresse oxidativo e mudancas no sistema de defesa
antioxidante € o exercicio fisico. As funcdes testiculares podem ser prejudicadas ou
favorecidas, de acordo com o tipo, intensidade e duragdo do exercicio fisico. Além
disso, apdés o exercicio fisico podem ser geradas elevacfes nas concentracdes
plasmaticas de homocisteina. Portanto, este estudo buscou avaliar os efeitos da
hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, isolados ou associados, desde a fase
puberal até a fase adulta sobre os 6rgdos do sistema genital masculino de
camundongos Swiss. Para isso, 48 camundongos foram distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos (controle, hiperhomocisteinemia, exercicio fisico e
hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico). A inducdo de
hiperhomocisteinemia ocorreu pela administracdo diaria de dI-homocisteina
thiolactona via gavagem durante todo o periodo experimental (DPN28 ao DPN80).
O exercicio fisico foi realizado através de corrida voluntaria em rodas de exercicio.
Ap6s o periodo experimental o sangue foi coletado para determinagdo da
concentracdo de testosterona. Os testiculos e epididimos foram coletados, pesados
e utilizados para contagem espermatica, analises morfolégicas e histopatoldgicas,
determinacdo da atividade da mieloperoxidase, avaliacdo da lipoperoxidacdo e
atividade da catalase. Além disso, foi realizada dosagem de colesterol testicular. Os
ductos deferentes foram coletados, pesados e deles foram obtidos espermatozoides
para analises de morfologia, integridade acrossdmica, atividade mitocondrial e
motilidade. As proéstatas e tecido adiposo periepididimal foram coletados, pesados e
descartados. A hiperhomocisteinemia, isolada ou associada ao exercicio fisico,
causou alteragcbes morfométricas e histopatologicas no testiculo. No epididimo,
houve remodelacéo tecidual na regido da cabeca induzida por ambos fatores. Nao
houve aumento atividade de mieloperoxidase, aumento da lipoperoxidacdo ou
comprometimento da atividade da catalase no testiculo e epididimo, porém a
concentracdo de colesterol testicular foi elevada. A producdo de testosterona e a
qualidade espermatica néo foi prejudicada. Conclui-se que a hiperhomocisteinemia,
isolada ou associada ao exercicio fisico, desde a fase puberal até a fase adulta
causa alteracOes estruturais testiculares. Propomos que essas alteracdes estédo

relacionadas ao processo de homocisteinizagcdo. Aléem  disso, a
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hiperhomocisteinemia e o exercicio fisico, isolados ou associados, acarretam em
modificacdes teciduais na cabeca epididiméaria. Apesar das alteragdes estruturais
observadas, a fisiologia testicular e epididimaria ndo foram alteradas e a qualidade

espermatica foi preservada.

Palavras-chave: Sistema reprodutor masculino, reproducdo, homocisteina,

exercicio fisico
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1. Introducéo

O processo de desmetilacdo da metionina, aminoacido essencial presente
nas proteinas alimentares principalmente de origem animal, resulta na formacao de
homocisteina. A homocisteina interage com duas vias de biotransformacéo, a
remetilacdo e a transulfuracdo, responsaveis pela conversdo de homocisteina em
metionina e cisteina respectivamente (DE LA CALLE et al.,, 2003). A via de
remetilacdo ocorre em todo o organismo e envolve a participacdo da enzima
metionina sintase que utiliza a vitamina B12 como cofator. Essa via também pode
ocorrer pela acdo da enzima betaina homocisteina metiltransferase que emprega
betaina como doador de metila em uma reacdo independente de vitamina B12,
ocorrendo exclusivamente no figado (BROSNAN et al., 2004; FINKELSTEIN, 2000;
DE LA CALLE et al., 2003). A via de transulfuracdo envolve a enzima cistationina-3-
sintase (CBS) e que utiliza a vitamina B6 como cofator (BROSNAN et al., 2004).

Alteragdes nas enzimas envolvidas na via de remetilacdo e na via de
transulfuragdo, assim como deficiéncia nos niveis de vitaminas do complexo B ou
outros fatores nutricionais podem gerar desequilibrio ou comprometimento no
metabolismo da homocisteina. Como resultado, os niveis plasmaticos de
homocisteina se elevam caracterizando a hiperhomocisteinemia (MORETTI;
CARUSO, 2019; SMITH; REFSUM, 2016).

A hiperhomocisteinemia é prejudicial as células e esta associada a doencas
vasculares, doencas neurolégicas, doenca renal crbnica, osteoporose, disturbios
gastrointestinais, cancer e defeitos congénitos durante o0 desenvolvimento
embrionario (R1ZZO; SCIORSCI, 2019). Trés hipdteses principais sdo propostas

para explicar a toxicidade celular causada pela hiperhomocisteinemia: (1)
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homocisteinizacdo de proteinas, (2) inducédo de estresse oxidativo e (3) ativacao de
fatores pré-inflamatérios (JI; KAPLOWITZ, 2004).

A deteccao de elevados niveis de homocisteina no plasma e no ejaculado tem
sido associada a disfuncdes na espermatogénese (GE et al., 2008; EBISCH et al.,
2006). Aitken et al. (2016) sugerem que a hiperhomocisteinemia esta relacionada a
deficiéncia na funcdo espermatica devido a inducdo da formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). As EROs séo responsaveis por gerar danos ao DNA e
causar peroxidacao lipidica, resultando em prejuizos tanto na concentracdo, como
na motilidade e morfometria espermatica (CHEN et al., 2001).

A prética regular de exercicios fisicos esta associada a menor incidéncia de
doencas neurodegenerativas, cardiovasculares, obesidade, diabetes mellitus tipo II,
osteoporose, osteoartrose, alguns tipos de cancer, ansiedade e depressao refletindo
uma melhor qualidade de vida e saude nesses individuos (BROWN et al., 2019;
CARVALHO et al., 1996). O exercicio fisico agudo de alta intensidade esta
associado a elevagcbBes nas concentracdes plasmaticas de homocisteina em seres
humanos (DEMINICE et al., 2013; VINCENT et al., 2006) e roedores (NEUMAN et
al., 2013; DEMINICE et al., 2011). Porém, ndo ha um consenso sobre os efeitos que
o treinamento fisico exerce sobre o metabolismo desse aminoacido (Deminice et.al.
2016; Silva et.al, 2014). Alem disso, apesar de os efeitos do exercicio fisico sobre o
sistema genital masculino terem sido bastante estudados nos ultimos anos, as
informacdes ainda s&o bastante controversas. As fungdes testiculares
(espermatogénese e esteroidogénese) podem ser prejudicadas ou favorecidas, de
acordo com o tipo, com a intensidade e com a duracdo do exercicio fisico (GOMES

et al., 2015).
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Deste modo, este estudo buscou avaliar os efeitos da hiperhomocisteinemia
induzida experimentalmente por sobredosagem de dI-homocisteina thiolactona e do
exercicio fisico, isolados ou associados, desde a fase puberal até a fase adulta

sobre os 6rgaos do sistema genital masculino de camundongos Swiss adultos.

