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RESUMO

Efeito da aplicagcao de GH sobre a proliferagao celular em testiculos de ratos
Wistar submetidos ao hormonio do crescimento sob treinamento resistido

O horménio do crescimento (GH) é frequentemente utilizado de forma indiscriminada
por individuos que buscam um melhor desempenho fisico, com finalidade de aumentar
a massa muscular, o que pode levar a efeitos ndo desejados ao organismo. O objetivo
do presente estudo foi investigar a proliferagédo celular e a expresséo génica ligadas a
multiplicacao celular em testiculos de ratos Wistar que foram submetidos ao horménio
do crescimento sob treinamento resistido. Foram utilizados 32 ratos machos Wistar,
com idade de 9 semanas, divididos em 4 grupos experimentais: CG (grupo controle,
n=8); GHG (grupo de animais em que se administrou 0,2 UlI/Kg de GH, 3 vezes por
semana por 30 dias, n=8); TG (grupo de animais submetidos ao treinamento resistido,
4 séries de 10 saltos em agua com 50% do peso do animal, 3 vezes por semana
durante 30 dias, n=8) e GHTG (grupo de animais submetidos ao treinamento resistido
e a administragcdo de GH, n=8). Apos a eutanasia dos ratos, os testiculos foram
coletados para verificar a proliferacao celular pela técnica de AQNOR e para a RT-
gPCR dos genes-alvo Ghr, Igf1 e Igf2. A analise estatistica dos dados foi ANOVA
seguida de Tukey, diferenga estatistica significativa foi considerada com p<0,05. Os
ratos do GHG apresentaram maior ganho de peso que os demais grupos e maior peso
testicular que o GHTG (p<0,05). Nao houve diferenga significativa na contagem de
regides organizadoras de nucléolos e na area dos nucleos e dos nucléolos. Também
nao houve diferenga significativa na expressao dos genes-alvo. A realizagdo do
experimento se justifica para saber se o uso de GH em ratos machos haveria
multiplicagao celular e se o uso do GH juntamente com o treinamento resistido afetaria
geneticamente o sistema reprodutor masculino. Concluiu-se que a aplicacédo de GH
sob treinamento resistido n&o alteram a proliferagao celular testicular nem a expressao
génica de Ghr, Igf1 e Igf2 nos testiculos de ratos Wistar no periodo analisado.

Palavras-Chave: ANOR. Exercicio fisico. GH. Reprodugéo. RT-qPCR.



ABSTRACT

Effect of GH application on cell proliferation in Wistar rats testicles submitted
to growth hormone under resisted training

Growth hormone (GH) is often used indiscriminately by individuals looking for better
physical performance, in order to increase muscle mass, which can lead to unwanted
effects on the body. The aim of the present study was to investigate cell proliferation
and gene expression linked to cell multiplication in testicles of Wistar rats that were
subjected to growth hormone under resistance training. 32 male Wistar rats, aged 9
weeks, were used, divided into 4 experimental groups: CG (control group, n = 8); GHG
(group of animals administered 0.2 IU / kg of GH, 3 times a week for 30 days, n = 8);
TG (group of animals submitted to resistance training, 4 series of 10 jumps in water
with 50% of the animal's weight, 3 times a week for 30 days, n = 8) and GHTG (group
of animals submitted to resistance training and administration GH, n = 8). After the
mice were euthanized, the testicles were collected to check for cell proliferation by the
AgNOR technique and for the RT-gPCR of the target genes Ghr, Igf1 and Igf2. The
statistical analysis of the data was ANOVA followed by Tukey, a statistically significant
difference was considered with p <0.05. GHG rats showed greater weight gain than
the other groups and greater testicular weight than GHTG (p <0.05). There was no
significant difference in the count of nucleolus organizing regions and in the area of
nucleus and nucleolus. There was also no significant difference in the expression of
the target genes. The experiment is justified to find out if the use of GH in male rats
would have cell multiplication and if the use of GH together with resistance training
would genetically affect the male reproductive system. It was concluded that the
application of GH under resistance training does not alter the testicular cell proliferation
or the gene expression of Ghr, Igf1 and Igf2 in the testicles of Wistar rats in the
analyzed period.

Keywords: AgNOR. Physical exercise. GH. Reproduction. RT-gPCR
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RESUMO

Hormonio do crescimento e treinamento resistido nao alteram a multiplicagdo celular

nem a expressdo de genes proliferativos nos testiculos de ratos Wistar

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi investigar a proliferacdo celular e a expressao
génica ligada a multiplicagdo celular em testiculos de ratos Wistar que foram submetidos ao

hormonio do crescimento sob treinamento resistido a curto prazo.

Métodos: 32 ratos machos Wistar com idade de 70 dias, foram divididos em 4 grupos
experimentais: CG (grupo controle, n=8); GHG (grupo de animais em que se administrou GH,
n=8); TG (grupo de animais submetidos ao treinamento resistido aquatico, n=8) e GHTG
(grupo de animais submetidos ao treinamento resistido e a administracdo de GH, n=8). Apds
30 dias de experimento, os testiculos foram coletados para a verificagdo da multiplicacdo

celular pela técnica de AgNOR e para a RT-gPCR dos genes-alvo (Ghr, Igf1 e Igf2).

Resultados: Os ratos do GHG apresentaram ganho de peso médio (p<0,05) (80,62+2,57g)
qgue os demais grupos (CG=66,69+5,84g; TG=61,8315,66g; GHTG=60,00%+4,45g). O peso
médio dos testiculos dos ratos do grupo GHG foi maior do que o do grupo GHTG
(GHG=1,40+0,09 g; GHTG=1,15+0,07g). Entretanto, ndo houve diferenca significativa na
contagem de regiGes organizadoras de nucléolos e na area dos nucleos e dos nucléolos.

Também ndo houve diferenca significativa na expressdo dos genes-alvo.

Conclusao: A aplicacdo de GH e o treinamento resistido a curto prazo ndo alteram a
multiplicacdo celular testicular nem a expressdo génica de Ghr, Igfl e Igf2 nos testiculos de

ratos Wistar, durante os 30 dias experimentais.

