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RESUMO GERAL

O estilo de vida das sociedades modernas propicia que os individuos tornem-se
sedentarios e desenvolvam o hébito de consumir, em excesso, dietas hipercaldricas, as
quais podem resultar em alteragcbes metabdlicas que influenciam no desenvolvimento de
doencas crbnicas. Estas tém impacto negativo sobre a qualidade de vida dos individuos.
Altas concentracdes de gordura saturada na dieta sdo metabolicamente prejudiciais a
saude, inclusive relativamente aos aspectos reprodutivos, visto que ha relacéo negativa
entre consumo excessivo de gordura saturada e diminuicdo da funcdo reprodutiva
masculina. Tal funcdo depende da integridade dos espermatozoides e de 6rgdos do
sistema genital masculino, tais como epididimo. O acumulo de gordura perigonadal
favorece a ocorréncia de estresse oxidativo (EO) e resulta em lesdo do testiculo e
epididimo ou alteracdo do DNA dos espermatozoides. A suplementagdo alimentar com
antioxidantes pode diminuir o impacto negativo do EO sobre os parametros reprodutivos.
A sericina, uma proteina extraida do casulo do bicho-da-seda, tem sido demonstrada
como potente antioxidante e apresenta grande potencial para utilizacdo como suplemento
alimentar. Assim esse estudo teve como objetivo verificar se a dieta hiperlipidica e o
tratamento oral com sericina influenciam a morfologia testicular, a fragmentacdo do DNA
e expressao de biomarcadores do estresse oxidativo. Para isso camundongos da
linhagem C57BL/6 (76 dias de idade) foram distribuidos em quatro grupos: i) Controle (C,
n = 5); ii) Sericina (S, n = 5); iii) High fat (HF, n = 5); iv) High fat + sericina (HFS, n =5). A
dieta hiperlipidica foi ofertada aos animais HF e HFS, por 14 semanas, enquanto C e S
receberam dieta padrdo Nuvilab® (Curitiba, PR, Brasil) nesse mesmo periodo. Nas
ultimas 04 semanas os animais S e HFS foram tratados com 1.000 mg/kg/peso corporal
de sericina por gavagem, e os animais C e HF foram gavados com salina 0,8%. A
sericina foi efetiva na redugéo do ganho de peso, pois, animais HFS obtiveram apenas
10% de ganho peso enquanto que os HF obtiveram 33%, a massa das gorduras
retroperitoneal e perigonadal também foi diminuida em HFS em comparacdo a HF. Foi
observado aumento da lipoperoxidagéo nos testiculos de HF, o que ndo ocorreu em HFS.
No segmento inicial do epididimo a atividade da CAT esteve diminuida em HF e HFS,
enquanto que na cauda a atividade da GST foi menor em HFS do que em HF. O diédmetro
dos tubulos seminiferos foi alterado entre os grupos C e HF, e o tratamento com sericina
em HFS fez com que esse parametro se igualasse ao do S, a analise morfolégica revelou
seccdes com tubulos em estado de degeneracdao em HF, sendo que esses achados
também foram atenuados em HFS. A partir do teste de TUNEL foi possivel identificar
diminui¢cdo da ocorréncia de apoptose em HFS em relagdo & HF. Em conclusdo pode-se
inferir que a dieta hiperlipidica associada ao tratamento oral com sericina melhorou a
morfologia do epitélio germinativo, diminuiu a ocorréncia de lipoperoxidagdo e de
apoptose.

Palavras-chave: Fertilidade masculina, célula de Sertoli, apoptose, dieta hipercaldrica,
antioxidagdo, proteina da seda.



GENERAL ABSTRACT

MORPHOLOGICAL STUDY AND OXIDATIVE STRESS IN TESTES AND EPIDIDYMIS
OF C57BL/6 MICE FED WITH HYPERLIPIDIC DIET AND SERYCIN-TREATED

The lifestyle of modern societies allows individuals to become sedentary and develop the
habit of overeating hypercaloric diets, which can result in metabolic changes that influence
the development of chronic diseases. These have a negative impact on the quality of life
of individuals. High concentrations of saturated fat in the diet are metabolically detrimental
to health, including reproductive aspects, since there is a negative relationship between
excessive consumption of saturated fat and a decrease in male reproductive function.
Such function depends on the integrity of sperm and organs of the male genital system,
such as epididymis. The accumulation of perigonadal fat favors the occurrence of
oxidative stress (OS) and results in lesion of the testis and epididymis or alteration of
spermatozoa DNA. Food supplementation with antioxidants may decrease the negative
impact of EO on reproductive parameters. Sericin, a protein extracted from the cocoon of
the silkworm, has been shown to be a potent antioxidant and has great potential for use
as a food supplement. Thus, this study aimed to verify if the hyperlipidic diet and the oral
treatment with sericin influence testicular morphology, DNA fragmentation and expression
of biomarkers of oxidative stress. For this, mice of the C57BL/6 (76 days of age) were
divided into four groups: i) Control (C, n = 5); ii) Sericin (S, n = 5); iii) High fat (HF, n = 5);
iv) High fat + sericin (HFS, n = 5). The hyperlipid diet was offered to the HF and HFS
animals for 14 weeks, while C and S received a standard diet of Nuvilab® (Curitiba, PR,
Brazil) during the same period. In the last 4 weeks S and HFS animals were treated with
1,000 mg / kg / body weight of sericin by gavage, and C and HF animals were treated with
0.8% saline. Sericin was effective in reducing weight gain, as HFS animals obtained only
10% of weight gain while HF obtained 33%, the mass of retroperitoneal and perigonadal
fat was also decreased in HFS compared to HF. Increased lipoperoxidation was observed
in the testes of HF, which did not occur in HFS. In the initial segment of the epididymis
CAT activity was decreased in HF and HFS, while in the tail the GST activity was lower in
HFS than in HF. The diameter of the seminiferous tubules was changed between groups
C and HF, and treatment with sericin in HFS made this parameter equal to that of S, the
morphological analysis revealed sections with tubules in the state of degeneration in HF,
and these findings were also attenuated in HFS. From the TUNEL test it was possible to
identify a decrease in the occurrence of apoptosis in HFS in relation to HF. In conclusion,
it can be inferred that the hyperlipid diet associated with oral sericin treatment improved
the morphology of the germinal epithelium, decreased the occurrence of lipoperoxidation
and apoptosis.