2. Materiais e métodos
2.1. Animais e condicdes experimentais

Camundongos Swiss machos foram obtidos no dia pés-natal 21 (DPN 21) do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de
Londrina (CCB-UEL) e foram mantidos por 7 dias no Biotério do Laboratério de
Toxicologia e Distarbios Metabdlicos da Reproducdo para aclimatacdo ao novo
ambiente antes do inicio do periodo experimental. Os animais foram distribuidos
individualmente em caixas de polipropileno (30 x 19 x 13 cm) durante todo o
experimento e receberam racdo e agua ad libitum. A temperatura ambiente e luz
foram controladas (+ 23°C; fotoperiodo com ciclo de 12 horas claro e 12 horas
escuro, luzes desligadas as 19 horas). A massa corporal, consumo de agua e racéo
foram mensurados trés vezes por semana. O cuidado com o0s animais e
procedimentos de manipulacdo seguiram as recomendacdes do Codigo Brasileiro
para Utilizacdo de Animais de Laboratério e o experimento foi aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina - Oficio Circular

CEUA n°102/2017 (Anexo A).

2.2. Delineamento experimental
Os animais foram distribuidos randomicamente em quatro grupos

experimentais: Controle (C, n=13), Hiperhomocisteinemia (H, n=12), Exercicio Fisico
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(E, n=11) e Hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico (H+E, n=12). A
inducdo de hiperhomocisteinemia ocorreu para os grupos H e H+E através da
administracdo via gavagem de 1g/kg de massa do animal/dia do aminoacido dl-
homocisteina thiolactona (Sigma Aldrich®) diluido em 100 pL de agua filtrada
(veiculo) (CELOTTO et al.,, 2010). A fim de reduzir possiveis interferentes de
manipulacdo os animais dos grupos C e E também foram submetidos diariamente a
gavagem, porém contendo apenas 100 pL de agua filtrada (veiculo). A
administracdo da solucdo de dl-homocisteina thiolactona para os grupos H e H+E e
agua filtrada para os grupos C e E ocorreu durante todo o periodo experimental,
iniciado no DPN28 e finalizado no DPNB80 (52 dias consecutivos). O periodo
experimental foi iniciado na fase puberal e se estendeu até a fase adulta (JEAN-
FAUCHER et al., 1983). Os camundongos dos grupos E e H+E realizaram exercicio
fisico durante todo o periodo experimental através de corrida voluntéaria realizada em
rodas de exercicio especificas para camundongos. Este modelo permite avaliar o
desempenho fisico e resisténcia do animal, simulando o treinamento de resisténcia
em humanos. As rodas de exercicio foram adaptadas as caixas de biotério
convencionais e a distancia percorrida foi anotada diariamente utilizando odémetros

adaptados as rodas de exercicio (GOH; LADIGES, 2015) (Apéndice A).

2.3. Coleta de materiais biol6gicos

Ao fim do periodo experimental, no 53° dia, os camundongos foram
anestesiados com isoflurano (BioChimico®) em camera de inalacdo e submetidos a
eutanasia por decapitacdo. O sangue foi coletado em tubo heparinizado (Hemofol®)
e a partir dele foi obtido plasma para dosagem de testosterona. Os testiculos direitos

foram coletados, pesados em balanca analitica de precisdo e utilizados para
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contagem espermatica, andlise de estresse oxidativo, dosagem de colesterol e
avaliacdo da atividade de mieloperoxidase (n=6 por grupo para cada analise). Os
testiculos esquerdos foram destinados a analise morfométrica, histopatologica,
cinética da espermatogénese e contagem do numero de células de Sertoli (n=6 por
grupo para cada analise). Os epididimos direitos foram coletados, pesados em
balanca de precisdo e utilizados para contagem espermaética, analises de estresse
oxidativo, dosagem de colesterol e avaliacdo da atividade de mieloperoxidase (n=6
por grupo para cada andlise). Os epididimos esquerdos foram destinados a analise
estereoldgica e histopatolégica (n=6 por grupo para cada analise). Os ductos
deferentes foram coletados, pesados e deles foram retirados espermatozoides para
analise morfologica (n=10 por grupo), integridade acrossémica (n=5 por grupo),
atividade mitocondrial (n=5 por grupo) e de motilidade espermatica (n=10 por grupo).
As prostatas e tecido adiposo periepididimal foram coletados, pesados e

descartados.

2.4. Processamento histoldgico do testiculo e epididimo

Os testiculos e epididimos foram coletados e fixados durante 6 horas em
fixador modificado de Davidson (MDF — 30% de formalina 40%, 15% de alcool
absoluto, 5% de &cido acético e 50% de agua deionizada) a 4°C e pos fixados por 18
horas em paraformaldeido 4% ( PFA - 4g de paraformaldeido, 100 ml de tampéao
fosfato salino [pH 7,4; 0,1M]) a 4°C (WANG et al., 2016). Os testiculos e epididimos
foram incluidos em Paraplast® e cortes semi-seriados foram obtidos em 5um. As
sec¢cOes foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e examinadas sob
microscopia de luz para analise morfométrica, histopatolégica, dindmica da

espermatogénese e contagem do numero de células de Sertoli do testiculo e
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analise estereoldgica e histopatolégica do epididimo, como descritas por Fernandes

et al. (2011).

2.4.1 Diametro dos tubulos seminiferos e altura do epitélio germinativo

Dez cortes de tubulos seminiferos aleatdrios, por animal, no estagio IX do
ciclo do epitélio germinativo foram fotodocumentados e examinados. As imagens
foram obtidas através de um fotomicroscépio Opton sob ampliacdo de 100x e o
software BELview versdo 6.2.3.0 (BEL Engineering) foi utilizado para analisar as
imagens. Os mesmos tubulos descritos acima foram utilizados para analisar o
didmetro dos tubulos seminiferos e altura do epitélio germinativo. Em cada tabulo
seminifero foi calculada a média de quatro medidas para o diametro e para a altura

do epitélio e as médias foram utilizadas na analise estatistica.

2.4.2 Andlise histopatologica dos testiculos

A avaliagcdo histopatoldgica foi realizada de modo quantitativo utilizando-se
cortes semi-seriados transversais do 6rgdo. Para cada animal foram analisados 100
cortes de tubulos seminiferos classificados em normais ou anormais. Os tubulos
foram considerados anormais frente a presenca de células acidodfilas, células
multinucleadas, espermatides retidas, degeneracao de tipos celulares, vacuolizagéao

do epitélio ou presenca de células imaturas no lumen tubular.

2.4.3 Avaliacéo do processo espermatogenético (cinética da espermatogénese)
Para avaliacdo do processo espermatogénico 100 tubulos seminiferos

aleatérios por animal foram classificados em quatro categorias: Estagios I-VI, VII-
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VIII, IX-XI e XIlI do ciclo do epitélio germinativo, de acordo com Leblond e Clermont,

1952, sob um microscoépio de luz (Opton) com ampliacdo de 100x.

