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RESUMO

A obesidade é um fator de risco reconhecido para a infertilidade masculina,
comprometendo a esteroidogénese e a espermatogénese por mecanismos que incluem
disfuncdo mitocondrial, alteragdes na homeostase do reticulo endoplasmatico e
desregulagdo do metabolismo lipidico testicular. O exercicio fisico, sobretudo o de
resisténcia, tem se mostrado capaz de reduzir o estresse oxidativo e melhorar os
parametros seminais e a integridade do DNA espermatico em homens inférteis, seu papel
especifico como estratégia ndo farmacoldgica na atenuagao dos efeitos da obesidade sobre
a fertilidade masculina permanece pouco explorada. Este estudo avaliou o efeito da
obesidade induzida por dieta hiperlipidica e do exercicio fisico resistido sobre parametros
biométricos, morfométricos, moleculares e o perfil de acidos graxos testiculares em
camundongos C57BL/6, distribuidos em delineamento fatorial 2x2 (dieta x exercicio) nos
grupos controle (C), controle exercitado (CE), obeso (O) e obeso exercitado (OE). A
obesidade aumentou o peso testicular absoluto, mas reduziu o indice gonadossomatico,
evidenciando que o crescimento da massa corporal ndo foi acompanhado
proporcionalmente pelo crescimento da massa testicular; o exercicio resistido atenuou
parcialmente esse desequilibrio no grupo obeso treinado. O didmetro dos tubulos
seminiferos e o numero de espermatogdnias nao diferiram entre os grupos, indicando
preservacao da arquitetura tubular basica. A expressao da proteina BiP, reduzida nas
células de Leydig e nas células tubulares dos animais obesos, foi parcialmente restaurada
pelo exercicio, sugerindo modulagao da homeostase do reticulo endoplasmatico diante do
estresse metabdlico da obesidade. Na analise do perfil de acidos graxos testiculares,
composta por 37 acidos graxos determinados por cromatografia gasosa, cinco
apresentaram efeitos significativos da obesidade, do exercicio e/ou da interagcéo entre
esses fatores: os acidos tridecanoico (C13:0), pentadecanoico (C15:0), vy-linolénico
(C18:3n-6), a-linolénico (C18:3n-3) e gadoleico (C20:1), evidenciando alteracbes seletivas
na composicao lipidica do tecido testicular. Em conjunto, os resultados indicam que a
obesidade altera seletivamente a homeostase molecular e a composi¢cao de acidos graxos
do testiculo, enquanto o exercicio fisico resistido atenua, de forma parcial e seletiva, essas
alteragdes, reforgcando seu potencial como estratégia ndo farmacoldgica para a modulagao
dos efeitos testiculares da obesidade.

Palavras-chave: Infertilidade masculina; metabolismo lipidico; espermatogénese; estresse

do reticulo endoplasmatico; acidos graxos.
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ABSTRACT

Obesity is a recognized risk factor for male infertility, compromising steroidogenesis
and spermatogenesis through mechanisms that include mitochondrial dysfunction,
alterations in endoplasmic reticulum homeostasis, and dysregulation of testicular lipid
metabolism. While physical exercise, particularly resistance training, has been shown to
reduce oxidative stress and improve seminal parameters and sperm DNA integrity in infertile
men, its specific role as a non-pharmacological strategy to mitigate the effects of obesity on
male fertility remains underexplored. This study evaluated the effects of high-fat diet-induced
obesity and resistance exercise on biometric, morphometric, and molecular parameters, as
well as the testicular fatty acid profile, in C57BL/6 mice. The animals were assigned to a 2x2
factorial design (diet x exercise) comprising four groups: control (C), exercised control (CE),
obese (O), and exercised obese (OE). Obesity increased absolute testicular weight but
reduced the gonadosomatic index, demonstrating that the increase in body mass was not
proportionally matched by an increase in testicular mass; resistance exercise partially
attenuated this imbalance in the trained obese group. Seminiferous tubule diameter and the
number of spermatogonia did not differ among groups, indicating preservation of the basic
tubular architecture. BiP protein expression, which was reduced in the Leydig cells and
tubular cells of obese animals, was partially restored by exercise, suggesting modulation of
endoplasmic reticulum homeostasis in the face of obesity-induced metabolic stress. In the
analysis of the testicular fatty acid profile, comprising 37 fatty acids determined via gas
chromatography, five showed significant effects of obesity, exercise, and/or the interaction
between these factors: tridecanoic (C13:0), pentadecanoic (C15:0), y-linolenic (C18:3n-6),
a-linolenic (C18:3n-3), and gadoleic (C20:1) acids, demonstrating selective alterations in the
lipid composition of testicular tissue. Taken together, the results indicate that obesity
selectively alters molecular homeostasis and the fatty acid composition of the testis,
whereas resistance exercise partially and selectively attenuates these changes, reinforcing
its potential as a non-pharmacological strategy for modulating the testicular effects of
obesity.

Keywords: Male infertility; lipid metabolism; spermatogenesis; endoplasmic reticulum
stress; fatty acids.
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1 INTRODUGAO

A obesidade é uma condicdo médica caracterizada pelo acumulo excessivo de
gordura corporal que se tornou cada vez mais prevalente em escala global, atingindo
proporc¢des epidémicas (CATENACCI et al., 2009; OMS, 2024). Segundo a Organizagao
Mundial da Saude (OMS, 2024), entre 1990 e 2022 a prevaléncia mundial de obesidade
mais do que dobrou. Em 1990, cerca de 25% dos adultos com 18 anos ou mais
apresentavam sobrepeso, proporgdo que subiu para 43% em 2022. Embora a obesidade
seja multifatorial, o desequilibrio entre ingestdo energética e gasto caldérico por meio da
atividade fisica permanece como uma de suas principais causas (OMS, 2024).

Frequentemente associada a uma dieta desbalanceada, rica em carboidratos e
gorduras e ao sedentarismo (SAN-CRISTOBAL et al., 2020), a obesidade aumenta o risco
de diversas comorbidades, como dislipidemia e doencas relacionadas a sindrome
metabdlica, incluindo diabetes e hipertensdo (APOVIAN et al., 2016), além de promover
alteracbes hormonais. Embora historicamente a obesidade tenha sido vinculada
principalmente a sindrome metabdlica, sem associacido direta com a saude reprodutiva,
evidéncias atuais demonstram que o sobrepeso e a obesidade influenciam negativamente
a fertilidade tanto em homens quanto em mulheres (SEGULA, 2014; DE MOLA, 2009).

Embora os efeitos da obesidade sobre a fertilidade masculina ainda nao sejam
amplamente estudados, sabe-se que essa condicdo pode levar ao hipogonadismo
secundario e a alteragbes nos hormdnios sexuais, resultando em diminui¢do da libido,
disfungao erétil e prejuizo a espermatogénese (FERREIRA, 2010; AMERATUNGA et al.,
2023). Diversos fatores contribuem para o hipogonadismo em homens com obesidade.
Contudo, esta bem estabelecido que a obesidade compromete o eixo hipotalamo-hipofise-
gbnadas (HHG), com supressao da secrecao de gonadotrofinas e alteracdo na produgao
dos horménios FSH (hormébnio foliculo-estimulante) e LH (horménio Iluteinizante)
(HAMMOUD et al., 2012; AMERATUNGA et al., 2023).

Além do hipogonadismo, outras alteragdes nos niveis de hormdnios séricos sao
frequentes em homens com obesidade, como a diminuicdo da testosterona total e da
globulina ligante de horménios sexuais (SHBG) e o aumento dos niveis de estrogénio
(CANNARELLA et al., 2024). A inibina B, hormdnio relacionado a fungao das células de
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Sertoli, também apresenta reducdo na obesidade, indicando comprometimento da
qualidade da espermatogénese (CANNARELLA et al., 2024). Além das alteracoes
hormonais, a obesidade afeta os parametros seminais e a qualidade espermatica, pois
promove estresse oxidativo no espermatozoide, aumentando os danos ao DNA
(AMERATUNGA et al., 2023).

Evidencia-se, assim, uma relagao entre habitos cotidianos e fertilidade masculina,
uma vez que praticas como alimentag¢ao inadequada, obesidade e sedentarismo séo fatores
reconhecidos por reduzir a fertilidade em homens (OSADCHUK & OSADCHUK, 2023).
Embora a literatura ainda seja limitada quanto aos efeitos especificos da atividade fisica
sobre a fertilidade masculina, sabe-se que a perda de peso associada a pratica regular de
exercicios pode melhorar os parametros reprodutivos, desde que o tipo e a intensidade da
atividade sejam adequados (JOZKOW & ROSSATO, 2017).

N&o obstante, conforme demonstrado por Maleki e Tartibian (2018), o exercicio de
resisténcia é capaz de reduzir o estresse oxidativo e a inflamagao em homens inférteis,
além de promover melhora nos parametros seminais e na integridade do DNA espermatico.
Com base nessas evidéncias, o presente trabalho tem como objetivo investigar os efeitos
da obesidade induzida por dieta hiperlipidica e do treinamento de resisténcia sobre o

metabolismo lipidico e a qualidade da espermatogénese em camundongos.

1.1 Referencial tedrico
1.1.1 Obesidade

Diversos estudos demonstram que a obesidade ja ndo se configura somente como
um problema de saude individual, mas assume a propor¢ao de uma grave crise de saude
publica, caracterizando-se como uma epidemia global do século XXI (HATHTHOTUWA et
al., 2020). O aumento constante da obesidade ao longo dos anos € evidenciado pelos
dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2024), que indicam um crescimento
consideravel de sua prevaléncia entre 1990 e 2022, atingindo propor¢des alarmantes em
todo o mundo. Em 1990, cerca de 25% dos adultos com 18 anos ou mais apresentavam
excesso de peso, enquanto em 2022 esse numero aumentou para 43%. Essa realidade
preocupante ja era observada desde o relatério publicado pela OMS em 2018, que indicou
um aumento de quase trés vezes no numero de pessoas com obesidade entre 1975 e 2016.

O acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal caracteriza as condicoes

médicas de obesidade e sobrepeso. Entretanto, sua quantificagdo precisa, representa um
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desafio devido a distribuicdo da gordura por todo o corpo (HATHTHOTUWA et al., 2020). O
indice de Massa Corporal (IMC) é amplamente utilizado como ferramenta inicial de triagem
por sua simplicidade, sendo calculado pela divisao do peso em quilogramas pela altura em
metros elevada ao quadrado. Conforme a definicdo da OMS (2024), um IMC igual ou
superior a 25 kg/m? indica sobrepeso, enquanto valores iguais ou acima de 30 kg/m?
caracterizam obesidade (OMS, 2024). Trata-se, contudo, de uma medida indireta e limitada,
que nao distingue massa gorda de massa magra nem considera a distribuicdo da gordura
corporal.

Por essa razdo, avaliagdes complementares, como a circunferéncia da cintura, a
relacdo cintura/quadril, a espessura das dobras cutdneas e a bioimpedancia, sao
fundamentais para um diagndstico mais preciso do estado nutricional e dos riscos
associados a obesidade (HATHTHOTUWA et al., 2020). Isso porque a obesidade é uma
doencga crénica altamente complexa, cujo diagndstico adequado exige a avaliagao de
fatores além do peso corporal isolado, como a distribuicdo da gordura, possiveis
complicacbes associadas e as diversas causas que podem contribuir para o seu
desenvolvimento (WHARTON et al., 2020).

Embora a obesidade seja uma condicdo multifatorial, sabe-se que um de seus
principais determinantes é o desequilibrio entre 0 consumo energético por meio da
alimentagdo e o gasto energético por meio da atividade fisica (OMS, 2024). Diante do
aumento mundial da obesidade e do sobrepeso, surgiu a necessidade de compreender
melhor as motivagdes relacionadas a esse crescente problema de saude publica, sendo
observado como fator dominante o aumento no consumo de alimentos associado a

diminuicdo do gasto energético (BLUHER, 2019).
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Figura 1. Alteragdes no balango entre gasto e consumo energético ao longo da epidemia de obesidade.
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Legenda: Ingestado alimentar (vermelho) e gasto energético (azul) nos Estados Unidos entre 1910 e 2000.
Fonte: (adaptado de BLUHER, 2019).

Apesar de a disparidade energética ser o principal fator, existem outras motivagdes
que influenciam a predisposicdo ao aumento de peso, as quais podem ser nao alteraveis,
como a genética, ou alteraveis, como fatores comportamentais e influéncias ambientais
(MASOOD & MOORTHY, 2023). Dentre as causas nao alteraveis, podem-se citar disturbios
monogénicos, como defeitos nos genes da proopiomelanocortina (POMC) e do receptor de
melanocortina-4 (MC4R), variantes poligénicas, como no gene associado a massa gorda e
obesidade (FTO), e outras predisposi¢cdes genéticas (WESTBURY et al., 2023).

Quanto aos fatores ambientais alteraveis, podem ser citados o estado
socioecondmico, alteragdes epigenéticas, influéncias pds-natais, ambiente intrauterino,
estresse psicossocial, produtos quimicos desreguladores enddcrinos e microbiota
gastrointestinal (MASOOD & MOORTHY, 2023). No que se refere as causas
comportamentais alteraveis, as principais incluem o uso de medicamentos, privacdo de
sono, alimentacdo inadequada e sedentarismo (MASOOD & MOORTHY, 2023). Outros
fatores que podem contribuir para o surgimento ou agravamento da obesidade estado

elencados na Tabela 1.



19

Tabela 1: Fatores que ocasionam a obesidade

Causas Genéticas Alteracbes nos genes
§ Mutagao do receptor da
Disttrbios Monogénicos melanocortina-4, deficiéncia de leptina
Causas e deficiéncia de POMC

Primarias
Prader-Willi, Bardet-Biedl, Cohen,

Sind
Indromes Alstrém e Frohlich

Lesédo cerebral, tumor cerebral,
Neuroldgicas consequéncias da irradiagao craniana
e obesidade hipotalamica

&

Causas
Secundarias Psicolégicas 2depressdo e disturbios alimentares

Lhipertireoidismo, sindrome de Cushing,

Enddcrinas Uity 7 ot
deficiéncia de GH e pseudo-hipoparatireoidismo

Antidepressivos triciclicos, contraceptivos orais,
antipsicéticos, anticonvulsivantes,
glicocorticoides, sulfonilureias,

glitazonas e bloqueadores

Legenda: 'Ha controvérsias se o hipotireoidismo causa ou agrava a obesidade.
2Depressao associada a excessos ou compulsao alimentar.

Fonte: adaptado de APOVIAN et al. (2015)

Induzida por Drogas

A obesidade exerce grande impacto na saude coletiva, atingindo uma parcela
significativa da populacéo e apresentando elevada taxa de letalidade, sendo responsavel
por cerca de 49.592 internagdes hospitalares no Brasil entre 2018 e 2022 (COSTA et al.,
2023). Além de representar por si s6 uma complicagado para a saude publica, a obesidade
esta associada a outras comorbidades, o que aumenta ainda mais o risco a vida (APOVIAN
et al., 2016). Dentre as condicbes médicas mais comumente relacionadas a obesidade,
destacam-se o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemia, hipertensao arterial, doencas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer (BUSEBEE et al., 2023).

No diabetes mellitus tipo 2 (DM2), observa-se secrecao inadequada de insulina e
resisténcia a sua agcao em tecidos periféricos, como musculo esquelético, tecido adiposo
(TA) e figado, constituindo um dos principais agentes responsaveis pela patogénese da
obesidade (BOUTARI et al., 2023). Embora frequentemente associada a resisténcia
insulinica, ha indicios de que a dislipidemia ndo seja intrinseca a essa condi¢ao, estando
intimamente ligada a obesidade central e caracterizando-se pela redugédo da lipoproteina
de alta densidade (HDL) e aumento dos triglicerideos (SEGULA, 2014). Ha também uma

relacao entre o DM2 e a reprodutividade de homens com obesidade, sendo evidente em
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muitos casos a disfungao erétil (DE), que tende a apresentar maior ocorréncia conforme o
aumento do IMC e frequentemente se configura como um fator de risco para doencgas
cardiovasculares (PASQUALI, 2006).