Palavras-Chave: AgNOR, Exercicio fisico, GH, Reproducdo, RT-qPCR
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Growth hormone and resistance training do not alter cell multiplication
or the expression of proliferative genes in the testicles of

Wistar rats

Purpose: The aim of the present study was to investigate cell proliferation and gene
expression linked to cell multiplication in testis of Wistar rats that were subjected to growth

hormone under short-term resistance training.

Methods: 32 male Wistar rats aged 70 days were divided into 4 experimental groups: CG
(control group, n = 8); GHG (group of animals administered GH, n = 8); TG (group of animals
subjected to aquatic resistance training, n = 8) and GHTG (group of animals subjected to
resistance training and GH administration, n = 8). After 30 days of experiment, the testicles
were collected for verification of cell multiplication by the AgNOR technique and for the RT-

gPCR of the target genes (Ghr, Igf1 and Igf2).

Results: GHG rats showed average weight gain (p <0.05) (80.62 + 2.57g) than the other
groups (CG = 66.69 + 5.84g; TG = 61.83 + 5.66g; GHTG = 60.00 + 4.45g). The

average testicle weight of rats in the GHG group was greater than that of the GHTG group
(GHG=1.40+0.09g; GHTG = 1.15 + 0.07g). However, there was no significant difference in the
counting of nucleolus organizing regions and in the area of nuclei and nucleoli. There was also
no significant difference in the expression of the target genes. Conclusion: GH application and
short-term resistance training do not alter testicular cell multiplication or Ghr, Igfl and Igf2

gene expression in the testicles of Wistar rats during the 30 experimental days.

Keywords: AgNOR, Physical exercise, GH, Reproduction, RT-qPCR
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AgNOR - Técnica de coloragdo pela prata das regides organizadoras de nucléolos ANOVA

— Analise de variancia

CG — Grupo controle

FSH - Hormonio foliculo estimulante

GAPDH - Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

GH - Hormonio do crescimento

GHG - Grupo com administragdao de hormonio do crescimento

Ghr — Receptor de GH

GHRH - Hormoénio liberador de GH

GHTG- Grupo com treinamento fisico e com administracdo de horménio do crescimento

IGF — Fator de crescimento semelhante a insulina

LH - Hormonio Luteinizante

NORs - RegiGes organizadoras de nucléolo

PCR - Reagdo em cadeia da polimerase

rhGH - Hormonio do crescimento recombinante humano

RT-gPCR - Reacgdo da transcriptase reversa, seguida de reacdao em cadeia da polimerase
quantitativa

14



TG - Grupo do treinamento
fisico HPRT1 - Proteina

ribossomal

RPS18 - Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase
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1 INTRODUGAO

O hormoénio do crescimento (GH) é um hormonio proteico pleiotrépico que coordena
uma imensa variedade de fungdes fisioldgicas, como a alimenta¢do, o metabolismo, a
osmorregulacdo, o sistema imune e a reproducdo (Bergan-Roller and Sheridan 2018). Esse
hormonio, apesar de seus conhecidos efeitos colaterais, é utilizado de forma indiscriminado
por alguns praticantes de treinamento fisico com o objetivo de obter melhor desempenho

fisico (Cruzat et al. 2008).

A secrecdo hipofisaria do GH exerce seus efeitos biolégicos através da interagdo
entre o GH e seu receptor (GHR), o que leva a producdo hepatica do fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF1), seu principal mediador bioldgico (Salzano et al. 2018). Tanto

0 GH quanto o IGF1tém atividade mitogénica e antiapoptdtica celular (Chae et al. 2015).

O GH regula a expressao génica em diferentes tecidos que expressam o GHR, para
exercer os seus efeitos fisioldgicos, sendo o gene do Igfl o maior alvo transcricional na
maioria dos tecidos. Apesar do IGF1 origindrio do figado executar fungdes endécrinas, o IGF1

produzido localmente também tem importante papel fisioldgico (Chia 2014).

A fungdo do sistema reprodutor masculino é produzir andrégenos como a
testosterona, que mantém a funcdo reprodutiva masculina e promover a espermatogénese
(Gurung and lJialal 2020). O eixo hipotdlamo-hipdéfise-gonadal desempenha um papel
importante na promocdao da maturidade sexual, producdo de espermatozdides e no
desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias (Gurung and lJialal 2020). O
hipotdlamo secreta o hormodnio liberador de GH (GnRH) no sistema portal hipotalamo-
hipofisario para estimular a hipdfise anterior. O GnRH é um hormédnio peptidico liberado

pelos neurdnios hipotalamicos de maneira pulsatil e
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atua nos gonadotrofos da hipdfise anterior através da ligacdo e ativacdo de um receptor de
proteina G, que estimula a hipdfise anterior através da ativacdo do inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) (que aumenta o cdlcio intracelular) para liberar FSH e LH (Gurung and Jialal 2020). Um
desequilibrio no eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadal pode resultar em infertilidade e
hipogonadismo e a perda da funcdo testicular resulta em células de Leydig ou Sertoli
danificadas ou subdesenvolvidas que ndo podem responder a estimulos para manter a

fungdo reprodutiva (Gurung and Jialal 2020).

O IGF1 é sintetizado pela maioria dos tecidos do corpo, se ndo todos, onde exerce
efeitos autdcrinos ou paracrinos (Neirijnck et al. 2019). A regulacdo da producdo hepatica de
IGF1 é complexa e envolve principalmente a funcdo do GH (Neirijnck et al. 2019). O IGF1 tem
sido implicado como um importante biomarcador modulador para o condicionamento fisico
e treinamento para exercicios, hipertrofia, densidade mineral éssea (DMO), alteragbes da
composicao corporal, fungdo cognitiva, mortalidade e cancer (Nindl and Pierce 2010). O GH
age simultaneamente com IGF1 no musculo reduzindo a absor¢ao da glicose, aumentando a
absorcdo dos aminodacidos e aumentando a sintese protéica alcangando o aumento da massa

magra muscular (Mourkioti and Rosenthal 2005).