2.4.4 Contagem do numero de células de Sertoli
Para determinacdo do numero de células de Sertoli foram contados, sob
microscopia de luz, os nucleos das células de Sertoli em 20 tubulos seminiferos por

camundongo no estagio VIl da espermatogénese (FAVARETO et al., 2011).

2.4.5 Andlise estereoldgica e histopatoldgica do epididimo

Para andlise estereoldgica, foram fotodocumentadas 10 seccdes aleatorias,
por animal, da regido da cabeca (Regido 2A) e da cauda (Regido 5A/B) do epididimo
(MILLER; KILLIAN, 1987). As imagens foram capturadas usando um
fotomicroscopio (Opton) e software BELView versdo 6.2.3.0 (BEL Engineering) para
Windows sob ampliagdo de 100x. Esta analise foi realizada usando a grade
multifuncional de Weibel com 168 pontos (WEIBEL, 1963) para quantificar os
componentes teciduais do epididimo (epitélio, estroma e luz).

A andlise histopatologica epididiméaria foi realizada de modo qualitativo
utilizando-se seccdes transversais das regides de cabeca e da cauda usando um

microscopio Opton (ampliacdo de 100x).

2.5. Avaliacdo da atividade de mieloperoxidase (MPO)

O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos para avaliar a migracéo de
neutrofilos para o testiculo e epididimo de acordo com Casagrande et al. (2006). As
amostras de tecido foram coletadas em tampéao de K2HPO4 (pH 6,0), contendo 0,5%

HTAB, homogeneizadas com auxilio de Polytron® (PT3100) e centrifugadas a
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12.300 rpm a 4°C, por 2 minutos. Apdés a centrifugacdo, 10 pl de amostra do
sobrenadante foram misturadas com 200 pl de solucédo tampé&o de fosfato 50 mM
(pH 6,0), contendo 0,167 mgMml de dihidrocloreto de O-dianisidina e 0,015% de
peréxido de hidrogénio. A reacao foi lida por espectrofotbmetro em comprimento de
onda de 450 nm, e a atividade da MPO foi comparada a uma curva padrdo de

neutrofilos.

2.6. Substancias reativas ao &acido tiobarbitirico (TBARS) e atividade da
catalase

Amostras de testiculo e epididimo foram homogeneizadas em L-Beader com
esferas de zirconio utilizando-se fosfato de sédio gelado (10 mM; pH 7,4). Em
seguida o homogenato foi centrifugado a 8.000 rpm durante 10 minutos. O
sobrenadante foi retirado e utilizado para as dosagens de proteinas, por meio de kit
comercial (Analisa®©). Como marcador da lipoperoxidacdo foi determinada a
concentracdo de malondialdeido (MDA) pelo método do &cido tiobarbitlrico (TBA)
com base na metodologia de Slater e Sawyer (1971). As amostras geladas foram
centrifugadas em meio acido com acido tricloroacético 10%, durante 10 minutos a
7.000 rpm. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e combinado com TBA
0,67%. As amostras foram aquecidas a 95°C durante 10 minutos e em seguida
rapidamente resfriadas. As leituras foram feitas em 535 nm e comparadas com uma
curva de padrao de MDA em meio acido.

A atividade da catalase foi determinada pelo consumo de peréxido de
hidrogénio e expressa em pmol/min/mg proteina. O meio foi composto por tampéao
fosfato de potassio 50mmol/L e H202 10mmol/L. As amostras foram lidas em

espectrofotometro a 240 nm de acordo com Beers e Sizer (1952).
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2.7. Concentracao de colesterol

Amostras de testiculo foram homogeneizadas em L-Beader com esferas de
zirconio utilizando-se fosfato de sédio gelado (10 mM; pH 7,4). Em seguida o
homogenato foi centrifugado a 8.000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi
retirado e utilizado para as dosagens de colesterol por meio de kit comercial

(Analisa®©).

2.8. Producdao diaria de espermatozoides e tempo de transito

Para avaliar a producéo diaria de espermatozoides (PDE) e tempo de transito
espermatico, os testiculos e epididimos foram pesados e homogeneizados,
conforme descrito por Fernandes et al. (2007). Apés a diluicdo do homogenato, um
pequeno volume de amostra foi transferido para uma camara de Neubauer (quatro
campos por animal) para a contagem de espermatides resistentes a
homogeneizacdo (estagio 19 da espermatogénese). Para calcular a PDE, a
concentracdo de espermétides por testiculo foi dividida por 4,84, que se refere ao
namero de dias para 0s quais as espermatides maduras estdo presentes no epitélio
seminifero. Para calcular o tempo de transito dos espermatozoides através do
epididimo, o numero de espermatozoides presentes no epididimo foi dividido pelo

valor de PDE de cada animal.

2.9. Morfologia espermatica

Esta andlise foi realizada conforme descrito por Fernandes et al. (2007). O
conteudo dos ductos deferentes foi removido por lavagem interna com 0,3 mL de
solucéo salina formol a 10%. A partir desta solugcéo foram preparados esfregacos em

laminas histologicas e observados com um fotomicroscopio Opton (aumento de
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400x). Duzentos espermatozoides por animal foram classificados em trés categorias
gerais: morfologia normal, anormalidades da cabeca (sem curvatura caracteristica
ou forma isolada, isto €, sem cauda ligada) e anormalidades da cauda (quebradas,

enroladas em espiral ou isoladas, isto é, sem cabeca ligada).

2.10. Andlise da integridade do across6bma de espermatozoides

Para a avaliacdo da integridade de acrosséma foi utilizado um método
baseado na reacdo do PNA-FITC com componentes da membrana acrossomal
externa do espermatozoide de acordo com CHENG et al. (1996). Os
espermatozoides foram coletados em meio fluido tubario humano modificado (HTF)
e a partir dessa solucao foi realizado um esfregaco. A lamina foi permeabilizada com
metanol absoluto e em seguida corada com a solucdo de PNA-FITC 40ug/ml em
tampdo PBS. Cem espermatozoides foram analisados em microscopio de
fluorescéncia (Microscopio fotdnico Axio Zeiss) e as células foram classificadas em
espermatozoides com acrossébma integro ou espermatozoides com dano de

acrossoma.

2.11. Motilidade espermatica

A motilidade espermatica foi avaliada de acordo com os métodos descritos
por Siervo et al. (2015). Resumidamente, o ducto deferente foi lavado com 0,3 mL de
HTF modificado contendo gentamicina (Irvine Scientific) a 34°C-36°C para obtencao
de espermatozoides. Uma aliquota de 10 pL da solug¢do contendo espermatozoides
foi transferida para uma camara de contagem de Makler aquecida (Sefi-Medical,
Haifa, Israel). A motilidade dos espermatozoides foi avaliada por estimativa visual

(100 espermatozoides por animal) sob um microscopio de luz (Motic) com uma
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ampliacdo de 100x. Os espermatozoides foram classificados como méveis ou

imoveis.