Quanto as doencas cardiovasculares relacionadas a obesidade, ha evidéncias
consistentes de associagdo com a doenga arterial coronariana (DAC), e alguns estudos
indicam ainda aumento do risco de insuficiéncia cardiaca (IC) em individuos com obesidade
(SEGULA, 2014). Além das condic¢des citadas, observa-se também maior risco de acidente
vascular cerebral (AVC) e hipertensdo arterial. A relagdo entre obesidade e doencgas
cardiovasculares esta associada a alteragdes metabdlicas, inflamatorias e vasculares
(BUSEBEE et al., 2023).

Além de amplificar o risco de manifestagédo dessas comorbidades, a obesidade esta
frequentemente associada a sindrome metabdlica, que normalmente engloba essas
condi¢gdes e outros fatores (DE MOLA, 2009). Para a caracterizagdo da sindrome
metabdlica, é necessario que sejam observados ao menos 3 dos critérios descritos pelo
Painel de Tratamento de Adultos Il do Programa Nacional de Educagéao sobre o Colesterol
(NCEP; CLEEMAN, 2001). Sao os seguintes critérios: circunferéncia da cintura >102 cm
para homens e >88 cm para mulheres, triglicerideos acima de 150 mg/dL, colesterol HDL
<40 mg/dL para homens e <50 mg/dL para mulheres, pressao arterial acima de 130/85
mmHg e glicemia de jejum acima de 100 mg/dL (CLEEMAN, 2001).

Assim como o diabetes e a sindrome metabdlica, a obesidade esta relacionada a
diversos parametros que podem afetar negativamente a fertilidade (SERVICE et al., 2023).
Embora os efeitos da obesidade sobre a fertilidade masculina ainda ndo sejam amplamente
estudados na literatura, ha evidéncias de que a fertilidade masculina apresenta relagao
direta com o peso, especialmente quando o IMC é superior a 35 kg/m? (DE MOLA, 2009).
O hipogonadismo secundario e as alteragdes nos horménios sexuais sdo possiveis
complicagdes que ocasionam infertilidade masculina associada a obesidade, podendo levar
a diminuicao do desejo sexual, disfuncao erétil e prejuizo a espermatogénese (FERREIRA,
2010; AMERATUNGA et al., 2023).

Com relacédo a associagao entre obesidade e fertilidade feminina, sabe-se que ela
esta presente em 38% a 88% das mulheres com Sindrome do Ovario Policistico (SOP),
evidenciando um forte envolvimento do excesso de peso na patogénese dessa condicao
(FERREIRA, 2010). No que se refere ao periodo fértil de mulheres com obesidade, alguns
estudos indicam anovulagdo crbnica ou intermitente, altera¢cdes frequentes no ciclo

menstrual e sinais de excesso de androgenos (PASQUALI, 2006). Em relacao a gravidez,
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sabe-se que a obesidade visceral pode ocasionar ou influenciar complicagcbes como
dificuldade na concepgao natural e assistida; durante a gestagédo, podem ocorrer diabetes
gestacional, pré-eclampsia, aborto espontaneo e macrossomia fetal (FERREIRA, 2010).

Quanto ao aumento de peso da mulher durante a gestagao, acredita-se que esse fator
possa aumentar a probabilidade de desenvolvimento de obesidade nos descendentes,
sugerindo um potencial efeito epigenético transgeracional (ALTHOFF, 2021). Alguns
estudos indicam que homens com obesidade também podem transmitir uma herancga
epigenética que eleva o risco de obesidade em seus descendentes, devido a diminui¢gao da
atividade mitocondrial do espermatozoide (AMERATUNGA et al., 2023).

Considerando os riscos que a obesidade representa para a saude e os fatores
alteraveis que a favorecem, o estudo dos mecanismos epigenéticos e da atuagao desses
fatores no organismo pode elucidar formas mais eficientes de tratamento e prevengao
dessa doencga cronica (ALTHOFF, 2021). Tendo em vista que um dos principais fatores que
influenciam o aumento de peso é a alimentacdo desbalanceada, uma medida preventiva
eficaz seria desencorajar as empresas alimenticias a oferecerem alimentos altamente
calodricos e gordurosos, por meio da taxacdo e do banimento de propagandas desses
produtos (ALTHOFF, 2021). Outros métodos de prevencgéo estao elencados na Tabela 2,

com base em dados coletados da publicagédo “Obesidade e sobrepeso” da OMS (2024).
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Tabela 2: Métodos de prevencgdo da Obesidade Individuais

Métodos de prevengdo da obesidade

Garantir ganho de peso adequado durante a gravidez

Praticar o aleitamento materno exclusivo nos primeiros 6 meses até
0s 24 meses ou mais

Incentivar comportamentos saudaveis (alimentacao, atividade
fisica, sono) em criangas

Limitar o tempo de tela (computadores, celulares, televisao, etc)

Promover comportamentos alimentares saudaveis (limitar o
consumo bebidas e alimentos caléricos e gordurosos)

Desfrutar de uma vida saudavel (duragdo e qualidade do sono,
evitar tabaco e alcool, autorregulagdo emocional)

Praticar atividades fisicas regularmente

d Aumentar o consumo de frutas e vegetais, bem como legumes,
graos integrais e nozes (alimentagcao saudavel)

RPEPFD G e @

Fonte: do autor/UNILA, 2026, Dados utilizados para construir a tabela retirados do site da OMS (2024).

Quanto aos possiveis tratamentos, embora seja necessario considerar as
necessidades e particularidades de cada individuo, a maioria das intervengdes voltadas a
amenizar as comorbidades causadas pela obesidade esta associada a perda de peso
(MAIAet al., 2024). Dentre os procedimentos mais comuns para o tratamento da obesidade,
podem-se citar: a cirurgia bariatrica, eficaz em casos mais severos; o uso de medicamentos,
quando indicado de forma segura e eficiente; e as abordagens comportamentais (MAIA et
al., 2024). O tratamento baseado em mudanga comportamental visa melhorar as praticas
de atividade fisica e alimentacao saudavel, podendo ser realizado por meio de terapias,
idealmente de forma individualizada (MAIA et al., 2024).

1.1.2 Fertilidade masculina

Nos ultimos anos, a obesidade entre homens e mulheres em idade reprodutiva vem
aumentando em ritmo preocupante, acompanhada simultaneamente por um declinio na
fertilidade (BEST & BHATTACHARYA, 2015; AMERATUNGA et al., 2023). Corroborando a
ideia de que o declinio da fertilidade representa uma questdo de saude publica global e

urgente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2024) publicou um relatério
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demonstrando que cerca de 17,5% da populacédo adulta do mundo sofre de infertilidade, ou
seja, 1 em cada 6 pessoas € infértil.

Dominar as definicdes relacionadas a fertilidade € crucial para compreender as
condi¢des e comorbidades a ela associadas, sendo possivel assim diferenciar esterilidade,
subfertilidade e infertilidade (VANDER BORGHT & WYNS, 2018). A subfertilidade, muitas
vezes confundida com infertilidade, € caracterizada como qualquer condi¢do ou grau de
fertilidade reduzida em casais que tentam engravidar sem sucesso. Ja a esterilidade é
definida como uma condigdo permanente de incapacidade de conceber uma gravidez
natural (VANDER BORGHT & WYNS, 2018). Por fim, a infertilidade é definida como a
incapacidade de um casal conceber uma gravidez apds 12 meses de tentativas por meio
de relagdes sexuais desprotegidas, ou devido a uma deficiéncia que impecga a reprodugao
de um individuo (VANDER BORGHT & WYNS, 2018).

Assim como na obesidade, existem multiplos fatores que podem interferir na fertilidade
natural, sendo possivel identificar trés principais: o periodo durante o qual o casal tentou
engravidar sem sucesso, a idade e a infertilidade associada a comorbidades (VANDER
BORGHT & WYNS, 2018). Esse tempo de ndo concepgao costuma caracterizar o grau de
severidade da subfertilidade, considerando que, quanto mais tempo o casal tenta
engravidar sem sucesso, menor a probabilidade de concepgao espontdnea, podendo
evoluir para infertilidade (VANDER BORGHT & WYNS, 2018). Além dessas condi¢oes
principais, ha diversos fatores comportamentais responsaveis pela diminuicdo da
fertilidade, como alimentagdo inadequada, sedentarismo, sobrepeso e obesidade
(SHARMA et al., 2013).

Embora a literatura apresente mais informacdes sobre a infertilidade feminina, sabe-
se que os homens sdo responsaveis por 50% dos casos de infertilidade em todo o mundo
(VANDER BORGHT & WYNS, 2018). Dessa forma, para melhor compreenséao dos fatores
de risco de infertilidade masculina relacionados a obesidade, & necessario entender a
anatomia do sistema reprodutivo masculino e seus processos. O sistema reprodutor
masculino € composto pelo pénis, vesiculas seminais, prostata, ducto deferente, epididimo
e testiculos, sendo sua funcao regulada pelo eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas (HHG)
(ROBERTS & PRYOR, 1997).

1.1.2.1 Espermatogénese e maturagdo espermatica
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A fertilidade masculina esta diretamente ligada a espermatogénese, um processo
complexo que ocorre nos testiculos e resulta na producéo de espermatozoides por meio de
divisdes e diferenciagao celulares (MIYASO et al., 2022). Esse processo pode ser dividido
em trés fases principais: a fase de proliferagédo, denominada espermatocitogénese; a fase
de diferenciacédo, conhecida como espermiogénese; e a fase de liberagdo das células
germinativas formadas, definida como espermiagédo (ALCANTARA & TONIOLLI, 2023).

Figura 2. Representagido esquematica da organizagdo anatdbmica do testiculo, epididimo e ducto deferente.
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Fonte: adaptado de ROBERTS & PRYOR (1997).

Tendo em vista que esse processo ocorre inicialmente nos testiculos, observa-se sua
anatomia basica: o 6rgao € envolvido por uma bolsa de origem cutanea e da fascia da
parede do abdémen, conhecida como escroto (ALCANTARA & TONIOLLI, 2023). Sua
anatomia interna € composta pela tunica albuginea, uma capsula fibrosa que reveste o
testiculo, formando septos que dividem o 6rgdo em lébulos. Nesses |6bulos, encontram-se
os tubulos seminiferos, onde ocorre a espermatogénese; conectados a eles, ha uma rede
de canais localizada no mediastino, chamada de rede testicular, que funciona como uma
“ponte” entre o testiculo e o epididimo (Figura 2) (ROBERTS & PRYOR, 1997).
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As principais células que compdem os tubulos seminiferos s&o (Figura 3): as células
de Sertoli, as células germinativas e as células mioides peritubulares, que fazem parte da
camada muscular externa e realizam peristaltismo para encaminhar os espermatozoides
ao epididimo (ROBERTS & PRYOR, 1997). As células de Sertoli desempenham papel
fundamental na espermatogénese, fornecendo suporte fisico, nutricional e estrutural as
células germinativas. Além disso, essas células sdo responsaveis pela fagocitose de células
germinativas degeneradas e corpos residuais, pela produgdo e secrecdo de proteinas
essenciais para a espermatogénese e pela formagdo da barreira hematotesticular, que
protege as células germinativas (MIYASO et al., 2022).

A primeira etapa do processo de producdo de espermatozoides ¢é a
espermatocitogénese, fase na qual ocorrem os processos de divisao mitética e meidtica
(SHARMA & AGARWAL, 2011). Essa etapa se inicia durante o desenvolvimento
embrionario, quando as células germinativas primordiais, apds migrarem do saco vitelinico,
colonizam as gbnadas fetais indiferenciadas, multiplicando-se por mitose e diferenciando-
se em gondcitos, que se estabelecem préximos ao compartimento basal (ALCANTARA &
TONIOLLI, 2023). Posteriormente, essas células tornam-se espermatogdnias (2n),
responsaveis pela producado de espermatozoides nos tubulos seminiferos; elas podem
permanecer em estado mitético, mantendo-se como espermatogbnias, ou avangar para o
inicio da meiose, transformando-se em espermatécitos (ROBERTS & PRYOR, 1997).

As espermatogonias que realizam a transi¢cao do estado mitético para o meidtico sao
do tipo B e s&o estimuladas a agir dessa maneira pelo acido retindico, tendo seus nucleos
diminuidos gradativamente pelos processos de meiose até sua forma final (ALCANTARA &
TONIOLLI, 2023). As espermatogdnias do tipo B iniciam a primeira meiose, que apresenta
uma longa préfase devido as suas etapas de crescimento e aumento celular,
transformando-se entdo em espermatécitos primarios, os quais permanecem em estado
latente até a puberdade (ROBERTS & PRYOR, 1997; SHARMA & AGARWAL, 2011).

Ao chegar a adolescéncia, ocorrem alteracbées hormonais que reativam a divisdo
meidtica das células, dando continuidade ao processo de meiose | dos espermatdcitos
primarios (2n), que, ao final da divisdo, tornam-se espermatécitos secundarios (n)
(ROBERTS & PRYOR, 1997; NISHIMURA & L'HERNAULT, 2017). Posteriormente, os
espermatocitos secundarios realizam a meiose Il, resultando em células haploides,
denominadas espermatides, concluindo assim a meiose, etapa na qual ocorrem processos
como emparelhamento cromossémico e crossing-over, gerando um novo genoma para as

novas células (SHARMA & AGARWAL, 2011). Essa fase de espermatocitogénese ocorre
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do compartimento basal em direcdo ao compartimento adluminal do tubulo seminifero
(Figura 3) (ROBERTS & PRYOR, 1997).

Figura 3. Representagédo esquematica da espermatogénese, ilustrando a organizagéo do tubulo seminifero
e do intersticio testicular.
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(sg), espermatdcito (sc), espermatide (st) e células mioides peritubulares (PC).

Fonte: Adaptado de ROBERTS & PRYOR (1997).

ApOs essa etapa, inicia-se a espermiogénese, ja na regiao do lumen, responsavel por
dar origem aos espermatozoides a partir de diversas transformagdes que envolvem
alteragdes bioquimicas e morfoldgicas (ALCANTARA & TONIOLLI, 2023). Essas mudancas
incluem a condensacéao da cromatina, o alongamento do nucleo, a redugéo consideravel do
citoplasma, o desenvolvimento do acrossoma (derivado do complexo de Golgi), que tera
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funcdo posteriormente ao interagir com o ovocito durante a fecundagéo, e a formagao da
cauda, responsavel pela motilidade do espermatozoide (ALCANTARA & TONIOLLI, 2023;
NISHIMURA & L'HERNAULT, 2017).

Outras interagbes ocorrem na fase final da espermiogénese, como o0 acréscimo e a

modificagdo no posicionamento de algumas organelas. As mitocéndrias, por exemplo,
concentram-se mais proximas ao flagelo, formando a bainha mitocondrial, que gerara a
energia necessaria para a movimentagdo dos espermatozoides (ROBERTS & PRYOR,
1997). Além disso, também sdo liberados alguns componentes celulares, como os
ribossomos, que nao serao necessarios para a diferenciagao celular, por meio de uma
goticula citoplasmatica conhecida como corpo residual (NISHIMURA & L'HERNAULT,
2017).

O resultado dessas alteragdes morfoldgicas € um espermatozoide maduro, que pode
ser dividido em cabeca, parte intermediaria e cauda. A cabega contém o material genético
€ 0 acrossoma, que possui enzimas digestivas a serem liberadas ao entrar em contato com
0 o6cito, auxiliando o espermatozoide a realizar a fecundacdo. A parte intermediaria,
localizada apds a cabeca, possui um elevado numero de mitocéndrias para produgao de
energia, que auxiliara na motilidade da ultima parte, a cauda, responsavel pela
movimentac&o dos espermatozoides (ALCANTARA & TONIOLLI, 2023).

Embora a estrutura geral dos espermatozoides seja conservada entre a maioria das
espécies, existem diferengas especificas em sua morfologia. Isso é visivel, por exemplo, na
comparagao entre espermatozoides humanos, que apresentam cabeca em formato de
espatula, e os de camundongos, que possuem cabeca alongada e em formato de foice
(SILVA, 2021).

