. &
Instituto de A% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ﬂ
Biociéncias u nes <J0LIO DE MESQUITA FILHO"

Unesp Botucatu Campus de Botucatu

Ciéncias Biomédicas
uuuuuuuuu

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

INFLUENCIA DA OBESIDADE E DO EXERCICIO AEROBICO
SOBRE PARAMETROS ESPERMATICOS QUANTITATIVOS
EM CAMUNDONGOS

MARIA BEATRIZ RAMOS

BOTUCATU -SP
2024



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

INFLUENCIA DA OBESIDADE E DO EXERCICIO AEROBICO
SOBRE PARAMETROS ESPERMATICOS QUANTITATIVOS
EM CAMUNDONGOS

MARIA BEATRIZ RAMOS

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado ao
Instituto de Biociéncias, Campus de Botucatu,
UNESP, para obten¢&o de Bacharel em Ciéncias
Biomédicas.

Orientador: Prof. Dr. Erick José Ramo da Silva

Coorientador: Dr. Célio Junior da Costa
Fernandes

BOTUCATU -SP
2024



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRB 8/7500

Ramos, Maria Beatriz.
Influéncia da obesidade e do exercicio aerdbico sobre
pardmetros espermdticos quantitativos em camundongos / Maria

Beatriz Ramos. - Botucatu, 2024
Trabalho de conclusdo de curso (bacharelado - Ciéncias
Biomédicas) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),

Instituto de Biociéncias, Botucatu
Orientador: Erick José Ramo da Silva
Coorientador: Célio Junior da Costa Fernandes
Capes: 20701004

1. Exercicios aerdbicos. 2. Fecundidade. 3. Homens -
Infecundidade. 4. Obesidade. 5. Reproducéo.

Palavras-chave: Exercicio aerdbio; Fertilidade masculina;
Infertilidade; Obesidade; Reproducgéo.




MARIA BEATRIZ RAMOS

INFLUENCIA DA OBESIDADE E DO EXERCICIO AEROBICO
SOBRE PARAMETROS ESPERMATICOS QUANTITATIVOS
EM CAMUNDONGOS

Trabalho de Conclusdo de Curso,
apresentado a Universidade Estadual
Paulista, como parte das exigéncias para
a obtencao do titulo de Bacharel, do curso
de Graduacao em Ciéncias Biomédicas.

Botucatu, 03 de dezembro de 2024.

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

b ERICK JOSE RAMO DA SILVA
g ol Data: 03/12/2024 16:56:06-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Erick José Ramo da Silva
Departamento de Biofisica e Farmacologia, IBB/JUNESP

Documento assinado digitalmente

b MARCIA GUIMARAES DA SILVA
g ! Data: 03/12/2024 13:19:17-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Marcia Guimaraes da Silva
Departamento de Patologia, FMB/UNESP

Documente assinado digitalmente

b LUCIANE ALARCAO DIAS MELICIO
g » Data: 04/12/2024 14:30:15-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Luciane Alarcdo Dias-Melicio
Departamento de Patologia, FMB/UNESP



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por ter sido meu sustento e fonte de forca ao longo da
graduacéo, ajudando-me a superar cada adversidade e a aproveitar oS momentos de

alegria que esse percurso me proporcionou.

Ao0s meus pais, agradeco profundamente pela luta para que eu tivesse acesso
a uma educacao de qualidade. Em especial, a minha mae, minha maior inspiracao,

por ter me acalmado em momentos de desespero e por sempre ser meu alicerce.

A minha irma, agradeco por estar ao meu lado nos momentos dificeis, me
ajudando a espairecer quando mais precisei e por cuidar com tanto carinho de Betina

em minha auséncia.

Agradeco aos meus familiares, pelo amor e apoio incondicionais. Serei
eternamente grata por sempre me incentivarem durante a graduacdo e por

compreenderem a minha auséncia enquanto eu me dedicava aos estudos.

Ao meu querido namorado Felipe, meu melhor amigo, sou grata por sua
paciéncia, companheirismo e por sempre me confortar e aconselhar nos momentos

em que mais precisei de apoio.

Agradeco aos amigos que fiz durante esses anos de faculdade. Obrigada por
todos os conselhos, companheirismo e risadas. Compartilhar essa jornada com vocés

foi uma experiéncia incrivel!

Agradeco a toda equipe do Laboratério de Farmacologia da Reproducéo e
Andrologia pela dedicagdo em transmitir tantos conhecimentos. Sem ddvida, todos
esses aprendizados foram essenciais para minha formacéo académica, profissional e

pessoal.

Agradeco especialmente ao meu orientador, Prof. Dr. Erick. J. R. Silva, e ao
meu coorientador, Dr. Célio J. C. Fernandes, por todos ensinamentos valiosos e por
toda confianca depositada em meu potencial. Sem o apoio de vocés, eu ndo teria
alcancado essa etapa. Foi um privilégio ter tido a orientacdo de profissionais tao
dedicados e inspiradores!

Agradeco ao Instituto de Biociéncias da Unesp de Botucatu por todo o suporte

durante a graduacgéo, em especial ao corpo docente, servidores e funcionarios.