Keywords: Male fertility, Sertoli cell, Apoptosis, Hypercaloric diet, Antioxidation, Silk protein.



SUMARIO

INTRODUGAO GERAL ....oovieieeeceeceeeeeeee ettt st 11
REVISAO GERAL DE LITERATURA. ......ciiieeeete et 14
Dietas high fat e fertilidade. ... 14
Funcéo testicular e epididimal.............ccciiiiiii 16
Apoptose de Células germinatiVas..........ccuveeeeeiiiiiiiiee e 24
A Sericina com antioXidANTE..........ccciiiiiiiiiiiie e 25
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........oooiiiieeceeeeee e 27
ARTIGO CIENTIFICO ...ttt sttt 35

“SERICIN EXERTS ANTIOXIDATION ON TESTIS AND EPIDIDYMS OF C57BL/6
MICE FED HIGH FAT DIETS”

ANEXOS. ... e e e e e e n e nes 44
ANEXO | — Parecer COmite de EtCa.............ceevvviiiieeee e 44
ANEXO Il — Normas para publicacao in: International Journal of

Development RESEArCh. ... ..o 45
ANEXO Il — Certificado de publicacédo in: International Journal of

Development Research....... ..o 47



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 Esquema mostrando as estruturas do sistema genital

(10 F= 116101 1 (o TR 16

FIGURA 2 Esquema representando os tubulos seminiferos contorcidos, separados

pelos septos do testiculo dando origem aos 16bulos..............ccoooviiiiiiiiiiiccccceee e, 17

FIGURA 3 Esquema representando a barreira hematotesticular formada pelas

J 18T T oT=Es30 L= T 0T [ 1Y = Lo J U 18
FIGURA 4 Esquema representando 0 teStiCUlO.........ccooveiviiiiiiiiiiiiiice e 19

FIGURA 5 Esquema adaptado de fotomicrografia eletrénica de transmissédo da

cabeca dO ePIdidiMO.......ccce i e 20

FIGURA 6 Esquema representando ceélulas encontradas no epitélio do segmento
inicial do epididimo, conforme visualizagdo em microscopia eletrbnica de

B AN S S S a0, - ettt ettt et et ettt 21



LISTA DE ABREVIATURAS

BHA Hidroxianisol butilado

BHE Barreira hemato-epididimaria

BHT Barreira hematotesticular

BHT! Hidroxitolueno butilado

EROs Espécies reativas de oxigénio

ES Estresse oxidativo

FSH Hormonio foliculo estimulante

GnRH Hormonio liberador de gonadotrofina
INCA Instituto Nacional do Cancer

LH Hormaonio luteinizante

OMS Organizacdo Mundial da Saude

RDA Quantidade dietética diaria recomendada
T Testosterona

uvB Raio ultravioleta de onda média

VIGITEL Vigilancia de Fatores de Risco e Protecéo

para Doencas Crdnicas por Inquérito

Telefénico



11

INTRODUCAO GERAL

Uma das principais caracteristicas da populacdo mundial tem sido o processo
permanente de intensas mudancas na sua composi¢cdo demogréafica, com aumento
na expectativa de vida e na proporc¢ao de idosos na populacédo, queda da fertilidade,
e diminuicdo dos oObitos devido a causas infecciosas, assim a prevencdo e o0
diagnoéstico precoce das doencas, em geral, sdo importantes para a promocao da
saude por interferir na duragéo e na qualidade de vida do individuo (BRASIL, 2006).

Desta maneira, para que a promoc¢do da saude ocorra plenamente, €
fundamental que ndo se restrinja ao setor saude, devendo ser construida por meio
de acdes intersetoriais do poder publico juntamente com os diversos setores da
sociedade (ONU, 2005). Uma das a¢des necessarias para a promocao da saude da
populacdo é a promocao de habitos saudaveis. Em vista do atual contexto
epidemioldgico da populacdo, destacam-se as acbes de promocdo da alimentacao
saudavel e da pratica regular de atividade fisica (BRASIL, 2006). Entretanto, o
comportamento alimentar atualmente desenvolvido pela sociedade esta voltado para
alto consumo de dietas hipercal6ricas, resultantes de alimentos processados,
altamente palataveis, pobres em nutrientes e com altas concentracdes de acucares
e de gorduras saturadas (RATO et al., 2014).