O IGF2 também ¢é expresso em varios tecidos, incluindo o figado, mas sua producao
hepatica ndo é regulada pelo GH, sendo importante ressaltar que o gene IGF2 / Igf2 exibe
impressao gendmica: em humanos, assim como em outros mamiferos como roedores, o
alelo IGF2 / 1gf2 herdado paternamente é expresso, enquanto o alelo materno é
transcricionalmente silencioso (Neirijnck et al. 2019). Nos camundongos, o Igf2 é expressa
principalmente durante o desenvolvimento embriondrio e cessa algumas semanas apds o
nascimento (Neirijnck et al. 2019). Assim, o IGF2 exerce suas acGes proliferativas e

antiapoptética apenas durante os
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estagios embrionarios e fetais, enquanto o crescimento pds-natal é independente do IGF2
(Neirijnck et al. 2019). Nos seres humanos, no entanto, um padrdo diferente é observado,
uma vez que o IGF1 e o IGF2 permanecem expressos ao longo da vida e foram relatados
como atuantes como moduladores importantes do crescimento muscular e da diferenciagao
(Neirijnck et al. 2019). Apds o nascimento, Igfl e Igf2 sdo expressos de maneira robusta nas
células germinativas, marcadamente na espermatog0Onia, enquanto todas as proteinas de
substrato receptor de insulina s3o encontradas nos testiculos de camundongos adultos
(Neirijnck et al. 2019). Embora a insulina seja produzida principalmente pelas células
pancreaticas, foi recentemente demonstrado que o testiculo também produz insulina, porém,
é a insulina pancreatica, e ndo testicular, que regula o eixo Hipotdlamo Hipofisdrio Gonadal

masculino e, portanto, é essencial para a fertilidade masculina de ratos (Neirijnck et al. 2019).

Tanto o IGF1 como o IGF2, agem por meio do receptor 1 (IGF1R) que também
pertence a familia dos receptores tirosina-quinase. A ligacdo do IGF1 ativa as cascatas de
sinalizacdo intracelular candnica (Kamenicky et al. 2014). O IGF1 é um regulador essencial
para o desenvolvimento, maturacdo e sobrevivéncia de varios tecidos (Uysal et al. 2017). O

IGF1 é produzido pelas células de Sertoli no testiculo (lliadou et al. 2015).

IGF1 tem influencia na producdo e secrec¢do esteroidogénica testicular (Shimonovitz
et al. 1993). Além disso, em ratos, a privacdo de GH por inibidor do fator liberador de GH
causa atraso na maturidade sexual, caracterizado pela presenga de poucos ou nenhum
espermatozdide (Arsenijevic et al. 1989). A deficiéncia de GH também afeta a sintese e
secre¢do de Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) (Arsenijevic et al. 1989). O testiculo é mais
responsivo as gonadotrofinas depois do tratamento com GH e IGF1 em camundongos

(Shimonovitz et al. 1993).
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O exercicio fisico € uma condicdo bem reconhecida que estimula naturalmente a
liberacdo de GH e GHRH (hormonio liberador de GH) na circulagdo (Ribeiro de Oliveira Longo
Schweizer et al. 2018) e pode exercer efeitos benéficos ou prejudiciais para a reproducdo
masculina, dependendo dos varios parametros inerentes ao tipo de exercicio: tipo,

intensidade, volume, objetivo ou organiza¢do (Vaamonde et al. 2017).

Pesquisas anteriores sugerem que o treinamento de restricio de fluxo sanguineo
pode causar aumento dos niveis de hormonios relacionados a hipertrofia muscular, como o
GH e IGF-1(Amani-Shalamzari et al. 2020). A maioria das pesquisas anteriores utilizou a
restricdao de fluxo sanguineo em conjunto com protocolos de treinamento aerdbico de baixa
intensidade (<40% VO2max) ou de treinamento de resisténcia (<30% uma repeticdo maxima
(1RM)) e relatou melhorias nas enzimas oxidativas, VO2max, tempo de exercicio até a

exaustdo e aumento do musculo, hipertrofia e forca (Amani-Shalamzari et al. 2020).

A realizacdo do experimento se justifica para analisar se o uso de GH em ratos machos
haveria multiplicagdo celular e se 0 uso do GH juntamente com o treinamento resistido
afetaria geneticamente o sistema reprodutor masculino. A relevancia clinica se dad por nao
haver literatura e estudos publicados desta natureza na atualidade. O estudo é pioneiro na
avaliagdo dos aspectos moleculares suplementados com GH e treinamento resistido a curto

prazo.

O objetivo do presente estudo foi investigar a proliferacdo celular e a expressao génica
de genes ligado a multiplicagdo celular em testiculos de ratos Wistar que foram submetidos ao

hormonio do crescimento sob treinamento resistido.

19



20

2. METODOS

2.1 Delineamento experimental
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Figura 1 - Delineamento experimental

2.1.1 Separacgéo dos grupos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNOESTE (numero 5167). Foram utilizados 32 ratos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem
Wistar, com idade de 70 dias, com peso médio de 235,27+15,21 gramas, no inicio do
experimento. Os animais foram mantidos em caixas, com 3 a 4 animais/caixa, recebendo
agua e racdo Supralab® (Supra, empresa Alisul, Brasil) ad libitum, em local com temperatura

ambiente entre 20 e 30°C e com luz controladaem ciclo de 12 horas (claro-escuro).
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Os animais foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos: CG (grupo controle;
n=8), GHG (grupo de animais que receberam GH; n=8), TG (grupo de animais que praticaram
treinamento resistido em agua; n=8) e GHTG (grupo de animais que praticaram treinamento

resistido em dgua e receberam GH; n=8).

2.1.2 Aplicagao de GH

No grupo GH foi utilizado 0,2 Ul/Kg de GH recombinante humano (Saizen® ; Merck,
Brasil), seguindo o protocolo de Kaminsky et al. (2012) e Junqueira et al. (2016). A
administracdo foi realizada, por via subcutanea sempre no mesmo horério, 3 vezes/semana,
em dias alternados, durante 30 dias; os animais do grupo Controle e do Grupo Treinamento

receberam solugao fisioldgica (0,9% de cloreto de sédio) em volume similar.