RESUMO

A obesidade esta associada ao acumulo de tecido adiposo, além de aumento de
estrogénio e a reducdo de testosterona, o que pode comprometer a fertilidade
masculina, através da producéo e qualidade de espermatozoides. Adicionalmente, o
tecido adiposo libera moléculas como citocinas pré-inflamatoérias e horménios que
também podem afetar a funcdo reprodutiva, especialmente em quadros de diabetes
tipo 2 e sindrome metabdlica. O exercicio aerbdbico, por sua vez, tem beneficios
sistémicos que podem reverter danos causados pela obesidade. Assim, o presente
trabalho tem como objetivo, avaliar o impacto da obesidade na qualidade dos
espermatozoides de camundongos e o potencial do exercicio aerdbico em restaurar a
funcdo espermatica. Utilizamos camundongos suicos adultos (120 dias, n=4/grupo)
divididos em trés grupos: Ctrl (dieta regular), ObSed (dieta rica em gordura) e ObAer
(dieta rica em gordura associada com exercicio). Ao final da inducdo de obesidade e
periodo de treino, os animais foram eutanasiados e os testiculos e epididimos foram
coletados para a determinacdo de parametros espermaticos quantitativos (contagem
espermética, producdo diaria de espermatozoides e tempo de transito epididimario).
Os parametros foram avaliados por ANOVA seguida do teste de Tukey; p<0,05 foi
considerado significativo. O projeto foi submetido ao comité de ética da UNICAMP
(CEUA FCA/Unicamp n° 5981-1(A) /2023). Nossos resultados mostram aumento do
peso corporal do grupo ObSed ao final do periodo da dieta em comparacdo com o
grupo controle, efeito parcialmente revertido pelo exercicio aerobio (p<0,05). A massa
relativa do testiculo e segmento inicial/cabec¢a/corpo do epididimo (mg de tecido/g de
peso corporal) também foi reduzida no grupo ObSed em relacdo grupo controle
(p<0,05), mas nado em relacdo ao grupo ObAer (p>0,05). Por outro lado, a massa
relativa da cauda do epididimo foi maior no grupo ObSed em relagéo ao controle e ao
ObAer (p<0,05). A contagem espermatica testicular e producdo diaria de
espermatozoides absolutas (x10%/testiculo) ndo diferiram entre os grupos (p>0,05),
mas ao serem normalizados pela massa testicular (x108/g de testiculo) demonstraram
aumento nos grupos ObSed e ObAer em comparacédo ao controle (p < 0,05). Nao
observamos alteracdes na contagem espermética epididimaria e tempo de transito
epididimério entre os grupos (p>0,05). Em conjunto, concluimos que a obesidade
afetou de maneira limitada alguns dos parametros espermaticos avaliados e o
exercicio fisico aerdbico ndo exerceu efeito significativo sobre os efeitos da obesidade
na funcdo espermatica.

Palavras-chave: Obesidade, Fertilidade masculina, Reproducédo, Exercicio aerobio,
Infertilidade.
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1. INTRODUCAO
Nas ultimas décadas, a incidéncia de obesidade no mundo tem aumentado de

forma constante. Desde 1985, a partir da Declaracdo da Conferéncia de
Desenvolvimento de Consenso dos Institutos Nacionais de Saude, a obesidade é
reconhecida como uma doenca metabdlica crbnica (Greenway & Smith, 2000).
Calcula-se que cerca de 603,7 milhdes de adultos sejam afetados, o que equivale a
aproximadamente 12% da populagdo adulta global (The GBD 2015 obesity
collaborators, 2015). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a obesidade
pode ser definida como o excesso de gordura corporal em quantidade suficiente para
causar prejuizos a saude e é classificada, principalmente, por um Indice de Massa
Corporal (IMC) 230 kg/m? (Caballero, 2019). Estimativas indicam que essa doenga é
responsavel por aproximadamente 300.000 mortes a cada ano nos EUA e cerca de
7% do orcamento de saude (Conway & Rene, 2004).

A etiologia da obesidade é complexa e multifacetada, envolvendo interacdes
entre moléculas, genes e células, além de fatores ambientais, sociais e econémicos,
0 que explica a heterogeneidade de fendtipos observada em pessoas obesas (Mayoral
et al., 2020). Ademais, esse distlrbio também abrange um amplo conjunto de sinais e
sintomas, incluindo alterac6es anatdmicas consistentes, caracteristicas estas que, em
certos casos, podem incapacitar o individuo (Conway & Rene, 2004). Ainda assim,
novos habitos alimentares, com destaque para o aumento das dietas ricas em
gorduras saturadas, com alto teor de acgulcar e colesterol, concomitantemente ao estilo
de vida sedentario, podem ser indicados como as principais causas do acumulo
excessivo de tecido adiposo (Khullar et al., 2012;).

O atual cenario mundial aponta para um estado de alarme em funcdo da
capacidade da obesidade em impactar negativamente a fisiologia de diversos tecidos.
Sabe-se que ela esta relacionada a resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2
(DM2), desequilibrio imunolégico, inflamacdo de baixo e/ou alto grau, doencas
cardiovasculares e até mesmo o desenvolvimento de alguns tipos de tumores
(Cannarella et al., 2024; Conway & Rene, 2004; Calcaterra & Zuccotti, 2022; Bliher,
2019). Dentre as consequéncias da obesidade, estd a influéncia na fertilidade
(feminina e masculina). Em mulheres obesas, por exemplo, observa-se disturbios
ovulatérios, tumorigénese gonadal, reducdo das taxas de concepc¢do, aumento do
tempo necessério para alcancar a gravidez, desenvolvimento embrionéario deficiente

e desfechos obstétricos adversos em caso em que ocorra gravidez (Crujeiras &



Casanueva, 2015; Best & Bhattacharya, 2015; Ameratunga et al., 2023).
Paralelamente, homens obesos apresentam perturbacdes enddcrinas, parametros
seminais comprometidos, espermatogénese prejudicada, funcdo anormal dos
espermatozoides, disfuncdo erétil, reducdo do desejo sexual e hipogonadismo
(Ameratunga et al., 2023; Cannarella et al., 2024). De tal forma, controlar a obesidade
€ essencial ndo apenas para atenuar a tendéncia de crescimento continuo dessa
doenca, mas também para reverter suas consequéncias na populacéao.

Nesse cenario, uma ampla gama de estratégias tem sido estudada e
desenvolvida para tratar e controlar a obesidade. Dentre as principais alternativas de
tratamento estdo as terapias farmacologicas, como agonistas do peptideo 1
semelhante ao glucagon (GLP-1), e intervenc¢des cirargicas, como bypass gastrico em
Y de Roux (Service et al., 2023; Jackson et al., 2015). Embora essas abordagens
apresentem beneficios significativos para a qualidade de vida de individuos obesos,
suas repercussdes sobre a saude reprodutiva masculina sdo mistas, apresentando
Impactos positivos e negativos (Service et al., 2023). Por outro lado, modificagdes no
estilo de vida, incluindo dietas e a pratica de exercicios fisicos, sdo opc¢des nao
invasivas para o controle da obesidade (Higuera-Hernandez et al., 2018). Assim, o
exercicio fisico emerge como um método ndo farmacolégico de grande relevancia,
nao somente por promover a perda de peso/gordura a longo prazo e a minimizagao
do reganho de peso, mas também por proporcionar alteracdes favoraveis no perfil
metabdlico, funcdo hormonal, reducdo do processo inflamatério e prevencédo de
comorbidades relacionadas a obesidade (Jakicic & Davis, 2011; Oppert et al., 2023;
Higuera-Hernandez et al., 2018; Calcaterra & Zuccotti, 2022).