Altas concentracdes de gordura, na dieta, sdo metabolicamente prejudiciais a
saude. Varios disturbios cardiometabdlicos, tais como obesidade, hiperlipidemia,
diabetes mellitus tém sido associadas com alto consumo de dietas hipercaloricas
(CHOI et al., 2015). Estudos demonstraram a relacdo entre consumo elevado de
gordura saturada e efeitos negativos sobre processos reprodutivos masculinos que
resultaram em alteracdes da funcao testicular, da concentracédo de espermatozoides,
da qualidade do sémen e da fertilidade masculina (JENSEN et al., 2013; PADRON et

al., 1989). O consumo de dietas hipercaléricas perturba a funcdo reprodutiva


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Padr%C3%B3n%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2613482
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masculina em nivel central ou testicular (RATO et al., 2014), a qual estd sob o
controle da rede neuro-hormonal, operada pelo eixo hipotalamo—hipdfise-testiculo
(eixo reprodutivo), cuja disfuncdo pode levar a infertiidade (SHARPE, 1994),
resultante da alteracdo do eixo funcional e acumulo de tecido adiposo. No eixo
reprodutivo o hipotalamo produz o hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH) que
controla a liberagdo dos hormoénios hipofisarios luteinizante (LH) e foliculo-
estimulante (FSH) que atuam no espaco intersticial e nos tubulos seminiferos
contorcidos do testiculo, respectivamente (KAKAR et al., 2004). O acumulo de tecido
adiposo no escroto propicia 0 aumento da temperatura local que favorece a
producdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio (EROS) tendo como
consequéncia a ocorréncia de estresse oxidativo (EO) (JARA et al., 2002,
MAGNUSDOTTIR et al., 2005; SHAFLK; OLFAT, 1981).

Assim, o EO pode ser estabelecido como uma das principais causas de
infertilidade masculina (SAJJADIAN et al., 2014; TREMELLEN, 2008), sendo
indicado como um dos principais facilitadores da fragmentacdo do DNA das células
germinativas imaturas e do espermatozoide (AITKEN; DE IULIIS, 2010; TWIGG;
IRVINE; AITKEN, 1998). O EO ¢é o resultado de altas concentracdes de EROS que
superam a capacidade dos mecanismos antioxidativos da célula e podem alterar o
espermatozoide e a expressao de proteinas seminais (AGARWAL et al., 2014). A
maior parte da energia produzida por metabolismo aerdbico utiliza fosforilagédo
oxidativa na mitocondria e, assim a producdo de EROS é uma etapa normal do
metabolismo celular (KEFER; AGARWAL; SABANEGH, 2009; VIGUERAS-
VILLASENOR et al., 2011). Para eliminar possiveis danos celulares significativos,
vias antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas eliminam o excesso de EROS para
atingir um balanco entre a geracao benéfica de oxidantes e EO prejudicial (KEFER;
AGARWAL; SABANEGH, 2009).

Antioxidantes sdo um conjunto heterogéneo de substancias naturais ou
sintéticas formadas por vitaminas, minerais, pigmentos e, ainda, enzimas que
bloqueiam o efeito danoso dos radicais livres (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).
Dentre as substancias com agéo antioxidante, podemos citar a sericina, uma mistura
de macromoléculas e polipeptidios de peso molecular varidvel entre 10 e 300 KDa
(ZHANG, 2002). E uma proteina comestivel e biocompativel, com potencial para
utilizagédo na forma de suplemento alimentar (JUNG et al., 2013). Entre as atividades

biolégicas da sericina foram descritas: antioxidacao, inibicdo da tirosinase, protecao
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contra tumorogénese hepatica causada pelo alcool, injurias gastricas e injurias
induzidas por UV que levaram a apoptose de queratinocitos (KATO et al.,1998;
ZHAORIGETU; SASAKI; KATO, 2007; ZHAORIGETU et al., 2003; LI et al., 2008;
DASH et al., 2008).

Estudos demostraram que a suplementacéo dietética com sericina e fibroina,
proteinas extraidas do casulo do bicho-da-seda, suprimiu significantemente o ganho
de peso, reduziu a quantidade de gordura corporal e melhorou o perfil metabdlico
em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (SEO et al., 2011) e, também,
foi verificado que a sericina, na dieta, reduziu as concentracfes de colesterol e
triglicerideos em ratos alimentados com dietas hiperlipidicas (OKAZAKI et al., 2010).

Dessa maneira este estudo teve como obijetivo verificar se a dieta hiperlipidica
e o tratamento oral com sericina influenciam a morfologia testicular, a fragmentacéo

do DNA e expressao de biomarcadores do estresse oxidativo.
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REVISAO GERAL DE LITERATURA

Dietas high fat e fertilidade

Seguindo padrdo mundial, o Brasil tem passado por uma transi¢cao nutricional,
na qual se pode perceber a reducédo da desnutricdo, acompanhada pelo aumento de
excesso de peso em diferentes fases da vida, determinado frequentemente pela ma
alimentagdo (COUTINHO; GENTIL; TORAL, 2008). Doengas cronicas como a
obesidade, a hipertensdo e o diabetes sdo propiciadas pelo perfil alimentar
encontrado entre as familias brasileiras, em que ha uma participacao crescente de
gorduras em geral, gorduras de origem animal e alimentos industrializados ricos em
acucar e sodio e a diminuicdo de cereais, leguminosas, frutas, verduras e legumes
(IBGE, 2004), combinacado esta que resulta na ingestdo de dietas hipercaldricas.