2.12. Anédlise de atividade mitocondrial de espermatozoides

Para avaliacdo da atividade mitocondrial de espermatozoides utilizou-se um
meétodo baseado na incorporacéo seletiva do corante DAB pelas mitocondrias ativas
presentes na peca intermediaria do espermatozoide (HRUDKA, 1987). Os
espermatozoides foram coletados do ducto deferente em 300uL PBS. Uma aliquota
de 100uL da solucdo foi adicionada a 200uL de solugcdo corante de DAB (3,3
Diaminobenzidina tetrahidrocloreto). A mistura foi incubada por uma hora a 37°C.
Apoés a incubacdo um esfregaco foi preparado, fixado em PBS com formaldeido
(10%) e 200 células foram analisadas e classificadas em DAB classe | (peca
intermediaria totalmente corada), DAB classe Il (peca intermediaria parcialmente

corada) e DAB classe Ill (auséncia de coloracdo na peca intermediaria).

2.13. Dosagem de testosterona plasmatica

Para dosagem de testosterona plasmatica as amostras de sangue foram
centrifugadas a 2400 rpm por 20 minutos. As concentracdes plasméticas foram
dosadas através do plasma pela técnica de ELISA de competicdo utilizando kit

Testosterone ELISA (Cayman Chemical, item N° 582701).

2.14. Analise estatistica

A distribuicdo dos dados foi avaliada através do teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e a homogeneidade das variancias foi avaliada através do teste de
Levene. Os dados que nao apresentaram distribuicdo gaussiana foram

transformados em logaritmo natural (Ln) e testados novamente para normalidade.
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Dados paramétricos foram avaliados pelo teste t de Student ou pelo teste de anélise
de variancia (ANOVA) com teste a posteriori de Dunnet e os dados foram expressos
como média (xE.P.M). Dados nado parameétricos foram avaliados pelo teste de
Kruskall-Wallis com teste a posteriori de Dunn e os dados foram expressos como
mediana (Q1-Q3). Os valores foram considerados significativamente diferentes
qgquando p<0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa IBM® SPSS® Statistics versdo 20.0 (International Business Corporation

1989,2011).

3. Resultados

3.1 Massa corporal, massa dos 6rgdos e consumo de racao e agua

N&do houve diferenca significativa na massa corporal inicial e final dos
camundongos entre 0s grupos experimentais. Do mesmo modo, os tratamentos ndo
influenciaram nas massas do testiculo, epididimo, ducto deferente e proéstata.
Entretanto, o exercicio fisico, tanto isolado como associado a hiperhomocisteinemia,
diminuiu a massa do tecido adiposo periepididimal em relagdo ao grupo controle
(Tabela 1).

O consumo de racéo e agua dos animais dos grupos H, E e H+E apresentou

similaridade com os animais do grupo controle (dados ndo mostrados).

3.2 Distancia percorrida durante o exercicio

Em relacdo a distancia média percorrida pelos animais com acesso a rodas
de exercicio observou-se similaridade entre os grupos experimentais (E e H+E)
durante todo o periodo experimental (Tabela 2). Embora diferencas significativas nao
tenham sido observadas, o grupo H+E percorreu em geral distancias 21% menores

gue o grupo E no decorrer do periodo experimental.
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3.3 Anélise morfométrica e dinamica da espermatogénese

A analise morfométrica evidenciou que houve reducdo no diametro dos
tubulos seminiferos do grupo H em relacdo ao grupo controle (Tabela 3). O exercicio
fisico, assim como a sua associacao a hiperhomocisteinemia, ndo alterou o diametro
dos tubulos. Em relacdo a altura do epitélio germinativo (Tabela 3), foi observado
gue a hiperhomocisteinemia, exercicio fisico e a associacdo de ambos causou
reducao significativa em relagdo ao grupo controle.

Embora alteracBes no diametro dos tubulos seminiferos e altura do epitélio
germinativo tenham sido observadas, a cinética da espermatogénese manteve-se

inalterada entre grupos experimentais (Tabela 3).

3.4 Andlise histopatoldgica testicular e nUmero de células de Sertoli

A andlise histopatolégica mostrou um aumento significativo no niumero de
tubulos seminiferos que apresentaram alteracBes histopatolégicas apenas nos
grupos H e H+E em relagdo ao grupo controle (Figura 1). As alteracdes
histopatolégicas observadas correspondem a presenca de células imaturas no limen
tubular, presenca de células acidofilas e presenca de vacuolos no epitélio tubular.
Além disso, o grupo H+E apresentou diminuigdo do numero de células de Sertoli em

relacdo ao grupo controle (Figura 2).

3.5 Anélise estereoldgica e histopatolégica do epididimo

A andlise estereoldgica da regido da cabeca do epididimo (Tabela 4)
evidenciou que houve diminuicdo no percentual do compartimento luminal dos
grupos H, E e H+E em relacdo ao grupo controle. Por outro lado, houve aumento no

percentual do compartimento epitelial desses mesmos grupos. Nessa mesma regiao
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houve aumento no percentual do compartimento estromal apenas dos grupos H e
H+E em relacdo ao grupo controle.

A analise estereoldgica da regido da cauda epididimal (Tabela 4) ndo apontou
diferencas no percentual dos compartimentos luminal, estromal e epitelial, sendo
similar entre os grupos.

A hiperhomocisteinemia e o exercicio fisico, isolados ou associados, nao
induziram alteracdes histopatolégicas no epididimo (cabeca e cauda) (dados néo
mostrados). Em todos os grupos o tecido estromal e epitelial apresentaram aspecto
aparentemente normal, assim como o limen apresentou apenas espermatozoides

em seu conteuido.

3.6 Atividade da mieloperoxidase
A andlise da atividade de mieloperoxidase nao evidenciou diferencas
significativas na migracao de neutrdfilos para o testiculo e epididimo dos grupos H, E

e H+E em relacdo ao grupo controle (Figura 3).

3.7 Substancias reativas ao acido tiobarbitlrico e atividade de catalase

A andlise de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico no testiculo néo
mostrou alteragdes nas concentragcbes de malondialdeido entre os grupos
experimentais. No entanto, no epididimo houve diminuicdo na concentracdo de
malondialdeido no grupo H em relagéo ao grupo controle (Figura 4).

A analise da atividade de catalase no testiculo evidenciou reducdo da
atividade da catalase no grupo E em relacdo ao grupo controle. Neste 6rgdo néo

foram observadas alteracbes na atividade desta enzima nos demais grupos
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experimentais. Contudo, no epididimo houve aumento da atividade da catalase

apenas no grupo H+E (Figura 4).

3.8 Concentracéo de colesterol
A dosagem de colesterol no testiculo evidenciou que a hiperhomocisteinemia
assim como a sua associacdo ao exercicio fisico causou elevacdo na concentracéo

de colesterol em relagéo ao grupo controle (Figura 5).