Adicionalmente, ha evidéncias de que o exercicio possa melhorar 0s
marcadores de fertilidade masculina, ainda que o tipo e a intensidade do treinamento
possam desempenhar um papel crucial nesses resultados (Service et al., 2023). Sob
essa perspectiva, avaliamos os efeitos da pratica de exercicio fisico aerdbico em
camundongos obesos sobre a qualidade espermatica. Nossos resultados podem abrir
novas perspectivas para a compreensao do impacto de atividades fisicas aerébicas
na fertiidade masculina em um modelo de obesidade e servirdo como base para

estudos futuros.



1.1. OIMPACTO DA OBESIDADE NA FERTILIDADE MASCULINA

O aumento do IMC da populagcdo mundial tem sido acompanhado por um
crescimento significativo nas taxas de infertilidade masculina (Sermondade et al.,
2013). Simultaneamente, entre 1981 e 2013, observou-se um declinio substancial na
contagem e concentracao de espermatozoides, agravando ainda mais esse panorama
(Levine et al., 2023). A infertilidade € definida como a auséncia de concepcdo apos
um ano de relacdes sexuais desprotegidas (Katib, 2015). Estima-se que cerca de 30%
a 40% dos casos de infertilidade estejam relacionados a fatores masculinos, sendo
esta a causa principal em aproximadamente 20% dos casos (Service et al., 2023).
Evidéncias sugerem que um aumento de 10 kg no peso masculino pode reduzir a
fertiidade em cerca de 10% (Sallmén et al., 2006). Além disso, a obesidade esta
associada a uma qualidade seminal prejudicada, a reducéo das taxas de concepcdes
naturais e ao menor sucesso de tecnologias de reproducédo assistida (Service et al.,
2023).

A obesidade é uma condicao patolégica capaz de causar prejuizos a fertilidade
masculina através de multiplos mecanismos. Além de sua funcdo de reservatorio
lipidico, os adipécitos também desempenham um papel crucial como células
metabdlicas e enddcrinas (Conway & Rene, 2004). Quando estabelecida, a obesidade
provoca o aumento da producéo de citocinas pré-inflamatorias pelo tecido adiposo, o
que leva a ativacdo da sintese da proteina quimiotatica de monécitos (MCP1)
(Fernandes et al., 2023). Essa ativacdo, por meio de sinalizagdes bioquimicas
especificas, induz a polarizacao de macrofagos do tipo M1, os quais sao responsaveis
pela producdo e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, como fator de necrose
tumoral (TNF), interleucina 1 beta (IL1B) e interleucina 6 (IL6) (Fernandes et al., 2023).

Além da secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, o tecido adiposo também
desempenha um papel importante na liberagcdo de leptina, adipocinas, cortisol,
insulina e outros disruptores enddcrinos (Service et al., 2023). Além disso, o tecido
adiposo tem a capacidade de metabolizar esteroides sexuais e glicocorticoides,
processos que estdo diretamente associados a desregulagdo do trato reprodutor
masculino e podem impactar a producao e qualidade dos espermatozoides (Crujeiras
& Casanueva, 2015). Esse ambiente de inflamacg&o metabdlica crénica de baixo grau,
tipico da obesidade, é frequentemente acompanhado por um aumento significativo do
estresse oxidativo, caracterizado pela producdo excessiva e acumulo de espécies

reativas de oxigénio (ROS) (Crujeiras & Casanueva, 2015). Esse desequilibrio
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enddcrino e oxidativo pode resultar em danos as células reprodutivas e prejudicar a
funcao reprodutiva masculina.

Varios fatores endégenos e exdgenos tém sido propostos como reguladores
diretos ou indiretos do eixo hipotalamo-hipoéfise-gonadal, especialmente as variacbes
energeéticas, como ocorre na obesidade (Crujeiras & Casanueva, 2015). Nesse
contexto, além de promover um estado de inflamacdo metabdlica crénica de baixo
grau, a obesidade exerce um impacto sobre esse eixo. Em homens obesos, observa-
se uma reducdo nos niveis de testosterona total e biodisponivel, além de um aumento
da conversdo periférica de testosterona em estrogénio, mediada pela enzima
aromatase (Ameratunga et al., 2023). Esse desequilibrio nos niveis hormonais sexuais
periféricos influencia os mecanismos de feedback central, afetando a regulacdo da
fisiologia testicular (Ameratunga et al., 2023). Ademais, os fatores inflamatdrios
secretados pelo tecido adiposo, como TNF-a e IL-6, podem desempenhar um papel
inibitério no nivel central do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal, comprometendo ainda
mais a funcao reprodutiva (Crujeiras & Casanueva, 2015).

Além das vias bioquimicas pelas quais a obesidade afeta a fertilidade
masculina, o aumento da quantidade de tecido adiposo nas regidbes do quadril,
abdébmen e escroto representa outro fator significativo (Service et al., 2023). O
acumulo de gordura nessas areas pode elevar a temperatura local, criando um
ambiente adverso para o funcionamento testicular (Service et al., 2023). Além disso,
0 excesso de gordura ao redor do escroto pode provocar uma inflamacao crénica do
epididimo, quadro conhecido como epididimite (Katib, 2015). Esse processo
inflamatério pode comprometer as fungdes epididimarias essenciais para a maturagao
dos espermatozoides, o que, por sua vez, afeta negativamente a qualidade
espermatica (Katib, 2015). Assim, a obesidade nao apenas interfere nos mecanismos
hormonais e inflamatérios sistémicos, mas também afeta diretamente o
microambiente do sistema reprodutivo masculino, contribuindo para a disfuncao
testicular e epididimaria e a diminuicao da fertilidade.