Os dados da pesquisa Vigilancia de fatores de risco e protecao para doencas
cronicas por inquérito telefénico - VIGITEL (2012) permitiram conhecer os habitos
alimentares dos brasileiros e apontaram que a ingestdo de dietas hiperlipidicas é
cada vez maior na populacdo. Segundo estes dados, apenas 22,7% da populacao
ingerem a porcdo diaria de frutas e hortalicas recomendada pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) (BRASIL, 2015). Ainda, estes dados mostram que a
populacdo consume excessivamente gordura saturada, pois 31,5% nao dispensam
carne gordurosa e mais de 53,8% dos brasileiros ingerem leite integral regularmente
(BRASIL, 2015). Os indices de ingestdo de alimentos gordurosos sédo ainda maiores
guando se considera homens jovens, entre 18 a 24 anos, dos quais 48% consomem
regularmente carne com excesso de gordura, porcentagem que é reduzida a 27%
em homens com mais de 65 anos (BRASIL, 2015).

Evidéncias sugerem que o consumo de dietas hipercaléricas, tais como as

dietas hiperlipidicas, ndo é compativel com a fungéo reprodutiva masculina eficiente
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e pode comprometer a saude reprodutiva da prole (RATO et al.,, 2014). Ha
preocupacado crescente com a capacidade reprodutiva dos individuos porque as
taxas totais de fertilidade diminuiram 2% nos paises em desenvolvimento
(HAMILTON et al.,, 2013). Outro aspecto preocupante € a infertilidade, fenbmeno
universal, que atinge cerca de 15% dos casais do planeta. Desse total, ao menos,
50% dos casos estao relacionados a fatores masculinos, enquanto que em 25% dos
casos de infertilidade considera-se que as causas sdo idiopaticas (World Health
Organization, 2015). Magnusdottir et al. (2005) sugeriram que a diminuicdo da
qualidade do sémen humano nas ultimas décadas pode ser relacionada com a
mudanca dos habitos de vida, caracterizado por um estilo de vida sedentario
associado ao alto consumo de energia.

A relacéo negativa entre o consumo de gordura total e a contagem diminuida
de espermatozoides, parece ser determinada principalmente pelo consumo de
gordura saturada. Conforme observado em homens, houve diminuicdo de 38% dos
espermatozoides quando o consumo de gordura saturada foi aumentado em 5%,
enquanto que ndo houve correlacdo entre a contagem de espermatozoides e o
aumento (5%) de consumo de gordura mono ou poli-insaturada (ATTAMAN et al.,
2012).

A ma qualidade do sémen foi associada a homens que consumiram grande
guantidade de carnes processadas, especialmente aquelas com alta concentracao
de gordura saturada, como as embutidas. Esses produtos podem incorporar
xenobidticos, principalmente xenoestrégenos e alguns esteroides anabolizantes. A
utilizacado desses compostos pela industria alimenticia leva ao aumento significativo
da exposicdo diaria a essas substancias. Xenoestrogenos sdo substancias
altamente lipofilicas que se acumulam em alimentos ricos em gordura como carne
ou leite, e suspeita-se que sdo parcialmente responsaveis pelo declinio na qualidade
do sémen (TOPPARI, 1996). Ao contrario, o consumo de frutas, verduras e legumes
foi associado a melhora da qualidade do sémen, pelo fato de proporcionar maior
guantidade de antioxidantes e micronutrientes que podem ter influéncia positiva em

manter ou melhorar a qualidade do sémen (MENDIOLA et al., 2009).
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Funcéo testicular e epididimal

O sistema genital masculino em mamiferos € composto por testiculos,
ductos eferentes, epididimos, ductos deferentes, glandulas acessorias (préstata,
glandula seminal e bulbouretral) e pénis (Fig. 1) (SETCHELL; BREED, 2006). As
principais fungbes atribuidas ao testiculo, espermatogénese e esteroidogénese,
dependem de horménios para serem iniciadas e mantidas (HOLDCRAFT; BRAUN,

2004).
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pididimo Féscia superficial (tdnica

Testicul - dartos) do pénis e do escroto
esticulo Bolsa testicular

Figura 1 Esquema mostrando as estruturas do sistema genital masculino. Fonte: NETTER, arquivo
digital, (2008).

Os testiculos sdo érgaos pares que estéo localizados na bolsa testicular (Fig.
1) e nela estdo suspensos pelo funiculo espermatico, sua localizacao possibilita que
sejam mantidos em temperatura, cerca de, 2°C abaixo da temperatura corporal;
diferenca essencial para que a espermatogénese ocorra normalmente
(KIERSZENBAUM, 2008). As estruturas aferentes e eferentes do testiculo e do
epididimo estdo no funiculo espermatico que assim contém: ducto deferente, artérias
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testicular, do ducto deferente e cremastérica, plexo pampiniforme (rede venosa
formada por mais de 12 veias), fibras nervosas simpaticas e parassimpaticas, ramo
genital do nervo genitofemoral e vasos linfaticos (MOORE; DALLEY, 2001).

