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“Nossa maior fraqueza esta em desistir.
O caminho mais certo de vencer é tentar mais uma vez”.
Thomas Edison


https://www.pensador.com/autor/thomas_edison/

Musica: Tente outra vez.

Veja!

N&o diga que a cangao
Esta perdida

Tenha fé em Deus
Tenha fé na vida
Tente outra vez!

Beba! (Beba!)

Pois a agua viva
Ainda ta na fonte
(Tente outra vez!)
Vocé tem dois pés
Para cruzar a ponte
Nada acabou!

Nao! Nao! Nao!

Tente!

Levante sua méo sedenta
E recomece a andar
Nao pense

Que a cabeca aguenta
Se vocé parar

Nao! Nao! Nao!

Nao! Nao! Nao!

Ha uma voz que canta
Uma voz que danca
Uma voz que gira
(Gira!)

Bailando no ar

Queira! (Queira!)
Basta ser sincero

E desejar profundo
Vocé sera capaz
De sacudir o mundo
Vail

Tente outra vez!

Tente! (Tente!)

E nao diga

Que a vitodria esta perdida
Se é de batalhas

Que se vive a vida

Tente outra vez!

(Raul Seixas)



RESUMO

A hipertensdo é uma das causas da baixa fertilidade nos homens, pois reduz a
producao de testosterona e espermatogénese. Os exercicios fisicos sao indicados por
diminuir a pressao arterial e melhorar a saude geral do individuo. A tese consta de
uma revisdo sobre os efeitos do treinamento intervalado de alta intensidade em
parametros reprodutivos de ratos adultos espontaneamente hipertensos e de um
artigo sobre um trabalho experimental realizado através de treinamento intervalado de
alta intensidade que modula efeitos da hipertensdo sobre parametros espermaticos
em ratos adultos espontaneamente hipertensos. O objetivo do presente estudo foi
avaliar parametros reprodutivos, de ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
submetidos ao treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT). Foram utilizados 24
ratos divididos em trés grupos: WKY (grupo controle ratos Wistar-Kyoto, normotenso
sedentario, n=5); SHR (grupo de ratos SHR, n=9); e SHR-HIIT (grupo de ratos SHR
submetidos ao HIIT, n=10). O HIIT foi realizado em esteira por 5 dias na semana
durante 8 semanas, por 50 minutos aproximadamente, baseado na velocidade de
exaustao maxima, com intervalos de descanso. O protocolo de treinamento consistia
em 5 minutos de aquecimento a 60% da velocidade maxima de exaustéo, e apos o
aquecimento, o treinamento foi de 4 minutos a 100% da velocidade maxima atingida
no teste de exaustao, seguido de 3 minutos a 60% da velocidade maxima de exaustao,
que se repetiu por 5 vezes na primeira semana, seis vezes na segunda e terceira
semanas e da quarta a oitava semana repetiu por sete vezes cada sessao, sendo
ajustada a velocidade maxima de exaustdo antes de iniciar a quinta semana e nas
duas ultimas semanas do treinamento. Apds a eutanasia, os 6rgaos reprodutivos e os
espermatozoides foram colhidos. Todos os dados foram testados pela ANOVA
seguida de Tukey, exceto os dados das células testiculares que foram submetidos ao
teste de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn (P<0,05). O grupo SHR apresentou menor
porcentagem de espermatozoides méveis com trajetoria progressiva (P<0,05) e maior
numero de espermatozoides imoveis, que demais grupos, WKY e SHR-HIIT. Nao
houve diferenga significativa entre os grupos na morfologia espermatica nem no
didmetro de epitélio seminifero. O grupo SHR-HIIT apresentou maior nimero de
células germinativas e de Sertoli. Os SHR tiveram menor expresséo génica de fatores
angiogénicos Vegf, Flt-1, Kdr e fator indutor de hipoxia (Hif-1a). Concluimos que o HIIT
por dois meses restaura a motilidade espermatica de ratos hipertensos e o numero de
células germinativas e de Sertoli e que a hipertensdo diminui a expressdo génica
relativa de fatores angiogénicos.

Palavras-chave: Exercicio. Hif1a. Hipertensdo. RT-qPCR. Testiculo. Vegfa.



ABSTRACT

Hypertension is one of the causes of low fertility in men, as it reduces the production
of testosterone and spermatogenesis. Physical exercises are indicated for lowering
blood pressure and improving the individual's general health. The thesis consists of a
review on the effects of high-intensity interval training on reproductive parameters of
spontaneously hypertensive adult rats and an article on an experimental work carried
out through high-intensity interval training that modulates the effects of hypertension
on sperm parameters in adult rats spontaneously hypertensive. The aim of the present
study was to evaluate reproductive parameters of spontaneously hypertensive rats
(SHR) submitted to high-intensity interval training (HIIT). 24 rats were used, divided
into three groups: WKY (control group Wistar-Kyoto rats, sedentary normotensive, n =
5); SHR (SHR rat group, n = 9); and SHR HIIT (group of SHR rats submitted to HIIT,
n = 10). HIIT was performed on a treadmill for 5 days a week for 8 weeks, for
approximately 50 minutes, based on maximum exhaustion speed, with rest intervals.
The training protocol consisted of 5 minutes of warm-up at 60% of the maximum speed
of exhaustion, and after warm-up, the training was 4 minutes at 100% of the maximum
speed achieved in the exhaustion test, followed by 3 minutes at 60% of the maximum
exhaustion speed, which was repeated 5 times in the first week, six times in the second
and third weeks and from the fourth to the eighth week repeated each session seven
times, with the maximum exhaustion speed being adjusted before starting the fifth
week and in the last two weeks of training. After euthanasia, the reproductive organs
and sperm were harvested. All data were tested by ANOVA followed by Tukey, except
for data from testicular cells that were subjected to the Kruskal-Wallis test, followed by
Dunn (P <0.05). The SHR group had a lower percentage of mobile sperm with a
progressive trajectory (P <0.05) and a higher number of immobile sperm than other
groups, WKY and SHR-HIIT. There was no significant difference between groups in
sperm morphology or in the diameter of seminiferous epithelium. The SHR-HIIT group
had a higher number of germ cells and Sertoli cells. SHR had less gene expression of
angiogenic factors Vedf, Flt-1, Kdr and hypoxia-inducing factor (Hif-1a). We concluded
that HIIT for two months restores the sperm motility of hypertensive rats and the
number of germ cells and Sertoli cells and that hypertension decreases the relative
gene expression of angiogenic factors.

Keywords: Exercise. Hif1a. Hypertension. RT-gPCR. Testicle. Vegfa.
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CAPITULO 1

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Hipertensao Arterial Sistémica (HAS)

A pressao arterial (PA) é definida como o produto do débito cardiaco, que é o
volume de sangue bombeado por minuto, e a resisténcia vascular sistémica,
determinada pelo volume intravascular e por fatores neuronais e humorais. A pressao
arterial € registrada pelo pulso de pressdo na raiz da aorta, durante a sistole
ventricular, a pressao no pico de cada pulso é denominada pressao arterial sistélica e
o ponto mais baixo de cada pulso é registrada a pressao arterial diastélica, no periodo
do relaxamento cardiaco (GAROFALIDOU; MUNROE, 2020).

O aumento da PA, caracterizada como hipertensao arterial sistémica (HAS),
pode ser causada por varios fatores inter-relacionados, que contribuem para o
desenvolvimento de PA elevada nas artérias sistémicas. Isso inclui ndo apenas fatores
de risco ndo modificaveis, como idade, sexo e origem étnica, mas também varios
fatores de risco modificaveis (OPARIL et al., 2018).

Os fatores de risco modificaveis mais comuns, na HAS s&o: dietas com sodio
excessivo e ingestdao diminuida de potassio, além da obesidade, sedentarismo,
tabagismo, aumento da ingestdo de alcool e o estresse fisioldgico. No entanto, a
hipertensdo € uma doenga complexa, o que significa que sua patogénese é finalmente
determinada por uma interagao entre alteragdes genéticas, fatores ambientais e de
estilo de vida (DIAS et al., 2018; GAROFALIDOU; MUNROE, 2020).

O débito cardiaco normal associado ao aumento da resisténcia vascular
periférica pode ser considerado importante caracteristica da hipertenséo,
demonstrando que a PA alta esta associada a danos a microcirculagao
(KSHIRSAGAR et al., 2006). Os danos da microvasculatura reduz o fluxo sanguineo
e resulta na rarefacéo capilar, essas sao evidéncias claras de disturbios do processo
angiogénico e aumento da destruicdo dos vasos na HAS (FERNANDES et al., 2012).

A HAS dificulta o crescimento dos vasos pds-isquémicos, provavelmente

mediados por uma redugdo nos niveis de proteina dos principais fatores de
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crescimento pro-angiogénico, como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
e fator de crescimento de hepatdcitos em animais hipertensos (EMANUELI et al.,
2001; NAKANO et al., 1997).

Relaciona-se a HAS como uma das principais causas de morbimortalidade a
associagcdo com doenca cardiovascular, acidente vascular cerebral, insuficiéncia renal
e doenga vascular periférica (BLOCH, 2016). A HAS é um importante desafio a saude
global, sua alta prevaléncia e seu impacto nos danos cerebrais, cardiovasculares e
renais, € ainda o principal fator de risco evitavel para morte prematura e incapacidade
em todo o mundo. Aproximadamente 75% das pessoas com hipertenséo (1,04 bilhdo)
vivem em paises de baixa e média renda (WYSS et al., 2020).