Diante deste quadro de inflamacao metabdlica cronica, a obesidade pode afetar
diversas funcgbes do trato reprodutor masculino. Niveis elevados das citocinas pro-
inflamatorias podem comprometer o epitélio seminifero e o epitélio epididimal (Liu &
Ding, 2017). Um estudo conduzido por Suleiman et al. (2020), observou que ratos
mantidos em dieta rica em gordura apresentaram menor contagem de

espermatozoides no lumen tubular, além de niveis elevados de TNFa, IL1p e estresse
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oxidativo testicular. A obesidade pode perturbar células espermatogénicas e levar a
uma maior taxa de apoptose, comprometer a integridade da barreira hemato-testicular
e reduzir a qualidade, concentragdo e motilidade espermatica (Wang et al., 2018; Fan
et al., 2018; Khullar et al., 2012; Liu & Ding, 2017). Esses processos, em conjunto,
podem comprometer os o6rgdos do sistema reprodutor masculino, impactando
diretamente a espermatogénese e a maturacao espermatica pos-testicular (Fan et al.,
2018). Como resultado, ha uma interferéncia negativa nos parametros quantitativos e

qualitativos dos espermatozoides, prejudicando, assim, a fertilidade masculina.

1.2. O IMPACTO DO EXERCICIO FiSICO AEROBICO SOBRE A OBESIDADE E
FERTILIDADE MASCULINA

Exercicios fisicos aerdbicos/aerdbios, também denominados de exercicios
fisicos cardiorrespiratorios, sao projetados no intuito de se obter um aumento da
resisténcia e um melhoramento na capacidade de suportar uma atividade esportiva
(Martin et al., 2014). Durante esse tipo de treinamento, a alta demanda energética
resulta em um aumento na utilizacdo de gordura e glicogénio necessarios para
processos catabolicos e de oxidacao, além de otimizar o transporte e distribuicdo de
oxigénio pelo organismo (Martin et al., 2014). Exercicios aerbébicos se baseiam
na utilizacdo de uma carga relativamente baixa ao longo de um periodo prolongado
de treino, o que provoca mudancas significativas nos praticantes, como um aumento
do débito cardiaco e um maior consumo de oxigénio e biogénese mitocondrial
(Hughes et al., 2018). Exemplos comuns de atividades aerébicas incluem corridas,
ciclismo e natacao (Martin et al., 2014).

A obesidade, embora frequentemente relacionada a fatores genéticos, é uma
condicdo que pode ser induzida por habitos de vida e que pode ser controlada e
modificada por meio de dieta e exercicios (Conway & Rene, 2004). Nesse contexto, 0
exercicio fisico aerébico se destaca ndo apenas como uma ferramenta eficaz para
melhorar a salde cardiovascular e musculoesquelética, mas também por sua
capacidade de promover a perda de peso e reverter os efeitos negativos da obesidade
na saude reprodutiva masculina, incluindo o aumento dos niveis de testosterona
sérica (Oppert et al., 2023; Ameratunga et al., 2023; Hughes et al., 2018). Além disso,
o0 exercicio fisico aerobico pode impactar as células adiposas, reduzindo a populacao
de macrofagos tipo M1, o que diminui o estado proé-inflamatério crénico e melhora a

eficacia dos processos de reparacao tecidual e regulacdo metabolica do tecido
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adiposo, além de aumentar o potencial reprodutivo masculino obesos (Fernandes et
al., 2023; Ibafiez et al., 2013).

Um estudo realizado por Nematollahi et al. (2019) revelou que camundongos
machos obesos, submetidos a uma dieta rica em gordura e sessdes de exercicio fisico
aerébico em esteira, apresentaram aumento na concentracdo e na motilidade
espermética. Ainda que os animais ndo tenham mostrado alteragces morfométricas
nos testiculos, nem na morfologia ou no dano ao DNA dos espermatozoides, 0s
resultados reforcam a hipotese de que o exercicio fisico aerdbico desempenha um
papel crucial na atenuacdo dos impactos da obesidade no sistema reprodutivo,
alterando parametros essenciais para a fertilidade masculina (Nematollahi et al. 2019).
Dessa forma, o exercicio fisico aerdbico emerge como uma ferramenta promissora

para controlar a obesidade e suas implicacfes, como a infertilidade masculina.

2. OBJETIVO
Investigar o0 impacto da obesidade na qualidade quantitativa dos
espermatozoides de camundongos e o potencial do exercicio fisico aerdbico para

restaurar parametros espermaticos.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O projeto resultou da colaboracdo do grupo de pesquisa do Laboratério
Molecular do Exercicio Fisico (ECeBIL) da Faculdade de Ciéncias Aplicadas da
UNICAMP-Limeira, coordenado pelo Prof. Dr. Leandro Pereira de Moura, e do
Laboratério de Farmacologia da Reproducdo e Andrologia (LFRA) do Instituto de
Biociéncias da UNESP-Botucatu, coordenado pelo Prof. Dr. Erick J. R. Silva. Cabe
destacar que a dieta rica em gorduras/hiperlipidica (do inglés, high-fat diet - HFD), as
sessdes de exercicio aerobico e a eutanasia dos animais foram etapas realizadas no
ECeBIL. Os tecidos foram entdo coletados e trazidos refrigerados para o LFRA, local

onde foram utilizados para a execucao dos experimentos.

3.2. ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS
Utilizamos camundongos (Mus musculus) Swiss com 120 dias de idade
provenientes da Central de Animais da Unicamp (CEMIB). As amostras avaliadas

foram obtidas de 12 machos, divididos em 3 grupos: controle (Ctrl), obeso sedentario
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(ObSed) e obeso exercitado aerobicamente (ObAer). De cada animal, foram coletados
testiculos e o epididimo segmentado em: inicial/cabega/corpo e cauda. Os
experimentos com os animais foram realizados de acordo com a legislacéo brasileira
sobre o uso cientifico de animais (Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008) e foram
aceitos pelo Comité de Etica Animal (5981-1(A) /2023) de Ciéncias Biol6gicas da
Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP-Campinas-SP. Como nao sera
realizado nenhum experimento com animais na UNESP, ndo foi necessario submeté-
lo & CEUA local.