A estrutura do testiculo compreende uma capsula, séptulos, tibulos nos quais
0s espermatozoides sdo produzidos e espaco intersticial (Fig. 2) no qual estédo
localizadas células produtoras de hormdénios androgénios. A capsula € a tunica
albuginea, camada de tecido conjuntivo denso, que é recoberta anterior e
lateralmente com a lamina visceral da tdnica vaginal. A tdnica albuginea,
posteriormente, forma um espessamento denominado mediastino do qual partem
séptulos do testiculo para dividir o parénquima em cerca de 200 a 300 I6bulos (Fig.
2); cada l6bulo contém um a trés tubulos seminiferos contorcidos em humanos
(KERR et al., 2006; LEESON; ADAMSON, 1962).

Rede testicular
(no mediastino

Ducto eferente testicular)

S Tabulos seminiferos
Dictulos eferentes

Dictulo aberrante

Figura 2 Esquema representando os tlbulos seminiferos contorcidos, separados pelos septos do
testiculo dando origem aos l6bulos. Fonte: Arquivo digital, NETTER, 2008.

O epitélio do tubulo seminifero contorcido é constituido por células de Sertoli
e da linhagem espermatogénica (espermatogbnias, espermatdicitos, espermatides e

espermatozoides). Os tubulos seminiferos sdo circundados por células mioides
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peritubulares especializadas capazes de contrair para mover o fluido luminal e os
espermatozoides para a rede testicular (SETCHELL; BREED, 2006). As células de
Sertoli s@o colunares altas que se estendem da lamina basal até o limen do tubulo
seminifero. A morfologia tridimensional incomum indica a capacidade destas células
de envolver varios grupos de células germinativas adjacentes. As células de Sertoli
estéo ligadas entre si por juncdes de ocluséo (Fig. 3), localizadas no perimetro basal
do epitélio seminifero (KERR et al., 2006). As junc¢des de oclusdo, nestas células,
tém localizacdo estratégica e incomum, em relacdo as células da linhagem
espermatogénica, de maneira a formar a barreira hematotesticular (BHT). A BHT
determina a subdivisdo funcional e anatbmica do epitélio seminifero nos
compartimentos: i) basal, que contém as espermatogdnias e espermatécitos
primarios (pré-leptéteno e leptéteno) e ii) adluminal, localizado acima das juncdes de
oclusdo, no qual estdo as ceélulas espermatogénicas mais diferenciadas
(esperméatides primarias/inicial, secundaria/terminal) em um ambiente fisioldgico
unico (KERR et al., 2006).

Lumen do tubulo seminifero

Espermatide
terminal
Espermatide —
inicial

Compartimento
adluminal !

Espermatocito

Juncéo de ocluséo
no perimetro basal |_.

Compartimento
basal

J Parede do tubulo seminifero J

Espermatog6nia Espermatogbnia do tipo B
do tipo A r

Figura 3 Esquema representando a barreira hematotesticular formada pelas jun¢fes de oclusdo entre
as células de Sertoli, que dividem o tubulo seminifero em dois compartimentos e impedem a livre
passagem de substancias entre ambos. Fonte: KIERSZENBAUM, arg. dig., (2008).
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A BHT tem a funcdo de excluir o trafico celular e molecular via espaco
extracelular entre as células de Sertoli. Esta barreira € essencial para criar um
ambiente bioquimico altamente especializado para células espermatogénicas
meibticas e pos—meidticas. A BHT também atua para que anticorpos figuem
excluidos do epitélio e do limen dos tubulos seminiferos contorcidos porque 0s
espermatozoides sdo reconhecidos como estranhos pelos anticorpos do préprio
organismo (KIERSZENBAUM, 2008; KERR et al., 2006).

O espaco entre os tubulos seminiferos é preenchido por tecido conjuntivo
frouxo, nervos, vasos sanguineos e linfaticos. Além dos elementos celulares tipicos,
o tecido conjuntivo contém células grandes, as células intersticiais ou células de
Leydig (ROSS; ROMRELL, 1993). Assim como a maioria das células produtoras de
esteroides, as células de Leydig também contém goticulas lipidicas, mitocondrias e
reticulo endoplasmatico liso bem desenvolvido.

Embora os testiculos sejam os érgdos produtores dos espermatozoides, ao
final da espermiacdo, estas células sdo imdveis e incapazes de fertilizar odcitos.
Desta maneira, 0s espermatozoides séo transportados via rede testicular e ductos
eferentes ao epididimo para que sofram maturacédo e possam adquirir a capacidade
potencial de fertilizar oocitos (Fig. 4) (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006).