Com a liberacédo dos espermatozoides maduros no lumen dos tubulos seminiferos
pelas células de Sertoli, determina-se o final da espermiogénese € o inicio da espermiagao
(ALCANTARA & TONIOLLI, 2023). Nesse processo, ocorre o transporte ativo dos
espermatozoides pelos canais da rede testicular até o epididimo, que costuma ser dividido
em trés partes principais para facilitar sua caracterizagao: cabeca, corpo e cauda (Figura
2). No total, o epididimo € um unico tubo longo e enrolado sobre si mesmo, conectado a
rede testicular (ROBERTS & PRYOR, 1997).

A fisiologia dessa estrutura esta relacionada a maturacdo e ao armazenamento dos
espermatozoides, permitindo que se tornem férteis e moveis, além de realizar
posteriormente seu transporte ativo até os ductos deferentes, onde os gametas masculinos
sdo armazenados (ROBERTS & PRYOR, 1997). Os espermatozoides levam entre 1 e 2
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semanas para realizar a maturagcado, processo no qual ocorrem diversas adicbes de
proteinas @ membrana espermatica (ALCANTARA & TONIOLLI, 2023). Na parte final da
cauda do epididimo encontra-se o inicio do ducto deferente, uma porcdo enrolada que
consiste em um tubo muscular que permite que os espermatozoides alcancem a uretra para
a ejaculacédo (ROBERTS & PRYOR, 1997).

1.1.2.2 Regulagdo hormonal da espermatogénese

A espermatogénese € um processo complexo, influenciado pela agdo conjunta de
diversos horménios que estimulam e regulam suas etapas (ALCANTARA & TONIOLLI,
2023). Dessa forma, alguns o6rgaos enddcrinos estdo associados a espermatogénese,
dentre eles o hipotalamo, localizado na base do terceiro ventriculo do cérebro; a hipdfise,
logo abaixo, conectada a ele por um pedunculo hipofisario, possuindo lobos anterior e
posterior; e, por fim, os testiculos (ROBERTS & PRYOR, 1997).

O principal hormbnio relacionado a produgao de espermatozoides é a testosterona,
que ja é produzida pelo embrido antes mesmo do nascimento, por meio das células de
Leydig, inicialmente estimuladas pelo horménio Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG),
proveniente da placenta (CHRISTIN-MAITRE & YOUNG, 2022). Embora a produgao de
testosterona se inicie precocemente, ao longo da infancia ha poucos estimulos para sua
sintese, retornando apenas na puberdade a partir da secregao do horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH) (CHRISTIN-MAITRE & YOUNG, 2022).

O horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) é sintetizado e secretado pelo
hipotalamo, responsavel por controlar o inicio da espermatogénese; ele estimula as células
na regiao anterior da hipdfise a sintetizarem e liberarem os hormonios glicoproteicos, sendo
eles o horménio foliculo-estimulante (FSH) e o horménio luteinizante (LH) (SHARMA &
AGARWAL, 2011). O horménio luteinizante (LH) é crucial para o processo de
esteroidogénese, pois estimula as células de Leydig do testiculo a produzir testosterona
(ALCANTARA & TONIOLLI, 2023).

Quanto ao hormoénio foliculo-estimulante (FSH), sua funcdo esta relacionada a
estimulacdo das células de Sertoli, atuando na producdo de espermatozoides
(ALCANTARA & TONIOLLI, 2023). Essas células também atuam na sintese e secrecéo de
inibina, ativina, proteina de ligagao a andrégenos (ABP), transferrina testicular, ativador do
plasminogénio (AP), liquido luminal e outros fatores de crescimento (MIYASO et al., 2022).



29

Essas proteinas e horménios estdo associados a espermatogénese. A ABP, por
exemplo, ao se conectar com a testosterona, aumenta a concentragdo desse hormdnio
masculino nos tubulos seminiferos, ativando o inicio da produgdo de gametas masculinos
(ALCANTARA & TONIOLLI, 2023). Quanto & ativina e a inibina, sdo horménios que
possuem efeitos opostos: enquanto a ativina estimula a secrecdo de FSH, a inibina é
responsavel por seu controle, suprimindo sua secrec¢ao (MIYASO et al., 2022).

O FSH ainda atua incentivando a acéo do ativador de plasminogénio, uma enzima
com funcdo de remodelar os tecidos testiculares para facilitar a liberacdo das células
germinativas maduras no limen, além de reabsorver material celular residual (ALCANTARA
& TONIOLLI, 2023). Com relagao ao liquido luminal, ele atua auxiliando no processo de
espermiogénese, representando grande parte do fluido secretado pelas células de Sertoli
presente no compartimento adluminal do tubulo seminifero (ROBERTS & PRYOR, 1997).
Outros hormoénios, como adrenocorticotréfico, prolactina, horménio do crescimento e
hormdnio estimulador da tireoide, também sao secretados pela adenohipdfise e atuam na
espermatogénese (SHARMA & AGARWAL, 2011).

1.1.2.3 Esteroidogénese testicular

A esteroidogénese € o processo de produg¢ao de hormdnios esteroides que ocorre nos
testiculos, produzindo, a partir das células de Leydig, os hormbnios estrogenos e a
testosterona quando estimuladas pelo horménio luteinizante (LH) (ALCANTARA &
TONIOLLI, 2023). Dentro das células intersticiais, o colesterol serve como precursor para a
sintese de testosterona. Esse processo bioquimico envolve diversas reag¢des enzimaticas
e pode utilizar o colesterol proveniente tanto da sintese intracelular a partir de ésteres de
colesterol, conhecida como via de novo, quanto de lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
captadas no sangue (GEBARA et al., 2002).

Esse processo pode ser regulado por diversos fatores genéticos e bioquimicos, como
pela transcricdo de genes, codificacdo de enzimas e cofatores esteroidogénicos e por suas
modificagdes pos-traducionais (BREMER & MILLER, 2014). A transformagao do colesterol
em testosterona passa por muitas etapas, envolvendo diversas enzimas, dentre as quais
se destacam as do grupo citocromo P450, localizadas nas membranas mitocondriais
(ROBERTS & PRYOR, 1997; GEBARA et al., 2002).

Outro grupo de enzimas que participa da esteroidogénese sao as HSD, que ao
contrario das P450, podem ter suas reagdes catalisadas por uma ou mais isoenzimas
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(BREMER & MILLER, 2014). Dentre os genes relacionados a essas enzimas, destacam-se
a proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR), o membro 1 da familia 11 do citocromo
P450, subfamilia A(CYP11A1), a 3B-hidroxiesteroide desidrogenase (HSD3B2), a esteroide
do citocromo P450 17a-monooxigenase (CYP17A1) e a 17B-hidroxiesteroide
desidrogenase 3 (HSD17B3) (YANG et al., 2021).

Figura 4. Representagédo esquematica da biossintese de testosterona a partir do acetato de colesterol.

Acetato de
Colesterol

Pregnenolona — Progesterona
17a Hidroxipregnenolona ——»  17a Hidroxiprogesterona ——> '170 Hidroxi. 20a
Dihidroprogesterona
Dehidroepiandrosterona ———» Androstenodiona _— Estrona
Androstenodiol _— Testosterona —_—————— 178 Estradiol
t 1Cé ;4’4 P
Precur;orgs Metabéli_tf)§ Andrégenos Estrogénios
Esteroidais Intermediarios

Legenda: A testosterona é sintetizada a partir do colesterol por uma sequéncia de cadeias enzimaticas
dentro das células de Leydig, localizadas no intersticio testicular.

Fonte: GEBARA et al. (2002).

Cada enzima desempenha um papel especifico na producédo de horménios esteroides.
A StAR possui um papel crucial para o inicio da producao de horménios esteroides, ao
realizar o transporte do colesterol para a mitocéndria nos testiculos. ACYP11A1, localizada
nas mitocéndrias, realiza a clivagem da cadeia lateral do colesterol, convertendo-o em
pregnenolona. A CYP17A1, por sua vez, esta presente no reticulo endoplasmatico e é
responsavel pela atividade enzimatica da 17o-hidroxilase, convertendo a 17-
hidroxiprogesterona em androstenediona (BREMER & MILLER, 2014).

Posteriormente, a HSD17B3 é& responsavel por estimular a conversidao de
androstenediona em testosterona, e a isoenzima representada pelo gene HSD3B2 é
responsavel por converter pregnenolona em progesterona, 170H-Preg em 17a-

hidroxiprogesterona, desidroepiandrosterona em androstenediona e androstenediol em
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testosterona (BREMER & MILLER, 2014). Uma parcela da testosterona produzida pode ser
transformada em estradiol pela agdo da enzima aromatase, inibindo a sintese de LH, ou
ser convertida em diidrotestosterona, que possui maior afinidade pelo receptor androgénico
(AR), tornando sua acdo mais intensa e potente que a da testosterona (ROBERTS &
PRYOR, 1997). O processo de esteroidogénese esta representado de forma simplificada

na Figura 4.

1.1.2.4 Metabolismo lipidico testicular

Conforme relatado anteriormente, a obesidade é um dos fatores de risco para a
infertilidade masculina e representa uma das condicdes mais preocupantes do século XXI
(AMERATUNGA et al., 2023). Dessa forma, observa-se que o tecido adiposo € o principal
responsavel pelo metabolismo lipidico, o qual, em casos de obesidade e dieta rica em
gorduras, pode ser alterado, afetando o equilibrio na dindmica de sintese e degradagao dos
lipidios e agindo negativamente sobre os processos da fertilidade masculina (KIM et al.,
2017).

Essa instabilidade causada pelas alteragdes no metabolismo lipidico pode afetar a
saude reprodutiva masculina, considerando que os lipidios desempenham um papel
multifacetado na esteroidogénese e, consequentemente, na espermatogénese (LUO et al.,
2020). Além de servirem como fonte de energia para as células em divisao, os lipidios sédo
componentes essenciais das membranas celulares, como as dos espermatozoides,
influenciando sua estrutura e fungdo (CRISOSTOMO et al., 2020).

Ha também relagdo com a integridade das mitocéndrias, que sao ricas em lipidios e
fundamentais para a produgao de energia e a protegao contra danos oxidativos, os quais
podem comprometer a viabilidade e a motilidade dos espermatozoides (CRISOSTOMO et
al., 2020). O tecido adiposo ainda esta relacionado a uma maior concentragao de horménios
androgenos e outros esteroides lipossoluveis, uma vez que esse tecido os armazena (DE
MOLA, 2009).

Ainda ha uma associacao do metabolismo lipidico com as células de Sertoli, uma vez
que elas apresentam relagao intrinseca com a sintese lipidica, o armazenamento e o
metabolismo oxidativo, tendo como principal fonte de energia o acido graxo mitocondrial.
Apos a producao de energia nas mitocondrias para que as células de Sertoli auxiliem a
espermatogénese, ocorre a liberagao de moléculas derivadas de oxigénio, denominadas
espécies reativas de oxigénio (EROs) (LUO et al., 2020).
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Tratando dos efeitos causados pela obesidade, um dos problemas reprodutivos mais
frequentemente encontrados € a disfuncéo erétil (DE), associada diretamente ao aumento
do indice de massa corporal (IMC), visto que cerca de 75% dos homens que relataram esse
problema estavam acima do peso ou tinham obesidade (PASQUALI, 2006; AMERATUNGA
et al., 2023). Essa condicdo € caracterizada pela dificuldade continua ou frequente de
atingir e manter uma ereg¢ao adequada para a pratica de atividade sexual (DE ALMEIDA,
2014).

A associagao entre DE e obesidade pode estar relacionada a alguns fatores, como
niveis baixos de testosterona livre e total (AMERATUNGA et al., 2023; DE MOLA, 2009).
As doencas cardiovasculares e a diabetes mellitus tipo 2 estdo associadas a disfuncéao erétil
de forma independente, embora também possam estar associadas a obesidade
(PASQUALLI, 2006).

Algumas dessas condigbes fisioldgicas relacionam-se ainda com a diminuigdo da
libido e da frequéncia de coito, afetando a vida sexual de homens com obesidade, o que
pode levar a maior dificuldade com o desempenho sexual e ao aumento da esquiva de
encontros sexuais (HAMMOUD et al., 2012). A gordura visceral corresponde ao tecido
adiposo que se acumula ao redor de 6rgaos internos, diferindo da gordura subcutanea,
localizada sob a pele. No saco escrotal, esse depdsito se forma ao redor dos testiculos e
das estruturas adjacentes, comprometendo a dissipacgao local de calor e favorecendo o
aumento da temperatura testicular (DE ALMEIDA, 2014).

Ademais, o acumulo de gordura visceral apresentado por muitos homens com
obesidade contribui para a desregulacao do eixo hipotalamo-hipdéfise-gonadal (HHG) (DE
ALMEIDA, 2014). Essas alteragbes estado relacionadas com o aumento da atividade da
enzima aromatase, que converte testosterona em estrogénio, com o aumento da secregao
de horménios originados do tecido adiposo e com a secrecgao de adipocinas (DE ALMEIDA,
2014).

Sendo assim, nota-se que o aumento de peso pode estar conectado com uma maior
producao de estrona e estradiol, causando um efeito negativo no hipotalamo que altera a
secrecdo do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH), suprimindo a producao e
liberacdo do LH e do FSH (HAMMOUD et al., 2012). Essas alteragdes costumam
caracterizar a condicao de hipogonadismo hipogonadotréfico, conhecida por interferir na
fungdo do eixo HHG, afetando a espermatogénese (DE MOLA, 2009).

Outros fatores que influenciam o eixo hipotalamo-hipoéfise-gbnadas também merecem

destaque. Entre eles, estda o aumento da secrecédo de leptina, horménio produzido pelo
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tecido adiposo, que reduz a producéo de testosterona pelas células de Leydig e pode afetar
diretamente os espermatozoides (DE ALMEIDA, 2014). Além disso, a diminuigdo dos niveis
de inibina B observada em homens com obesidade pode comprometer a quantidade de
células de Sertoli, levando a reducdo do numero de espermatozoides. Ambos os
mecanismos atuam de forma negativa sobre a espermatogénese (DE ALMEIDA, 2014).

Além dessas alteragdes nos niveis hormonais, observa-se também um efeito negativo
da obesidade sobre a globulina de ligagdo a horménios sexuais (SHBG). A produgéo
hepatica dessa proteina pode ser reduzida, resultando em aumento dos niveis de
estrogénio e diminuicdo da testosterona, o que afeta negativamente a quantidade e a
qualidade do esperma (CANNARELLA et al., 2024; DE ALMEIDA, 2014). A qualidade de
espermatozoide também pode ser comprometida pelo estresse oxidativo seminal, que pode
ser induzido por alteracbes na fungdo espermatica causadas pela obesidade
(AMERATUNGA et al., 2023).

Esses fatores podem aumentar o dano do DNA espermatico, afetando negativamente
a integridade da cromatina e reduzindo a atividade mitocondrial do espermatozoide. Tais
modificagdes podem ser justificadas por uma produgao excessiva de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (AMERATUNGA et al., 2023). Alguns estudos indicam que essas
condicdes podem alterar a epigenética dos espermatozoides, representando uma
complicagao que pode ser transmitida aos descendentes (AMERATUNGA et al., 2023).

Sendo assim, faz-se necessaria a definicdo de melhores estratégias de prevencéao e
tratamento dos efeitos que a obesidade pode ocasionar na fertilidade masculina. Os
principais procedimentos que podem ser citados como tratamento incluem: técnicas de
reproducao assistida, terapia medicamentosa e modificacdo dos habitos diarios. Em sua
maioria, essas intervencdes tém como objetivo tratar os sintomas da infertilidade ou atuar
diretamente sobre a obesidade, a fim de melhorar a fertilidade (CANNARELLA et al., 2024;
DE ALMEIDA, 2014).