2.1.3 Treinamento resistido

O periodo de adaptacéo foi realizado a cada dois dias por uma semana e consistiu em
uma série de 10 saltos verticais no primeiro dia, duas séries de 10 saltos no segundo dia e trés
séries de 10 saltos no terceiro dia com coletes acomodados na regido anterior ao térax que
continham uma sobrecarga de metal de 50% do peso corporal; com intervalo de um minuto

entre as séries.

O treinamento ocorreu dentro de um tubo de policloreto de vinila de 25 cm de
didmetro com 38 cm com agua aquecida (30°C). Os animais eram pesados, em uma balanga
de precisdo (Modelo BT 8000, Marca Gehaka, Brasil), a cada dois dias de treinamento
resistido a fim de recalcular a sobrecarga do colete. Apds o periodo de adaptagao, os animais
foram submetidos ao treinamento resistido que consistiu de 4 séries de 10 saltos com

intervalo de 1 minuto entre cada série, por meio de um protocolo de saltos verticais na dgua,



3 vezes/semana, em dias alternados, por 30 dias consecutivos, como descrito por Malheiro
et al. (2009) e Castoldi et al (2017, 2019a). Apds a pratica do treinamento fisico era realizada

a secagem dos ratos com toalhas, para retornarem as suas caixas.

2.1.4 Eutanasia

Ao final de 4 semanas, os animais foram anestesiados com Tiopental sédico na dose de
0,05mL/Kg e induzidos a morte por exsanguinacdo. Um dos testiculos de cada animal foi
colocado em solugdo de Davidson (acido acético P.A. - 10 mL, Formaldeido (37-40%) - 20 mL,
Etanol a 95% - 30 mL e 4gua destilada - 30 mL) por 24 horas, a seguir foram lavados em agua
corrente e entdo fixados em dlcool 702 para posterior confeccdo de laminas. O outro testiculo

foi armazenado e acondicionado em 1 mL de TRIzol® (Invitrogen®) em freezer a -80°C.

2.1.5 Analises histoldgicas

Para a confecgdo das laminas, o material foi incluso em parafina e obtidos cortes de 5
um de espessura (Micrétomo rotativo, mod. 820, American Optical N- 45387, USA). As
laminas foram confeccionadas e submetidas a coloracdo de AgNOR (Técnica de coloragdo
pela prata das regiGes organizadoras de nucléolos). A técnica AgNOR avalia as NORs de
cromossomos ativos durante o ciclo celular e o nimero ou area das NORs mostram a
atividade proliferativa do ciclo (Murray 2004). As proteinas que s3o coradas pela prata
aparecem ao microscépio como pontos pretos dentrodos nucléolos, que podem ser contados
de acordo com o numero de pontos por célula diretamente ao microscdpio ou avaliados
guanto a morfometria em analisador de imagem, sendo esse Ultimo um método mais rapido

e preciso (Treré 2000). A capacidade de corar os NORs pela prata é influenciada por varios



fatores, como métodos de fixagao e duragdo da exposicao a diferentes temperaturas (Trere
2000). Esse modelo de marcacdo AgNOR possui um grande valor para diagndstico e
progndstico de tumores, pois quanto maior o grau de malignidade, maior o nimero e menor

o tamanho de AgNORs presentes dentro do nucleo (Crocker et al. 1989).

As dreas dos nucleos celulares e dos NORs, ou seja, pontos marrom- acastanhados no
interior dos nucleos, foram mensuradas em 10 células testiculares dos tubulos seminiferos,
em 10 campos aleatérios de cada animal, em aumento de 1000x. A técnica histoquimica do
AgNOR consiste na coloragdo pela prata das proteinas associadas as regides organizadoras

nucleolares (NORs).

2.1.6 Analise da expressao génica

Para a andlise da PCR em tempo real foram utilizados os testiculos dos ratos
coletados e imersos em TRIzol® (ThermoFisher Scientifice). Os tecidos armazenados foram
triturados em homogeneizador de tecidos (Homomixe) e submetidos ao protocolo de
extracdo do TRIzole (ThermoFisher Scientifice) de extracdo total. A concentragdo do RNA total
recuperado foi mensurada por espectrofotometria (Eppendorf BioPhotometer® plus,
Hamburg, Germany). Todas as amostras de RNA total foram tratadas com DNAse antes de
serem submetidas a transcricdo reversa (RT) seguida da reagdo em cadeia da polimerase
quantitativa (qPCR), conforme as instru¢des do protocolo DNAse | — Amplification Grade
(Invitrogene). A RT foi realizada utilizando o protocolo da SuperScript lll (Invitrogen®) seguindo

protocolo do fabricante utilizando OligoDT como oligonocleotideo iniciador.

A gPCR foi realizada para a analise quantitativa da expressdo génica relativa. Como
controle interno das reagdes de gPCR foram utilizados os genes enddgenos Hipoxantina-

guanina fosforribosiltransferase (Rps-18), Proteina ribossomal (Hprt-1) e Gliceraldeido-3-
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fosfato desidrogenase (Gapdh) a fim de normalizar os resultados obtidos para o gene-alvo.
Os oligonucleotideos iniciadores (“primers”) para os genes- alvo (Ghr, Igfl e Igf2) e os
controles enddgenos foram obtidos de ensaios ja padronizados a partir de sequéncias de

ratos (Primer TagMan GHR, GeneBank

NM_017094.1, produto 92pb, Primer TagMan RPS18, GeneBank NM_213557.1, produto
62pb, Primer TagMan HPRT-1, GeneBank NM_012583.2, produto 64 pb, Primer TagMan
GAPDH, GeneBank NM_017008.3, produto 175pb, Primer Tag-Man IGF1l, GeneBank
NM_001082477.2, produto 69pb, Primer Tag-Man IGF2, GeneBank NM_001190162.1,
produto 74pb) (Tabela 1). As reacOes foram realizadas utilizando o sistema TagMan®

(Applied Biosystems, Foster, USA).