Testiculo Epididimo

Segmento inicial

Ductos eferentes

Rede testicular

Tubulos
seminiferos

Figura 4 Esquema representando testiculo com: tubulo seminifero, rede testicular, ductos
eferentes e epididimo com a delimitacdo de suas regifes e ducto deferente. Fonte: Adaptado de:
ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, p. 1076, (2006).
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O epididimo € um tubulo altamente enovelado, topograficamente, relacionado
a margem posterior do testiculo e conecta os ductos eferentes ao ducto deferente;
tem como fungbes: transportar, manter, proteger, maturar e estocar 0s
espermatozoides. O epididimo € geralmente dividido, anatomicamente, nos
segmentos denominados cabeca (caput), corpo (corpus) e cauda (Fig. 4). Benoit
(1926) introduziu o conceito de segmento inicial, regido com aspecto histolégico
caracteristico, que estd localizado entre os ductos eferentes e a cabeca do
epididimo (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006). O epitélio epididimario &
pseudo-estratificado estereociliado e formado pelos tipos celulares: principal,
delgada, apical, clara, basal e halo (Fig. 5), cujas distribuicbes sdo segmento-
especificas e espécie-especificas (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006;
SETCHELL; BREED, 2006).

: Prolongamento
— citoplasmatico

Figura 5 Esquema adaptado de fotomicrografia eletrébnica da cabeca do epididimo representando:
célula principal da cabeca do epididimo a esquerda (PE) e uma célula principal do corpo do epididimo
a direita (PD), com uma célula clara no meio (CL). E possivel observar célula halo (H) e célula basal
(B). Fonte: ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, p. 1078, (2006).

A célula principal é o tipo celular que predomina no epitélio do epididimo de
mamiferos e esta distribuida por todo o ducto; dependendo do segmento examinado,
esta célula compreende, aproximadamente, 65% a 80% do total de células epiteliais
epididiméarias. A estrutura e a funcdo da célula principal podem variar entre 0s
diferentes segmentos do epididimo e tais variacbes séo refletidas na aparéncia e
organizacdo de suas organelas secretoras (reticulo endoplasmatico, complexo de

Golgi e granulos de secrecdo) e organelas endociticas (vesiculas cobertas,
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endossomos, corpos multivesiculares e lisossomos) (ROBAIRE; HINTON;
ORGEBIN-CRIST, 2006). As células principais sintetizam proteinas e glicoproteinas
que sdo retidas na propria célula ou secretadas ativamente no compartimento
luminal; também, desempenham papel ativo na endocitose de proteinas que estdo
no lumen (KIERSZENBAUM, 2008; ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006).

As células delgadas (Fig. 6) sdo caracterizadas por serem mais estreitas do
que as células principais e por possuirem um processo citoplasmatico muito delgado
que alcanca a membrana basal. Nestas células ha numerosas vesiculas em forma
de taca, localizadas apicalmente, que estdo envolvidas em endocitose e na secrecao
de ions H* para o lumen. No rato e camundongo, as células delgadas foram
identificadas no segmento inicial do epididimo de animais adultos (ABOU-HAILA,
FAIN-MAUREL, 1984; ADAMALI; HERMO, 1996). Estas células, também, foram
observadas nas mesmas regides em varias outras espécies, tais como bovino
(GOYAL, 1985), hamster (BEU; ORSI; DOMENICONI, 2009; FLICKINGER;
HOWARDS; ENGLISH, 1978) e humano (PALACIOS et al., 1991).

Prolongamento
— citoplasmatico

Processo fino

Figura 6 Esquema representando células encontradas no epitélio do segmento inicial do epididimo,
conforme visualizacdo em microscopia eletrdnica. Células delgadas (D) sdo alongadas e se
estendem até a membrana basal, célula principal (P) com componentes do aparato endocitico, célula
basal (B) que se estende ao longo da membrana e emite seus processos finos em dire¢do ao limen
e uma célula apical (A), que ao contrario da célula delgada ndo alcanga a membrana basal. Fonte:
ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, p.1077, (2006).

As células apicais (Fig. 6) sdo encontradas, principalmente, no epitélio do

segmento inicial e na cabec¢a do epididimo. Estas células ndo mantém contato com a
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membrana basal, seu nucleo é oval e seu citoplasma apresenta vacuolos e
vesiculas de endocitose. As células apicais diferem das células principais e delgadas
com relacdo a distribuicdo relativa, ao aspecto morfologico e ao perfil de expressao
protéica. Apesar de serem distintas das outras células, pouco se sabe sobre suas
funcdes especificas, embora seja conhecido que as células apicais fazem
endocitose de substancias do limen (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006).

As células claras (Fig. 5), na maior parte dos mamiferos, estdo localizadas na
cabeca, corpo e cauda do epididimo (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006).
Nestas células podem ser identificados, em geral, trés compartimentos distintos,
segundo as organelas citoplasmaticas estejam distribuidas ao longo da célula.
Assim, h4 uma regido apical que contem numerosas vesiculas, endossomos e
corpos multivesiculares, principalmente. Imediatamente abaixo da regido apical
ocorrem numerosos lisossomos, abaixo dos quais estéo localizados o nucleo e gotas
lipidicas (SERRE; ROBAIRE, 1998). Devido a tais caracteristicas, foi proposto que
essas células tém funcdo endocitica. As células claras, normalmente, captam os
contelidos de gotas citoplasmaticas liberadas pelos espermatozoides a medida que
eles sdo transportados no ducto epididimario. Este tipo celular, também, faz
endocitose, regido-especifica, de varias proteinas (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-
CRIST, 2006). As células claras tornam-se anormalmente grandes e preenchidas
com lisossomos em condi¢cdes experimentais que desregulam a funcdo normal do
testiculo e do epididimo (MOORE; BEDFORD, 1979; SERRE; ROBAIRE, 1998;
TRASLER; HERMO; ROBAIRE, 1988).