Devido ao envelhecimento populacional, aos habitos de vida e aos elevados
indices de sobrepeso, a HAS é uma doencga cronica. Porém, uma redugcao de peso
corporal de 5 a 10% ja provoca redugdes significativas na PA (ROSA; PLAVNIK;
TAVARES, 2006; MACHADO; CAR, 2007 ).

Elliott, (2007) afirmou em seus estudos que na populagdo mundial até 2025 a
HAS devera aumentar em 60% a prevaléncia, afetando 1,56 bilhdes de pessoas.
Bloch, (2016) estimou a prevaléncia de HAS em 31% de toda a populagdo adulta, se
fazendo presente em um a cada trés adultos jovens, o que aumentaria para 60% a
populagdo acima de 60 anos, e trés em cada quatro pessoas com mais de 70 anos.

Independente da causa primaria da HAS existe alteragdes estruturais, tanto na
macrocirculacdo quanto na microcirculagao, desenvolvendo um circulo vicioso que
auxilia na manutencao da PA elevada e prepara as condi¢des, para danos aos 6rgaos-
alvo (ELLIOTT, 2007).

A HAS causada pelo envelhecimento arterial resulta em enrijecimento
acelerado das tunicas das artérias, que contém fibras elasticas e colagenas, o que
causa pulsatilidade da pressao adrtica central, relacionada em parte ao aumento da
pressao sistolica por ondas de pressao refletidas (RIZZONI et al., 2003).

Vasos grandes desempenham fungdes importantes no corpo humano e em
individuos mais velhos, com o enrijecimento progredindo apds a meia idade, leva ao
aumento na PAS, encontrados na maioria dos seres humanos com o envelhecimento.
A elevagao da PAS e o aumento da pulsatilidade penetram mais profundamente na
vasculatura distal, levando a lesdo microcirculatéria, remodelacdo e disfuncao
endotelial associada. O resultado € dano ao 6rgao alvo no coragao, cérebro e rim
(SCHIFFRIN, 2020).
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Considera-se que a alta transmissdo resultante de energia pulsatil para o
coragao, rim e cérebro, com alta demanda de fluxo sanguineo e, portanto, resisténcia
vascular relativamente baixa, promova lesdao microvascular e, em sequéncia, lesao
tecidual nesses 6rgaos. A partir dessa condi¢ao, a redugao da pulsatilidade central da
PA parece ser um importante objetivo terapéutico (FEIHL; LIAUDET; WAEBER, 2009).

Até o momento, existem poucos meios de influenciar diretamente a rigidez
arterial, embora abordagens baseadas na inibicdo da reticulagdo de fibras de
colageno ou na formagao de produtos finais de glicagcdo avancada estejam sendo
consideradas (FEIHL; LIAUDET; WAEBER, 2009).

Varios experimentos séo realizados em animais que possuem o funcionamento
semelhante aos seres humanos para o entendimento da fisiopatologia da HAS.
Porém, ¢é importante considerar as diferencas na anatomia, fisiologia,
desenvolvimento e fendbmenos biolodgicos, quando sdo analisados os resultados de
qualquer pesquisa em ratos em que a idade € um fator crucial (ANDREOLLO et al.,
2012).

Dentre os modelos experimentais utilizados para a compreensdo da
fisiopatologia da HAS, os ratos espontaneamente hipertensos (SHR), do inglés
“spontaneously hypertensive rat”, tem sido o mais utilizado, pois essa linhagem foi se
originou do cruzamento de ratos Wistar-Kyoto, entre irmdos e desenvolveram
espontaneamente a hipertensdo. Esses animais sdo semelhantes aos seres
humanos, do ponto de vista de resposta cardiovascular a hipertensdo, pois
desenvolvem gradualmente hipertrofia ventricular esquerda, em resposta a elevagéo
da PA e ao aumento da resisténcia vascular periférica (GOMES et al., 2019).

Okamoto e Aoki (1963) introduziram esse modelo experimental de hipertensao,
os SHR, sem que nenhum recurso fisiolégico, farmacolégico ou cirurgico fosse
necessario.

Os SHR foram desenvolvidos por uma reprodugao genética meticulosa, entre
irmaos e irmas, que uniformemente resultou em animais naturalmente portadores de
doenca hipertensiva, em 100% dos descendentes. Desde entdo, o SHR é reconhecido
como um modelo adequado de hipertensao experimental e pode servir como modelo
de estudos clinicos da hipertensdo essencial humana (OKAMOTO; AOKI, 1963).

Os SHR apresentam alteragdes de pressao a partir de 150 dias de idade (52

semana de vida), ja apresentando um nivel de pressao considerado como hipertensao
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espontanea entre a 72 e a 152 semanas, atingindo um platd entre a 202 e 282 semanas,
nao havendo influéncia sexual nesse desenvolvimento (AKAGASHI et al., 1996).

Entretanto, fatores ambientais, tais como, ingestdo exagerada de sddio,
estresse, alteragcdes sociais e alteragdes do ciclo claro/escuro, afetam o
desenvolvimento da hipertensdo no SHR. A hipertensdo do SHR adulto esta
associada a um aumento da resisténcia periférica total e um débito cardiaco normal
ou diminuido (POTTS; MCKEOWN; SHOUKAS, 1998).

Com o desenvolvimento da HAS, o SHR desenvolve uma progressiva
hipertrofia cardiaca. O débito cardiaco, permanece em niveis normais com o
progresso da hipertenséo, até que nos estagios finais a fungao cardiaca comega a ser
comprometida, devido o aumento da pds-carga do ventriculo esquerdo. Alteragdes
vasculares que surgem nos SHRs sao hiperplasias e deposi¢ao de fibrina nas artérias,
arteriolas e capilares glomerulares (NAG; ROBERTSON; DINSDALE, 1980).

1.2 Vascularizagao do testiculo

A HAS pode afetar a irrigagao testicular, pois a microcirculagédo no testiculo de
mamiferos tem papel importante o que garante que as fungdes testiculares primarias,
como espermatogénese, controle hormonal e paracrino ocorram. As células de Sertoli
e Leydig secretam fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e seus receptores,
no tecido testicular (EKERBICER et al., 2018).

A oxigenacéao inadequada em nivel celular pode regular a producéo de VEGF.
O VEGF pode resultar em angiogénese inadequada se nao for controlado. Portanto,
manter os niveis de VEGF dentro da faixa apropriada € importante em tecidos onde a
microcirculagéo € particularmente crucial, como na retina e testiculos (SENE; CHIN-
YEE; APTE, 2015).

A vasculogénese € a formacdo de novos vasos no desenvolvimento
embrionario e o subsequente desenvolvimento e crescimento vascular requer
maturagao vascular e angiogénese, sendo essa ultima a formagao de novos capilares
a partir dos capilares ja existentes (PRIOR et al., 2003).

Em individuos adultos, a angiogénese ocorre durante alguns processos
patolégicos, como tumor, e em condigdes fisioldgicas, como durante o exercicio e em
orgaos reprodutivos (PRIOR et al., 2003).
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A queda da concentragédo de oxigénio no plasma € uma influéncia importante
para estimular as células endoteliais a liberarem fator de indugdo a hipoxial (HIF1)
que induz a expressao do VEGF, que € um potente estimulador de mitose para as
células endoteliais e tem seus niveis aumentados durante o exercicio fisico (PRIOR
et al., 2003).

Para que o VEGF estimule a mitose e suas outras funcdes € necessario
receptores para o mesmo. Os receptores do VEGF sao dois, o flt-1 e o flIK-1/KDR, o
primeiro € um sitio de ligagdo importante para a vasculogénese, mediada por VEGF
durante o desenvolvimento, ja o segundo, fIK-1/KDR é importante no tecido adulto,
pois quando ativado pelo VEGF ativa a proliferacdo e migragéo de células endoteliais
favorecendo a angiogénese (PRIOR et al., 2003). Esses dois receptores sao da familia
de receptores de tirosina quinase encontrados exclusivamente em células endoteliais
(PRIOR et al., 2003).

As mudangas no fluxo sanguineo e na microcirculagdo tem fungédo importante
na patofisiologia testicular. O fluxo sanguineo da microvasculatura testicular pode ser
regulado localmente e demonstram variagdes ritmicas regulares, que medeiam a
transferéncia de fluidos entre o plasma sanguineo e o fluido intersticial (DAMBER et
al., 1986; COLLIN et al., 1993; COLLIN; ZUPP; SETCHELL, 2000).

O hormonio testosterona € um dos fatores que controlam as variagdes do fluxo
sanguineo testicular, que por sua vez, afeta a dindmica dos fluidos e a funcgéo
testicular (COLLIN; ZUPP; SETCHELL, 2000).

Pequenos grupos de células de Leydig estdo intimamente associados aos
vasos sanguineos testiculares que interconectam grupos de células de Leydig aos
tubulos seminiferos adjacentes e tem um papel no transporte e distribuicdo de
horménios, nutrientes, oxigénio e outros fatores de tecido intersticial aos tubulos
seminiferos (ERGUN et al., 1997).

A estrutura dos vasos testiculares depende da fungéo das células de Leydig,
pois sao androgeno-dependentes (COLLIN; BERGH, 1996; COLLIN; ZUPP;
SETCHELL, 2000) e o sistema VEGF sao produzidos pelas células de Leydig para a
modulagcdo da permeabilidade das células endoteliais dos capilares (COLLIN;
BERGH, 1996; ERGUN et al., 1997). O VEGF-A se liga aos seus receptores (FLT-1 e
KDR) para atuar na vascularizagao testicular (COLLIN; BERGH, 1996; ERGUN et al.,
1997).
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A hipoxia testicular leva ao aumento do HIF-1 que se liga ao elemento
responsivo a hipoxia (HRE) no promoter do gene VEGF, aumentando-o para que

ocorra angiogénese testicular em ratos com varicocele (GOREN et al., 2016).