As PCRs foram conduzidas em duplicatas para cada amostra e a expressdo foi
determinada pela quantificacdo em relacdo ao gene enddgeno (Labnet MultiGene™
Gradient PCR Thermal Cycler, New Jersey, USA). O célculo das eficiéncias para os genes alvo e
controle foi feito por meio do programa “LinRegPCR”. Para isso, considera-se a eficiéncia
média com base na curva de amplificacdo individual de cada amostra. Para quantificacdo

relativa das amplificagdes foi empregado o método de Pfaffl (2001).

2.2 Analises estatisticas

Os dados foram analisados quanto ao pressuposto de normalidade empregando-se o
teste de Shapiro-Wilk. As varidveis foram submetidas ao teste andlise de variancia (ANOVA)
para comparar as médias dos quatro grupos, seguida do teste de Tukey. Os programas
computacionais utilizado apara a andlise estatistica foram o NormFinder e o Biostatic. O nivel

de significancia adotado para todas as comparacgdes foi de p<5%.
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3. RESULTADOS

Nao houve diferenca significativa entre os grupos na média de peso dos animais nem
no inicio (p=0,7400) nem no final (p=0,2579) do experimento. Porém, houve diferenca
significativa entre os grupos na média de ganho de peso dos ratos. O GHG teve maior ganho
de peso que os demais (Figura 2). A média de peso médio dos testiculos foi maior no grupo

GHG (p=0,0313) que no grupo GHTG (Figura 3).

Nao houve diferenca entre os grupos estudados nas areas dos nucleos, nas dreas de
NOR, no nimero de NOR, na area total de NOR por nucleo e na razdo da area do nucleo pela

area de NOR (p>0,05) dos tubulos seminiferos (Tabela 2).

Foram testados trés genes enddgenos, Hprtl, Rpsl8 e Gapdh e a combinag¢do dos
enddgenos Hprtl e Rps18 apresentaram melhor estabilidade neste modelo experimental.
N3o houve diferenca significativa na expressdo génica relativa de Ghr (Figura 4), Igf1 (Figura

5) e Igf2 (Figura 6).
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4. DISCUSSAO

Os animais do GHG apresentaram maior ganho de peso no més experimental que os
demais grupos, provavelmente devido a aplicagdo do GH na auséncia do treinamento fisico.
A aplicacdo GH leva a um aumento de massa magra, diminui¢cdo de massa gorda e aumento
na densidade dssea em humanos deficientes de GH (Balercia et al. 2011), que poderiam
justificar um maior peso corporal. Porém, em ratos com producdao normal de GH o
treinamento resistido é mais eficiente que a aplicacdo de GH no aumento da densidade
(Caetano et al. 2019; Castoldi et al. 2019b) e ndo diferiu do GH no aumento de fibras

musculares (Castoldi et al. 2017).

Os efeitos no GH no metabolismo sdo exaustivamente estudados, porém os efeitos
do GH nas génadas s3o pobremente compreendidos (Chandrashekar et al. 1999). E relatado
gue o GH tem influéncia na fertilidade masculina, pois esta envolvido na gametogénese e na
esteroidogénese e a resisténcia ao GH pode levar a azoospermia e infertilidade em homens

(Balercia et al. 2011).
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Os animais do GHG apresentaram maior peso testicular que os do GHTG e ndo
diferiram dos demais grupos. E possivel que o treinamento fisico tenha alterado o
metabolismo desses animais e que eles ndo tenham respondido da mesma forma ao GH
exdgeno. O GH quando administrado a camundongos andes induz aumento do ganho de
peso e aumento de varios 6rgdos, incluindo os testiculos (Chatelain et al. 1991). Sabe-se que
o GH é um potente anabolizante e que leva a proliferacao celular, angiogénese e pode levar
ao desenvolvimento de cancer em muitos tipos celulares (De Santi et al. 2019), por isso a
necessidade de se verificar a proliferacdo testicular e a expressdao dos genes envolvidos na
proliferagdo testicular apds a descoberta da diferenca nos pesos testiculares. E importante
ressaltar que os ratos do presente estudo ndo eram deficientes de GH como os

camundongos andes e sua resposta a aplicacdo de Gh também pode ser diferente.

Quando se analisou as areas e quantidade de NOR e sua relagdo com a area nuclear,
nenhum efeito dos tratamentos na proliferacdo celular foi observado nos testiculos. Em
estudo com tumor venéreo transmissivel canino foi verificado que quanto maior o niumero
de pequenas NORs, maior era a atividade proliferativa da célula, com tumores na fase de
crescimento apresentando maior nimero médio de NOR no interior do nucleo comparado os
TVTs regressivos, constatando-se que o nimero e a area das NORs representam parametros
que refletem o grau da atividade proliferativa das células (Santos et al. 2011). As NORs com
maior area e em menor quantidade indicam menor proliferagdo celular, enquanto que NORs

menores e em maior quantidade indicam maior proliferacdo celular (Silva et al. 2003).

Constitui um recurso para analisar a proliferacdo celular, uma vez que estas

estruturas estdo relacionadas com o nivel de atividade celular e nuclear. Nas células

27



em proliferacdo, aumenta o nimero de NORs, tornando-se possivel a relacdo entre a

contagem de NORs e a proliferacdo celular (Derenzini 2000).

O aumento no peso testicular pode ser devido a uma alteragdo no nimero de células
de Leydig que aumentam sua resposta aos hormonios gonadotréficos em camundongos
andes (Chatelain et al. 1991). A proliferacdo testicular do presente estudo foi verificada nos
tubulos seminiferos (células germinativas e células de Sertoli) para verificar altera¢gdes na

producdo espermatica e ndo nas células de Leydig.

Em muitos estudos, as criangas com deficiéncia de GH e tratadas com o hormonio
recombinante ndo tiveram qualquer efeito no desenvolvimento testicular ou na sua fungao
(Balercia et al. 2011). Entretanto, em outro estudo, foi demonstrado que 4 criangas que
tinham baixa estatura e nenhuma deficiéncia de GH e foram tratadas com esse horménio
apresentaram reduzido volume testicular e disfuncdo testicular enddcrina e exdcrina, houve
reducdo do volume testicular nesses meninos durante o tratamento, sem qualquer causa

clinica dessas alteracGes (Bertelloni et al. 1999).