Apesar da existéncia dessas opgdes de tratamento, elas ainda se apresentam
limitadas em numero e especificidade (JAMSAI & O'BRYAN, 2011). Diante disso, novas
pesquisas tém sido impulsionadas na busca por avangos nos métodos de prevencgao e

tratamento da infertilidade masculina.

1.1.3 Treino de resisténcia



34

Como citado anteriormente, ha uma forte relagao entre os habitos diarios e a fertilidade
masculina, uma vez que condicdbes como ma alimentacio, obesidade e sedentarismo séo
fatores conhecidos por reduzir a fertilidade em homens (OSADCHUK & OSADCHUK,
2023). Dessa forma, observa-se que a diminuigdo ou a auséncia da pratica de atividades
fisicas pelos individuos, especialmente do sexo masculino, tem se tornado cada vez mais
comum no cotidiano, provavelmente devido aos avangos tecnolégicos, que resultam em
aumento do tempo de tela e redugao de trabalhos que exigem esforgo fisico (OSADCHUK
& OSADCHUK, 2023).

Embora n&o seja a causa primaria da infertilidade masculina, o sedentarismo esta
diretamente relacionado a piora da qualidade seminal, principalmente em razao do aumento
da temperatura testicular (GASKINS, 2015). Em um estudo conduzido por Gaskins et al.
(2015), foi observada uma associagéao inversa entre o tempo gasto assistindo TV (atividade
considerada um indicador de estilo de vida sedentario) e a concentracdo espermatica.
Dentre os 189 participantes, aqueles que relataram assistir a mais de 20 horas de TV por
semana apresentaram concentragao de espermatozoides 44% menor em comparagao aos
que nao assistiam (GASKINS, 2015).

Além de reduzir a concentragao espermatica, o aumento da temperatura testicular
provocado pela inatividade fisica cotidiana pode prejudicar a espermatogénese,
desencadear apoptose de células germinativas, promover estresse oxidativo, causar danos
ao DNA do esperma e diminuir os niveis de inibina B (OSADCHUK & OSADCHUK, 2023).
Assim, o estilo de vida sedentario tende a potencializar os efeitos negativos da obesidade
sobre a fertilidade masculina. Por outro lado, a perda de peso pode amenizar e, em alguns
casos, até reverter esses danos, contribuindo para a melhoria da saude reprodutiva
(OSADCHUK & OSADCHUK, 2023).

Apesar de o emagrecimento ser fundamental para a melhora da fertilidade masculina,
€ crucial que ele ocorra de forma gradual e controlada (SHARMA, 2023). A literatura
demonstra que a inani¢ao e a perda rapida de peso, como em casos de cirurgia bariatrica,
podem prejudicar a funcdo espermatica (SHARMA, 2023). Por outro lado, quando
associada a pratica regular de exercicios fisicos, a perda de peso pode resultar em melhora
da motilidade, da morfologia e da contagem de espermatozoides, além de outros fatores
favoraveis a fertilidade masculina (SHARMA, 2023).

A atividade fisica, apesar de trazer diversos beneficios no combate as implicagdes da
obesidade, apresenta efeitos na fertilidade masculina que dependem de diversos fatores,
como o tipo de exercicio, sua duragao e intensidade (VAAMONDE MARTIN et al., 2014).
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Diversas atividades, como esportes motorizados, ciclismo, equitacdo e até mesmo a
condugéo prolongada de automodveis, por exemplo, podem elevar a temperatura escrotal,
assim como ocorre no sedentarismo e na obesidade (JOZKOW & ROSSATO, 2017).

Os esportes de resisténcia aerdbica sao caracterizados pelo treino do sistema
aerobico, promovendo aumento de energia e resisténcia na pratica de atividades fisicas,
sendo representados principalmente pela natagéo, corridas de longa distancia e ciclismo
(VAAMONDE MARTIN et al., 2014). Estudos em animais demonstram que a natagao pode
ser aliada da fertilidade masculina, dependendo de sua intensidade (BELLADELLI et al.,
2023). Quando realizada de forma moderada, demonstrou reducdo no estresse oxidativo
testicular; porém, quando praticada de maneira intensiva por periodos prolongados, pode
induzir estresse oxidativo e danos ao DNA dos espermatozoides (BELLADELLI et al., 2023).

A pratica de corridas também ocasiona alteragcbes significativas na fertilidade
masculina. Quando ha treinamento excessivo e por longos periodos, podem ocorrer efeitos
negativos, como estresse oxidativo, aumento da temperatura nos testiculos e reducao na
concentracdo e na motilidade espermatica (JOZKOW & ROSSATO, 2017). Por outro lado,
quando realizadas em intensidade moderada, as corridas ndo demonstraram efeitos
significativos na qualidade seminal, embora tenham sido relatados beneficios relacionados
ao atraso do envelhecimento testicular, provavelmente associados a diminuicdo do estresse
oxidativo (GASKINS et al., 2015).

Atestosterona, horménio associado a fertilidade masculina, também desempenha um
papel crucial nos exercicios de resisténcia (VINGREN et al., 2010). Ela atua como principal
promotora do crescimento muscular e do aumento da forgca em homens, sendo essencial
para o desempenho e os resultados dos treinos resistidos (VINGREN et al., 2010). Sendo
assim, € previsivel que ocorram alteragdes positivas nos niveis de testosterona ao realizar
esse tipo de atividade fisica, induzindo um aumento tanto na frequéncia quanto na
amplitude da secrecdo desse horménio (JOZKOW & ROSSATO, 2017; VAAMONDE
MARTIN et al., 2014).

Além disso, os exercicios de resisténcia podem trazer outros beneficios para a
fertilidade masculina, entre eles a reducao do estresse oxidativo e da inflamagao, bem como
o aumento da defesa antioxidante em repouso (MALEKI & TARTIBIAN, 2018). A pratica
regular desse tipo de atividade fisica, em intensidade moderada, pode inclusive aumentar
as chances de gravidez (MALEKI & TARTIBIAN, 2018). Um estudo com 199 casais,
publicado por Maleki e Tartibian (2018), demonstrou que a inclusédo desse tipo de atividade

resultou em um aumento de 36,2% na taxa de gravidez (72 casais engravidaram),
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representando um aumento de 17,7 vezes nas chances de concepgdo em comparagao com
casais que ndo praticavam atividade fisica regular.

Diante do exposto, fica evidente que a obesidade exerce efeitos deletérios sobre a
fertilidade masculina, afetando desde o equilibrio hormonal até a qualidade espermatica. A
literatura também aponta que a pratica regular de exercicios fisicos de resisténcia,
especialmente em intensidade moderada, apresenta potencial para atenuar esses danos,
promovendo beneficios como reducdo do estresse oxidativo e melhora nos parametros
seminais. Esses achados reforgam a importancia de investigar os mecanismos pelos quais
a obesidade e o exercicio fisico modulam a fung¢ao reprodutiva masculina, tema que sera

abordado nas secdes subsequentes desta dissertacao.
1.2 Justificativa

Numerosos estudos evidenciam que a obesidade evoluiu de um problema de saude
individual para uma grave crise de saude publica, assumindo propor¢des epidémicas em
escala global desde o inicio do século XXI (HATHTHOTUWA et al., 2020). Apesar de essa
condicdo médica ser influenciada por diversos fatores, o desequilibrio entre a energia
consumida pela alimentagao e a energia gasta através da atividade fisica &€ reconhecido
pela OMS (2024) como um fator fundamental para o desenvolvimento da obesidade.

A obesidade ndao apenas aumenta o risco de doengas como diabetes tipo 2,
dislipidemia e hipertensdo, mas também esta estreitamente relacionada a sindrome
metabdlica (APOVIAN et al., 2016; BUSEBEE et al., 2023). Essa combinacéo de fatores
eleva significativamente os riscos para complicagdes na saude reprodutiva masculina
(SERVICE et al.,, 2023). Entre os agentes que afetam negativamente a fertilidade
relacionados a obesidade destacam-se: diminui¢cdo dos niveis de inibina B, da testosterona
livre e total, reducéo da atividade mitocondrial do espermatozoide, aumento nos danos ao
DNA espermatico, elevagao do estresse oxidativo seminal e dos niveis de estrogénio (DE
ALMEIDA, 2014; AMERATUNGA et al., 2023).

Tais complicacbes podem afetar a vida reprodutiva de homens com obesidade,
causando disfungao erétil, desregulagado hormonal, diminuicdo da qualidade espermatica e
da espermatogénese, além de possiveis alteragdes epigenéticas transmitidas a prole,
comprometendo a fertilidade de futuras geragbes (DE ALMEIDA, 2014; AMERATUNGA et
al., 2023). O sedentarismo, frequentemente associado a obesidade, desempenha papel

crucial nesse processo: 0 aumento da temperatura testicular, causado pelo acumulo de
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gordura visceral e pela falta de atividade fisica, compromete diretamente a producgéo de
espermatozoides (DE ALMEIDA, 2014; GASKINS, 2015).

Diante dos impactos da obesidade na fertilidade masculina, torna-se crucial
desenvolver estratégias mais eficazes de prevengdo e tratamento. As principais
abordagens incluem técnicas de reproducdo assistida, terapia medicamentosa e
intervengdes cirurgicas, que visam tanto ao tratamento da infertilidade quanto a redugéo da
obesidade. Entretanto, a promogéo de habitos de vida saudaveis, como a pratica regular
de atividade fisica, é fundamental para prevenir a obesidade e seus efeitos na fertilidade,
podendo representar o método mais eficaz a longo prazo (DE ALMEIDA, 2014; MAIA et al.,
2024; CANNARELLA et al., 2024).

Existem evidéncias na literatura relatando os beneficios de atividades fisicas na
fertilidade masculina, especialmente do exercicio de resisténcia, que auxilia na perda de
peso e na melhora da qualidade seminal (DE ALMEIDA, 2014; MALEKI & TARTIBIAN,
2018). Apesar de a associagcdo entre obesidade e infertilidade masculina ser bem
estabelecida, ainda ha lacunas no conhecimento sobre o potencial do exercicio de
resisténcia em reverter esses efeitos. Dessa forma, este estudo visa investigar os impactos
da obesidade induzida por dieta hiperlipidica e do treinamento de resisténcia na fertilidade
de camundongos machos, modelo experimental amplamente utilizado devido as suas
semelhancas fisioldgicas com humanos e a possibilidade de controle rigoroso das variaveis

estudadas.

1.3 Pergunta norteadora
Como o exercicio fisico de resisténcia e a obesidade induzida por dieta hiperlipidica

afetam a fertilidade, o perfil lipidico testicular e a espermatogénese em camundongos?

1.4 Hipotese
A obesidade altera negativamente o perfil lipidico testicular e prejudica a

espermatogénese, enquanto o exercicio fisico exerce efeito protetor contra esses danos.

2 OBJETIVOS
2.1 Geral
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Avaliar o efeito da obesidade induzida por dieta hiperlipidica e do treinamento fisico
de resisténcia sobre o perfil lipidico testicular e a espermatogénese em camundongos

machos.

2.2 Especificos

e Analisar os parametros biométricos, incluindo peso corporal, peso testicular e a
relagdo peso testicular/peso corporal dos camundongos entre os grupos
experimentais.

e Quantificar o acumulo de gotas lipidicas testiculares por meio da coloragdo com
Oil Red O em cortes histologicos dos diferentes grupos experimentais.

e Determinar o perfil lipidico testicular (triglicerideos, colesterol e acidos graxos)
por cromatografia, comparando os diferentes grupos experimentais.

e Investigar os efeitos da obesidade e do exercicio fisico na morfometria dos
tubulos seminiferos (area, didametro e circunferéncia) e a densidade de células
germinativas em cortes histolégicos de testiculo.

e Investigar a expressao da proteina BIP por imunohistofluorescéncia em cortes
histolégicos de testiculo, como marcador de homeostase testicular influenciado

pela obesidade e pelo exercicio fisico.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Comité de ética

Os procedimentos experimentais em animais propostos no presente estudo foram
aprovados institucionalmente pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana (UNILA), em conformidade com as
Diretrizes para Principios Eticos na Pesquisa com Animais estabelecidas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA). Esta pesquisa esta sendo
realizada em colaboragao com o projeto do Prof. Dr. Jean Franciesco Vettorazzi. Certificado
N° 05/2023 CEUA 10.01.05.19.05.

3.2 Modelo Experimental
3.2.1 Experimentag¢do animal

O estudo foi conduzido com 40 camundongos machos da espécie Mus musculus,
linhagem C57BL/6, com aproximadamente 30 dias de idade ao inicio do experimento. Os
animais foram adquiridos do Biotério Central da UNIOESTE e transferidos para o biotério
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de experimentacdo da UNILA, onde foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada (22 = 2 °C), ciclos de luz de 12 horas e umidade controlada. Os camundongos
foram agrupados de acordo com a ninhada de origem, a fim de minimizar comportamentos

territorialistas.

3.2.2 Delineamento experimental

Os camundongos foram distribuidos em 4 grupos experimentais (=10 animais por
grupo) em um delineamento fatorial 2x2 (dieta x exercicio fisico), conforme descrito a
seguir: Controle com dieta padrdo e sem exercicio de resisténcia (C); Controle com dieta
padrao e com exercicio de resisténcia (CE); Tratado com dieta hiperlipidica e sem exercicio
de resisténcia (O); e tratado com dieta hiperlipidica e com exercicio de resisténcia (OE).
Apds 60 dias de alimentagdo, os grupos CE e OE foram submetidos ao protocolo de
exercicio de resisténcia por 70 dias, enquanto os grupos C e O permaneceram sedentarios

durante o periodo experimental (Figura 5).

Figura 5. Modelo grafico do delineamento experimental.
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Fonte: O autor.
3.2.3 Dieta

Antes do inicio do protocolo de exercicio, os animais do grupo controle (C e CE)

receberam dieta padrao (AIN-93G, Rhoster Industria e Pesquisa), enquanto os animais do

grupo obeso (O e OE) receberam dieta hiperlipidica com 45% de gordura (Rhoster Industria
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e Pesquisa) ao longo de 60 dias, sendo essa manutencdo dietética preservada até o
término do experimento. O peso corporal dos animais foi aferido diariamente com balanga

de precisdo para monitoramento dos parametros de obesidade.

3.2.4 Exercicio de resisténcia

O exercicio de resisténcia seguiu o protocolo descrito por Bronczek et al. (2021), no
qual foi utilizada uma escada personalizada com as seguintes dimensdes: 5 cm de largura,
105 cm de altura, 1 cm de distancia entre os degraus e angulo de 80° em relagdo ao solo.
No topo da escada foi instalada uma camara de alojamento (9 x 9 x 9 cm), na qual os
animais podiam descansar entre cada subida. Um tubo de plastico cdnico, com
aproximadamente 5 cm de altura e 2,5 cm de didametro, foi utilizado como carga e fixado
com fita adesiva a cauda dos animais para a realizagéo do exercicio.

Inicialmente, foi determinada a capacidade maxima de carga voluntaria (CMCV) de
cada animal, caracterizada pela carga maxima que o animal conseguiu subir ao longo de
toda a extensdo da escada. A CMCV foi definida por meio de testes progressivos,
aumentando-se gradualmente a carga até que o animal ndo conseguiu completar a subida
da escada em trés tentativas consecutivas. O maior valor de carga suportado pelo animal
foi considerado a CMCV. Cada sessao de treinamento incluiu 8 repeticbes da subida da
escada, sendo 2 repeticdes com cada uma das quatro cargas diferentes (50%, 75%, 90%
e 100% da CMCV), com intervalo de 1 minuto entre cada repeticdo. O treinamento foi
realizado 5 vezes por semana, ao longo de 10 semanas. A CMCV foi reavaliada
semanalmente ao longo das 10 semanas de treinamento, permitindo o reajuste progressivo
das cargas de trabalho (50%, 75%, 90% e 100% da CMCV) conforme o ganho de forga dos

animais, seguindo o protocolo descrito por Bronczek et al. (2021).