3.9 Parametros espermaticos

Os resultados das andlises espermaticas estdo expressos na Figura 6 e
Tabela 5. Os tratamentos ndo causaram alteracdo no numero de espermatides
maduras resistentes a homogeneizacéo e producédo diaria de espermatozoides pelos
testiculos entre o0s grupos experimentais. Do mesmo modo, o percentual de
espermatozoides morfologicamente anormais manteve-se inalterado ap6s o periodo
experimental. A integridade do acrossoma nao foi prejudicada, uma vez que nao
houve diferenga no numero de espermatozoides com dano no acrossoma em
resposta aos tratamentos.

A hiperhomocisteinemia, assim como o exercicio fisico e a associagdo de
ambos, ndo ocasionou diferencas no tempo de transito dos espermatozoides pelo
epididimo em relagcédo ao grupo controle. Por consequéncia, hdo houve diferenca no
namero de espermatozoides imoOveis entre os grupos. A analise de atividade
mitocondrial (Tabela 5) ndo evidenciou prejuizo no percentual de mitocondrias ativas
nos espermatozoides entre os grupos. Portanto, ndo houve diferencas nos
percentuais de espermatozoides classificados como DAB classe |, DAB classe Il e

DAB classe lll.
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3.9 Testosterona plasmatica
A dosagem de testosterona plasmatica mostrou que os niveis desse hormoénio
foram similares entre os grupos, indicando que os tratamentos néo influenciaram na

producao de testosterona (Figura 7).

4. Discusséo

O presente estudo traz novos achados em relacdo aos efeitos da
hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, assim como a associacdo dos mesmos,
sobre o sistema genital masculino de camundongos Swiss. Nosso delineamento e
nossas técnicas possibilitaram trazer informacées ndo apenas sobre os efeitos da
hiperhomocisteinemia na qualidade espermética, mas também sobre os efeitos da
mimetizacdo deste distirbio metabdlico diretamente na fisiologia e estrutura do
testiculo e epididimo. Além disso, para avaliacdo dos efeitos do exercicio fisico este
trabalho utilizou como modelo a corrida voluntaria em rodas que, dentre outras
vantagens, permite eliminar interferentes de estresse gerado pela manipulacdo dos
animais e exercicio forcado.

O modelo de exercicio utilizado neste estudo consistiu em permitir aos
animais acesso livre a rodas de corrida e possibilita que os camundongos corram
espontaneamente (GOH; LADIGES, 2015). Este modelo apresenta vantagens em
relacdo ao modelo de exercicio forcado, pois possibilita um padrdo de corrida
semelhante ao comportamento de corrida natural dos camundongos. Além disso, a
realizacdo do exercicio fisico ocorre em condicbes ndo estressantes e respeita 0
ritmo de atividade do animal, uma vez que os camundongos apresentam preferéncia

para a atividade noturna (MANZANARES et al.,2019; DE BONO et al., 2006).
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A similaridade no ganho de massa corporal durante o periodo experimental
esta associada com a similaridade no consumo de racéo e agua pelos animais dos
diferentes grupos experimentais no presente estudo. Entretanto, a reducdo de
aproximadamente 40% na massa do tecido adiposo periepididimal nos grupos que
realizaram exercicio fisico, isolado ou associado a hiperhomocisteinemia esta de
acordo com o estudo prévio de Lee (2018). Estes autores evidenciaram que a
corrida voluntaria em rodas de exercicio por 6 semanas causa reducao de 40% na
massa do tecido adiposo periepididimal em camundongos C57BL/6J machos. O
resultado pode estar associado a uma modulagcédo adaptativa, onde o exercicio fisico
induz a liberacdo de catecolaminas que, por sua vez, estimulam a lipdlise. Estudos
afirmam que ocorre aumento dos niveis e atividade das enzimas lipase de
triacilglicerol dos adipdcitos e lipase hormdnio-sensivel em animais exercitados.
Essas enzimas estdo envolvidas no primeiro ponto de hidrolise do triacilglicerol nos
adipdcitos e translocacdo da gota lipidica respectivamente (NOKURA et al.,2015;
OGASAWARA et al., 2012).

O tecido adiposo periepididimal é responsavel pela sintese e secrecao de
adipocinas, que atuam como fatores enddcrinos responsaveis por modular diversos
processos fisioldgicos, dentre eles a manutencao do eixo reprodutivo (KAWWASS
et al., 2015). Um exemplo dessas adipocinas € a leptina que é sintetizada de forma
proporcional a massa do tecido adiposo. A leptina atua como um sinal metabdlico
para o sistema genital informando que existem reservas lipidicas disponiveis para
atender as demandas caloricas da reproducdo (FONSECA-ALANIZ et al.,, 2007,
BARASH et al., 1996). Desta forma, reducdo na disponibilidade desses fatores
poderia resultar em prejuizos ao sistema genital masculino (MATHEW et al., 2018).

Apesar da reducdo na massa do tecido adiposo periepididimal, o presente estudo
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nao evidenciou alteracdes nos parametros espermaticos e dosagem de testosterona
plasmatica, indicando que nao houveram alteracbes nas funcdes endocrinas do
tecido adiposo.

A integridade dos parametros espermaticos evidenciada em todos 0s grupos
experimentais mostra que, apesar dos tratamentos, a qualidade espermatica dos
camundongos foi mantida. A manutencéo da qualidade espermatica esta associada
a integridade da fisiologia do testiculo e epididimo confirmada pelos resultados de
producdo espermatica diaria e tempo de transito espermatico, assim como a cinética
da espermatogénese e as dosagens de testosterona plasmatica. Similarmente,
Goncalves et al. (2016), observaram que o exercicio fisico de resisténcia durante 13
semanas nao alterou a cinética da espermatogénese e concentracdo de
testosterona plasmatica de ratos UChB. No entanto, nossos resultados em relacéo a
hiperhomocisteinemia diferem dos resultados descritos por Sénmez et al. (2007),
onde a administracdo intraperitoneal de 0,71 mg/kg/dia de homocisteina por 6
semanas em ratos Wistar adultos resultou em reducdo do percentual de
espermatozoides moveis e na concentracdo plasméatica de testosterona. Do mesmo
modo, Aitken et al. (2016) mostraram que a incubacdo de espermatozoides de
humanos com 0,5 mM de homocisteina thiolactona por 24 e 48 horas resulta em
perda de motilidade espermatica devido a aumento da formacdo de espécies
reativas de oxigénio e subsequente aumento da peroxidacéo lipidica.

Embora a fisiologia tenha sido mantida, alteragbes estruturais no testiculo e
epididimo foram observadas. No testiculo, a hiperhomocisteinemia, isolada ou
associada ao exercicio fisico, foi a principal responsavel pelos danos estruturais
observados. Essas alteracdes ndo estdo relacionados a retardo no desenvolvimento

dos tubulos seminiferos, uma vez que a cinética da espermatogénese nao
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evidenciou estagnacdo dos estagios do epitélio germinativo. Nossas analises
também evidenciaram que os danos estruturais testiculares ndo estao relacionados
com aumento no niveis de lipoperoxidacdo e comprometimento da atividade da
enzima catalase. Entretanto, Akkaya et al. (2016) observaram que a inducao de
hiperhomocisteinemia em ratos Wistar por administracdo oral de 1g/kg/dia de
metionina por 30 dias prejudicou a atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase e catalase no testiculo e aumentou o numero de células apoptoéticas
nesse tecido.