No presente estudo ndo se observou o efeito do exercicio fisico no peso dos
testiculos, nem na proliferacdo celular do testiculo. O exercicio fisico é um potente
modulador da liberagdao de hormoénios em um grande numero de atletas e tem sido
amplamente estudado como um estimulo da secrecdao hormonal. Em particular, o estresse
fisico tem uma gama de efeitos sobre o hipotalamo-hipdfise-gonadas, dependendo do tipo,
intensidade e duracdo da atividade, e das boas condigdes fisicas do individuo (De Souza et al.
1994; De Souza and Miller 1997). Em relagdo ao efeito do exercicio fisico no testiculo, os
dados da literatura sao conflitantes, alguns autores relatam o aumento do estresse oxidativo
e da apoptose nas células testiculares (Manna et al. 2003; Shokri et al. 2009) com diminui¢ado
no peso dos testiculos e das glandulas acessdrias (Shokri et al. 2009), outros autores

descrevem uma atividade
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antioxidante no testiculo, com protecao aos efeitos deletérios da idade (Somani and Husain
1996) e da ingestdo de dlcool (Husain and Somani 1998) na fungao testicular. Aparentemente,
a intensidade e a modalidade de exercicio fisico determinam se havera um efeito de estresse
oxidativo com peroxidagdo lipidica ou antioxidativo das células testiculares (Aitken and

Roman 2008).

Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos na expressao dos genes
proliferativos estudados (Ghr, do Igfl e Igf2) nos testiculos. Sabe-se que o aumento do
GH/IGF1 plasmatico leva a um aumento da proliferaco celular e do risco de cancer (De Santi et
al. 2019). Porém nosso estudo avaliou o IGF1 de produgdo local testicular, e a expressao desse
gene nao foi alterada pelos tratamentos. O IGF1 testicular é produzido por células de Leydig
e de Sertoli (Balercia et al. 2011). Bertelloni et al. (1999) sugerem em seu estudo que uma
hiperestimula¢do dos testiculos na puberdade com GH em individuos com produg¢do normal
pode levar a alteragdes na producdo local de peptideos e esteroides resultando em
desenvolvimento testicular comprometido. Os ratos do presente estudo ja eram
considerados maduros sexualmente, pois ja tinham mais de 70 dias de idade, a puberdade é
dos 40 aos 60 dias de idade em ratos (Quinn 2005), entdo nenhuma alteracdo foi observada

na expressao de Ghr, Igfl ou Igf2.

Apesar de nenhuma alteragdo na expressado do /gf1 local, sabe-se que o GH pode agir
no testiculo por meio de seu mediador IGF1 sérico, no qual aumenta o nimero de receptores
de LH nas células de Leydig em camundongos (Chatelain et al. 1991) aumentando a produgao
de testosterona (Balducci et al. 1993). Aparentemente, o IGF1 leva a uma modulag¢do das
gonadotrofinas testiculares e que o IGF1 local é regulado pelas gonadotrofinas em células in

vitro (Chatelain et al. 1991).
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Em roedores machos o GH é liberado em forma de rajadas com longos intervalos
sem secrecao de GH, que sdo chamados de vales, entdo a forma de administracdo do GH
interfere na sua acdo. Quando comparado o GH administrado duas vezes ao dia (forma
pulsatil) ou em infusdo continua, a forma pulsatil obteve maiores respostas no ganho de

peso dos animais e na expressdo génica de Igfl em outros érgaos (Walser et al. 2014).

E relatado que quando o GH liga-se ao GHR em células do figado e na maioria das
células organicas induz uma série de eventos que acabam resultando na produgdo do IGF1 e
IGF2 (Gomes, R. J.; Caetano, F. H.; Hermini, H. A.; Rogatto 2003). Os efeitos fisioldgicos de
sobrevivéncia, proliferacao, diferenciacdo celular do IGF1 e IGF2 sdo mediados via ativagao
de seu receptor do tipo tirosina quinase (Ozdamar et al. 2018). No geral, IGF1 tem um papel
significativo no crescimento e IFG2 é relacionado ao desenvolvimento embrionario, mas isso
nado é bem verdade em se tratando de érgdos reprodutivos que apresentam diferenciacdo e

proliferac3o celular por toda a vida reprodutiva (Ozdamar et al. 2018).

Camundongos knockout que ndo tem o gene do receptor de GH apresentam menor
fertilidade e menor producdo de testosterona (Chandrashekar et al. 1999). Apesar da
auséncia de acdo de GH ser importante na fertilidade dos machos, sua maior concentracao
parece ndo alterar a espermatogénese em ratos maduros sexualmente, pois no presente
estudo a administracdo de GH ou o treinamento resistido ndo alteraram a expressdo génica
de Ghr, Igfl ou Igf2 nos testiculos, nem a proliferacdo celular dos tubulos seminiferos
(Arsenijevic et al.1989). Observaram que o tratamento com GH em homens com severa
oligoespermia idiopdtica ndo provoca aumento ou diminui¢cdo na contagem espermatica (Lee

et al. 1995).

Como limitacdes do presente estudo, podemos apontar a auséncia de contagem

espermatica e de dosagem dos hormonios sexuais.
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5. CONCLUSAO

A aplicacdo de GH e o treinamento resistido a curto prazo ndo alteram a proliferagao

celular testicular nem a expressdo génica de Ghr, Igf1 e Igf2 nos testiculos de ratos Wistar.
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Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores (“Primers”) do genes-alvos, fator de crescimento

semelhante a insulina 1 e 2 (/gf1 e Igf2) e receptor do hormdnio de crescimento (Ghr) e dos

genes  enddgenos, proteina

ribossomal  S18  (Rps18),

hipoxantina-guanina

fosforribosiltransferase (Hprt1) e proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh) que

foram utilizados na RT-gPCR.