3.3 Metodologia empregada
3.3.1 Biometria corporal e testicular

A obesidade promove o acumulo de gordura visceral, 0 que pode resultar em
isolamento térmico e consequente aumento da temperatura testicular, fator que prejudica a
homeostase da espermatogénese. Além disso, existe vinculo funcional entre a massa
testicular e a eficiéncia da produgao espermatica (DE ALMEIDA, 2014; DE AZEVEDO et
al., 2015). Diante disso, foi realizada avaliagdo biométrica como indicador de integridade
gonadal. Dessa forma, os animais foram pesados individualmente no dia da eutanasia,

utilizando-se uma balanga de precisao. Apds a eutanasia, os epididimos e testiculos foram
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coletados, sendo estes pesados em pares em balanca de precisdo para subsequente
obtencdo do peso médio.

A partir desses dados, foi calculado o indice gonadossomatico (IGS), que indica
quanto do peso corporal do animal corresponde aos testiculos. O |IGS foi obtido dividindo-
se o peso total dos dois testiculos pelo peso corporal e multiplicando-se o resultado por
100, expressando-o em porcentagem (MORAIS et al., 2009). Posteriormente, os dados
foram analisados estatisticamente, comparando-se o peso testicular e o IGS entre os

grupos experimentais.

3.3.2 Morfometria e densidade celular

A avaliagao do didametro e da circunferéncia dos tubulos seminiferos permite aferir o
estado funcional da espermatogénese, uma vez que essas estruturas sao responsaveis
pela produgdo e transporte dos espermatozoides. Além disso, a contagem das células
presentes no epitélio seminifero, como as espermatogbnias é fundamental para avaliar a
capacidade de formagao dos espermatozoides (ROBERTS & PRYOR, 1997).

O preparo histolégico foi realizado apdés a extragdo dos testiculos, que foram
dissecados com o auxilio de um bisturi. Os fragmentos foram fixados em 500 uL de
paraformaldeido a 4%, durante 24 horas em temperatura ambiente. Apds esse periodo, 0
tecido foi lavado trés vezes em PBS, durante cinco minutos cada, e entao transferido para
um tubo Eppendorf contendo etanol 70%, sendo armazenado a 4 °C. Posteriormente, as
amostras fixadas foram transferidas para cassetes histolégicos e enviadas ao Servigo de
Anatomia Patolégica do Instituto do Coragdo (INCOR) da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (USP), onde foram embebidas em parafina para a confec¢ao
das laminas histoldgicas. Foram confeccionadas laminas coradas com hematoxilina-eosina
(HE) para avaliagdo histomorfométrica dos testiculos, e outras laminas sem corante
(brancas) para outras avaliagodes.

As analises consistiram na mensuracao do didmetro e da circunferéncia médios dos
tubulos seminiferos. Para cada animal, foi observado um numero variavel de tubulos
seminiferos (9 a 13), selecionados de forma aleatdria por varredura sistematica,
desconsiderando-se o estagio do ciclo do epitélio seminifero. Foram incluidos apenas os
tubulos com contorno mais préximo ao circular (CHO et al., 2003; MORAIS et al., 2009).
Para cada animal, foi calculada a média das mensuragcbes obtidas. A avaliacado

histomorfométrica foi realizada com microscopio 6ptico, utilizando objetiva de 20 x, com
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auxilio do software ZEISS Labscope para captura de imagens digitais, que foram

subsequentemente avaliadas com o software ImageJ® (National Institute of Health, USA).

3.3.3 Gotas de lipidio

O equilibrio do conteudo lipidico € essencial para a espermatogénese: baixos niveis
comprometem sua fungdo como substrato energético e estrutural, enquanto altos niveis
resultam em danos oxidativos. O aumento acentuado nos niveis de colesterol livre e
esterificado, monoglicerideos e triglicerideos causa acumulo de lipidios testiculares,
resultando em infertilidade. Dessa forma, foi realizada a quantificagéo de goticulas lipidicas
em cortes histolégicos dos testiculos utilizando a coloragédo de Oil Red O (ORO), que
apresenta afinidade por lipidios neutros, incluindo triglicerideos e ésteres de colesterol,
presentes em goticulas lipidicas. O objetivo foi identificar alteracbes quantitativas nos
depdsitos lipidicos testiculares entre os grupos experimentais (SALVADOR, 2014).

Para a avaliacdo de ORO, foram utilizadas laminas sem coloragdo com cortes
histolégicos dos testiculos, submetidas ao processo de desparafinizagdo conforme descrito
anteriormente, finalizando com reidratacdo em PBS por 10 minutos, seguida do protocolo
de coloragdo. Para a detecgdo de goticulas lipidicas, as amostras foram processadas
seguindo as instrugbes do fabricante (Sigma-Aldrich, 2025). Apdés enxague em agua
deionizada, as sec¢des foram coradas com solucado de trabalho de ORO (6 partes de
solugao estoque para 4 partes de agua deionizada) por 6 a 15 minutos. A solugao estoque
foi preparada com 99 mL de alcool isopropilico e 1,04 g de ORO (solugdo saturada). A
montagem das laminas foi realizada com glicerina diluida (1,5 mL de glicerina e 0,5 mL de
agua destilada), vedada com laminula e esmalte transparente.

A avaliagao foi realizada com microscoépio 6ptico, utilizando objetiva de 20 x, com
auxilio do software ZEISS Labscope para captura de imagens digitais, que foram

subsequentemente analisadas com o software ImageJ® (National Institute of Health, USA).

3.3.4 Analise por imunofluorescéncia da expressédo da proteina BIP

Para avaliar a qualidade da espermatogénese, foi analisada a expressdo da BIP
(Binding Immunoglobulin Protein/GRP78), proteina chaperona do reticulo endoplasmatico
que atua no enovelamento de proteinas e € marcador de estresse celular. O acumulo de

lipidios nas células testiculares, induzido pela obesidade, pode desencadear estresse do
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RE, tornando a BIP um indicador relevante para avaliar os efeitos da obesidade e do
exercicio fisico sobre a homeostase testicular (LUO et al., 2006).

Para isso, foram utilizadas laminas sem coloragdo com cortes histolégicos dos
testiculos para analise por imunofluorescéncia da BIP. As |laminas foram inicialmente
submetidas a desparafinizagdo em dois banhos de xilol por 10 minutos cada. A reidratagao
do tecido foi realizada por meio de séries decrescentes de etanol, com dois banhos de 10
minutos em alcool 100%, seguidos de passagens de 5 minutos em alcool 95%, 70% e 50%.
Apods lavagem em agua deionizada, as laminas foram reidratadas em PBS por 10 minutos.

As amostras foram bloqueadas com 100 uL de tamp&o de bloqueio (3% BSA diluidos
em PBS-T) por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida, o anticorpo primario anti-BIP
foi aplicado na diluicdo de 1:200 em tampé&o de diluigao (PBS-T contendo 1% BSA), e as
ldminas foram incubadas com laminula a 4 °C durante a noite em camara umida. No dia
seguinte, foram realizadas trés lavagens de 10 minutos com PBS-T, seguidas da incubagao
com anticorpo secundario anti-rabbit na diluicdo de 1:400 por 1 hora em temperatura
ambiente, mantendo-se as laminas protegidas da luz.

Posteriormente, foram realizadas mais trés lavagens com PBS-T por 10 minutos,
seguidas de incubagao com Hoechst para contraste dos nucleos celulares por 5 minutos
em temperatura ambiente. O protocolo foi finalizado com trés lavagens de 10 minutos em
PBS-T, aplicacdo de laminula e selagem com esmalte para posterior analise em
microscopio de fluorescéncia. A avaliagao foi realizada com microscopio de fluorescéncia,
utilizando objetiva de 20%, com auxilio do software NIS-Elements (Nikon Instruments Inc.,
2026) para captura de imagens digitais, que foram subsequentemente analisadas com o

software ImageJ® (National Institute of Health, USA).

3.3.5 Peffil Lipidico

Os lipidios desempenham papel essencial no controle da espermatogénese e da
esteroidogénese, estando envolvidos no metabolismo energético, sintese hormonal,
manutencao, proliferacdo e diferenciagcéo celular. Assim, foi analisado por cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) o perfil lipidico nos testiculos dos
quatro grupos experimentais. A CG-DIC permite determinar e quantificar os acidos graxos,
principais componentes dos triglicerideos e do colesterol (CARDOSO, 2009; LOURENCO
et al., 2021).

Os testiculos foram lavados em PBS e armazenados a —20 °C para posterior extracao
dos lipidios, realizada a partir de protocolo adaptado da metodologia de Bligh & Dyer (1959).



44

Utilizando um testiculo completo por animal como amostra, foram adicionados os solventes
(cloroférmio, metanol e agua) e homogeneizados com Ultra-Turrax. A derivatizacdo dos
lipidios foi realizada a partir de protocolo adaptado da metodologia de Santos Junior et al.
(2014), com uso de tricosanoato de metila como solu¢do padréo interno do Laboratério de
Estudos Interdisciplinares do Meio Ambiente e de Alimentos (LEIMAA), coordenado pela
professora Aline Toci. O protocolo adaptado e detalhado utilizado para a extracédo e
derivatizacao dos lipidios encontra-se descrito no Anexo C.

As amostras preparadas foram analisadas por cromatografia em fase gasosa com
detector de ionizagdo em chama (CG-DIC) no Laboratério de Cromatografia e Preparo de
Amostras (CROMATO), no PTI, em colaboragédo com a professora Aline Theodoro Toci. As
analises dos FAMEs e das amostras foram realizadas em um cromatografo a gas (CG-DIC)
(modelo TR-1310, Thermo Scientific™), equipado com coluna TR-FAME (120 m de
comprimento, 0,25 mm de didametro interno e filme de 0,25 um) com fase polar (70%
cianopropil-polissifenileno-siloxano) e detector de ionizagdo em chama, operando em modo
split com fluxo de 120 mL min~". Os fluxos dos gases foram de 30 mL min™" para o gas de
arraste (H;), 40 mL min™ para o gas auxiliar (N;) e 300 mL min™ para ar sintético. As
temperaturas do injetor e do detector foram de 230 e 225 °C, respectivamente.

As inje¢des foram realizadas em duplicata, com volume de injegdao de 1 uL. A
programacgao de temperatura da coluna iniciou-se em 180 °C por 12 minutos, aumentando
a uma taxa de 5 °C min™" até 190 °C (1 minuto), seguida de aumento de 1 °C min™" até
210 °C (4 minutos) e, finalmente, aumento de 15 °C min™" até 240 °C, temperatura mantida
por 10 minutos, totalizando 51 minutos de analise. A razao de split foi de 1:109 com volume
de injecdo das amostras de 1 L.

As areas dos picos foram determinadas por meio do software Chromeleon 7, e os
resultados expressos em porcentagem de area relativa (% m/m) ou mg g™ de lipidios na
amostra, de acordo com Joseph & Ackman (1992). Os FAMEs foram identificados pela
comparacgao dos tempos de retencao dos constituintes das amostras em relagao ao padrao
de ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco® 37 Component FAME Mix, Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA).

3.4 Anadlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SigmaPlot 14.0 (Systat

Software, Inc., Califérnia, EUA). A normalidade dos dados e a homogeneidade das
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variancias foram verificadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe,
respectivamente. Para as variaveis que ndo atenderam aos pressupostos de normalidade
(especificamente numero de espermatogénias), foi aplicada transformagao logaritmica
(log1o) antes da analise inferencial.

As comparagdes entre os grupos experimentais foram conduzidas por meio de analise
de varidncia de duas vias (Two-way ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para
comparagdes multiplas post hoc. Os dados foram expressos como média * erro padrao da

média (SEM). Para todas as analises, considerou-se o nivel de significancia de p < 0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Analise Biométrica e Parametros Gonadossomaticos

Os pesos corporais individuais dos animais, aferidos no primeiro e no ultimo dia do
protocolo experimental, estdo apresentados na Tabela 3. Em média, os animais do grupo
controle (C) apresentaram peso inicial de 21,68 £ 0,979 e peso final de 27,34 + 1,34q,
enquanto o grupo controle exercitado (CE) apresentou peso inicial de 20,66 + 0,599 e peso
final de 24,00 £ 0,47g. Nos grupos submetidos a dieta hiperlipidica, o peso inicial médio foi
de 21,45 + 0,55 g e o peso final médio de 37,01 £ 2,41 g no grupo obeso (O), e de 22,42 +
0,83 g e 30,82 £+ 2,20 g no grupo obeso com exercicio (OE), confirmando o efeito esperado

da dieta hiperlipidica sobre o ganho de massa corporal.

Tabela 3 — Peso corporal inicial, final e peso testicular individual dos camundongos nos diferentes grupos
experimentais.

ID Peso dial(g) Peso altimo dia (g) Peso testicular (g)

GRUPO C — CONTROLE (SEM EXERCICIO)

Média 21,68 27,34 0,2167

GRUPO CE — CONTROLE + EXERCICIO

Média 20,66 24,00 0,2009

GRUPO O — OBESO (SEM EXERCICIO)

Média 21,45 37,00 0,1902

GRUPO OE — OBESO + EXERCICIO

Média 22,42 30,82 0,2130
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A avaliagao do peso absoluto dos testiculos e sua relacdo com a massa corporal total
constitui o primeiro indicativo da saude reprodutiva e do estado metabdlico do animal.
Conforme observado nos dados analisados, a obesidade induzida por dieta hiperlipidica
promoveu alteragdes significativas na massa das génadas dos camundongos. O peso dos
testiculos no grupo obeso sem exercicio (O) apresentou os maiores valores absolutos
registrados (0,239 + 0,00368), demonstrando diferenga estatisticamente significativa em
relagdo aos grupos controle sem exercicio (C) (0,201 + 0,0111) e controle com exercicio
(CE) (0,216 = 0,00556), conforme indicado pelos indices de significancia. Ja o peso
testicular no grupo obeso com exercicio (OE) (0,221 £ 0,00332) apresentou redu¢ado em
relagdo ao grupo O, aproximando-se dos valores dos grupos controle (Grafico 1).

Referente ao indice gonadossomatico, definido como a razdo entre o peso dos
testiculos e o peso corporal total, observa-se que o grupo obeso sem exercicio (O)
apresentou a menor razao entre peso testicular e corporal (0,526 + 0,0338). Esse fenbmeno
evidencia que, embora o peso absoluto do testiculo tenha aumentado, esse ganho nao
acompanhou a expansado massiva da massa corporal. Nos grupos controle, a razao foi
significativamente maior, ndo havendo diferenga estatistica entre o grupo controle sem
exercicio (0,721 + 0,0386) e o grupo controle com exercicio (0,728 + 0,0325), como

demonstrado no grafico 2.

Grafico 1 — Peso testicular absoluto de camundongos submetidos a obesidade e ao exercicio fisico.
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Legenda: Os dados estdo expressos em gramas (g) e representados como média + erro padrdo da média
(SEM). Letras diferentes indicam diferenga estatistica significativa (p < 0,05).
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Grafico 2 — indice gonadossomatico, representado pela relagdo entre o peso testicular e o peso corporal,
nos diferentes grupos experimentais.
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Legenda: A relacao foi calculada pela razdo entre a média do peso dos testiculos (g) e o peso corporal total
(9), sendo representados como média + erro padrao da média (SEM). Letras diferentes indicam diferenga
estatistica significativa (p < 0,05).

Em contrapartida, no grupo obeso com exercicio (OE), a pratica do exercicio fisico
resistido demonstrou papel crucial na modulacéo desses parametros. Isso foi evidenciado
pela razdo do peso testicular:corporal no grupo OE (0,627 + 0,0214), representando
melhora significativa em comparagao ao grupo obeso sem exercicio (O), que permaneceu
sedentario (Grafico 2). Esse dado sugere que o treinamento de forgca auxilia na
redistribuicdo da massa corporal, atenuando o desequilibrio entre o crescimento testicular

e a expansao da massa corporal total induzido pela obesidade.