O colesterol € um abundante componente da membrana plasmatica das
células. No testiculo o colesterol desempenha importante papel no desenvolvimento
das células germinativas e atua como precursor de testosterona (FON TRACER et
al., 2010). As células de Sertoli possuem a capacidade de sintetizar o colesterol a
partir do acetato, no entanto, devido as altas necessidades celulares essa
biossintese ndo é suficiente para suprir a espermatogénese (AKPOVI et al., 2014).
Assim, as células de Sertoli captam moléculas de colesterol HDL, oriundas da
circulacdo sanguinea, e realizam o seu transporte para o compartimento adluminal
dos tubulos seminiferos. Além disso, ocorre a reciclagem de colesterol nos tubulos
seminiferos através da fagocitose pelas células de Sertoli de células germinativas
apoptoticas e corpos residuais contendo colesterol. Mecanismos regulatérios,
envolvendo influxo e efluxo de colesterol, mantém suas concentracdes equivalentes
no compartimento intersticial e nos tubulos seminiferos (AKPOVI et al., 2014;
KEBER et al., 2013; HERMO et al., 2010). Desta forma, o aumento na concentracao
de colesterol no testiculo pode ocorrer como resultado do aumento da fagocitose de

células germinativas apoptoticas pelas células de Sertoli (APKOVI et al., 2006).
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Nossas analises indicam que o0s danos estruturais gerados pela
hiperhomocisteinemia nos testiculos nao foram causados por aumento no niveis de
lipoperoxidacdo ou comprometimento da atividade da enzima catalase. Deste modo,
devido ao aumento da concentracdo de colesterol testicular causada pela
hiperhomocisteinemia, propomos que o0s danos estruturais no testiculo foram
gerados pelo processo de homocisteinizacdo. A homocisteinizacdo pode levar ao
aumento da apoptose de células germinativas e consequente aumento da fagocitose
dessas células pelas células de Sertoli, refletindo no aumento do colesterol. A
homocisteinizacdo de proteinas ocorre através da incorporacdo da homocisteina em
proteinas intracelulares ocasionando mudancas em sua sequéncia primaria e na
fisiologia celular (JI; KAPLOWITZ, 2004). Essa incorporacdo pode causar 0O
rompimento do dobramento de proteinas, criacdo de proteinas alteradas com
interacbes recém-adquiridas ou induzir a respostas autoimunes. Todos esses
eventos podem induzir morte celular apoptética, seja por estresse do reticulo
endoplasmatico, por aumento da degradacao proteica ou pela inducédo de respostas
autoimunes (JAKUBOWSKI, 2008; JI; KAPLOWITZ, 2004).

No epididimo, a hiperhomocisteinemia e o exercicio fisico, isolados ou
associados, foram responsaveis por alteracfes estruturais que acarretaram em
remodelacdo da regido da cabeca evidenciada pela andlise estereoldgica. Como
nossas analises ndo evidenciaram aumento da lipoperoxidagéo e comprometimento
da atividade da enzima catalase, as alteracdes estruturais observadas nao estao
associadas a esses eventos. A regiao da cabeca do epididimo é responsavel por
realizar eventos iniciais e tardios de maturacédo dos espermatozoides (CORNWALL,
2009). As células epiteliais sdo as principais responsaveis pelo remodelamento da

membrana plasmatica do espermatozoide, onde proteinas de origem testicular sao
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removidas ou modificadas e proteinas epididimarias sdo secretadas e adsorvidas a
membrana espermatica ou apenas interagem com 0 gameta, para que sua
capacidade funcional seja adquirida (BARRIOS, 2005; CUASNICU et al., 2002; DA
ROS et al., 2004). Com base na funcéo do tecido epitelial epididimal, propomos que
0 aumento na propor¢cdo do compartimento epitelial e consequente reducdo do
compartimento luminal observado ocorreu como um mecanismo adaptativo para que
0 processo de maturacdo espermatica fosse mantido. Colaborando com essa
hipétese, evidencia-se a manutencdo no tempo de transito esperméatico pelo
epididimo, motilidade espermética e atividade mitocondrial esperméatica. Entretanto,
a regido da cauda epididimaria se mostrou mais resistente aos efeitos da
hiperhomocisteinemia e do exercicio, uma vez que, as propor¢cdes dos
compartimentos luminal, epitelial e estromal ndo foram alteradas. Dessa forma, as
caracteristicas adquiridas pelos espermatozoides durante o processo de maturacao

espermatica foram mantidas.

5. Concluséo

Com base no presente estudo conclui-se que a hiperhomocisteinemia durante
as fases puberal e adulta prejudica o testiculo, isolada ou associada ao exercicio
fisico. Esses danos ndo estdo relacionadas com aumento de lipoperoxidacédo e
comprometimento da atividade da enzima catalase. Desta forma, propomos que as
alteracbes observadas estdo relacionadas ao processo de homocisteinizacao.
Nessas condi¢cdes experimentais a hiperhomocisteinemia e o exercicio fisico,
isolados ou associados, acarretaram em modificacdes teciduais na cabeca
epididiméaria. Apesar das alteracbes estruturais observadas, a fisiologia testicular e

epididiméaria ndo foram alteradas e a qualidade espermatica foi preservada.
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Legenda de tabelas

Tabela 1

Efeitos da hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, isolados ou associados,
sobre a massa corporal e de 6rgdos do sistema genital de camundongos
Valores expressos em média +E.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori
de Dunnet. ?Valores expressos em mediana [Q1-Q3]. Teste de Kruskal-Walllis, teste
a posteriori de Dunn. *p<0,05; **p <0,01. C= grupo controle; H= grupo
hiperhomocisteinemia; E= grupo exercicio fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia
associada ao exercicio fisico.

Tabela 2

Distancia percorrida por camundongos em rodas de exercicio fisico no
decorrer de 7 semanas de periodo experimental.

Valores expressos em média tE.P.M. Teste t de student. E= grupo exercicio fisico;
H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico.

Tabela 3

Efeitos da hiperhomocisteinemia e exercicio fisico, isolados ou associados,
sobre o diametro dos tubulos seminiferos, altura do epitélio germinativo e
cinética da espermatogénese

valores expressos em média +E.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori
de Dunnet. 2Valores expressos em mediana [Q1-Q3]. Teste de Kruskal-Wallis, teste
a posteriori de Dunn.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. C= grupo controle; H= grupo
hiperhomocisteinemia; E= grupo exercicio fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia
associada ao exercicio fisico.

Tabela 4

Efeitos da hiperhomocisteinemia e exercicio fisico, isolados ou associados,
sobre a proporcdo dos compartimentos luminal, estromal e epitelial do
epididimo

Valores expressos em mediana [Q1-Q3]. Teste de Kruskal-Wallis, teste a posteriori
de Dunn. ***p<0,001. C= grupo controle; H= grupo hiperhomocisteinemia; E= grupo
exercicio fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico.