1.3 Hipertensao Arterial Sistémica e Reprodugao

Atualmente a paternidade tem ocorrido mais tardiamente, num periodo de vida
em que os problemas de doencgas crénicas podem estar presentes. Nos EUA, foi
observada uma diminuicdo de 15% na taxa de natalidade para pais entre 25 e 29 anos
de 2000 a 2013, enquanto um aumento de 18% foi observado para pais entre 35 e 39
anos no mesmo periodo (GUO et al., 2017).

A paternidade tardia, doengas crénicas e medicamentos contribuem para a
diminuicdo da reprodu¢cdo masculina, e cada um deles é associado de maneira
independente a baixa qualidade do sémen (AUBUCHON; DROBNIS, 2018).

O declinio reprodutivo em homens com idade mais avangada pode resultar de
uma combinacgao de alteragdes morfoldgicas e moleculares nos érgaos reprodutivos,
geralmente devido a doencgas relacionadas a idade como a HAS ou a fatores
ambientais adversos, como polui¢do sonora e atmosférica (HAJIZADEH MALEKI;
TARTIBIAN, 2020).

A alta prevaléncia de HAS despertou o interesse dos pesquisadores em
explorar a relagao entre doenga hipertensiva e fertilidade masculina. Estudos sugerem
uma associacao entre hipertensao e a ma qualidade do sémen, assim como, 0s varios
medicamentos anti-hipertensivos também tem sido associado a parametros
prejudiciais do sémen, dificultando discernir se existe associagdo com a hipertensao
ou seu tratamento (GUO et al., 2017; ZITZMANN, 2013).

Varios medicamentos causam disfuncdo enddcrina, espermatogénese
desordenada e comprometimento do funcionamento sexual (AUBUCHON; DROBNIS,
2018).

Estudos como de Azu (2015), Fogari et al. (2002a), Phillips et al. (1993),
Svartberg et al. (2004) e Muciaccia et al. (2012), apontam a redug¢ao do fluxo
sanguineo para os testiculos em decorréncia da HAS e podem desempenhar um
papel importante na patogénese da infertilidade masculina. Como o testiculo é

dependente de oxigénio, funciona em um estado de quase andxia, e € provavel que,
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tal diminuig&o no fluxo sanguineo tenha efeitos profundos na morfologia do tecido, que
acabaria predisposta a alteragdo da espermatogénese, com consequente
comprometimento da capacidade reprodutiva (AZU, 2015). Assim, a HAS provocou a
diminuicdo da testosterona sérica total (FOGARI et al., 2002a), da testosterona livre
(PHILLIPS et al., 1993), da globulina ligada ao hormdnio sexual (SVARTBERG et al.,
2004) e morfologia anormal dos espermatozoides e fragmentagdo de DNA
(MUCIACCIA et al., 2012).

Panara et al. (2019) encontraram em seus estudos, que aproximadamente um
em cada seis casais € infértil, e a infertilidade por fator masculino pode ser encontrada
em aproximadamente um ter¢o desses casais.

A funcdo reprodutiva masculina saudavel depende de contribuicdes de trés
processos fisioldégicos principais: parametros normais do sémen, fungao erétil e
ejaculacdo. A interrupgao de qualquer um desses trés processos pode resultar em
disfungao reprodutiva masculina (PANARA et al., 2019).

Diversos fatores como envelhecimento, estresse psicolégico, nutrigédo,
exercicio fisico, cafeina, alta temperatura escrotal, agua quente, o uso do telefone
celular podem estar envolvidos no desenvolvimento da infertilidade, gerando um
interesse crescente neste campo de estudo (ILACQUA et al., 2018; PANARA et al.,
2019).

A disfuncgéo erétil ja foi considerada uma condigéo psicoldgica, mas sabe-se
agora que compartilha fatores de risco com doencga cardiovascular, como a HAS
(ANDERSSON, 2003). Evidéncias revelam que existe uma ligacdo potencial entre a
disfuncéo erétil e o subsequente desenvolvimento de doenca arterial coronaria
(GANDAGLIA et al., 2014; BASU; SHARMA, 2016).

Estudos em SHR demonstraram alteragdes na morfologia e na
espermatogénese. As alteragbes espermatogénicas causadas por isquemia tém sido
relatadas, por meio da oclusdo ou ligagdo das artérias espermaticas, mas esse
modelo reproduz uma isquemia aguda (STERN et al., 1990). Assim, utilizou-se de
SHR nas investigagdes histolégicas das alteragdes testiculares espontaneas
(AKAGASHI; KUMAMOTO; ITO, 1994).

Akagashi et al., (1997) realizaram um estudo com o objetivo de elucidar a
influéncia das alteragdes vasculares hipertensivas sobre o dano espermatogénico e
utilizaram os SHR com predisposi¢cdo ao acidente vascular encefalico (SHRSP), que

atingem PAS mais elevadas com menos idade. Assim, compararam os ratos
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hipertensos com ratos normotensos, com analise através de técnicas bioquimicas e
histolégicas para inferir a influéncia das alteragées vasculares hipertensivas sobre a
espermatogénese.

O resultado do estudo Akagashi et al., (1997), sobre as artérias intratesticulares
de animais hipertensos foi o aumento da espessura da tunica intima, necrose fibroide
e hialinizagdo, resposta essa ndo observada nas artérias intratesticulares dos ratos
controles.

Além disso, houve alteragdes na espermatogénese dos SHRSP e nem todas
as células germinativas foram observadas nos tubulos seminiferos, com auséncia de
espermatides alongadas, alguns tubulos seminiferos continham apenas
espermatogbnias, um numero menor de células de Sertoli e desigualdade nos tubulos
seminiferos, alguns atroficos, um contraste com ratos néo hipertensos que
mantiveram a espermatogénese completa durante todo o experimento (AKAGASHI et
al., 1996, 1997).

Embora existam diferencas entre os seres humanos e ratos hipertensos, os
mecanismos de danos a espermatogénese induzida por alteragdes vasculares devem
ser semelhantes. Devido a diminuigdo da transferrina no testiculo dos animais
SHRSP, acredita-se que o dano espermatogénico induzido por alteragdes vasculares
hipertensivas pode ser devido a uma deterioracdo da funcido das células de Sertoli
(AKAGASHI et al., 1996; NABIKA; CUI; MASUDA, 2004).

Akagashi et al., (1996) observaram que o nivel sérico de testosterona nao
diminuiu em SHRSP mesmo quando se desenvolveram alteracdes vasculares
hipertensivas e danos espermatogénicos, porém como os SHRSP tém uma
hipertensdo mais grave, os SHR podem apresentar diferencas nas alteragbes
reprodutivas. Uma desvantagem dos SHRSP em relagdo aos SHR € que sofrem
acidente vascular e morrem cedo, ndo permitindo a analise de animais com mais
idade.

Em outro experimento, com animais SHR, foi verificada a diminuicdo da
concentragdo espermatica, integridade do DNA e aumento da porcentagem de
espermatozoides com mitocéndrias disfuncionais, atividade intracelular do anion
superéxido e morfologia anormal (COLLI et al., 2019). Eisenberg et al. (2015) e Colli
et al. (2019) realizaram estudos revelando uma relagdo entre o sémen de baixa

qualidade e outros problemas de saude, destacando a hipertenséo.
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Num amplo estudo, Eisenberg et al. (2015) analisaram mais de 9.000 homens
entre 30 e 50 anos para identificar possiveis fatores associados a sua infertilidade.
Esses pesquisadores ao concluirem as pesquisas sinalizaram que a ma qualidade dos
espermatozoides pode estar relacionada ndo s6 com a doenga em si, mas talvez aos
medicamentos empregados no seu tratamento.

Alguns medicamentos anti-hipertensivos podem influenciar na reprodugéo,
atenolol diminui os niveis de testosterona sérica total, enquanto lisinopril diminui os
niveis de testosterona livre, mas ndo da testosterona total e valsartan n&o altera os
niveis de testosterona em humanos (KOSHIDA; TAKEDA; MIYAMORI, 1998; FOGARI
et al., 2002b).

Por isso, homens e mulheres com hipertensdo devem consultar seus
cardiologistas quando estao planejando ter filhos e, caso tenham alguma dificuldade,
também devem procurar um especialista em fertilidade, para que os médicos possam
trabalhar em equipe (EISENBERG et al., 2015).

1.4 Treinamento fisico

O exercicio fisico é qualquer atividade que mantém ou aumenta a aptidao fisica
em geral, e tem o objetivo de alcancgar a saude e também a recreacdo. A raz&o da
pratica de exercicios inclui o reforco da musculatura e do sistema cardiovascular, o
aperfeicoamento das habilidades atléticas, a perda de peso e/ou a manutencéo de
alguma parte do corpo. O exercicio fisico pode afetar positivamente varios fatores de
risco cardiovascular, incluindo peso corporal, pressao arterial, sensibilidade a insulina,
metabolismo de lipidios e glicose, fungéo cardiaca, fungdo endotelial e composi¢ao
de gordura corporal. Com a prevaléncia cada vez maior de obesidade e outros tipos
de doengas metabdlicas, bem como de estilo de vida sedentario, o exercicio regular
tem sido indicado para beneficiar a saude cardiovascular e reduzir a mortalidade geral
por doencas (WU et al., 2019).