4.2  Morfometria testicular e densidade celular
A analise histomorfométrica dos tubulos seminiferos (Figura 6), onde ocorre o
processo de espermatogénese, buscou identificar alteragbes no diametro tubular e no

numero de espermatogodnias.
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Figura 6 — Fotomicrografia de tubulo seminifero de camundongo corado por hematoxilina e eosina (HE) e
processamento digital para analise histomorfométrica.
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Legenda: (A) Imagem original evidenciando a morfologia dos tubulos seminiferos em coloragao
Hematoxilina e Eosina (H&E). (B) Aplicagédo do plugin Colour Deconvolution (vetor H&EZ2) no software
Imaged para isolamento do componente da hematoxilina, facilitando a identificagdo nuclear. A fungao Cell
Counter foi utilizada sobre a imagem processada para a quantificagado celular. Barra de escala: 200 pm.

Quanto ao diametro dos tubulos seminiferos, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os quatro grupos experimentais (p = 0,989). Os valores
variaram de 808,63 + 7,32 ym no grupo controle com exercicio (CE) a 812,84 £ 8,89 um no
grupo obeso com exercicio (OE), enquanto os grupos controle sem exercicio (C) e obeso
sem exercicio (O) apresentaram valores de 810,44 + 10,58 ym e 812,65 + 15,32 pm,

respectivamente. A diferenga maxima entre os grupos foi de apenas 4,2 um (Gréafico 3).

Gréafico 3. Diametro dos tubulos seminiferos de camundongos nos diferentes grupos experimentais.
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Legenda: Os dados estdo expressos em micrémetros (um) e representados como média + erro padréo da
média (SEM). Letras diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p < 0,05).
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Da mesma forma, o numero de espermatogbnias n&do apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,956). As médias variaram de 43,9 £ 5,6
no grupo obeso sem exercicio (O) a 48,8 £ 2,3 no grupo controle com exercicio (CE),
enquanto os grupos controle sem exercicio (C) e obeso com exercicio (OE) apresentaram
médias de 46,3 + 3,5 e 46,6 £ 8,0 espermatogbnias, respectivamente (Grafico 4).

Adicionalmente, a analise fatorial 2 x 2 permitiu avaliar isoladamente os efeitos da
obesidade e do exercicio fisico, bem como a interagcdo entre esses fatores. Nao foi
observado efeito estatisticamente significativo de nenhum dos fatores isolados (obesidade
ou exercicio) nem da interagao entre ambos sobre o didmetro dos tubulos seminiferos ou o

numero de espermatogénias, conforme detalhado na Tabela 3.

Tabela 4. Valores de P do efeito da obesidade, do exercicio condicionado e da interagdo entre ambos sobre
o didmetro dos tubulos seminiferos e do numero de espermatogénias

Diametro do tubulo seminifero | Numero de espermatogonias

Obesidade p = 0,749 p=0,710
Exercicio p = 0,942 p = 0,675
Obesidade x Exercicio p = 0,925 p = 0,987

Grafico 4. Numero de espermatogénias nos tubulos seminiferos de camundongos nos diferentes grupos
experimentais.
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Legenda: Os dados estdo expressos em numero de espermatogodnias (N°) e representados como média +
erro padréo da média (SEM). Letras diferentes indicam diferenga estatistica significativa (p < 0,05).

Esses resultados indicam que a arquitetura tubular basica e a populacdo de
espermatogbnias séo resilientes ao estresse metabdlico da obesidade e ao exercicio de

resisténcia no periodo avaliado.
4.3  Quantificagdo de gotas lipidicas por ORO

A analise histoquimica das gotas lipidicas no tecido testicular buscou avaliar possiveis
alteracdes no acumulo de lipidios em resposta a obesidade e ao exercicio fisico (Figura 7).
Quanto ao numero de gotas lipidicas, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os quatro grupos experimentais (p = 0,527). Os valores variaram de
130,85 + 31,60 no grupo obeso com exercicio (OE) a 259,80 + 106,74 no grupo controle
com exercicio (CE), enquanto os grupos controle sem exercicio (C) e obeso sem exercicio
(O) apresentaram médias de 146,85 + 15,73 e 219,50 * 79,55, respectivamente (Grafico
5). Apesar da diferenga numérica entre os grupos, a elevada variabilidade individual,
particularmente nos grupos CE e O, impediu a identificacdo de diferencas estatisticamente

significativas.

Figura 7. Fotomicrografia de tibulos seminiferos de camundongos corados com QOil Red O, evidenciando
diferenca na quantidade de goticulas lipidicas entre os grupos experimentais.
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Legenda: Avaliacdo da deposicéo lipidica testicular em camundongos. As imagens representam cortes
histolégicos de tubulos seminiferos apresentando diferentes niveis de deposigao de gotas lipidicas,
evidenciadas pela coloragao vermelho/alaranjada. (A) Baixa deposigao de gotas lipidicas; (B) Alta deposigao
de gotas lipidicas. Coloragéo: Oil Red O. Barra de escala: 50 pm.
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Grafico 5. Quantificagédo das gotas lipidicas nos tubulos seminiferos de camundongos nos diferentes
grupos experimentais.
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Legenda: Os dados estdo expressos em quantidade de gotas lipidicas (N°) e representados como média +
erro padréo da média (SEM). Letras diferentes indicam diferencga estatistica significativa (p < 0,05).

Adicionalmente, a analise fatorial 2 x 2 permitiu avaliar isoladamente os efeitos da
obesidade e do exercicio fisico, bem como a interagao entre esses fatores. A analise fatorial
revelou auséncia de efeito significativo da obesidade (p = 1,000), do exercicio fisico (p =
0,639) e da interagao entre obesidade e exercicio (p = 0,666) sobre o numero de gotas
lipidicas.

4.4  Expresséo da Proteina BiP

A investigacdo da proteina BIP (Binding Immunoglobulin Protein), também
denominada GRP78, forneceu evidéncias moleculares sobre como o estresse do reticulo
endoplasmatico (RE) é modulado pela obesidade e pelo exercicio fisico no parénquima
testicular. Sob condig¢des fisioldgicas normais (grupo C), a expressdo da BIP revelou
distribuicdo espacial altamente organizada e funcional, sendo significativamente maior nas
células de Leydig no compartimento intersticial quando comparada as células localizadas

dentro dos tubulos seminiferos (Figura 8, A-C).
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Figura 8. Analise por imunofluorescéncia da expresséo da proteina BiP no tecido testicular de
camundongos dos diferentes grupos experimentais.
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Legenda: Fotomicrografias representativas demonstrando a marcagao da proteina BiP nos diferentes
grupos experimentais: controle sem exercicio (A-C); controle com exercicio (D-F); obeso sem exercicio (G-
I) e obeso com exercicio (J-L). Localizagao citoplasmatica da proteina BiP (A, D, G e J). Contra-coloragao
nuclear com Hoechst (B, E, H e K). Sobreposi¢cao de ambos os canais (C, F, | e L). Setas indicam marcagao
da BiP nas células de Leydig.

Dentro dos tubulos seminiferos, observou-se que a BIP esta presente no citoplasma

de todas as linhagens celulares (espermatdcitos, células de Sertoli, espermatogbnias e
espermatides). No grupo CE (controle com exercicio), esse padrao de expressao nao sofreu
alteracdes detectaveis, indicando que, em condi¢gdes normais, o exercicio fisico resistido
nao modula significativamente a BIP nos testiculos (Figura 8 D-F).

A obesidade (grupo O) provocou alteragcdo drastica e deletéria nesse padrao
molecular, visto que houve redugéo acentuada na intensidade de fluorescéncia da BIP nas
células de Leydig, tornando-se semelhante as células tubulares. Paralelamente, dentro dos
tubulos seminiferos, a expressao da BIP também sofreu declinio em comparacdo aos

demais grupos experimentais (Figura 8 G-I).
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Notavelmente, o treinamento de resisténcia em animais obesos (grupo OE) foi capaz
de restaurar parcialmente o padrao de expresséao original da BIP. Nos testiculos do grupo
OE, a intensidade de fluorescéncia nas células de Leydig retornou a patamares superiores
aos das células dos tubulos seminiferos, recuperando a configuragdo observada nos
animais controle (Figura 8 J-L). Adicionalmente, dentro dos tubulos seminiferos, a

fluorescéncia da BIP foi parcialmente recuperada.

4.5 Avaliacéo de peffil lipidico testicular por CG-DIC

A analise do perfil lipidico testicular identificou diferengas entre os grupos
experimentais para cinco dos 37 lipidios avaliados, considerando-se p < 0,05 como critério
de significancia estatistica. A analise fatorial 2 x 2 permitiu avaliar separadamente os efeitos
da obesidade, do exercicio fisico e da interacdo entre esses fatores, revelando diferentes
padrdes de resposta entre os lipidios analisados.

Entre os lipidios que apresentaram alteragdes, o acido tridecanoico (C13:0)
apresentou efeito significativo da obesidade (p = 0,009), do exercicio fisico (p = 0,005) e da
interagdo entre obesidade e exercicio (p < 0,001). A concentragdo foi maior no grupo
controle (C; 0,01160 £ 0,00580 mg/g) em comparagao aos grupos controle com exercicio
(CE), obeso (O) e obeso com exercicio (O), nos quais os valores foram préximos ou iguais
a zero. A presenca de interagao significativa indica que o efeito do exercicio sobre esse
lipidio ndo foi independente da condi¢do metabdlica dos animais (Figura 9).

O acido y-linolénico (C18:3n6) seguiu padrao semelhante apresentando interagao
significativa entre obesidade e exercicio (p = 0,002), além de efeito da obesidade (p =0,019)
e do exercicio (p = 0,014). A concentracgao foi de 0,02396 + 0,01198 mg/g no grupo controle
(C), enquanto os grupos controle com exercicio (CE) e obeso (O) apresentaram valores
nao detectaveis, e o grupo obeso com exercicio (OE) apresentou concentragao reduzida
(0,00412 + 0,00280 mg/g). Esse padrao evidencia uma modificagado da resposta do perfil
desse acido graxo em funcédo da combinacao entre obesidade e exercicio (Figura 9).

O acido pentadecanoico (C15:0) apresentou efeito do exercicio (p = 0,021) e interagao
significativa (p = 0,019), porém em diregao oposta aos anteriores. A maior concentragcao
ocorreu no grupo obeso sem exercicio (O; 0,92164 + 0,10942 mg/g), reduzindo-se no grupo
obeso com exercicio (OE; 0,21535 £ 0,12174 mg/g), enquanto os grupos controle nao
diferiram entre si (C: 0,8816 + 0,19125 mg/g; CE: 0,50997 £ 0,16876 mg/g). Nesse caso, o
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exercicio atenuou especificamente o acumulo induzido pela obesidade, sem alterar a

concentragdo nos animais controle (Figura 9).

Figura 9. Acidos graxos testiculares com diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
experimentais.
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Legenda: Concentragdo (mg/g) dos cinco acidos graxos que apresentaram efeito significativo da
obesidade, do exercicio fisico ou da interagao entre ambos os fatores, determinada por (CG-DIC): acido
tridecanoico (C13:0), acido pentadecanoico (C15:0), acido y-linolénico (C18:3n-6), acido a-linolénico
(C18:3n-3) e acido gadoleico (C20:1). Os dados séo expressos como média + erro padrao da média. Letras
distintas sobre as barras indicam diferencga estatistica significativa entre os grupos (p < 0,05)

Além desses lipidios, foram identificadas diferencas significativas para o acido a-
linoleico (ALA; C18:3n-3) e 0 acido gadoleico (eicosenoico, C20:1), incluindo interagéo entre
obesidade e exercicio, indicando que a resposta desses componentes lipidicos também foi
influenciada pela combinagao dos dois fatores experimentais (Figura 9).

De maneira geral, esses resultados demonstram que, embora a maior parte dos
lipidios avaliados ndo tenha sido significativamente alterada, alguns componentes
especificos do perfil lipidico testicular responderam a obesidade e/ou ao exercicio fisico,
com destaque para aqueles que apresentaram interagao entre os dois fatores. A presenca
de interacdo indica que o efeito do exercicio ndo pode ser interpretado de forma
independente do estado metabdlico, sugerindo uma resposta diferencial do metabolismo
lipidico testicular a intervengéo fisica em animais obesos.

Para os seguintes lipidios detectados no tecido testicular: Acido butirico (butanoico;
C4:0), acido caproico (hexanoico; C6:0), acido caprilico (octanoico; C8:0). acido laurico
(dodecanoico; C12:0), acido miristico (tetradecanoico; C14:0), acido miristoleico
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(tetradecenoico; C14:1), acido palmitico (hexadecanoico; C16:0), acido palmitoleico
(hexadecenoico; C16:1), acido margarico (heptadecanoico; C17:0), acido heptadecenoico
(margaroleico; C17:1), acido estearico (octadecanoico; C18:0), acido oleico (C18:1n-9c),
acido linoleico (C18:2n6), acido araquidico (eicosanoico; C20:0), acido eicosadienoico
(C20:2), acido di-homo-gama-linolénico (DGLA; C20:3n-6), acido araquidénico (AA,
C20:4n-6), acido erucico; (C22:1n-9), acido eicosapentaenoico (EPA; C20:5n-3), acido
tricosanoico (C23:0), acido lignocérico (tetracosanoico; C24:0) e acido docosahexaenoico
(DHA; C22:6n-3), ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
fatores experimentais, considerando p < 0,05 (Figura 10). A analise fatorial ndo identificou
efeitos significativos da obesidade, do exercicio fisico ou da interagdo entre esses fatores
para esses componentes. Dessa forma, apesar de algumas variagbes numéricas nas
concentracbes entre C, CE, O e OE, essas diferencas nao foram suficientes para
demonstrar alteragbes estatisticamente significativas nas condi¢des experimentais
avaliadas.

Esse resultado indica que a resposta do lipidoma testicular a obesidade e ao exercicio
nao foi uniforme entre os diferentes acidos graxos, apresentando-se restrita a um
subconjunto especifico dos lipidios quantificados.

Por fim, dez dos 37 lipidios analisados nao foram detectados em nenhum dos grupos
experimentais, apresentando valores iguais a zero em todas as amostras. Como n&o houve
deteccédo dos lipidios: acido caprico (decanoico; C10:0), acido undecanoico (C11:0), acido
pentadecenoico (C15:1), acido elaidico (isbmero trans do acido oleico; C18:1n-9t), acido
octadecenoico n-6 (C18:n6), acido heneicosanoico (C21:0), acido eicosatrienoico (ETE;
C20:3n-3), acido behénico (docosanoico; C22:0), acido docosadienoico (C22:2) e acido
nervonico (tetracosenoico; C24:1) em nenhum dos grupos, nao foi possivel realizar uma
comparacao estatistica entre os tratamentos. Esses resultados indicam que, nas condi¢des
experimentais e no limite de deteccdo do método empregado, esses lipidios nao

apresentaram concentragao mensuravel no tecido testicular dos animais avaliados.
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Figura 10. Acidos graxos testiculares sem diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
experimentais
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Legenda: Concentragéo (mg/g) dos 22 acidos graxos detectados no tecido testicular que ndo apresentaram
efeito significativo da obesidade, do exercicio fisico ou da interagao entre ambos os fatores, determinada
por (CG-DIC). Os dados sao expressos como média + erro padrdo da média (p = 0,05 para todos os efeitos
avaliados: obesidade, exercicio e interagéo).

5 DISCUSSAO

5.1 Efeito da obesidade e do exercicio sobre o peso testicular e indice gonadossomatico

O aumento do peso testicular absoluto no grupo obeso sedentario (O) €, a primeira
vista, um resultado contraintuitivo. Isso porque a maior parte da literatura associa a
obesidade mostra o comprometimento, e ndo o aumento da massa gonadal (ZHAO et al.,
2014; PEREIRA et al.,, 2025). Esse achado, no entanto, se torna coerente quando
interpretado a luz do indice gonadossomatico (IGS). A razdo entre peso testicular e peso
corporal foi significativamente menor no grupo O do que nos grupos controle, revelando
que o ganho de peso testicular absoluto ndo acompanhou, sendo proporcionalmente
superado pelo ganho de massa corporal total induzido pela dieta hiperlipidica. Esse
descompasso € compativel com relatos prévios de que o aumento do peso testicular
absoluto em modelos de obesidade pode refletir edema intersticial, infiltracdo de
macrofagos e expansao do compartimento adiposo peritesticular e intersticial, e nao
necessariamente hipertrofia funcional do parénquima espermatogénico (WANG et al., 2015;
CRISOSTOMO et al., 2020). Assim, o peso absoluto isoladamente seria um indicador
enganoso da saude gonadal nesse modelo, reforgcando a importancia de sua normalizagao
pela massa corporal.