3.3. COMPOSICAO DA HIGH-FAT DIET (HFD)

A dieta rica em gorduras administrada aos animais foi baseada na
recomendacao para roedores de laboratério do American Institute of Nutrition (AIN-
93) e modificada para ser composta por 35% de gordura (Reeves et al., 1993; Cintra
et al.,, 2012). Todos os ingredientes sdo informados: Amido de Milho (Q.S.P)
115,5g/kg; Caseina 200g/kg; Sacarose 132g/kg; Amido Dextrinizado 100g/kg; Oleo de
Soja 40g/kg; Banha 312g/kg; Celulose 50g/kg; Mistura Mineral 35g/kg; Mistura
Vitaminica 10g/kg; L-Cisteina 3g/kg; Colina 2,5g/kg.

3.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL DO EXERCICIO

Inicialmente, os animais do grupo ObAer foram adaptados a esteira por cinco
dias e depois submetidos ao teste de carga incremental. Os animais foram colocados
na esteira e a cada 180 segundos houve um incremento de 3 m/min na velocidade.
Quando os animais tocaram trés vezes a parede da esteira, no intervalo de 1 minuto,
o teste foi finalizado e a taxa de exaustéo determinada. Em seguida, os animais foram
submetidos a 7 sessdes de exercicio aerébio. O protocolo consistiu em 1 hora de
corrida a 75% da velocidade maxima. Oito horas apés a Ultima sesséo de exercicio,
0S animais passaram por eutanasias e o tecido adiposo mesentérico e epididimal foi

coletado (Fig. 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica do protocolo experimental do exercicio fisico aerdbico.
Os animais passaram por periodo de adaptacao seguido de indugdo a obesidade com high-fat diet. Em
seguida foram submetidos a um periodo de adaptacdo a esteira, com posterior tempo de treino. Ao

final, os testiculos e epididimos foram coletados para andlises moleculares e de parametros

espermaticos.

3.5. MANUTENQAO E EUTANASIA DOS ANIMAIS

Os animais foram alocados em ambiente com temperatura entre 23-25°C, sob
ciclos alternados claro/escuro de 12h, com livre acesso a agua e racao padrao para
roedores do grupo Ctrl ou dieta rica em gorduras para os grupos ObSed e ObAaer. A
eutandsia foi realizada por overdose de anestésico inalatério (isoflurano) seguida de
deslocamento cervical. Em seguida foram coletados e dissecados os testiculos, e 0s
epididimos que foram, ainda, seccionados em: segmento inicial (S.l) /cabeca (Cb) /
corpo (Cp) e cauda (Cd) (Fig. 2). Os tecidos foram armazenados a -80°C até o

momento das andlises de contagens espermaticas.

S
Cauda Cabega egme,” .

— Corpo — —”“\_\’%,;,,
— 1 ‘\_)

Figura 2. Esquema da segmentagdo realizada no epididimo. Os trés primeiros segmentos
(segmento inicial, cabeca e corpo) foram mantidos juntos para uma analise conjunta, enquanto a cauda

foi separada para uma avaliacdo individual.
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3.6. HISTOLOGIA DO TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo mesentérico foi fixado em PFA (paraformaldeido) para analise
histolégica. Os tecidos foram seccionados longitudinalmente (20 um) utilizando o
criostato Leica Cryostat® (CM1850). A solucdo de hematoxilina foi aplicada por 10
minutos e a solugdo de eosina por 15 minutos, seguida de lavagem com PBS. As
imagens das sec¢fes foram capturadas em microscopio (10x, 40x, 100x) e analisadas

utilizando o programa ImageJ® (versao Javal.8.0).

3.7. ANALISE DOS PARAMETROS ESPERMATICOS

Para a realizacdo das contagens, os segmentos dos epididimos (segmento
inicial/cabeca/corpo e cauda) e os testiculos foram pesados e homogeneizados em
tampéo STM [9 g de NaCl e 0,5 mL de Triton X-100], com o auxilio do homogeneizador
de tecidos (Polytron PT 1300 D), utilizando 1ml de STM para os testiculos e 400ul de
STM para os segmentos dos epididimos, no intuito de lisar os tecidos e liberar as
espermatides e espermatozoides. Em seguida, essas amostras foram brevemente
sonicadas (Ultra-Turrax TR-50) para separar cabecas das caudas, tanto das
esperméatides maduras resistentes a homogeneizacéo, quanto dos espermatozoides.
ApOs a preparacgdo, os homogenatos foram diluidos em solu¢cdo STM para obter um
volume final de 200ul: 20ul do homogenato do testiculo foi adicionado a 180ul de STM
(diluicao 1:10); 10ul do homogenato do segmento inicial/cabega/corpo do epididimo
foram adicionados a 190ul de STM (diluicao 1:20); e 5ul do homogenato da cauda do
epididimo foi adicionado a 195ul de STM (dilui¢do 1:40). Por fim, 12ul de cada solugao
previamente diluida foi transferida para camara de Neubauer e as contagens das
cabecas das esperméatides e dos espermatozoides foi determinada utilizando os 2
campos da camara (Robb et al., 1978; Meistrich, 1989; Turgut et al., 2003; Blazak et
al., 1993; Ferreira, 2022). Para cada animal foi realizada a contagem em 3 camaras.

A partir dos resultados da contagem espermatica na camara de Neubauer,
foram determinados o0s seguintes parametros nos testiculos: a concentragdo de
espermatozoides a contagem absoluta de espermatozoides (CA), contagem relativa
(CR), producédo diaria de espermatozoides (PDE) e a producdo diaria de
espermatozoides relativa ao peso do orgao (PDEr). No que confere ao segmento
inicial/cabeca/corpo e a cauda do epididimo, também foram estipuladas a CA, a CR,
além do TTE. A tabela 1 detalha as férmulas usadas para esses calculos. (Robb et al.,
1978; Meistrich, 1989; Turgut et al., 2003; Blazak et al., 1993; Ferreira, 2022).