A reducdo transitoria da PA, apés uma sessao de exercicio resistido foi um dos
principais achados de uma metanalise, em individuos saudaveis e hipertensos
adultos, mais pronunciada em individuos hipertensos.(CASONATTO et al., 2016). A
hipotensdo pds-exercicio (HPE) é uma redugéo sustentada da PA apds uma unica

sessao de exercicio. Essa reducao transitéria pode durar até 24 horas apods a
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conclusdo de uma sessdo de exercicio. No entanto, a HPE tem sido
predominantemente estudada apds exercicios aerdbicos de resisténcia, onde foram
encontradas reducdes de PA entre 2 e 12 mmHg (CASONATTO et al., 2016).
Comprovadamente, os exercicios fisicos previnem a progressdo de doencgas
cardiovasculares (LEE et al., 2010, 2012; ROQUE et al., 2013).

Olsen et al., (2015) demonstraram que o exercicio fisico aerébio e a diminuigao
de pelo menos 5% de peso corporal aumentam o fluxo de reserva coronario em
pacientes com sobrepeso e doencga arterial coronaria. Os exercicios fisicos aerobios
sao efetivos na reducdo da morbidade e da mortalidade cardiovascular
(PAFFENBARGER et al., 1993; BLAIR et al., 1995).

O exercicio aerdbio ou anaerdbio intermitente de intensidade maior que 70%
do consumo maximo de oxigénio tém reduzido significativamente a PA, em homens e
mulheres que fizeram parte de um estudo realizado em consultorio médico e
ambulatorio de individuos hipertensos (BOUTCHER; BOUTCHER, 2016).

As adaptacgdes agudas e cronicas da vascularizagao arterial frente ao exercicio,
através de “cisalhamento”, € uma hipotese que compreende que durante o exercicio
dinémico, o fluxo de sangue arterial regional € aumentado, em razao da necessidade
do tecido que esta em atividade e isso leva a um aumento agudo das forgas de
cisalhamento intraluminal, do sangue contra as paredes do vaso (HUONKER; HALLE;
KEUL, 1996).

A tensao de cisalhamento é definida como uma forga hidrodinamica aplicada
por um fluxo sanguineo na parede vascular e determinada por varios fatores como
diametro do vaso, pulsatilidade do fluxo, viscosidade do sangue e taxa de fluxo. Esta
amplamente estabelecido que o estresse de cisalhamento ativa padrdes especificos
de expressao génica no endotélio (endotelina, fatores de crescimento, reguladores de
fibrindlise) e as adaptagdes estruturais crbnicas da parede vascular, como a
redistribuicdo do citoesqueleto e alteragdes da forma celular (GRAY; STROKA, 2017).

Alguns estudos tém evidenciado que Treinamento de alta intensidade
intervalado (HIIT), também podem ser indicados para cardiopatas (TJONNA et al.,
2008; CIOLAC et al., 2011), com doenga arterial coronariana e insuficiéncia cardiaca,
em individuos que acabaram de se recuperar de um infarto do miocardio e quando
simplesmente prescrito para melhorar a fungéo vascular (MESEGUER ZAFRA et al.,
2018). O HIIT € uma estratégia alternativa ou adjuvante ao Treinamento continuo de

alta intensidade (MICT) e demonstrou resultar em melhorias semelhantes ou maiores
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no pico de VO2 em comparagao com o MICT. Especificamente, o HIIT foi considerado
tdo eficaz, se nao superior ao MICT no que diz respeito a melhoria dos resultados
clinicos para pacientes mais velhos com DCV, incluindo qualidade de vida, resposta
da frequéncia cardiaca ao exercicio e fungao miocardica. O HIIT envolve sessdes
repetidas de exercicios de intensidade relativamente mais alta intercalados com
periodos de recuperacdo de intensidade mais baixa (DUN et al., 2019). Esses
exercicios se caracterizam por periodos curtos de exercicio, com intensidade igual ou
superior ao limiar anaerdbio, separados por periodos de recuperagao (BILLAT, 2001;
GIBALA; JONES, 2013).

O HIIT pode ser bem variado, com alternancia de periodos de exercicios de
alta intensidade (85% - 95% da frequéncia cardiaca maxima), com exercicio de baixa
intensidade ou descanso (MEYER et al., 2013), por 1-4 minutos com intervalos (50%
- 60% da frequéncia cardiaca maxima) (HASKELL et al., 2007).

Essa modalidade de treinamento é melhor para ganhos de condicionamento
aerdbio que os exercicios de resisténcia com baixa intensidade ou alto volume
(NAIMO et al., 2014; DE ARAUJO et al., 2015), melhora o sistema nervoso autbnomo
cardiaco, controle lipémico, tanto em individuos hipertensos como normotensos com
histérico familiar da doenca (TJINNA et al., 2008; CIOLAC et al., 2010, 2011).

Devido a sua caracteristica de alta intensidade, o HIIT pode gerar fadiga
excessiva quando praticado por tempo prolongado, e em vez de melhorar pode
demonstrar efeitos adversos, como estresse fisioléogico e sintomas de
supertreinamento ou “overtraining”, por isso que os protocolos de HIIT sdo por tempo
curto (BILLAT et al., 1999).

O HIIT resulta no aumento do pico de captagao de oxigénio (VO2), quando
comparado ao treinamento continuo de intensidade moderada para pacientes com
alto risco de desenvolvimento de doencga cardiovascular e pacientes com doenca
cardiovascular evidente (DUN et al., 2019).

A presenca de doenga cardiovascular aumenta a fragilidade com a idade
avancada e essa modalidade de exercicio mostrou efeitos benéficos na melhora dos
resultados cardiovasculares em homens com idade avangada. O HIIT pode ser
prescrito usando uma combinagdo de medidas objetivas e subjetivas da intensidade
do exercicio, com resultados semelhantes para pacientes idosos com doencas

cardiovasculares em ambientes de reabilitagdo cardiaca (DUN et al., 2019).
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Meseguer Zafra et al. (2018) indicaram em seus estudos com homens adultos,
com sobrepeso e obesidade, quando submetidos ao HIIT promoveram melhorias no
volume de oxigénio maximo (VO2max), do que as do treinamento continuo de
resisténcia a intensidade moderada.

O treinamento de aproximadamente 3 corridas / semana, aumentando em
dificuldade por um periodo de 17 semanas antes da corrida da Maratona de Londres
nos anos de 2016 e 2017 e aqueles que desejavam seguir planos de treinamento
alternativos, de maior intensidade ou mais longos, ndo foram desencorajados a fazé-
lo e a conclusdo dessa maratona, resultaram em reducdes benéficas na PA e no
reforco intrinseco da aorta, em participantes saudaveis. Essas alteragbes sao
equivalentes a aproximadamente uma reducado de 4 anos na idade vascular. Maior
beneficio foi observado em corredores de maratona mais velhos e lentos, com PA
basal mais alta (BHUVA et al., 2020).

1.5 Treinamento fisico e reproducgao

O treinamento fisico € conhecido por melhorar a saude cardiovascular e
também beneficiar as fungbes sexuais e espermatogénicas. A inatividade fisica e o
comportamento sedentario representam dois fatores de risco independentes para
infertilidade (FOUCAUT et al., 2019).

Em relacido ao sistema reprodutivo, exercicio moderado previne o sobrepeso
que é uma causa de infertilidade e regula os niveis hormonais (BARAZANI et al.,
2014), além disso, melhora os parametros espermaticos em homens ativos
fisicamente quando comparado a homens sedentarios (BARAZANI et al., 2014;
SHARMA et al., 2013). Porém, os efeitos benéficos dos exercicios dependem da
intensidade e da frequéncia dos mesmos (O’KEEFE et al., 2012).

Exercicio de resisténcia frequentemente diminui os niveis de testosterona
séricos (POTTS; MCKEOWN; SHOUKAS, 1998) e reduz a qualidade espermatica,
com diminuicdo na concentracdo e motilidade dos espermatozoides e aumento nos
defeitos morfolégicos (SAFARINEJAD; AZMA; KOLAHI, 2008; WISE et al., 2011;
GOMES; FREITAS; FARDILHA, 2015).

Em ratos saudaveis, a natagdo intensa diminuiu enzimas esteroidogénicas, 3p3-

hidroxiesteroide desidrogenase (HSD), 17B-HSD e proteina esteroidogénica
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regulatoria aguda (StAR), os niveis plasmaticos de testosterona, horménio
luteinizante, hormonio foliculo-estimulante e prolactina, diminuiu a massa testicular, a
contagem espermatica do epididimo e a espermatogénese e aumentou a
corticosterona sérica e o estresse oxidativo (JANA et al., 2008, 2014).

Por outro lado, a enzima esteroidogénica que catalisa a transformacéo de
pregnenolona e progesterona em desidroepiandrosterona e androstenediona,
respectivamente, chamada 17a- hidroxilase (CPYP17A1) aumenta em camundongos
submetidos ao exercicio fisico (BARONE et al., 2013).

Os espermatozoides e as espermatogbnias usam glicose e frutose como fonte
de energia e neste contexto, a enzima sorbitol desidrogenase e a glicose-6-fostato
desidrogenase sdo essenciais. A sorbitol desidrogenase converte sorbitol em frutose
e esta associada com o desenvolvimento do epitélio germinativo, enquanto a glicose-
6-fosfato desidrogenase diminui o estresse oxidativo testicular, porém o exercicio
cronico diminui a atividade dessas enzimas, afetando a espermatogénese (JANA et
al., 2014).