Primers GeneBank Produto
Primer TagMan GHR NM_017094.1 92pb
Primer TagMan RPS18 NM_213557.1 62pb
Primer TagMan HPRT-1 NM _012583.2 64pb
Primer TagMan GAPDH NM _017008.3 175pb
Primer Tag-Man IGF1 NM_001082477.2 69pb

Primer Tag-Man IGF2

NM_001190162.1

74pb
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Figura 2 — Média * erro padrdo de ganho de peso (g) dos ratos Wistar nos diferentes grupos
experimentais (n=8) no periodo de 30 dias. CG (Grupo controle), GHG (animais submetidos a
administracdo de 0,2UIl/Kg de hormoénio do crescimento, 3 vezes por semana em dias
alternados), TG (animais submetidos ao treinamento resistido de 4 séries de 10 saltos em
agua com 50% do peso do animal, 3 vezes por semana em dias alternados), GHTG (animais
submetidos ao treinamento resistido e a aplicagdo de hormonio do crescimento). Letras

diferentes representam diferencas significativas (p = 0.0176). ANOVA seguida de Tukey.
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Figura 3 - Média + erro padrdo do peso médio dos testiculos (g) dos ratos Wistar nos diferentes
grupos experimentais (n=8) no periodo de 30 dias. CG (Grupo controle), GHG (animais submetidos
a administracdo de 0,2Ul/Kg de hormdnio do crescimento, 3 vezes por semana em dias
alternados), TG (animais submetidos ao treinamento resistido de 4 séries de 10 saltos em agua
com 50% do peso do animal, 3 vezes por semana em dias alternados), GHTG (animais submetidos
ao treinamento resistido e a aplicagdo de hormodnio do crescimento). Letras diferentes

representam diferencas significativas (p = 0.0313). ANOVA seguida de Tukey.
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Tabela 2 - Média * erro padrdo das areas dos nucleos, areas das NOR, nimero de NOR, area
total de NOR e da razdo entre a drea do nucleo e a area de NOR dos ratos Wistar nos
diferentes grupos experimentais no periodo de 30 dias. CG (Grupo controle), GHG (animais
submetidos a administragcdo de 0,2Ul/Kg de horménio do crescimento, 3 vezes por semana
em dias alternados), TG (animais submetidos ao treinamento resistido de 4 séries de 10
saltos em agua com 50% do peso do animal, 3 vezes por semana em dias alternados), GHTG
(animais submetidos ao treinamento resistido e a aplicacdo de hormonio do crescimento). Ndo

houve diferenca significativa entre os grupos pela ANOVA (p>0,05).

Grupos experimentais

CG GHG TG GHTG

Areas 18852,4+3776,0 20135.6+4156,4 24874.8+5656,7 19057,2+3461,9
dos
nucleos

(um2)

Areas 40,3945,74 39,30+6,44 56,91£10,57 56,68+12,45
das NOR

(Mm2)

Numero 3,09+0,18 3,16+0,26 3,16+0,32 3,24+0,44
de NOR

Areatotal 118,97+15,25 114,70+17,04 159,66+23,21 148,41+26,91
das NOR

(Hm2)

Area dos 147.10+18.36 163.94+23.48 138.56+19.99 128.48+15.63
nucleos /

areas de

NOR

(UmM2)
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Figura 4 — Média * erro padrdao da média da expressdo génica relativa de Ghr em testiculos
de ratos que foram submetidos aos grupos experimentais: CG (Grupo controle, n=5), GHG
(animais submetidos a administracdo de 0,2Ul/Kg de horménio do crescimento, 3 vezes por
semana em dias alternados, n=7), TG (animais submetidos ao treinamento resistido de 4
séries de 10 saltos em 4dgua com 50% do peso do animal, 3 vezes por semana em dias
alternados, n=7), GHTG (animais submetidos ao treinamento resistido e a aplicagdo de
hormonio do crescimento, n=7). A combinag¢do dos endégenos HPRT-1 e RPS-18 foi utilizada
para a normalizagdo dos dados. Ndo foram encontradas diferengas entre os grupos pela

ANOVA (p = 0.5645).
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Figura 5 — Média * erro padrdo da média da expressdo génica relativa de Igfl em testiculos
de ratos que foram submetidos aos grupos experimentais: CG (Grupo controle, n=5), GHG
(animais submetidos a administracdo de 0,2Ul/Kg de horménio do crescimento, 3 vezes por
semana em dias alternados, n=7), TG (animais submetidos ao treinamento resistido de 4
séries de 10 saltos em 4dgua com 50% do peso do animal, 3 vezes por semana em dias
alternados, n=7), GHTG (animais submetidos ao treinamento resistido e a aplicacdo de
hormonio do crescimento, n=7). A combinac¢do dos enddgenos HPRT-1 e RPS-18 foi utilizada
para a normalizagdo dos dados. Ndo foram encontradas diferengas entre os grupos pela

ANOVA (p= 0,6099).
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Figura 6 — Média * erro padrao da média da expressao génica relativa de Igf2 em testiculos
de ratos que foram submetidos aos grupos experimentais: CG (Grupo controle, n=5), GHG
(animais submetidos a administra¢do de 0,2Ul/Kg de hormdnio do crescimento, 3 vezes por
semana em dias alternados, n=7), TG (animais submetidos ao treinamento resistido de 4
séries de 10 saltos em agua com 50% do peso do animal, 3 vezes por semana em dias
alternados, n=7), GHTG (animais submetidos ao treinamento resistido e a aplicacdo de
hormonio do crescimento, n=7). A combinac¢do dos endégenos HPRT-1 e RPS-18 foi utilizada
para a normalizagdo dos dados. Ndo foram encontradas diferengas entre os grupos pela

ANOVA (p = 0.4656).
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INVITED

REVIEWS, LETTERS TO THE EDITOR, AND REPLIES.

INSTRUCTIONS FOR INVITED REVIEWS

THE EUROPEAN JOURNAL OF APPLIED PHYSIOLOGY (EJAP) NOW PUBLISHES INVITED REVIEWS
ONLY. THE JOURNAL WELCOMES TOPICS FROM PHYSIOLOGICAL MECHANICS,
BIOCHEMISTRY, ENDOCRINOLOGY, ERGONOMICS, IMMUNOLOGY, MOTOR CONTROL,
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- NO LIMITATION TO NUMBER OF REFERENCES
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THE LETTER OR COMMENT WILL BE PUBLISHED WITHOUT RESPONSE. LETTERS AND
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ARTICLE REQUIREMENTS

TO FACILITATE RAPID PUBLICATION MANUSCRIPTS SHOULD BE PREPARED CAREFULLY IN
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"THIS ARTICLE IS PUBLISHED AS PART OF THE SPECIAL ISSUE ON [TITLE OF THE SPECIAL
ISSUE]"

MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before;
that it is not under consideration for publication anywhere else; that its publication has been
approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or
explicitly — at the institute where the work has been carried out. The publisher will not be
held legally responsible should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published
elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print
and online format and to include evidence that such permission has been

granted when submitting their papers. Any material received without such evidence will be
assumed to originate from the authors.