As células basais apresentam corpo celular hemisférico, repousam sobre a
membrana basal cobrindo grande parte da circunferéncia do ducto epididimario e
nao contactam o limen do mesmo, embora tenham prolongamentos citoplasmaticos,
insinuados entre as células principais, que podem estender-se em dire¢do ao limen
(Figs. 5 e 6); também tém processos finos (Figs. 5 e 6) que se estendem ao longo
da membrana basal (SERRE; ROBAIRE, 1998). Contudo, em ratos apos ligacdo dos
ductos eferentes e castracdo estas células adquirem morfologia larga, bulbosa em
forma de culpula, ficam aglomeradas e mostram poucos processos laterais curtos
(VERI; HERMO; ROBAIRE, 1993). Estas alteragbes morfologicas permitiram inferir
gue, em condi¢cdes normais, as celulas basais tém a forma e o arranjo determinados
pelo volume e presséo exercidos pelos fluidos luminais e espermatozoides sobre o
epitélio (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006). A presenca de vesiculas
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cobertas sugere que endocitose (mediada por receptor) de fatores derivados do
sangue ou das células principais deve ocorrer nas células basais (CLERMONT;
RAMBOURG; HERMO, 1995). Também foi proposto que as células basais podem
atuar como células imunes devido a sua capacidade de responder a Varios
antigenos expressos em macrofagos quando ha autoantigenos espermaticos no
limen (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006; SEILER; COOPER;
NIESCHLAG, 2000).

As células halo, pequenas e com citoplasma claro e estreito, estdo presentes
no epitélio de todas as regides do epididimo. Geralmente, estas células estéao
localizadas na base, porém sdo observadas ao longo da altura do epitélio sem
contactar o limen. As células halo tém sido descritas como linfécitos (ROBAIRE;
HERMO, 1988) ou mondcitos (ISNARD-BAGNIS et al., 2003), tipos celulares dificeis
de distinguir a microscopia de luz devido a sua similaridade em tamanho e
morfologia nuclear (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006). Apés estudos
com imunomarcacao foi esclarecido que as células halo, em animais adultos jovens,
consistem em linfocitos T helper, linfécitos T citotdxicos e mondcitos (SERRE;
ROBAIRE, 1998), o que indica que sob condi¢cdes normais, este tipo celular é a
célula imune primaria do epididimo (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006).

Entre as células principais do epididimo forma-se o complexo juncional,
composto por juncdes de aderéncia, gap e tight localizados na regido apical das
células. As juncdes tight, entre as membranas basolaterais apicais de células
principais adjacentes, formam a barreira hemato-epididimaria (BHE). Esta barreira
mantém um microambiente luminal especializado para a manutencdo dos
espermatozoides, restringindo a passagem de ions, solutos e macromoléculas
através do epitélio do epididimo. Desse modo forma-se o microambiente adequado,
de modo que os espermatozoides sdo banhados em fluido apropriado em cada
estagio de maturagdo, enquanto transitam ao longo do epididimo (ROBAIRE;
HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006; TURNER, 1991).

O epididimo, também, desempenha importante papel na protecdo dos
espermatozoides contra o sistema imune, Xxenobidticos e EROs. Dentre os
mecanismos de defesa, estdo a sintese e secrecdo de proteinas especificas como
as defensinas e de compostos antioxidantes como a taurina e a glutationa que
fazem rapida eliminacdo de agentes potencialmente nocivos aos espermatozoides
(ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006).
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Sabe-se que o0s espermatozoides de mamiferos sdo susceptiveis a dano
oxidativo pela alta quantidade de &cidos graxos poli-insaturados que formam sua
membrana (KUMAR et al., 2015, ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006).
Assim, em cada regido do epididimo h& o préprio mecanismo para proteger os
espermatozoides devido a fatores como: i) atividade metabdlica diferente entre as
regides do epididimo, resultando em diferentes tipos de EROS que devem ser
eliminados de forma adequada; e ii) espermatozoides em diferentes estagios de
maturacdo em cada regiao, e portanto, com diferencas em relacado ao dano oxidativo
(ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006).

Ha no segmento inicial geracdo de EROS de varias fontes devido ao fluido
luminal altamente oxigenado, a maior vascularizacdo e alta atividade metabdlica
desta regido do epididimo (VERNET; AITKEN; DREVET, 2004). Nos segmentos
distais do epididimo, as células epiteliais, também, sdo metabolicamente ativas e os
espermatozoides sdo expostos ao ambiente rico em oxigénio; entretanto, ha menor
vascularizagdo em relagéo ao segmento inicial. Desse modo, nas regides distais do
epididimo existem diferentes mecanismos de defesa antioxidante para proteger os
espermatozoides. As principais enzimas antioxidantes presentes no epididimo
incluem: a superoxido dismutase, y-glutamil-transpeptidase, glutationa peroxidase,
glutationa transferase e indolamina dioxigenase (NONOGAKI et al, 1992; PERRY;
JONES; HALL, 1993; VERNET; AITKEN; DREVET, 2004; YOSHIDA et al., 1980).