Treinamentos com exercicios agudos e intensos levam a um aumento da
testosterona, enquanto exercicios ndo intensos e cronicos diminuem os niveis de
testosterona devido a inibicdo do eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal (GOMES;
FREITAS; FARDILHA, 2015). Todos esses contraditorios resultados confirmam a
ambiguidade do efeito do exercicio fisico na fisiologia reprodutiva masculina (GOMES;
FREITAS; FARDILHA, 2015).

Quando os marcadores seminais da inflamacéo, o estresse oxidativo, qualidade
do sémen e integridade do DNA espermatico foram avaliados em homens inférteis
submetidos a trés modalidades de treinamento, por 24 semanas, sendo eles:
treinamento continuo de intensidade moderada (MICT), treinamento continuo de alta
intensidade (HICT) e HIIT, foi observada melhora dos parametros em todas as
modalidades, com maior evidéncia para o HIIT (HAJIZADEH MALEKI; TARTIBIAN;
CHEHRAZI, 2017).

Em estudo de coorte prospectivo, com homens inférteis e sedentarios,
submetidos a 24 semanas de HIIT, foi observado o aumento de antioxidantes seminais
e supressao da producdo de citocinas e oxidantes pré-inflamatorios, essas
adaptagdes foram associadas a melhoria da qualidade do sémen, integridade do DNA
espermatico e taxa de gravidez (HAJIZADEH MALEKI; TARTIBIAN; CHEHRAZI,
2017).
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O tipo e a duragdo do treinamento fisico podem influenciar positiva e
negativamente a secrecdo de horménios relacionados ao eixo hipotalamo-hipdfise-
gonadal no sexo masculino (SGRO, 2019).

Os programas de exercicio fisico agudo induz o aumento na secregédo de
testosterona, ja o de exercicio fisico cronico de alta carga e duragéo reduz a atividade
do eixo hipotalamo-hipofise-gbnada. A diferente resposta dos hormdnios sexuais
masculinos ao exercicio fisico e treinamento influencia as fungdes sexuais e
espermatogénicas que podem ser melhoradas, mantidas ou prejudicadas (SGRO,
2019).

Yan et al. (2019) e Panara et al. (2019) relataram a escassez de revisao
sistematica com metanalise para avaliar os efeitos do exercicio sobre os resultados
reprodutivos em pacientes do sexo masculino com infertilidade. Porém, uma revisao
sistematica com metanalise evidenciou que o exercicio fisico recreacional parece ser
benéfico para homens com problemas de infertilidade. No entanto, o exercicio fisico
de elite, ou seja, praticados por atletas pode ter um efeito prejudicial na qualidade do
sémen (IBANEZ-PEREZ et al., 2019).

Varios sdo os achados na literatura pesquisada sobre os efeitos do exercicio
ou treinamento fisico sobre a HAS e reproducdo, mas os efeitos do HIIT em
parametros reprodutivos de individuos hipertensos ainda merecem mais estudos para

uma completa compreensao a relacéo desses fatores (SGRO, 2019).
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CONHECIMENTO

Sabe-se que as atividades aerdbicas melhoram a hipertensdo com efeitos benéficos para o
aparelho reprodutivo. Alguns estudos apontam o treinamento intervalado de alta intensidade
(HIIT) como promissor para individuos hipertensos, porém ainda ndo se tem conhecimento
como atuaria sobre o sistema reprodutivo de indivuos hipertensos. O objetivo do presente
estudo foi investigar o efeito do HIIT sobre os parametros reprodutivos em ratos

espontaneamente hipertensos (SHR).

METODOS

Foram 3 grupos de 24 ratos machos: WKY (Wistar-Kyoto, n=5); SHR (n=9); e SHR-HIIT (SHR
submetidos ao HIIT, n=10). O HIIT foi realizado em esteira, 5 dias/semana, por 8 semanas. Foi
avaliada a morfologia e motilidade dos espermatozoides, a morfologia testicular e a expressao

génica dos fatores angiogénicos Vegf, Fit-1, Kdr e o fator indutor de hipoxia (HIF-1a).

RESULTADOS

O HIIT restaurou a funcionalidade espermatica, sem alterar a expressao génica.O grupo SHR-
HIIT apresentou porcentagem (73,00+£1,11) de espermatozoides moveis com trajetoria
progressiva semelhante ao grupo WKY (73,10+1,88), enquanto o grupo SHR apresentou menor
porcentagem (67,22+1,49) que os demais grupos (P<0,05). Os SHR tiveram menor expressao

génica de Vegf'e Fit-1 e de fator indutor de hipoxia (HIF-1a).

CONCLUSAO
Conclui-se que o HIIT por dois meses previne a diminui¢do na motilidade espermatica de ratos
hipertensos € no numero de células germinativas e de Sertoli. A hipertensao reduz a expressao

génica dos fatores angiogénicos nos testiculos, e o HIIT nao preveniu essa alteragao.
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INTRODUCAO
A hipertensao arterial sistémica (HAS) ¢ a principal causa de doenca cardiovascular e
morte prematura em todo o mundo [1], mais prevalente em paises com poucos recursos, de

baixa ¢ média renda [2].

O aumento global da prevaléncia da HAS esta relacionado ao envelhecimento da
populacdo, ao aumento da exposicdo a fatores de risco para o estilo de vida, incluindo dietas
ndo saudéveis, falta de exercicio fisico e o estresse do cotidiano [3,4]. Essa alta prevaléncia fez
com que os pesquisadores comecassem a explorar a relagdo entre doenca hipertensiva e
fertilidade masculina, pois a literatura sugere que em hipertensos ha baixa qualidade do sémen,

com morfologia anormal dos espermatozoides e fragmentacao do DNA [5,6,7].

Sugere-se que a infertilidade masculina serviria como marcador da saude futura, uma
vez que parametros ruins de sémen e um diagnostico de infertilidade masculina estdo associados
a um risco aumentado de hipogonadismo, doenca cardiometabolica, cancer e até mortalidade
[8]. A paternidade tem ocorrido mais tardiamente, num periodo de vida em que as doencgas

cronicas comecam a se desenvolver, como a HAS, que podem afetar a fertilidade [9].

O exercicio fisico oferece respostas favoraveis ao sistema cardiovascular, com melhoria
para os demais sistemas corporais, como para o sistema reprodutor [10]. Os efeitos benéficos

dos exercicios para a reproducao dependem da intensidade e da frequéncia dos mesmos [11].

O treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT), pode ser indicado para
cardiopatas, pois melhoram o controle do sistema nervoso autdbnomo cardiaco e controle
lip€mico, tanto em individuos hipertensos como normotensos com historico familiar de
hipertensao [12,13,14]. O HIIT caracteriza-se por periodos curtos de exercicio, com intensidade

igual ou superior ao limiar anaerdbio, separados por periodos de recuperacao [15,16].
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Foram encontrados efeitos contraditorios do HIIT na reproducdo, mas a pratica do
mesmo por individuos hipertensos e seus efeitos sobre a qualidade do sémen, ndo foi
identificado na literatura pesquisada. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
do treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT), em ratos espontaneamente hipertensos
sobre a espermatogénese, morfologia e motilidade dos espermatozoides, bem como, a
expressdo génica de fatores angiogénicos (Vegf, Fit-1, KDR) e fator indutor de hipdxia (HIF-

la).

MATERIAIS E METODOS
Animais experimentais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar-Kyoto sem hipertensao e ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), com 12 meses de idade no inicio do experimento e a
média de peso dos animais era de 351,33 = 61 g. Os ratos foram divididos em 3 grupos: WKY
(grupo Controle, Wistar-Kyoto, n=5); SHR (SHR que ndo realizaram HIIT, n=9); e SHR-HIIT
(SHR que realizaram o HIIT com n=10). Os animais foram alocados em caixas plasticas com
dimensado 41x34x16cm, contendo de 3-5 animais em cada caixa, com temperatura de 21°a 23°
C e umidade relativa do ar de 50% a 60%, com ciclos invertido de luminosidade de 12 h claro-
escuro e receberam ragdo comercial (Supralab®, Alisul R, Brasil) e agua ad libitum.

Todos os protocolos experimentais que foram utilizados estavam em conformidade com
os principios de cuidados com animais de laboratorio formulado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e de acordo com o Guide for the Carean Use of Laboratory
Animals publicado pelo National Research Council. Todos os procedimentos utilizados foram

aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA), niimero de protocolo 4418.

Treinamento HIIT
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Apds o periodo de adaptagdo de uma semana, em ciclo invertido por cinco dias
consecutivos, na esteira adaptada para roedores (modelo TK 1, IMBRAMED), o protocolo de
treinamento foi realizado em por um periodo de 8 semanas, com 5 sessdes por semana de
aproximadamente 50 minutos por treino (Fig.1) [17,18], levando em conta a velocidade maxima
de exaustdo. O teste que avaliou a velocidade méaxima de exaustdo, iniciou a 6m/min,
aumentando 3m/min até a exaustdo. Os ratos foram considerados em exaustdo, quando se
recusavam a correr mesmo apds a estimulacdo ou quando ficaram incapazes de coordenar os

passos, adaptado de Rossoni ef al. [19].

Pressao arterial sistolica (PAS)

Para avaliar o controle pressorico foi verificada a PAS por pletismografia, com uso do
método do manguito de cauda (Narco Bio-System®, modelo 709-0610, International
Biomedical, Inc, EUA), antes e apds o periodo do treinamento. Antes da aferi¢dao, os animais
foram aquecidos a 37° C por 15 minutos, promovendo a dilatagdo da artéria caudal. Foi
calculado o percentual da variacdo da PAS (A): [(valor final — valor inicial) + valor inicial] X

100 [20].