16

Tabela 1. Par@metros e férmulas da contagem espermatica

Parametros Legenda Formula
Concentracéo absoluta:
ndamero médio de
espermatozoides CA=xx 0,05 xFD1
CA epididimarios (CAe) ou X FD2
testiculares (CAt) (10°)
determinados na camara de
Neubauer
Concentracéo relativa:
ndamero de espermatozoides
CR epididimarios (CRe) ou CR = CA
testiculares (CRt) (106) massa (g)
dividido pela massa do
orgéo (9)
Produg&o Diaria de P iAE
PDE Espermatozoides por 4,84 ()
testiculo (10°)
Producéo Diaria de
Espermatozoides por PDE = _CRe
PDEr testiculo (10°) dividido pela 4,84 (*)
massa do 6rgéo do animal
(9)-
Tempo de Transito CAt
TTE Epididimal: Tempo que o TTE = PDE

espermatozoide se desloca
pelo epididimo (dias).

(*) 4,84 é o numero de dias em que as espermétides 19 sdo encontradas no ciclo espermatogénico de

camundongos suicos (Ferreira, 2022, p. 48). CA: contagem absoluta; CAt: Contagem absoluta

testicular; CAe: Contagem absoluta epididimaria; CR: Contagem relativa; CRt: Contagem relativa

testicular; CRe: Contagem relativa epididimaria; PDE: Producdo diaria de espermatozoides; PDEr:

Producéo diaria de espermatozoides relativa; TTE: Tempo de transito epididimal; FD1: Fator de diluicao

1 (peso do parénquima testicular + 1mL de STM ou peso das segmentag¢des do epididimo + 400pl);

FD2: Fator de diluicdo 2 (para o testiculo foi de 1:10; para o segmento inicial, cabecga e corpo do

epididimo foi de 1:20; e para a cauda do epididimo foi de 1:40); NB: concentracdo na camara de

Neubauer; x: média das cAmaras de Neubauer. 0,05: altura da cAmara de Neubauer.
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3.8. ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Aplicamos o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade dos dados, e 0
teste F para avaliar a homocedasticidade dos dados. As diferencas entre 0s grupos
foram verificadas por analise de variancia (ANOVA) e pés teste de Tukey.
Consideramos significativas as diferencas associadas a probabilidade p<0,05. O
tratamento estatistico dos dados foi operacionalizado pelo programa GraphPad Prism
9.0 (GraphPad Software).

4. RESULTADOS

Este estudo investigou os efeitos do exercicio fisico aerdbico sobre os impactos
causados pela obesidade, com foco em parametros espermaticos testiculares e
epididimarios em camundongos. Dessa forma, os resultados apresentados a seguir
buscam comparar os grupos controle, obeso e obesos exercitados, destacando as

variacfes observadas nos diferentes aspectos analisados.

4.1. PARAMETROS FISIOLOGICOS DE PESO CORPORAL E ACUMULO DE
TECIDO ADIPOSO

Nosso estudo permitiu avaliar o peso corporal final dos animais, o ganho de
peso, 0 peso absoluto do tecido adiposo epididimal, além da histologia e macroscopia
do tecido adiposo mesentérico, observando que todos apresentaram aumento nos
grupos que receberam a high-fat diet, quando comparados ao grupo controle (Ctrl).
Porém, o grupo obeso exercitado (ObAer) apresentou reducao do peso final, do ganho
de peso e da gordura mesentérica e epididimal em relacdo ao grupo obeso (Fig. 3A-
E). Em relacdo aos 6rgaos reprodutivos, o peso relativo do testiculo, assim como dos
segmentos do epididimo (S.I, Cb e Cp), foi significativamente menor nos grupos
ObSed e ObAer quando comparados ao grupo Ctrl, porém sem diferenca estatistica
entre 0s grupos obesos. Além disso, o peso relativo da cauda do epididimo foi maior
no grupo ObSed quando comparados aos demais grupos. Por fim, ndo houve
diferenca significativa no peso absoluto dos 6rgéos entre 0s grupos experimentais
(Tabela 2).
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Figura 3. Alteracbes no peso corporal e no tecido adiposo epididimal e mesentérico ao longo do
protocolo de exercicio fisico. (A) Peso corporal inicial dos animais, expresso em gramas (B) Peso
corporal dos animais no 15° dia do protocolo de exercicio fisico expresso em gramas (C) Ganho de
peso corporal calculado pela diferenga entre o peso final e o inicial, expresso em gramas (D) Peso
absoluto do tecido adiposo da regido epididiméria, expresso em gramas. (E) Imagem histolégica do
tecido adiposo mesentérico corado com hematoxilina e eosina (H&E) e macroscopia da gordura.

Grupos com letras diferentes apresentam diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05.

Tabela 2. Alteragdes no peso dos drgaos ao longo do protocolo de exercicio fisico

Testiculo (mg) 116,38 + 6,352 106,43 +7,30 @ 98,70 +£ 19,022

S.,CbeCp(mg) | 30,032,702 31,92 + 3,232 30,90 +3,18 2

Cd (mg) 17,97 +2,602 22,95 + 3,882 20,57 £ 3,742
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Testiculo (mg/g) 3,33+0,142 1,80 £0,12° 1,86 +0,33°

S.1.Cbe Cp 0,86 + 0,082 0,54 + 0,045 0,58 + 0,04 b
(mg/q)

Cauda (mg/g) 0,51+ 0,082 0,78 +0,13b 0,39+ 0,062

Os valores sao apresentados como média + desvio padrdo. Valores com letras diferentes apresentam
diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05), enquanto valores com letras iguais indicam
semelhanga estatistica (P > 0,05). Os pesos relativos fazem referéncia ao peso do tecido (em

miligramas) dividido pelo peso corporal final (em gramas) e foram representados por mg/g.