Tabela 5

Efeitos da hiperhomocisteinemia e exercicio fisico, isolados ou associados,
sobre a atividade mitocondrial de espermatozoides

Valores expressos em mediana [Q1-Q3]. Teste de Kruskal-Wallis, teste a posteriori
de Dunn. C= grupo controle; H= grupo hiperhomocisteinemia; E= grupo exercicio
fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia combinada ao exercicio fisico.

Legenda de figuras



73

Figura 1

Andlise histopatolégica do testiculo de camundongos expostos a
hiperhomocisteinemia e exercicio fisico, isolados ou associados.

(A) Porcentagem de tubulos seminiferos anormais. Fotomicrografias de secc¢fes de
testiculo do (B) grupo C, (C) grupo E, (D-F) grupo H e (G-l) grupo H+E. (B e C)
Observa-se o epitélio seminifero com aspecto normal. (D e G) Nota-se a presenca
de células imaturas no lumen tubular (asterisco). (E e H) Mostram a presenca de
células acidodfilas (cabeca de seta) e (F e 1) presenca de vacuolos (seta) no epitélio
seminifero. C= grupo controle; H= grupo hiperhomocisteinemia; E= grupo exercicio
fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico. Coloragdo
hematoxilina e eosina. Ep, epitélio; It, intersticio, L, limen. Valores expressos em
meédia +E.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori de Dunnet. ***p<0,001.

Figura 2

Efeito da hiperhomocisteinemia e exercicio fisico, isolados ou associados,
sobre o numero de células de Sertoli no tubulos seminiferos.

Valores expressos em média +E.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori
de Dunnet. C= grupo controle; H= grupo hiperhomocisteinemia; E= grupo exercicio
fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico.

Figura 3

Efeito da hiperhomocisteinemia e exercicio fisico, isolados ou associados,
sobre a migracao de neutréfilos para o testiculo e epididimo.

Valores expressos em média +tE.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori
de Dunnet. C= grupo controle; H= grupo hiperhomocisteinemia; E= grupo exercicio
fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico.

Figura 4

Efeitos da hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, isolados ou associados,
sobre a lipoperoxidacao e atividade da catalase no testiculo e epididimo.

(A) Concentracdo de malondialdeido no testiculo. (B) Concentracdo de
malondialdeido no epididimo. (C) Atividade da catalase no testiculo. (D) Atividade da
catalase no epididimo. Dados expressos em média tE.P.M. Teste de ANOVA one-
way, teste a posteriori de Dunnet. C= grupo controle; H= grupo
hiperhomocisteinemia; E= grupo exercicio fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia
associada ao exercicio fisico.

Figura 5

Efeitos da hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, isolados ou associados
sobre a concentracdo de colesterol no testiculo.

Dados expressos em média +E.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori de
Dunnet. C= grupo controle; H= grupo hiperhomocisteinemia; E= grupo exercicio
fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico.

Figura 6

Efeitos da hiperhomocisteinemia e exercicio fisico, isolados ou combinados,
sobre espermatozoides.

(A) Numero de espermatides maduras resistentes a homogeneizacdo (n=6 por
grupo); (B) Producao diaria de espermatozoides pelo testiculo (n=6 por grupo); (C)
Morfologia espermatica (n=10 por grupo); (D) Integridade de acrossoma (n=6 por
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grupo); (E) Tempo de transito dos espermatozoides pelo epididimo (n=6 por grupo);
(F) Motilidade espermatica (n=10 por grupo); Dados expressos em média +E.P.M.
Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori de Dunnet. C= grupo controle; H= grupo
hiperhomocisteinemia; E= grupo exercicio fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia
associada ao exercicio fisico.

Figura 7

Efeitos da hiperhomocisteinemia e exercicio fisico, isolados ou associados,
sobre a testosterona plasmatica.

Dados expressos em média +E.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori de
Dunnet. C= grupo controle; H= grupo hiperhomocisteinemia; E= grupo exercicio
fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico.
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Tabela 1. Efeitos da hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, isolados ou
associados, sobre a massa corporal e de 6rgdos do sistema genital de
camundongos

Grupos experimentais

Parametros C H E H+E
(n=13) (n=12) (n=11) (n=12)

Massa (g)

!Corporal inicial 25 +1 25 +1 24 +1 24 +1

1Corporal final 39 +1 40 +1 38 £1 37 £1

Testiculo 0,1157 0,1167 0,1143 0,1029

+0,0051 +0,0043 +0,0047  +0,0067

lEpididimo 0,0493 0,0537 0,0484 0,0442
+0,0026 +0,0023 +0,0020 +0,0019

2Ducto deferente 0,0135 0,0150 0,0119 0,0125
[0,0118-  [0,0127-  [0,0102- [0,0111-
0,0150] 0,0166]  0,0136]  0,0143]

Préstata 0,0292 0,0263 0,0270 0,0238
+0,0038 +0,0033 +0,0037  +0,0040

°Tecido adiposo periepididimal 0,6362 0,5994 0,3542 0,3783
[0,5509- [0,4999- [0,3397- [0,3344-
0,6806] 0,7689] 0,3662]** 0,4115]*

Valores expressos em média +E.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori
de Dunnet. ?Valores expressos em mediana [Q1-Q3]. Teste de Kruskal-Wallis, teste
a posteriori de Dunn. *p<0,05; **p <0,01. C= grupo controle; H= grupo
hiperhomocisteinemia; E= grupo exercicio fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia
associada ao exercicio fisico.
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Tabela 2. Distancia percorrida por camundongos em rodas de exercicio fisico
no decorrer de 7 semanas de periodo experimental.

Grupos experimentais

Distancia (Km) E H+E
(n=11) (n=12)
Semana l 154 12 +3
Semana 2 325 26 +6
Semana 3 38 7 23 £5
Semana 4 46 +6 31 +8
Semana 5 34 +5 30 £7
Semana 6 35+4 29 +6
Semana 7 29 5 26 5

Valores expressos em média tE.P.M. Teste t de student. E= grupo exercicio fisico;

H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico.
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Tabela 3. Efeitos da hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, isolados ou

associados, sobre o diametro dos tubulos seminiferos, altura do epitélio

germinativo e cinética da espermatogénese

Grupos experimentais

C H E H+E
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Morfometria (um)
’Diametro dos 237,52 218,74 246,28 230,87
tabulos [224,35- [207,01- [237,01- [225,42-
seminiferos 262,49] 244 ATI** 263,96] 251,44]
'Altura do epitélio 79,53 £1,22 65,00 £1,33*** 74,72 £1,49* 65,92 +1,30***
germinativo
Cinética da
espermatogénese
(n°)
2l = VI 43 38 40 39
[37-47] [35-46] [38-40] [37-44]
2VIE= VI 40 42 43 42
[37-45] [38-45] [42-43] [38-47]
21X = XI 15 16 16 17
[14-16] [12-20] [16-17] [13-18]
2XI1 2 4 1 2
[1-2] [2-4] [0-2] [1-4]