Colheita dos orgaos

Dois dias ap6s o final do programa HIIT, os animais foram pesados e anestesiados com
cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip) e eutanasiados por
decapitacdo. Os 6rgaos reprodutivos (testiculos, epididimos e ductos deferentes) foram colhidos
e pesados. Os pesos relativos dos 6rgaos foram obtidos com a seguinte formula: peso do 6rgao
(g) / peso do animal (g) x 100. Os pesos dos testiculos foram normalizados pelo comprimento
do osso Tibia do animal, determinado pelo teste de Scherle [21]. Os ductos deferentes foram

colhidos logo ap6s a morte dos animais para a colheita dos espermatozoides. Os testiculos
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esquerdos foram colhidos, limpos e imersos em solugdo fixadora de Methacarn (60% de
metanol, 30% de cloroférmio e 10% de acido aceto acético). Apds 24 horas, as pecas foram
lavadas e a solugdo foi substituida por alcool 70%, onde as pecas permaneceram até o
processamento. Entdo, o material foi incluso em parafina Paraplast para a obtengdo de cortes
com espessura de 3 um e coloragdo com hematoxilina e eosina, para avaliacdo histopatologica
em microscopio Optico binocular, em aumento de 200X e 400X, de acordo com o campo ¢ as
estruturas a serem analisadas. Partes dos testiculos direitos dos ratos foram colhidos e imersos
em TRIzol® (ThermoFisher Scientific®), congelados imediatamente em nitrogénio liquido e

armazenadas em freezer -80°C para andlise da expressao génica por RT-qPCR.

Analise espermatica
Motilidade e morfologia espermatica

Os espermatozoides foram liberados do ducto deferente esquerdo logo apds a morte dos
animais com ajuda de uma seringa, no meio PBS a 34°C. Esta solugdo espermatica foi utilizada
para a analise da motilidade dos espermatozoides feita em camara de Neubauer, por estimativa
visual (100 espermatozoides por animal) em microscopio de luz (Leica DMLS) em aumento de
400X. Os espermatozoides foram classificados como: mdveis com trajetdria progressiva;
moveis sem progressao e imoveis.

Para analise da morfolologia espermatica, os espermatozoides foram colhidos do ducto
deferente direito com auxilio de uma agulha com seringa contendo 1,0 mL de formol salina a
10%. Em seguida, foram feitos esfregacos em laminas histoldgicas e deixadas a secar ao ar livre
por 90 minutos e entdo observadas em microscopio em aumento de 400X [22].

Foram analisados 200 espermatozoides por animal e as anormalidades morfoldgicas

encontradas foram classificadas em duas categorias: a) anormalidades da cabeca (sem curvatura
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caracteristica, em forma de alfinete, ou isolada); e b) anormalidades da cauda (enrolada,

quebrada, dobrada e isolada) [23].

Analise morfométrica testicular

Para avaliacio do didmetro dos tibulos seminiferos e da espessura do epitélio
germinativo foram avaliadas dez sec¢des de tiibulos seminiferos por animal no estadgio IX da
espermatogénese em microscopio Leica DMLB, aumento de 200X usando um analisador de
imagem programa Leica Q-win software Versdo 3 for Windows™.

Foram analisadas 100 secgdes transversais tubulares aleatorias por animal ¢ classificadas
em quatro categorias, de acordo com o tipo de célula germinativa presente, sob um microscopio de
luz em aumento de 200X. A andlise foi a identificagdo dos grupos de estagios I-VI, VII-VIII, IX-
XIII e XIV do ciclo do epitélio seminifero [24].

Os nucleos de células de Sertoli (CS) e células germinativas (espermatogonia tipo A —
SPG A, espermatocitos em paquiteno — SP I e espermatides redondas SP R) foram contados em
10 secgdes transversais de tibulos seminiferos por animal, no estagio VIII da espermatogénese,
em microscopio de luz, em aumento de 400X. Os resultados foram corrigidos pelo diametro
nuclear e espessura do corte histologico, conforme Abercrombie (1946). Também foram
determinados os seguintes indices: Capacidade total de suporte das Células de Sertoli = SP R / CS;
Coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais (indice mitdtico)= SP I / SPG A; Indice

meiodtico: SP R / SP I; Rendimento geral da espermatogénese = SP R / SPG A [25,26].

Analise histopatolégica testicular

Foram analisados qualitativa e quantativamente 100 tabulos por animal, em microscopio
de luz, em aumento de 400X. A andlise da morfologia normal dos tibulos seminiferos, da
espermatogénese € associacdes celulares ¢ importante para detectar anormalidades.

Observaram-se as anormalidades relacionadas a alteracdo do fluxo sanguineo para o testiculo,



45

como: atrofia dos tubulos seminiferos, necrose tubular, descamagdo de células germinativas,

vacuoliza¢do, célula multinucleada [27].

Expressdo génica

Para a analise da RT-PCR em tempo real, os testiculos armazenados em TRIzol®
(ThermoFisher Scientific®) no freezer a -80°C foram triturados em homogeneizador de tecidos
e submetidos ao protocolo de extragdo do TRIzol®. A concentragdo do RNA total recuperado
foi mensurada por espectrofotometria por NANODROP® (Thermo Scientific). Todas as
amostras de RNA total foram tratadas com DNAse antes de serem submetidas a transcri¢ao
reversa (RT) seguida da reagdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), conforme as
instrucdes do protocolo DNAse I — Amplification Grade (Invitrogen®).

A RT foi realizada utilizando o protocolo da High-Capacity ¢cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Byosystems®) seguindo protocolo do fabricante com

oligonucleotideos iniciadores randomicos.

A gPCR foi realizada para a andlise quantitativa da expressdo génica relativa. Como
controle interno das reacdes de qPCR foram utilizados 3 genes referéncia, a fim de normalizar
os resultados obtidos para o gene-alvo. Os oligonucleotideos iniciadores foram obtidos a partir
de ensaios TagMan® (Applied Biosystems®, Foster, USA), j4 padronizados conforme
descri¢do a seguir, para os gene-alvos: fator de crescimento endotelial vascular A (Vegfa),
GeneBank: MN _031836.2, Produto: 69pb; receptor tirosina quinase 1 relacionado com Fms
(Fltl), GeneBank: MN 019306.1, Produto: 60pb; receptor 2 do dominio de inser¢do da quinase
(Kdr), GeneBank: MN _013062.1, Produto: 75pb; e o fator indutor de hipéxia la (Hifla),
GeneBank: MN 0124359.1, Produto: 90pb; e para os genes de referéncia: proteina ribossémica

S18 (Rpsi8), GeneBank: MN 213557.1, Produto: 62pb; gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
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(Gapddh), GeneBank: MN 017008.3, Produto: 175pb e hipoxantina-guanina

fosforibosiltransferase 1 (Hprtl), GeneBank: MN 012583.2, Produto: 64pb.

As reacoes de PCRs foram conduzidas em duplicatas para cada amostra e a expressao
génica foi determinada pela quantificacdo em relagdo ao gene referéncia. O calculo das
eficiéncias para os genes alvo e controle foi realizado por meio da curva padrao relativa com
diluicdes seriadas. Para quantificacdo relativa das amplificagdes foi empregado o método de
Pfaffl (2001). O melhor gene referéncia foi escolhido utilizando o programa NormFinder®

(MOMA, Dinamarca).

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalizagao
dos dados. Os dados paramétricos foram comparados usando ANOVA, com teste posterior de
Tukey e os ndo paramétricos foram analisados através de Kruskall-Wallis, com teste posterior
de Dunn. Para a analise estatistica da PAS foi utilizado o teste T. Diferengas foram consideradas

com P<0.05.

RESULTADOS

Os animais SHR-HIIT apresentaram menores valores de PAS (195,17 = 22,50) que os
animais do grupo SHR (228,50 £ 26,66), P<0,05. Os pesos relativos dos 6rgaos reprodutivos,
os pesos dos animais, os ganhos de peso e a normalizacdo do peso do testiculo pelo
comprimento 0sseo da tibia estdo apresentados na Tabela 1.

Os animais do grupo SHR apresentaram menor nimero de espermatozoides com
motilidade progressiva e maior nimero de iméveis do que os demais grupos (Figura 2). Nao

houve diferenga entre os grupos no numero de espermatozoides com motilidade ndo progressiva
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(Figura 2). Assim, como nao houve diferenga significativa na morfologia espermatica entre os
grupos estudados, dados apresentados na Tabela 2.

Em relacdo as andlises morfométricas ndo foi observada diferenca significativa entre os
grupos. Os diametros dos tubulos seminiferos (um) foram: WKY = 282,08+7,27; SHR =
281,36+3,42; e SHR-HIIT = 282,85+4,71; e as espessuras dos epitélios germinativos (pm)
foram: WKY = 80,91+2,21; SHR = 79,04+2,24; ¢ SHR-HIIT = 79,45+1,13. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos experimentais quanto a frequéncia de tubulos
seminiferos nos estagios de I-VI, VII-VIII, IX-XIII e XIV, dados apresentados na Tabela 3.

Observou-se um maior nimero de células de Sertoli e de células germinativas no SHR-
HIIT (P<0,0001), que nos demais grupos. O grupo SHR também diferiu estatisticamente do
grupo WKY, apresentando menor numero de espermatdcitos e espermatides arredondadas
(Tabela 3).