4.2. PARAMETROS ESPERMATICOS

Além dos parametros de peso, seja dos animais ou 6rgaos, foram avaliadas a
concentracdo absoluta de espermatozoides e a producéo diaria de espermatozoides
nos testiculos, que ndo diferiram significativamente entre os grupos Ctrl, ObSed e
ObAer (Fig. 4A). Em contraste, tanto a concentracéo relativa quanto a producao diaria
relativa de espermatozoides foram significativamente maiores nos grupos ObSed e
ObAer em comparacédo ao grupo Ctrl, sem diferencas estatisticas entre 0s grupos
obeso e obeso exercitado (Fig. 4B, D).
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Figura 4. Parametros espermaticos testiculares. (A) Concentracdo absoluta de espermatozoides no
testiculo, expressa em milhdes (10%) de espermatozoides. (B) Concentracdo relativa de
espermatozoides no testiculo, expressa em milhdes (10°) de espermatozoides por grama de tecido. (C)
Producdo Diaria de Espermatozoides, expressa em milhdes (108) de espermatozoides por dia. (D)
Producéo Diaria relativa de Espermatozoides, expressa em 108 espermatozoides por grama de tecido

por dia. Grupos com letras diferentes apresentam diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05).
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Em relacdo a segmentacdo do epididimo, vimos que no segmento inicial,
cabeca e corpo do epididimo, nenhuma diferenca significativa foi observada entre os
grupos, quando considerada a concentracao absoluta e relativa de espermatozoides,

assim como no tempo de transito epididimal (Figura 5A-C).
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Figura 5. Parametros esperméticos do segmento inicial, cabeca e corpo do epididimo. (A)
Concentracdo absoluta de espermatozoides nesses segmentos do epididimo, expressa em milhdes
(10%) de espermatozoides. (B) Concentracdo relativa de espermatozoides nesses segmentos do
epididimo, expressa em milhdes (108) de espermatozoides por grama de tecido. (C) Tempo de transito
epididimal, expresso em dias. Grupos com letras diferentes apresentam diferenca estatisticamente
significativa (P < 0,05).

Na cauda do epididimo, também ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos controle, obeso e obeso exercitado em relacdo a
concentracdo absoluta e relativa de espermatozoides. Quanto ao tempo de transito

epididimal, ndo houve significancia estatistica (Fig. 6A-C).
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Figura 6. Pardmetros espermaticos da cauda do epididimo. (A) Concentracdo absoluta de
espermatozoides nesse segmento, expressa em milhdes (10¢) de espermatozoides. (B) Concentragédo

relativa de espermatozoides nesse segmento, expressa em milhdes (10°) de espermatozoides por
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grama de tecido. (C) Tempo de transito epididimal, expresso em dias. Grupos com letras diferentes

apresentam diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05).

5. DISCUSSAO

A obesidade é caracterizada por inflamagéo sistémica que pode afetar e
prejudicar o sistema reprodutivo, masculino e feminino. No contexto do homem, esse
cenario pode acarretar em alteracdes na morfologia espermatica e qualidade seminal
(Su et al.,, 2021; Cabler et al., 2010). Assim, o exercicio fisico surge como uma
ferramenta ndo farmacoldgica capaz de barrar o aumento do peso corpdreo, e assim
atenuar os danos causados pela obesidade (Rosety et al., 2017). Nesse sentido,
investigamos os efeitos da obesidade e do exercicio aer6bio em parametros
esperméticos de camundongos. Inicialmente, vimos que 0s animais submetidos a
dieta hiperlipidica apresentaram aumento em determinados parametros espermaticos,
enguanto o exercicio fisico aerébico demonstrou potencial para reverter parcialmente
alguns dos efeitos da obesidade nesses animais.

Especificamente, dietas ricas em gordura sdo amplamente reconhecidas por
induzir um modelo experimental eficaz de obesidade (Buettner et al., 2006). Assim
como em humanos, em modelos animais a obesidade pode ser mensurada pelo
aumento do peso corporal e/ou do contetddo de gordura (Hariri & Thibault, 2010). Em
um estudo conduzido por Jing et al., que submeteram camundongos C57BL/6, com 4
semanas de idade, a uma HFD durante 10 semanas, foi observado aumento
significativo no peso corporal e na gordura epididimaria (Jing et al., 2023). Nossos
resultados indicaram um aumento no ganho de peso e, consequentemente, um maior
peso corporal final nos camundongos obesos sedentarios, além de um aumento no
peso absoluto do tecido adiposo epididimal. Esses dados validam o protocolo com uso
de HFD, sendo eficaz na inducdo da obesidade experimental. Ademais, nao
observamos diferencas no peso absoluto dos érgaos reprodutivos, corroborando com
os resultados de Fernandez et al. (2011) que também ndo encontraram alteracfes
nos pesos dos érgdos reprodutivos de ratos Wistar com ingesta de HFD por 15, 30 ou
45 semanas (Fernandez et al.,, 2011). Entretanto, em nosso estudo, o grupo de
camundongos obesos sedentarios apresentou uma redugdo no peso relativo do
testiculo e dos segmentos epididimérios. Esses dados sugerem que as diferencas nos
protocolos de HFD, bem como no modelo e na idade dos animais, podem influenciar

os resultados dos parametros espermaticos.
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Em contrapartida, nossos resultados indicam que a dieta hiperlipidica (HFD)
modulou positivamente alguns paradmetros espermaticos em camundongos obesos
sedentarios, como a concentracdo relativa de espermatides testiculares e a producao
diaria relativa de espermatozoides. Esses achados sédo consistentes com os de
Fernandez et al. (2011), que também observaram que a HFD nado afetou alguns
parametros espermaticos, mas relataram um aumento no niumero de espermatozoides
na cauda do epididimo (Fernandez et al., 2011). Esses dados reforcam nossa hipétese
de que os o6rgaos reprodutivos podem responder de maneira diferenciada ao estado
obeso. Em contraste, Fernandes et al. (2012) relataram que a inducédo da obesidade
por glutamato monossédico em ratos resultou em uma reducao significativa no peso
absoluto e relativo dos testiculos e epididimo, além de uma diminuicdo na contagem
testicular, producdo diaria de esperméatides e na contagem absoluta e relativa de
espermatozoides no epididimo, bem como um tempo de transito epididimal acelerado
(Fernandes et al., 2012). No entanto, nossos resultados, embora tenha sido observada
uma leve reducao na concentracdo absoluta e relativa de espermatozoides e no tempo
de transito epididimal nos segmentos iniciais, cabeca e corpo do epididimo dos
camundongos obesos sedentarios em comparagdo ao grupo controle, esses
resultados ndo apresentaram significAncia estatistica. Essas similaridades e
divergéncias entre nossos achados e os de outros estudos podem ser atribuidas a
diferencas no tempo de duracdo dos protocolos de alimentacdo, bem como a
caracteristicas especificas das dietas utilizadas, como as porcentagens e fontes de
gordura, composicdo de macronutrientes, densidade energética e propriedades
orossensoriais (Hariri & Thibault, 2010).