O exercicio fisico resistido atenuou parcialmente esse desequilibrio. O grupo obeso
com exercicio (OE) apresentou IGS significativamente maior do que o grupo O,
aproximando-se, embora sem normalizar completamente, dos valores dos grupos controle.
Esse resultado converge com a literatura que descreve o exercicio fisico como capaz de
reduzir a adiposidade peritesticular e melhorar a termorregulagao e a proporcionalidade da
massa gonadal em relagdo a massa corporal total (SILVA et al., 2022), mecanismo atribuido,
ao menos em parte, a redugao da gordura visceral e a modulagao de miocinas com efeito
sistémico sobre o metabolismo lipidico (ABEDPOOR et al., 2024). O fato de a recuperacgao
ter sido parcial, e ndo completa, sugere que 70 dias de treinamento resistido foram
suficientes para atenuar, mas nao reverter integralmente, o desequilibrio induzido por 60
dias prévios de dieta hiperlipidica isolada seguidos de mais um periodo de dieta

concomitante ao exercicio. Esse achado consistente com a natureza dose- e tempo-
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dependente da resposta adaptativa ao exercicio ja descrita na literatura (ADELOWO et al.,
2024).

5.2 Auséncia de efeito sobre a morfometria tubular e a populagdo de espermatogbnias

Diferentemente do observado para os parametros biométricos, nem a obesidade nem
o exercicio fisico alteraram o didmetro dos tubulos seminiferos ou o numero de
espermatogénias por tubulo. Esse resultado merece ser discutido com cautela, pois pode
ser interpretado de duas formas ndo excludentes. A primeira é biolégica: a arquitetura
tubular basica e o compartimento de células-tronco espermatogoniais parecem ser
relativamente resistentes ao estresse metabdlico induzido por dieta hiperlipidica, ao menos
dentro do periodo experimental avaliado, o que é compativel com a nocdo de que a
espermatogénia, devido ao seu papel de reserva germinativa de longo prazo, esta sujeita
a mecanismos de protecdo mais robustos do que os observados em células mais
diferenciadas, como espermatocitos e espermatides, ou do que os observados na funcéo
endécrina das células de Leydig (ZHAO et al.,, 2014). A segunda interpretacédo é
metodoldgica. Alteragcdes mais sutis na morfometria tubular podem néo ser detectaveis por
mensuragcao de diametro e contagem simples de espermatogbnias, sendo necessarias
abordagens mais sensiveis, como estereologia quantitativa completa do epitélio seminifero
ou avaliacdo de marcadores de proliferagédo e apoptose célula-especificos para capturar
eventuais alteragdes discretas. De qualquer forma, esse achado indica que, nas condigbes
do presente estudo, os efeitos deletérios da obesidade sobre a espermatogénese, quando
presentes, atuam preferencialmente por vias funcionais e moleculares (discutidas a seguir),
e nao por remodelamento estrutural grosseiro do epitélio seminifero. Cenario também
relatado por outros autores que descrevem dissociacdo entre alteragdes
histomorfométricas e funcionais na infertilidade associada & obesidade (CRISOSTOMO et
al., 2020).

5.3 A obesidade e exercicio ndo afetam a quantidade de gotas lipidicas nos tubulos

seminiferos

O numero de gotas lipidicas testiculares, quantificado por Oil Red O, também nao
diferiu estatisticamente entre os grupos, mas esse resultado precisa ser interpretado de
forma distinta dos anteriores. A elevada variabilidade individual observada, particularmente
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nos grupos controle com exercicio (CE) e obeso sem exercicio (O), foi determinante para a
auséncia de significancia estatistica, e sua origem foi investigada mais a fundo. A analise
da distribuigdo dos dados nao identificou outliers estatisticos, e como aproximadamente
dez tubulos foram avaliados por animal, foi possivel constatar que a contagem de gotas
lipidicas foi consistente entre os tubulos de um mesmo individuo. Assim animais com alta
densidade de gotas mantiveram esse padrdo de forma homogénea ao longo de todos os
tubulos analisados, e 0 mesmo ocorreu para 0s animais com baixa densidade. Esse padrao
indica que a variabilidade observada é de natureza bioldgica, refletindo diferengas reais
entre individuos quanto ao acumulo lipidico testicular, e ndo artefato de amostragem de
tubulos dentro de um mesmo animal ou erro de mensuragao pontual.

Essa constatacdo tem implicagao direta sobre a interpretacdo do resultado. O n
utilizado no presente estudo (quatro animais por grupo) foi insuficiente para conferir poder
estatistico adequado diante dessa heterogeneidade interindividual, o que ndo permite
concluir pela auséncia de efeito biolégico da obesidade e do exercicio sobre o acumulo
lipidico testicular. Sugerindo assim que o desenho amostral ndo foi capaz de detecta-lo com
significancia estatistica. Esse € um ponto relevante para a literatura da area, ja que o
acumulo de goticulas lipidicas em células de Leydig e Sertoli € amplamente descrito como
marcador de desregulagao metabdlica testicular induzida pela obesidade (Y1 et al., 2020;
WANG et al., 2015; CRISOSTOMO et al., 2020), e a auséncia de significAncia neste estudo
especifico ndo deve ser tomada como contradicdo a essa literatura, mas como uma
limitagdo amostral a ser corrigida em investigagdes futuras com maior numero de animais

por grupo.

5.4 Comprometimento da expressao da BiP em resposta a obesidade e sua atenuagdo

pelo exercicio

O padréao de expressao da proteina BiP (GRP78) nos animais controle, predominante
nas células de Leydig em relagao as células intratubulares, com gradiente adicional entre
espermatocitos, células de Sertoli, espermatogbnias e espermatides, é consistente com a
elevada demanda secretora dessas células. As células de Leydig, responsaveis por mais
de 90% da producao de testosterona do organismo, dependem intensamente da maquinaria
de dobramento proteico do reticulo endoplasmatico (RE) para sustentar a esteroidogénese
continua, o que justifica a maior expressao basal de chaperonas como a BiP nesse tipo
celular (ABEDPOOR et al., 2024).
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Areducédo acentuada da expresséo de BiP nas células de Leydig dos animais obesos
(grupo O), a ponto de se tornar equivalente a das células tubulares, € um achado que exige
contextualizagdo cuidadosa frente a literatura sobre GRP78/BiP em outros tecidos
metabolicamente ativos. Em tecido adiposo, figado e musculo esquelético de humanos e
roedores obesos, 0 padrao mais comumente descrito é o oposto. A obesidade tipicamente
eleva a expressao de GRP78/BiP, como parte da resposta adaptativa do unfolded protein
response (UPR) frente ao acumulo de proteinas mal enoveladas induzido pela
lipotoxicidade cronica (KHADIR et al., 2016).

Contudo, essa aparente discrepancia pode ser reconciliada por evidéncias de que,
sob estresse lipotdxico intenso e sustentado, a capacidade adaptativa da célula pode entrar
em colapso. Em hepatdcitos expostos a concentragdes elevadas de palmitato, por exemplo,
observou-se aumento transcricional de GRP78/BiP concomitante a reducdo de sua
abundancia proteica. Esse fendbmeno é atribuido a faléncia da capacidade de sintese e/ou
estabilizacao da chaperona diante de demanda de dobramento proteico que excede a
capacidade adaptativa da célula (WU et al., 2024). A reducéo da BiP nas células de Leydig
dos animais obesos deste estudo € compativel com esse cenario de exaustdo da resposta
protetora do RE, e ndo com auséncia de estresse do RE.

Essa interpretacdo é reforcada pela literatura que associa a obesidade a acumulo
lipidico, disfungédo mitocondrial e ativagdo de vias apoptéticas nas células de Leydig,
incluindo elevacdo da razdo Bax/Bcl-2 e ativacdo de caspase-3 (ZHAO et al., 2014;
TOLOUEIAZAR et al., 2020). De fato, acidos graxos saturados como o palmitato e o préprio
acido estearico, discutido adiante como um dos lipidios alterados pelo presente estudo, sdo
descritos como indutores diretos de apoptose em células de Leydig por geracado de
ceramida (LU et al., 2003), fornecendo um mecanismo molecular plausivel para a perda da
capacidade protetora do RE observada nesse tipo celular.

O padrao de reducao da BiP no grupo obeso, sugere que o comprometimento da
homeostase do RE nao se restringiu ao compartimento intersticial, atingindo também as
células germinativas, reconhecidamente vulneravel a estresse metabdlico e oxidativo.

Notavelmente, o treinamento resistido restaurou parcialmente esse padrdao no grupo
OE, com recuperagao da predominancia da marcacao intersticial sobre a tubular e da
marcagao das células tubulares. Esse achado € consistente com a capacidade ja
demonstrada do exercicio fisico de atenuar o estresse do RE em outros tecidos

metabolicamente relevantes.



61

Em humanos com obesidade, um programa supervisionado de exercicio de trés
meses reduziu significativamente a expressao e a liberacdo de GRP78 no tecido adiposo
subcutéaneo, com redugédo concomitante da fosforilagdo de IRE1a e elF2a (KHADIR et al.,
2016). Em modelos animais, o treinamento de resisténcia atenuou o estresse do RE no
figado e no tecido adiposo de ratos obesos induzidos por dieta hiperlipidica (da LUZ et al.,
2011), com efeitos semelhantes descritos também no coragdo e no musculo esquelético
sob diferentes protocolos de treinamento (LI et al., 2022; SUN et al., 2026).

Embora ndo tenham sido localizados estudos prévios que tenham investigado
especificamente a modulagao da BiP testicular pelo exercicio fisico, o presente achado é
biologicamente coerente com o mecanismo mais amplo pelo qual o exercicio melhora a
capacidade antioxidante e mitocondrial celular, reduzindo a geracédo de espécies reativas
de oxigénio que constituem um dos principais gatilhos do estresse do RE (ABEDPOOR et
al., 2024).

Esse resultado representa, portanto, uma contribuicdo original deste estudo a
literatura, ao sugerir que a restauragao da homeostase do RE nas células de Leydig integra
0s mecanismos pelos quais o exercicio resistido atenua os efeitos deletérios da obesidade
sobre a esteroidogénese testicular. Essa hipétese merece confirmagéao por estudos futuros
que avaliem, por exemplo, os niveis séricos e teciduais de testosterona em paralelo a
expressao de BiP e de outros marcadores do UPR (ex. CHOP, ATF6, IRE1a, PERK).

5.5 Efeito da obesidade e do exercicio no perfil de acidos graxos testiculares

Do total de 37 acidos graxos quantificados, apenas um subconjunto restrito
apresentou alteracdo estatisticamente significativa em funcdo da obesidade e/ou do
exercicio, indicando que a resposta do lipidoma testicular a essas intervengdes nao foi
uniforme, mas concentrada em componentes especificos. Um padréao ja relatado por outros
autores que investigaram o perfil lipidico testicular em contextos de obesidade
(CRISOSTOMO et al., 2020; ZHENG et al., 2024).

Aelevacao do acido pentadecanoico (C15:0) no grupo obeso sedentario, com redugao
no grupo obeso exercitado, € um achado particularmente interessante a luz da literatura
recente sobre acidos graxos saturados de cadeia impar. Concentragcbes circulantes
elevadas de C15:0 tém sido consistentemente associadas, em estudos observacionais, a
menor risco de obesidade, diabetes tipo 2 e doenca cardiometabdlica (JENKINS; WEST;
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KOULMAN, 2015), o que poderia sugerir, a primeira vista, uma interpretacéo protetora para
sua elevagao no grupo obeso.

Entretanto, é fundamental destacar que essa literatura se refere predominantemente
a concentragao circulante/plasmatica, habitualmente interpretada como biomarcador de
consumo de laticinios ou de metabolismo microbiano intestinal, e ndo ao acumulo tecidual
local observado no presente estudo. O acumulo testicular de C15:0 especificamente no
grupo obeso pode refletir, alternativamente, alteragdo da via de a-oxidagéo peroxissomal
de acidos graxos de cadeia impar, cuja atividade também é sensivel ao estado metabdlico
e a composigdo da dieta em modelos de obesidade induzida por dieta hiperlipidica. A
normalizagdo desse acumulo pelo exercicio sugere que o treinamento resistido modula
especificamente essa via metabdlica no tecido testicular, ainda que o significado funcional
desse achado para a espermatogénese e a esteroidogénese permaneca a ser esclarecido
em estudos futuros, ndo havendo até onde foi possivel levantar, literatura prévia que tenha
investigado especificamente o comportamento de acidos graxos de cadeia impar no
testiculo em modelos de obesidade e exercicio.

Os acido y-linolénico (C18:3n-6) e o acido tridecanoico (C13:0) apresentaram
interagao estatisticamente significativa entre obesidade e exercicio, mas foram detectados
em concentragcdes muito baixas em muitos grupos, préximas ou abaixo do limite de
deteccdo do método, o que exige cautela na interpretagcéo bioldgica desses resultados. O
acido y-linolénico é metabolizado sequencialmente a acido di-homo-y-linolénico (DGLA) e,
posteriormente, a acido araquidbénico, servindo como substrato para a sintese de
eicosanoides (prostaglandinas das séries 1 e 2) com papel na regulagdo de processos
inflamatorios. Embora seu papel especifico na fisiologia testicular seja pouco explorado na
literatura, o acido a-linolénico (isémero 6mega-3, distinto do y-linolénico) ja foi associado a
promogao da sintese de testosterona e a melhora da fungdo mitocondrial em células de
Leydig de aves (estudo em galos reprodutores), por meio do aumento da expressao de
StAR, P450scc e 3B3-HSD e da reducgao da razdo Bax/Bcl-2. Mecanismo esse, que por
analogia bioquimica entre os isbmeros n-3 e n-6 dos acidos graxos poli-insaturados de 18
carbonos, pode sugerir via de investigacao futura para o papel especifico do C18:3n-6 na
esteroidogénese testicular de mamiferos. Ja o acido tridecanoico € um acido graxo de
cadeia impar extremamente minoritario, para o qual nao foi localizada literatura especifica
sobre fungao ou relevancia no tecido testicular, de modo que sua alteragao neste estudo
deve ser registrada como achado exploratério, sem interpretagao funcional definitiva no
momento. De forma semelhante, nao foi localizada literatura especifica o papel do acido
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gadoleico (C20:1) na fisiologia testicular, o que também limita a interpretacdo funcional
desse achado, devendo ser tratado como resultado a ser explorado em estudos futuros
dedicados especificamente a esse componente lipidico.

Diferentemente dos demais lipidios discutidos, o Acido a-linolénico (ALA, C18:3n-3)
dispde de literatura relativamente robusta e mecanisticamente detalhada sobre seu papel
funcional nas células de Leydig, ainda que majoritariamente proveniente de modelos
aviarios. Estudos em células de Leydig primarias de galos reprodutores demonstraram que
o ALA promove a sintese de testosterona de forma dose-dependente, por meio da ativagao
da via de sinalizagdo JNK-SF-1, com consequente aumento da expressao de enzimas
importantes na esteroidogénese (StAR, P450scc, 3-HSD e P450c17; ZHAO et al., 2023).
Esse efeito esteroidogénico € acompanhado por melhora da fungdo mitocondrial e da
biogénese mitocondrial nas células de Leydig, associada a maior capacidade antioxidante
e a efeito antiapoptético caracterizado por aumento da expressao de Bcl-2 e reducao de
Bax e do fator indutor de apoptose (AIF) (CHANG et al., 2025). Em modelo de galos
reprodutores envelhecidos, a suplementacdo dietética com ALA também elevou a
testosterona plasmatica por ativacao da via SIRT1, com efeitos consistentes de protecao
mitocondrial e melhora de parametros seminais, incluindo capacidade antioxidante e
sobrevivéncia espermatica (LONG et al., 2024).