Na andlise histopatologica quantitativa ndo foram encontradas diferengas significativas
entre os grupos na porcentagem de tubulos sem alteracdes histopatologicas, WKY =
96,80+1,77; SHR = 98,78+0,43; ¢ SHR-HIIT = 98,00+0,91. As alteracdes histopatologicas
qualitativas descritas encontradas no WKY foram: vactiolos em um animal, células esfoliadas
nos tibulos em dois animais e tibulos atrofiados e células germinativas multinucleadas em um
animal; no SHR foram: 4 animais com células esfoliadas nos tibulos e um animal com corpo
gigante multinucleado; no SHR-HIIT foram: um animal com tibulos com células esfoliadas e
um animal com espermatdcitos multinucleados.

Qualquer um dos trés genes referéncia testados poderia ser utilizado como normalizador
da reacdo, pois tiveram valores abaixo de 0,5 no programa NormFinder®, porém a melhor
opgao foi o Hprtl que se mostrou mais estavel, seguido pela combinac¢ao do Hprtl com RpslS§.

O Hprtl foi utilizado entdo como normalizador da reagao da qPCR.
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A expressdo génica relativa de Vegfa, do Fitl e do Kdr foi menor nos grupos SHR e
SHR-HIIT (P=0,0091, P=0,0002 e P=0,0207 respectivamente) do que no grupo WKY. Os ratos
do grupo WKY tiveram maior expressao relativa de Hifla que o SHR-HIIT (P=0,0060), quando

comparado ao WKY, dados apresentados na Figura 3.

DISCUSSAO

Embora os efeitos da hipertensao sobre o sistema reprodutivo sdo descritos na literatura,
o exercicio fisico tem sido uma op¢ao, ndo medicamentosa, no tratamento da hipertensao e das
suas consequéncias na reproducdo masculina, ja que os medicamentos para hipertensdo tém
efeito negativo sobre a fertilidade [28,29]. Esse trabalho destaca-se por ser inovador em avaliar
os efeitos do HIIT em parametros reprodutivos de individuos hipertensos, ja que tanto a idade
para o inicio da paternidade quanto a obesidade dos individuos estdo aumentando, fatores

predisponentes de hipertensao.

Com base nos resultados apresentados pode-se observar que o0s animais
espontaneamente hipertensos que nao praticaram o HIIT tiveram mais espermatozoides imoveis
e menos espermatozoides com motilidade progressiva retilinea (Figura 2). Esses dados estao de
acordo com outros estudos que relatam uma perda da qualidade de espermatozoides em homens
hipertensos [5,7]. E possivel observar que o HIIT teve um efeito benéfico na motilidade
espermatica desses animais, igualando-os ao grupo controle (WKY), sem hipertensao e nao
submetidos ao HIIT. Ja ¢ bem conhecida a importancia dos exercicios fisicos na preven¢ao da
progressao de doengas cardiovasculares [30,31,32] e alguns estudos relatam que os exercicios
fisicos podem ser benéficos para a fertilidade masculina [33,34]. Porém, nao foram encontrados
na literatura estudos que avaliassem o efeito do HIIT na reproduc¢ado de ratos SHR.

Embora a motilidade espermatica no grupo SHR tenha sido menor, isso nao foi devido

a um aumento nos defeitos de cauda ou cabega do espermatozoide, ja que nao foi observada



49

diferenga entre os grupos na morfologia espermatica (P>0,05). Muciaccia et al. [7] observaram
a alteragdo na morfologia espermatica em homens hipertensos, que ndo foi constatada no
presente estudo com ratos hipertensos, dados apresentados na Tabela 2. Como em humanos, os
medicamentos usados para tratamento da hipertensdo podem estar relacionados com ma
qualidade espermatica, nessa espécie ¢ mais dificil atribuir o dano espermético a hipertensao
arterial sistémica [5]. Como visto no presente estudo, o HIIT também nao afetou a morfologia
espermatica ¢ melhorou a motilidade dos espermatozoides de ratos hipertensos, resultado
diferente de alguns estudos que relataram que o treinamento de resisténcia pode reduzir a
qualidade espermatica, a motilidade dos espermatozoides e aumentar os defeitos morfologicos
dos mesmos [35,36,37].

Quanto ao peso relativo dos 6rgdos reprodutivos, observou-se que o peso relativo dos
testiculos e dos epididimos foi menor no grupo WKY do que nos demais grupos SHR. O grupo
SHR-HIIT apresentou o maior peso relativo do testiculo que o grupo SHR (Tabela 1). O maior
peso relativo dos testiculos observado nos grupos SHR pode ser porque sabe-se que a
hipertensao leva a uma hipertrofia testicular e os SHR tem um aumento do testiculo em relagao
a massa corporal [38,39].

Entretanto, quando o peso do testiculo foi normalizado pelo tamanho da tibia, nao houve
diferenca significativa entre os grupos (P>0,05). Os animais WKY sao maiores que os animais
SHR, além disso, ha que se notar que o peso dos animais apresentou diferenga significativa
entre os trés grupos, sendo os animais do grupo WKY mais pesados que os SHR (P<0,0001),
que por sua vez foram mais pesados que os do SHR-HIIT (P<0.001), A redug¢dao do peso
corporal dos animais do SHR-HIIT pode ter ocorrido em razao do treinamento fisico praticado
de forma continua por 8 semanas, pois o HIIT tem efeito sobre o aumento da resposta
metabolica corporal, com o aumento do controle autondmico cardiaco e controle lip€mico, bem

como, a reducao do peso corporal [40]. Essa hipdtese € sustentada pela diferenca observada no
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ganho de peso dos animais, os animais WKY ganharam mais peso que os animais hipertensos
e, esse ganho foi maior no SHR que no SHR-HIIT (Tabela 1).

Embora tenha sido notada diferenga do peso relativo dos testiculos, ndo houve diferenga
entre os grupos no didmetro de tibulo seminifero ou no nimero de tibulos seminiferos entre os
grupos estudados, fato esse semelhante aos achados na literatura apresentados na Tabela 3 [41].

Porém, quando as células dos tabulos seminiferos foram contadas, foi observado menor
numero de células germinativas e de células de Sertoli nos tubulos seminiferos do WKY e SHR
comparado ao grupo SHR-HIIT. A hipertensdo leva a danos vasculares por meio do aumento
do estresse oxidativo e da inflamagdo, provocando disfuncdo endotelial, hipertrofia vascular e
fibrose [42,43,44]. As espécies reativas de oxigénio (ROS), no estresse oxidativo causam danos
a varios 6rgaos contribuindo para os prejuizos causados pela disfungao cardiovascular [44]. J&
foi demonstrado que o testiculo ¢ um 6rgdo no qual a hipertensdo exerce seus efeitos deletérios
[39]. Mas observa-se no presente trabalho que o HIIT pode ser promissor na prevengao do dano
espermatico dos individuos hipertensos. Demonstrando um efeito do HIIT na inibi¢do da
reducgdo das células testiculares germinativas, talvez devido a uma reducao no estresse oxidativo
e/ou inflamacao.

Esse maior numero de células de Sertoli encontrado no grupo SHR-HIIT pode ser tanto
uma prevengao da redug¢ao ou aumento do nimero de células. Embora, segundo a literatura, as
células de Sertoli ndao se dividem mais a partir da puberdade, pois se tornam maduras [45], um
primeiro estudo experimental, com roedores demonstrou que a proliferagdo de células de
Sertoli, apds o periodo de 21 dias pos-natal, a possibilidade de que essas células tenha um tempo
maior de proliferagdo, mesmo na vida adulta. Outro estudo ndo experimental, mas de revisao
relatou sobre a possibilidade das células de Sertoli se proliferarem, ap6s o periodo de puberdade

[46,47]. Isso demonstraria mais um possivel beneficio do HIIT para um organismo acometido
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pela hipertensdo, com provaveis reflexos benéficos a espermatogénese e a producdo de
esteroides testiculares (Tabela 3).

Alteragdes histopatologicas nos tibulos seminiferos foram observadas no presente
estudo, como células multinucleadas, com vacuolos, células esfoliadas nos tibulos e tabulos
atrofiados. Essas alteracdes histopatologicas estdo descritas na literatura, como células
multinucleadas que podem ser o resultado da degeneracdo de espermatides ou espermatdcitos
e alargamento das pontes intercelulares entre espermatogdnias e espermatdcito, no processo de
divisdo; tiibulos seminiferos apresentando necrose, degeneragao/atrofia em resposta a isquemia
ou processo inflamatdrio; vacuolizagdo do epitélio seminifero pode resultar de uma série de
altera¢des degenerativas, incluindo acumulo de fluidos, lipidios ou fosfolipidios e esfoliagdo,
além de perda fisica de células germinativas [27,48].

As alteracdes histopatoldgicas sdo encontradas nas mais variadas patologias testiculares
e sdo muito frequentes nos processos isquémicos e inflamatdrios [27,48]. A presenca dessas
alteragdes histopatoldgicas, embora sem diferenga estatistica entre os grupos, pode representar
um processo inflamatério oxidativo e pode ser devido a idade desses animais.

Em estudo com SHR foram observadas alteracdes morfologicas nos tubulos testiculares,
com maior numero de células imaturas no limen testicular e necrose tubular nos SHR [39],
nesse estudo, os ratos tinham idade de 9 a 11 meses, que corresponde a idade entre 20 a 30 anos
do ser humano [49]. No nosso estudo, os animais eram mais velhos no momento da eutanasia
(14 meses), e apesar de apresentarem alteracdes morfoldgicas, as alteragdes estavam presentes
nos trés grupos, nao diferindo os hipertensos dos normotensos Wistar-Kyotos.