Diante dos efeitos deletérios da obesidade sobre o sistema reprodutor
masculino, o exercicio fisico surge como uma estratégia promissora para melhorar a
fertilidade de homens obesos (Abedpoor et al., 2024). A literatura revela que diferentes
tipos de exercicio, — variando em modalidade, duracdo e intensidade — geram
impactos variados na capacidade reprodutiva (Abedpoor et al., 2024; Martin et al.,
2014). Demonstramos que a pratica de exercicio fisico aerébio por 7 dias foi suficiente
para reduzir parcialmente o ganho de peso e o tecido adiposo. Apesar disso, 0
exercicio ndo influenciou o peso relativo dos testiculos e segmentos do epididimo (S.I,
Cb e Cp), com exce¢do da cauda do epididimo, cujo peso foi reduzido. Nenhum
parametro espermatico analisado apresentou diferenca significativa em relacdo ao

grupo obeso sedentario.
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Estudos anteriores reforcam a variabilidade dos resultados sobre os efeitos do
exercicio. Ibafiez et al. (2017) demonstraram que 3 sessdes semanais de exercicio
moderado de baixa frequéncia (esteira) durante 1 més reduziram a porcentagem de
espermatozoides anormais e restauraram parametros reprodutivos morfométricos e
histopatoldgicos afetados pela dieta hiperlipidica (Ibafez et al., 2017). No entanto, a
contagem espermatica dos testiculos e do epididimo, a producdo diaria de
espermatozoides e o tempo de transito epididimal ndo mostraram diferencas
significativas entre os grupos sedentario e exercitado alimentados com HFD, resultado
que corrobora com nossos achados. (Ibafez et al., 2017). A mesma tendéncia foi
seguida por Palmer et al. (2012) que relataram que 6 semanas de natacédo (3 sessdes
de 30 minutos por semana) restauraram a motilidade e morfologia espermaticas, mas
ndo afetaram a contagem espermética (Palmer et al. 2012).

Nesse cenario, o tecido adiposo, além de ser um reservatorio de energia
corporal, atua como um 6rgao endocrino que libera diversas proteinas essenciais para
metabolismo, conhecidas como adipocinas (Ouchi et al.,, 2011). Entre essas,
destacam-se a leptina, adiponectina, fator D e o inibidor do ativador de plasminogénio
1 (PAI-1) (Ouchi et al., 2011). Em individuos obesos, a expressao dessas adipocinas
geralmente esta desregulada (Ouchi et al., 2011), assim, o papel do exercicio fisico
sobre os niveis hormonais tem sido amplamente estudado, com evidéncias de que ele
pode exercer modulacdo sobre as adipocinas, auxiliando a restaurar o0s niveis
alterados pela obesidade (Gonzalez-Gil & Elizondo-Montemayor, 2020).

A leptina, por exemplo, € um horménio peptidico cuja concentracao se eleva
em individuos obesos, frequentemente acompanhada pelo desenvolvimento de
resisténcia a leptina (Obradovic et al., 2021; Cui et al., 2017). Esse hormdnio
desempenha um papel importante na fungéo reprodutiva, especialmente no inicio do
desenvolvimento sexual, como evidenciado pelo aumento dos niveis de leptina
durante a adrenarca, entre 8 e 10 anos de idade (Biason- Lauber et al., 2000;
Obradovic et al., 2021). Biason-Lauber et al. (2000) demonstraram que a leptina
estimula a atividade da 17,20-liase em células adrenais humanas (Biason- Lauber et
al., 2000). Portanto, os achados do presente estudo, que indicam aumento em alguns
parametros espermaticos nos obesos sedentarios, podem estar relacionados ao
possivel aumento dos niveis de leptina neste grupo. Além disso, como nao
observamos diferencas significativas nesses parametros entre os grupos de obesos

sedentarios e exercitados, € provavel que o efeito no grupo exercitado tenha sido



24

igualmente influenciado pela obesidade. Dessa forma, os resultados observados
parecem refletir mais os efeitos da obesidade do que do exercicio fisico, uma vez que
nenhum parametro apresentou diferencas significativas entre os grupos e o tempo de
intervencao foi insuficiente para que os reais efeitos do exercicio fossem detectados.

Finalmente, considerando que o ciclo da espermatogénese em murinos dura
cerca de 35 dias, os parametros analisados ainda refletem condi¢cdes de ciclos
anteriores, nos quais a uUnica intervencdo era a dieta hiperlipidica (HFD). Como o
protocolo de exercicio teve apenas 7 dias de duracéo, o tempo nao foi suficiente para
avaliar seus efeitos completos. Assim, estudos futuros devem investigar os efeitos de
um protocolo com maior tempo de exercicio, realizar anélises morfométricas e
histopatoldgicas, assim como mensurar horménios como testosterona e leptina, além

da expresséo de enzimas envolvidas na sintese hormonal.

6. CONCLUSAO

Concluimos que o modelo de obesidade escolhido, induzido pela dieta rica em
gordura, foi eficaz em promover o quadro experimental desejado nos camundongos
estudados, enquanto o exercicio fisico aerobico mostrou-se capaz de reverter
parcialmente o ganho de peso e o acumulo de tecido adiposo nos animais obesos
submetidos ao protocolo de exercicio fisico. Contudo, a dieta rica em gordura afetou
de maneira limitada alguns dos parametros espermaticos avaliados, e 0 exercicio
fisico aerébico ndo exerceu impacto significativo sobre os efeitos do quadro

experimental na funcéo espermatica.
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