A luz dessa literatura, a reducdo da concentracdo testicular de ALA no grupo obeso
sem exercicio (O; 0,075 + 0,046 mg/g) em relagdo aos demais grupos € um achado
biologicamente coerente com o quadro de disfungcéo esteroidogénica e mitocondrial ja
discutido para outro marcador neste trabalho (BiP), e reforca a hipétese de que a obesidade
compromete a disponibilidade testicular de acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 com
papel protetor sobre a funcdo de Leydig. De forma consistente com essa hipdtese, o
exercicio fisico resistido elevou significativamente a concentragdo de ALA no grupo obeso
(OE: 0,133 + 0,051 mg/g) em comparagao ao grupo O, sugerindo que parte do efeito
benéfico do exercicio sobre a fungao testicular em animais obesos possa ser mediada pela
restauracdo da disponibilidade local desse acido graxo. Consequentemente pela via de
sinalizacdo JNK-SF-1 e pelos mecanismos antiapoptéticos e mitocondriais a ele
associados. E importante ressaltar, contudo, que essa é uma extrapolacdo da via de
sinalizacao baseada em modelo aviario in vitro, e que a confirmagao de que a mesma via
opera em células de Leydig murinas in vivo depende de investigacdes futuras direcionadas
como pela avaliacao conjunta da expressao de StAR, P450scc e 33-HSD e dos niveis de
testosterona sérica/testicular no presente modelo.
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Em conjunto, os achados do perfil lipidico indicam que a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica promove alteragbes especificas e biologicamente relevantes na composigao
de acidos graxos testiculares, concentradas em componentes com plausibilidade
mecanistica ja estabelecida na literatura de lipotoxicidade testicular, como o &cido estearico,
e em componentes menos explorados, como os acidos graxos de cadeia impar. O exercicio
fisico resistido foi capaz de atenuar, ao menos parcialmente, essas alteracdes nos lipidios
em que a interacao estatistica foi mais robusta, reforcando a hipotese de que a resposta do
metabolismo lipidico testicular ao exercicio € seletiva, e ndo uniforme, atuando
preferencialmente sobre vias especificas de metabolizacao lipidica ainda a serem melhor

caracterizadas.

6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica
compromete o equilibrio entre o peso testicular e a massa corporal total, evidenciado pela
reducao do indice gonadossomatico no grupo obeso sem exercicio (O), e que o exercicio
fisico resistido foi capaz de atenuar parcialmente esse desequilibrio no grupo obeso com
exercicio (OE).

Em contrapartida, a arquitetura tubular basica, didmetro dos tubulos seminiferos e
numero de espermatogdnias, mostrou-se resiliente tanto ao estresse metabdlico da
obesidade quanto ao exercicio de resisténcia, sem diferengcas estatisticamente
significativas entre os grupos. O mesmo padrdo de auséncia de diferenca estatistica foi
observado na quantificagao de gotas lipidicas por Oil Red O, nesse caso, porém, a elevada
variabilidade interindividual e o numero reduzido de animais por grupo nao permitem
concluir pela auséncia de efeito biolégico da obesidade e do exercicio sobre o acumulo
lipidico testicular, apontando antes para uma limitagédo amostral a ser superada em estudos
futuros com maior tamanho amostral. Em conjunto, esses achados sugerem que, dentro do
periodo avaliado, os efeitos da obesidade sobre a espermatogénese atuam
predominantemente por vias funcionais e moleculares, € ndo por remodelamento estrutural
do epitélio seminifero.

Nesse sentido, foi verificada a redugao da expressao da proteina BiP/GRP78 nas
células de Leydig dos animais obesos, interpretada ndo como auséncia de estresse do
reticulo endoplasmatico, mas como exaustdo da resposta protetora do unfolded protein
response (UPR) diante de uma demanda de dobramento proteico sustentada e excessiva.
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Essa reducédo foi atenuada pelo exercicio fisico resistido, reforcando o papel protetor do
treinamento sobre a homeostase do reticulo endoplasmatico nas células de Leydig.

Em relacdo ao perfil lipidico testicular, 0 achado mais expressivo deste estudo, notou-
se que a obesidade promoveu alteracdes seletivas em 5 dos 37 acidos graxos avaliados,
C13:0, C15:0, C18:3n-6, C18:3n-3 (ALA) e C20:1, concentradas em componentes com
plausibilidade mecanistica ja estabelecida na literatura de lipotoxicidade testicular e em
acidos graxos de cadeia impar, menos explorados. O exercicio fisico resistido foi capaz de
reverter, ao menos parcialmente, algumas dessas alteragdes, com destaque para a
restauracdo da concentracao testicular de ALA e diminuicdo da quantidade possivelmente
lipotéxica de C15:0, reforcando a hipotese de que a resposta do metabolismo lipidico
testicular ao exercicio é seletiva, atuando sobre vias especificas de metabolizagao lipidica.

Em conjunto, esses resultados indicam que a obesidade compromete a homeostase
testicular em niveis molecular e bioquimico, na resposta ao estresse do reticulo
endoplasmatico e no perfil de acidos graxos, antes de se manifestar como dano estrutural
evidente, e que o exercicio fisico resistido representa uma possivel estratégia nao
farmacoldgica capaz de atenuar, de forma parcial esses efeitos. Investigagdes futuras,
incluindo a avaliagao conjunta da expressao de StAR, P450scc e 33-HSD e dos niveis de
testosterona sérica e testicular, serdo importantes para esclarecer os mecanismos que
conectam a exaustdo da resposta ao estresse do reticulo endoplasmatico a

esteroidogénese nas células de Leydig.
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Anexo B — Protocolo de aprovagao da CEUA

31/07/2023, 14:07 https://sig.unila.edu.br/sipac/protocolo/documento/documento_visualizacao.jsf?idDoc=788877

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DA INTEGRAGCAO LATINO-AMERICANA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO N° 5 / 2023 / CEUA (10.01.05.19.05)

N° do Protocolo: NAO PROTOCOLADO
Foz Do Iguagu-PR, 31 de julho de 2023,

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - UNILA

Certificamos que a proposta intitulada "Exercicio fisico em camundongos obesos induzidos
por dieta hiperlipidica: efeitos no material genético e metabolismo" - protocolada com o
numero 23422.013424/2023-73, sob a responsabilidade do docente Jean Francesco
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n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), ¢ foi aprovada pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Integragdo Latinoamericana (UNILA),
na reunido do dia 19 de julho de 2023.

Vigéncia do projeto Setembro de 2023 a agosto de 2025
Espécie/Linhagem Camundongo ( Mus musculus ) / Linhagem C57BL6
Numero de animais 40
Peso/Idade 20a22 g /30 dias
Sexo Machos - Fémcas
Origem Biotério Central da UNIOESTE - Campus Cascavel

(Assinado digitalmente em 31/07/2023 11:18 )
FLAVIO LUIZ TA‘VARES
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ILACVN (10.01.06.03.04)

Matricula: 1655845

Processo Associado: 23422.013424/2023-73

Visualize o documento original em https:/ /sig.unila.edu.br/public/documentos/index.jsp
informando seu nimero: 5, ano: 2023, tipo: CERTIFICADO, data de emissdo: 31/07/2023 e 0
cédigo de verificagdo: 8dd1a201df
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Anexo C — POP Determinagao de Lipidios por GC FID

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

UNILA Lfllv\ﬂﬂ Analise de Lipidios em material biolégico por GC-FID

Data de elaboragdo:24/09/2025 Revisdo:01

1. Objetivo

Estabelecer diretrizes para a extragdo e derivatizagdo de lipidios em material bioldgico,
visando sua posterior analise cromatografica por GC-FID.

2. Local de aplicagao

Laboratério de Estudos Interdisciplinares do Meio Ambiente e de Alimentos — LEIMAA

3. Descrigao

Este procedimento descreve as etapas necessarias para a analise de lipidios em material

biolégico. A extracdo é realizada com auxilio do Ultra-Turrax, equipamento que promove a
homogeneizagéo eficiente do material biolégico com solventes organicos, favorecendo a ruptura
celular e a liberagéo dos lipidios. O método permite obter extratos adequados para analise
cromatografica por GC-FID, garantindo precisdo, confiabilidade e seguranca durante todas as
etapas de manipulacgao.

4. Equipamentos de Protecao Individual (EPI)

Equipamentos: Ultra-Turrax; Vortex; Evaporador de N2; Banho ultrassénico; Freezer -20 °C;
Balancga analitica; (GC-FID);

Materiais: Tubos criogénicos (1,5 mL e 5 mL); Tubos Falcon de 15 mL; Seringas descartaveis
com filtros hidrofébicos; Espatulas finas; Tesouras de uso laboratorial; Ponteiras de pipeta
descartaveis (estéreis, se necessario);

Solventes e reagentes: Metanol (MeOH); Cloroférmio (CHCIy); Agua ultrapura (H,0);
Hidréxido de sédio (NaOH); Cloreto de amdnio (NH,CI); Acido sulfarico (H,SQO,); Cloreto de
sodio (NaCl); Isoctano; Tricosanoato de metila.

5. Procedimento

5.1. Preparacao inicial

Separar tubos criogénicos, identificar com etiqueta (material, data e responsavel) e pesar o
tubo vazio.

Pesar o material bioldgico, transferir para os tubos criogénicos conforme a identificagéo,
picotar com tesoura, empurrar para o fundo com espatula fina e pesar novamente.

Transportar o material em caixa de isopor com gelo até o laboratério LEAM.

5.2. Extragao

Adicionar 1 mL de metanol e 1 mL de cloroférmio ao tubo criogénico (total de 2 mL).

Homogeneizar por 2 minutos no Ultra Turrax (velocidade 5), cuidando para que o material ndo
fique preso. Observagao: caso necessario, soltar o material preso com pequena ponteira;
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+ Adicionar 1 mL de cloroférmio (total de 3 mL) e homogeneizar por 1 min 30 s no Ultra Turrax
(velocidade 5).

« Adicionar 1 mL de agua destilada (total de 4 mL) e homogeneizar novamente por 1 min 30 s
no Ultra Turrax (velocidade 5).

« Limpar excesso do ultraturrax com 1ml de cloroférmio, aproveitando o maximo da amostra,
retirando fragmentos com auxilio de ponteira e colocando no mesmo tubo criogenico.

+ Filtrar a mistura com seringa e filtro hidrofébico, transferindo para tubo Falcon de 15 mL. Lavar
o tubo criogénico com mais 1 mL de cloroférmio.

« Aguardar a separagao de fases e coletar a fase intermediaria (lipidios). Descartar as demais
e armazenar a fase lipidica em tubo criogénico de 5 mL previamente pesado e identificado.

5.3. Secagem e pesagem

+ Secar a amostra sob fluxo de nitrogénio (N2).

+ Pesar novamente o tubo ap6s a secagem para calculo posterior (peso lipidios).

+ Adicionar 50 uL de tricosanoato de metila (padrao interno) e secar novamente com nitrogénio.
5.4. Derivatizacao

« Adicionar 1,2 mL de NaOH e colocar em banho ultrassénico por 6 minutos em temperatura
ambiente.

« Adicionar 1,5 mL do reagente esterificante (cloreto de aménio, metanol e acido sulfurico) e
colocar em banho ultrassénico por 5 minutos em temperatura ambiente.

« Adicionar 1,2 mL de NaCl e agitar em vortex por 30 segundos.

« Adicionar 600 pL de isoctano e agitar em vortex por 30 segundos.

5.5. Armazenamento e analise
« Armazenar a amostra em freezer a -20 °C por 24 horas para separagdo de fases.

+ Retirar a fase organica (superior) e submeté-la a analise cromatografica, ou armazenar em
freezer a -20 °C até o momento da analise.

5.6. Preparacao de reagentes
Solugio de NaOH em metanol 0,5 mol L
+ Pesar 2,0 g de NaOH (PM= 40 g mol")

+ Dissolver em metanol e completar o volume para 100 mL em bal&o volumétrico.
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Armazenar em frasco de vidro &mbar bem vedado, a temperatura ambiente.

Solugao saturada de NaCl

Pesar cerca de 50 g NaCl (PM= 58,44g mol'; S= 36 g/100 mL de agua a 25 °C)
Dissolver em agua ultrapura e completar o volume para 100 mL em balédo volumétrico.
Armazenar em frasco de vidro a temperatura ambiente.

Reagente Esterificante

Solucdo de Cloreto de Aménio 1 M

« Pesar 5,35 g de NH,CI (PM = 53,5 g/mol).
+ Dissolver em agua ultrapura e completar para 100 mL em balédo volumétrico.

Solucédo de Metanol 1 M

+ Medir 4,0 mL de metanol (densidade = 0,791 g/mL; PM = 32,0 g/mol = 32 g/mol).
« Completar com agua ultrapura até 100 mL em bal&o volumétrico.

Solucdo de Acido Sulfdrico 1 M

« Adicionar lentamente 5,4 mL de H,SO, concentrado (~18 M; densidade = 1,84 g/mL)
em cerca de 80 mL de agua ultrapura, sob agitacdo constante e em capela de exaustao.

« Completar para 100 mL com agua ultrapura.

Mistura Esterificante

« Misturar os trés estoques preparados (NH,Cl 1 M, MeOH 1 M e H,SO, 1 M) em
propor¢des iguais (por exemplo, 10 mL de cada).

« Armazenar em frasco de vidro ambar, sob refrigeragéo (4 °C).

6. Notas importantes

Limpar ultraturrax entre amostras, retrando a peca homogeinizadora e lavando
abundantemente com agua destilada e papel para retirada de fragmentos de tecido.
Posteriormente encaixar a pega e fazer lavagem com o préprio ultraturrax, colocando em um
tubo criogenico limpo com 1ml de cloroférmio e 1ml de metanol, agitando por 2 min (velocidade
5) e repetir o processo mais uma vez (com novo tubo criogenico).

Nota 2.
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Declaragdo de Uso de Ferramentas de Inteligéncia Artificial Generativa

Em conformidade com as diretrizes de integridade cientifica e boas praticas na
atividade académica, declara-se que ferramentas de Inteligéncia Artificial Generativa (IAG)
foram utilizadas exclusivamente como suporte técnico-visual na elaboragao dos elementos
graficos deste trabalho, conforme detalhado a seguir:

o Figuras: Ferramentas de |IAG foram empregadas para o refinamento estético de
esquemas e ilustragdes conceituais basicas fornecidas pelo autor, resultando em
representacdes visuais mais elaboradas, modernas e de maior clareza didatica.
Importante salienta que as Figuras 6, 7 e 8 ndo passaram por qualquer uso de
inteligéncia artificial por se tratarem de fotomicrografias de cortes histoldégicos dos
tubulos seminiferos, preservando a integridade original dos dados que ilustram e
confirmam as observagdes experimentais.

o Tabelas: A formatagao estrutural e o design grafico das tabelas apresentadas foram
otimizados por meio de IAG, utilizando como base matrizes de dados previamente
estruturadas pelo autor em formato de processador de texto (Microsoft Word).

e Graficos: Os elementos graficos deste manuscrito foram submetidos a tratamento
e refinamento visual por meio de ferramentas de IAG, a partir de gréaficos brutos
gerados e fornecidos originalmente pelo autor em plataforma de apresentagao
(Microsoft PowerPoint).

Especificagoes Técnicas: Foram utilizadas as plataformas ChatGPT em sua versao GPT-
5.6 Luna. com acessos realizados no més de agosto de 2026.

Reitera-se que o uso das referidas tecnologias limitou-se estritamente ao design,
tratamento de imagem e formatagcdo visual. Toda a concepgdo dos dados, analise
estatistica, interpretagdo dos resultados, fundamentagdo tedrica e redagcdo do texto
permanecem de autoria e responsabilidade intelectual exclusivas dos autores, ndo tendo a

IAG desempenhado papel na criagdo do conteudo cientifico original.
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