Uma possivel diferenca entre o presente estudo e do de Colli ef al. [39], além da idade
dos animais, ¢ que o controle normotenso utilizado por Colli et al. eram ratos Wistar.
Infelizmente, ndo encontramos equivalente estudo com Wistar-Kyoto, mas sabe-se também que

os ratos Wistar-Kyoto sdo mais heterogénios geneticamente entre os diferentes fornecedores do
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que os SHR que vieram de uma linhagem de cruzamento endogamico [50]. O SHR ¢ um modelo
de rato hipertenso desenvolvido por meticuloso melhoramento genético por reproducdo entre
irmaos e ¢ reconhecido que o melhor controle de ratos normotensos para os SHR ¢ a linhagem
Wistar-Kyoto e ndo a linhagem Wistar (ancestral dos Wistar-Kyoto), ja que os SHR sao
originados da linhagem Wistar-Kyoto [50].

Também foi observada menor expressdo génica relativa dos fatores angiogénicos
(Vegfa, Fltl e Kdr) nos grupos de ratos hipertensos. O treinamento de HIIT nao foi eficiente
em aumentar a expressdo desses genes nos animais hipertensos. Nosso estudo contraria outro
estudo que demonstrou maior expressdo da proteina VEGFA nos animais hipertensos [39]. A
angiogénese testicular praticamente ndo ocorre em animais adultos, sendo restrita a situagdes
como varicocele, de tumores, inflamagdes ou hipoxia testicular, porém enorme quantidade de
VEGEF é produzida no testiculo adulto. E importante ressaltar que o presente trabalho verificou
a expressdo génica e ndo proteica do VEGFA e, além disso, que 0 mesmo tem importantes

fungdes testiculares, além da angiogénese.

A origem da proteina VEGFA no testiculo adulto sdo as células de Sertoli e de Leydig,
porém o pré-RNAm do Vegfa ¢ detectado nas células germinativas, mas nao traduzido em sua
proteina e sim em isoformas ativas [51,52]. Em testiculos adultos de roedores, o LH estimula a
producao de VEGF que para exercer sua funcdo de permeabilidade vascular e proliferacao
celular edotelial vascular ¢ dependente do KDR. O KDR ¢ expresso nas espermatogonias € o
FLTI nas espermatides [53]. A abundancia relativa de Kdr e de FitI foi maior no grupo WKY

que nos demais grupos.

Um estudo com microarranjo identificou o gene Vegfa como um candidato para
funcionamento normal das células germinativas [54] e outro estudo sugere que o VEGFA deve
regular a proliferacao celular no testiculo bovino [54]. O VEGF também tem sido implicado na

homeostase da célula germinativa e tem sido apontado como importante para a fertilidade
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masculina, tendo um evidente papel na proliferagdo ou diferenciagdo das células germinativas

[55].

A expressao génica do Hifla foi menor no SHR-HIIT que nos demais grupos. A proteina
HIFla ¢ um fator que medeia reposta adaptativa a hipoxia tecidual e ¢ um gene
constitutivamente expresso nos testiculos e aumenta em resposta a isquemia testicular [56]. Em
situagdes com baixa tensao de oxigénio essa proteina ¢ transportada para o nucleo, forma um
heterodimero com o HIF1p ¢ aumenta a expressio de varios genes, dentre eles o Vegf. [57]. E
possivel que o HIIT tenha aumentado o fluxo sanguineo testicular e a oferta de oxigénio. Sabe-
se que a proteina do HIF1a estd presente em ratos normotensos porque o testiculo trabalha em

ambiente com baixa tensdo de oxigénio [39].

Concluimos que o HIIT por oito semanas preveniu uma diminuicdo na motilidade
espermatica de ratos hipertensos e no nimero de células germinativas e de Sertoli e que a
hipertensdo diminui a expressao génica relativa de fatores angiogénicos.

O presente trabalho contribui para um maior conhecimento sobre os efeitos da
hipertensdo na reprodu¢@o masculina e apresenta uma alternativa de treinamento fisico para
minimizar esses efeitos, apresentando uma melhora funcional, embora nenhuma melhora
molecular tenha sido observada. Como limitacdo do estudo, observamos que o rato Kyoto-
Wistar, embora seja o melhor modelo de controle normotenso para esse delineamento
experimental, observa-se ainda uma diferenga de tamanho e peso com os SHR. Mais estudos
sdo necessarios para verificar outros parametros reprodutivos que podem ser afetados pela

hipertensao e responder ao HIIT.
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Figura 1. Delineamento experimental do treinamento intervalado de alta Intensidade (HIIT),

em que o grupo SHR-HIIT foi submetido.
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AG — Aumento gradativo na velocidade de 3% diario até atingir 18%.
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Tabela 1. Médias =+ erros padrdes da média dos pesos corporais, ganhos de pesos dos animais,

peso relativo dos 6rgaos reprodutivos e a normalizagao do peso do testiculo com o comprimento

osseo da Tibia, dos ratos dos seguintes grupos experimentais: WKY (controle Wistar-Kyoto,

sem hipertensdo, n=5); SHR (ratos espontaneamente hipertensos, n=9); e SHR-HIIT (ratos

espontaneamente hipertensos submetidos ao treinamento HIIT em esteira, n=10).

WKY

SHR

SHR-HIIT

Peso corporal final (g)
Ganho de peso (g)
Epididimos

Ductos deferentes
Testiculos

Testiculo(mg)/Tibia(cm)

589,16+11,93°

151,60+15,46°
0,13+0,01°

0,027+0,0015
0,33+0,02°

34,43+3,682

414,33+13,06°

100,56+13,60°
0,17+0,012

0,029+0,0010
0,42+0,02°

35,15+6,042

356,58+9,68°¢
41,25+9,20°
0,18+0,01°

0,041+0,0104
0,48+0,02°¢

36,48+4,694

ANOVA seguida do Teste de Tukey. Letras diferentes representam diferengas na mesma linha (P<0,05).

Peso relativo dos 6rgdos = peso do 6rgdo (g) / peso do animal (g) x 100
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Figura 2. Motilidade espermatica em trés grupos experimentais: WKY (controle ratos Wistar-
Kyoto, sem hipertensdo, n=5); SHR (ratos espontaneamente hipertensos, n=8); ¢ SHR-HIIT
(ratos espontaneamente hipertensos submetidos ao treinamento HIIT em esteira, n=10).
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Tabela 2. Nimero de espermatozoides que apresentaram defeitos de cabeca (formato de alfinete
e sem cauda), defeitos de cauda (cauda enrolada e cauda quebrada ou sem cabega) e sem defeito.
Em trés grupos experimentais: WKY (ratos Wistar-Kyoto, sem hipertensdo, n=5); SHR (ratos
espontaneamente hipertensos, n=8); e SHR-HIIT (ratos espontaneamente hipertensos

submetidos ao treinamento HIIT em esteira, n=10).

WKY SHR SHR-HIIT
Com defeito
cabeca alfinete 12,60+1,17 14,25+1,72 12,80+1,31
sem cabeca 6,00+1,38 5,75+1,05 5,10+0,46
cauda enrolada 30,80+4,10 36,00+3,91 29,30+3,24
cauda quebrada 3,80+0,97 3,25+0,53 3,30+0,73
Normal 146,80+5,45 140,75+6,27 149,60+3,76

Nao houve diferenga entre os grupos, ANOVA (P>0,05).
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Tabela 3 — Analise dos estagios do ciclo do epitélio seminifero, contagem de células de Sertoli,

células germinativas e indices, em trés grupos experimentais: WKY (controle ratos Wistar-

Kyoto, sem hipertensdo, n=5); SHR (ratos espontaneamente hipertensos, n=8); ¢ SHR-HIIT

(ratos espontaneamente hipertensos submetidos ao treinamento HIIT em esteira, n=10).

Parametro WYK SHR SHR-HIIT
Estigios da espermatogénese (%)"
Estagio I-VI 16 (15.5-21.5) 24 (17-35) 16.5 (14.75-24.75)
Estagio VII- VIII 41 (38.5-52) 39 (34-44.5) 43.5(37-45.75)
Estagio IX-XIIT 43 (26.5-46) 37 (29.5-45) 40 (36-41.25)
Estagio XIV 0 0 0 (0-0.25)

Contagem celular e indices™
Células de Sertoli
Espermatogonias
Espermatides arredondadas
Espermatocitos
Rendimento espermatico
Indice células de Sertoli
Indice mitotico

Indice meidtico

20.7 (19-21.95)  19.2 (18.8-19.65)*

42.2 (41.85-44.4)  40.8 (39.2-41.9)
143.8 (97.25-150.1)*  121.3 (112.-125.4)°
64.3 (61.4-66.4)®  55.5(53.35-58.25)°
344 (321-3.68)*  2.97(2.90-3.03)"
6.99 (6.44-8.30) 6.25 (5.85-6.77)
1.48 (1.10-1.55) 1.36 (1,32-1,38)

2.25(2.17-2.49) 2.15(2.08-2.33)

26.2 (24.98-27.88)°
54.2 (50.8-57.8)°
176.3 (163.2-189.6)°
78.75 (75.53-79.5)°
321 (3.02-3.55)®
6.63 (6.16-7.30)
1.42 (1.37-1.52)

2.22(2.14-2.42)

Valores expressos como mediana (Q1-Q3), teste de Kruskall-Wallis com posterior teste de Dunn. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p<0,05)



Figura 3. Expressdo génica relativa dos genes alvo (Vegfa, Kdr, Fit1 e Hifla) pelo gene
referéncia Hprtl no testiculo de ratos dos seguintes grupos: WKY (controle ratos Wistar-
Kyoto, sem hipertensao, n=5); SHR (ratos espontaneamente hipertensos, n=8); e SHR-

HIIT (ratos espontaneamente hipertensos submetidos ao treinamento HIIT em esteira,

n=10).
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