Online Submission

Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your manuscript
files following the instructions given on the screen.

Please ensure you provide all relevant editable source files. Failing to submit these source files
might cause unnecessary delays in the review and production process.

Author Contribution Statement

Authors must provide a short description of the contributions made by each listed author
(please use initials). This will be published in a separate section in front of the
Acknowledgments.

For example: AM and DB conceived and designed research. AM and BB conducted
experiments. GR contributed new reagents or analytical tools. AM and GR analyzed data. AM
wrote the manuscript. All authors read and approved the manuscript.

TITLE PAGE

Title Page

The title page should include:

The name(s) of the author(s)
A concise and informative title

The affiliation(s) of the author(s), i.e. institution, (department), city,
(state), country

A clear indication and an active e-mail address of the corresponding author
If available, the 16-digit ORCID of the author(s)
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If address information is provided with the affiliation(s) it will also be published.
For authors that are (temporarily) unaffiliated we will only capture their city and country of
residence, not their e-mail address unless specifically requested.

Abstract

Please provide a structured abstract of 150 to 250 words which should be divided into the
following sections:

Purpose (stating the main purposes and research question)
Methods

Results

Conclusion

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Abbreviations

Authors are allowed to use abbreviations when appropriate, but these should be used
sparingly. Abbreviations should be defined at first mention in the text and supplied as a list,
in alphabetical order, to be included after the keywords, e.g.

ANOVA Analysis of variance
EMG Electromyography
MVC Maximal voluntary contraction

If there are no abbreviations, state "None" in the Abbreviation list.
Specific remarks on Abstract

The sections should describe briefly and concisely the background and aim/hypothesis of the
investigation, the most important methods, the major results and the conclusions drawn.
Major results should be presented quantitatively where appropriate, and changes reported
must be expected to be statistically significant (e.g. write "endurance time increased froma b
to c + d min" and not "endurance time increased (P < 0.01)"). The conclusion should highlight
the physiological significance of the study and not be a repetition of the results. The abstract
should not contain any undefined abbreviations and references may not be cited.

TEXT

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.
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Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.
Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages. Do
not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.
Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

LaTeX macro package

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Result section

The results should describe the experimental findings in a way that it is easy to read. The text
should be comprehensible to scientifically interested persons, who are not necessarily
specialists in the particular field of the investigation. Thus, the text in the results section
should be presented with focus on physiology and the outcome of statistical analyses should
generally be limited to those used to test specified hypotheses. We encourage inclusion of
complete statistical analyses and full data sets at the individual level, but these should be
presented in tables or as Electronic Supplementary Material (ESM).

Figures should, if possible, include original records obtained during the actual experiments,
and not simply group-mean responses. For instance, representative original records provide
a good indication of the signal-to-noise relation and they can be used to show how
measurements were performed. Moreover, the inclusion of original records is an excellent
way of illustrating complex differences between groups.

Conclusions section

Authors should provide concise conclusions to their work and are encouraged to put their
results into a wider physiological context. The conclusions must not just be a repetition of
the results.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section on the
title page. The names of funding organizations should be written infull.
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Please always use internationally accepted signs and symbols for units (SI units).
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published or accepted for publication. Personal communications and unpublished works
should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a
reference list.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each
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Book
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Online document
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Dissertation
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If you are unsure, please use the full journal title.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-
text citations and reference list.

EndNote style (zip, 2 kB)

Please note:

The Editors-in-Chief higly disapprove of using dissertations as primary sources.

TABLES

- All tables are to be numbered using Arabic numerals.
- Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

- For each table, please supply a table caption (title) explaining the
components of the table.

- ldentify any previously published material by giving the original source
in the form of a reference at the end of the table caption.

- Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case
letters (or asterisks for significance values and other statistical data)
and included beneath the table body.

ARTWORK

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your
artwork — photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then be
produced to the highest standards with the greatest accuracy to detail. The published work
will directly reflect the quality of the artwork provided.

Electronic Figure Submission

- Supply all figures electronically.
- Indicate what graphics program was used to create the artwork.

- For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please
use TIFF format. MS Office files are also acceptable.

- Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
- Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g.,

Fig1.eps. Line Art
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Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and
lettering within the figures are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should
have a minimum resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in

the files. Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using
scale bars within the figures themselves.
Halftones should have a minimum resolution of

300 dpi. Combination Art
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones
containing line drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for print and online publication.
Color illustrations should be submitted as RGB.

Figure Lettering

- To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

- Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork,
usually about 2-3 mm (8-12 pt).

- Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do
notuse 8-pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

- Avoid effects such as shading, outline letters, etc.
- Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more
figures, continue the consecutive numbering of the main text. Do not
number the appendix figures, "A1, A2, A3, etc." Figures in online
appendices (Electronic Supplementary Material) should, however, be

numbered separately.

Figure Captions

- Each figure should have a concise caption describing accurately what
the figure depicts. Include the captions in the text file of the
manuscript, not in the figure file.



Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the
figure number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any
punctuation to be placed at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use
boxes, circles, etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in
theform of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For large-sized journals the figures should be 84 mm (for double-
column text areas), or 174 mm (for single-column text areas) wide and
not higher than 234 mm.

For small-sized journals, the figures should be 119 mm wide and not
higher than 195 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware
that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not be able
to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases,
material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures,
please make sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-
speech software or a text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying
information (color-blind users would then be able to distinguish the
visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least4.5:1

https://www.springer.com/authors/manuscript+guidelines?SGWID=0-40162-6-
795169-0
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