Valores expressos em média +E.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori

de Dunnet. 2Valores expressos em mediana [Q1-Q3]. Teste de Kruskal-Wallis, teste

a posteriori de Dunn.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. C= grupo controle; H= grupo

hiperhomocisteinemia; E= grupo exercicio fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia

associada ao exercicio fisico.
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Tabela 4. Efeitos da hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, isolados ou
associados, sobre a proporgdo dos compartimentos luminal, estromal e

epitelial do epididimo

Grupos experimentais

Parametros C H E H+E
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Cabeca
(%)
Lamen 47 37 39 39
[42-56] [31-43]*** [33-43]*** [29-45]***
Estroma 12 17 13 16
[9-15] [13-20]*** [10-15] [12-21]***
Epitélio 41 46 48 45
[33-45] [43-51]*** [44-53]*** [41-52]***
Cauda
(%)
Lamen 67 66 63 62
[60-70] [60-70] [58-68] [58-68]
Estroma 19 19 22 24
[14-26] [13-24] [17-26] [15-27]
Epitélio 14 15 15 14
[11-17] [13-18] [12-19] [11-19]

Valores expressos em mediana [Q1-Q3]. Teste de Kruskal-Wallis, teste a posteriori
de Dunn. ***p<0,001. C= grupo controle; H= grupo hiperhomocisteinemia; E= grupo

exercicio fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico.
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Tabela 5. Efeitos da hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, isolados ou
associados, sobre a atividade mitocondrial de espermatozoides

Grupos experimentais

Parametros C H E H+E
(n°) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
DAB | 185 184 188 190
[176 - 184] [98 - 196] [173 — 197] [73 — 193]
DAB Il 11 15 12 9
[12 — 22] [4 —97] [2 —27] [6 — 126]
DAB Il 4 1 0 1
[2 - 4] [0 - 5] [0-1] [1-1]

Valores expressos em mediana [Q1-Q3]. Teste de Kruskal-Wallis, teste a posteriori
de Dunn. C= grupo controle; H= grupo hiperhomocisteinemia; E= grupo exercicio
fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia combinada ao exercicio fisico.
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Figura 1 - Analise histopatolégica do testiculo de camundongos

expostos a hiperhomocisteinemia e exercicio fisico, isolados ou associados.
(A) Porcentagem de tubulos seminiferos anormais. Fotomicrografias representativas
de secgbes de testiculo do (B) grupo C, (C) grupo E, (D-F) grupo H e (G-I) grupo
H+E. (B e C) Observa-se o epitélio seminifero com aspecto normal. (D e G) Nota-se
a presenca de células arredondadas no lumen tubular (asterisco). (E e H) Mostram
a presenca de células acidofilas (cabeca de seta) e (F e I) presenca de vacuolos
(seta) no epitélio seminifero. C= grupo controle (n=6); H= grupo
hiperhomocisteinemia (n=6); E= grupo exercicio fisico (n=6); H+E= grupo

hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico (n=6). Colora¢do hematoxilina e
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eosina. Ep, epitélio; It, intersticio, L, limen. Valores expressos em média tE.P.M.
Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori de Dunnet. ***p<0,001.
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Figura 2. Efeito da hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, isolados
ou associados, sobre o numero de células de Sertoli no tubulos seminiferos.
Valores expressos em média +tE.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori
de Dunnet. *p<0,05. C= grupo controle (n=6); H= grupo hiperhomocisteinemia (n=6);
E= grupo exercicio fisico (n=6); H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada ao

exercicio fisico (n=6).
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Figura 3 — Efeito da hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, isolados

c H E HE H+E

ou associados, sobre a migracao de neutréfilos para o testiculo e epididimo.
Valores expressos em média +E.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori
de Dunnet. C= grupo controle (n=6); H= grupo hiperhomocisteinemia (n=6); E=
grupo exercicio fisico (n=6); H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada ao

exercicio fisico (n=6).
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Figura 4. Efeitos da hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, isolados
ou associados, sobre a lipoperoxidacédo e atividade da catalase no testiculo e
epididimo. (A) Concentracdo de malondialdeido no testiculo. (B) Concentracdo de
malondialdeido no epididimo. (C) Atividade da catalase no testiculo. (D) Atividade da
catalase no epididimo. Dados expressos em média tE.P.M. Teste de ANOVA one-
way, teste a posteriori de Dunnet. *p<0,05; ***p<0,001. C= grupo controle (n=6); H=
grupo hiperhomocisteinemia (n=6); E= grupo exercicio fisico (n=6); H+E= grupo

hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico (n=6).
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Figura 5. Efeitos da hiperhomocisteinemia e do exercicio fisico, isolados
ou associados sobre a concentracdo de colesterol no testiculo. Dados
expressos em média +E.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori de
Dunnet. *p<0,05; **p<0,01. C= grupo controle (n=6); H= grupo hiperhomocisteinemia
(n=6); E= grupo exercicio fisico (n=6); H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada
ao exercicio fisico (n=6).
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Figura 6. Efeitos da hiperhomocisteinemia e exercicio fisico, isolados ou
combinados, sobre espermatozoides. (A) Numero de esperméatides maduras
resistentes a homogeneizacdo (n=6 por grupo); (B) Produgdo diaria de
espermatozoides pelo testiculo (n=6 por grupo); (C) Morfologia espermatica (n=10
por grupo); (D) Integridade de acrossoma (n=6 por grupo); (E) Tempo de transito dos
espermatozoides pelo epididimo (n=6 por grupo); (F) Motilidade espermética (n=10
por grupo); Dados expressos em média £E.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a
posteriori de Dunnet. C= grupo controle; H= grupo hiperhomocisteinemia; E= grupo

exercicio fisico; H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico.
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Figura 7. Efeitos da hiperhomocisteinemia e exercicio fisico, isolados ou
associados, sobre a testosterona plasmética. Dados expressos em média
+E.P.M. Teste de ANOVA one-way, teste a posteriori de Dunnet. C= grupo controle
(n=13); H= grupo hiperhomocisteinemia (n=12); E= grupo exercicio fisico (n=11);
H+E= grupo hiperhomocisteinemia associada ao exercicio fisico (n=12).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a hiperhomocisteinemia, isolada ou associada ao exercicio
fisico, desde a fase puberal até a fase adulta causa alteracbes estruturais
testiculares. Essas alteracbes ndo estdo relacionadas com aumento de
lipoperoxidacdo e comprometimento da atividade da enzima catalase. Desta forma,
propomos que as alteracdes observadas estdo relacionadas ao processo de
homocisteinizacdo. Além disso, a hiperhomocisteinemia e o exercicio fisico, isolados
ou associados, acarretam em modificacfes teciduais na cabeca epididimaria. Apesar
das alteracbes estruturais observadas, a fisiologia testicular e epididimaria ndo

foram alteradas e a qualidade espermatica foi preservada.
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APENDICE A

Roda de exercicio para corrida voluntéria adaptada a caixa de biotério