A diminuicdo da agéo das enzimas antioxidantes predispde a ocorréncia do
EO, que afeta a integridade gendmica dos espermatozoides induzindo a altas
frequéncias de quebra tanto na fita simples como nas fitas duplas de DNA (TWIGG
et al., 1998).

Apoptose de células germinativas

A morte celular em tecidos normais € um fendémeno biolégico conhecido, e é
uma forma de regulagédo da populagéo celular. Ocorre de forma intrinseca a célula,
independente de alteracbes do meio ambiente ocasionando a autodestruicdo de
células ou grupos celulares, sendo denominado apoptose. Em células somaticas a

apoptose e a necrose resultam em fragmentacdo do DNA pela acdo de mecanismos
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apoptoticos, como a ativacdo das endonucleases ou por mecanismos passivos como
a necrose (RICCI et al., 2002).

A apoptose € um dos mecanismos que regula a morte celular durante o
processo normal da espermatogénese em mamiferos. As espermatogbnias e as
espermatides redondas certamente morrem por apoptose, pois apresentam
caracteristicas morfologicas classicas como a compactacdo do DNA e alteracdes na
membrana. A extensdo da apoptose em espermatoécitos e espermatides alongadas é
menos clara, mas sabe-se que horménios enddcrinos como T, FSH e LH podem
regular o processo de apoptose em todos os tipos de células germinativas. Além
disso, estima-se que mais de 75% dos espermatozoides de mamiferos adultos
sofrem degeneracdo ainda no testiculo, enquanto que as células germinativas em
apoptose sao liberadas no Iimen tubular ou fagocitadas pelas células de Sertoli
(PRINT; LOVELAND, 2002).

A sericina como antioxidante

A sericina, substadncia com propriedades antioxidantes, é um dos
componentes do casulo do bicho-da-seda Bombyx mori e compreende de 20 a 30%
do peso total do casulo (MASAHIRO; HIDEYUKI; NORIHISA, 2000; SASAKI;
YAMADA; KATO, 2000) sendo sintetizada especificamente na glandula sericigena
do bicho-da-seda, Bombyx mori.

A sericina € uma proteina globular, cuja massa molecular varia de 10 a 300
kDa, formada por 18 aminoacidos principais, entre outros, com trés grupamentos
laterais: amina, hidroxila e carboxila (WEI; LI; XIE, 2005).

Entre os aminoacidos da sericina podem ser citados a serina e o acido
aspartico que constituem, aproximadamente, 33,4% e 16,7% da sua estrutura,
respectivamente (CHO et al., 2003). A sericina € uma macromolécula soltvel em
agua cujas atividades biolégicas estdo associadas ao seu peso molecular
(KAEWKORN et al., 2012) que determina sua utilizacdo. De maneira que peptideos
de sericina com peso menor que 20 kDa sao utilizados em cosméticos e

medicamentos; enquanto que peptideos de peso molecular maior que 20 kDa sao
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utilizados em biomateriais médicos, materiais biodegradaveis, composicdo de
polimeros, biomembranas funcionais, hidrogel e fibras funcionais (ZHANG, 2002).

As atividades biologicas da sericina possibilitam utiliza-la em meios de
criopreservacdo, em meios de cultura de células e como antioxidante, entre outras
aplicacoes. Resultados de estudos realizados em queratinécitos humanos,
irradiados com UVB, sugeriram que a sericina tem aplicacdo potencial em industrias
de cosméticos (DASH et al., 2008). Kato (1998) observou que a sericina inibiu a
peroxidagdo lipidica e a atividade da tirosinase, enquanto que Li et al. (2008a,
2008b) demostraram o efeito protetor da sericina contra lesdes gastricas e hepaticas
induzidas pelo alcool em camundongos. A sericina promoveu 0O processo de
cicatrizacdo de feridas sem causar inflamacdo e € amplamente utilizada em
engenharia de tecidos (KAEWKORN et al., 2012). O consumo de sericina levou a
supressdo da tumorigénese do colo de camundongos, pela sua capacidade de
reducdo do EO (KAEWKORN et al., 2012), também foi evidenciado a diminuicdo da
concentragdo dos lipidios circulantes e a melhora da intoleréncia a glicose em ratos
(OKAZAKI et al., 2010). Takechi et al. (2014) sugeriram que a sericina pode ser
utilizada como alimento benéfico para a saude humana pelo seu alto poder
antioxidante.

Em meio de criopreservacdo para espermatozoides de bufalo a
suplementacdo de sericina nas concentracdes de 0,25, 0,5 e 1%, melhorou a
integridade da membrana plasmatica e motilidade dos espermatozoides pés-
descongelamento. Enquanto que a suplementacdo nas concentracdes de 1,5 e 2%
piorou 0s mesmos parametros observados. Segundo Kumar et al. (2015), a melhora
observada pds-descongelamento deve-se a alta atividade antioxidante da sericina.

Os mecanismos antioxidantes da sericina, bem como seus componentes de
eliminacao ainda nao estao completamente elucidados (TAKECHI et al., 2014). Kato
et al. (1998) lancaram a hipétese de que a sericina tem capacidade de neutralizacdo
e eliminacdo de EROS possivelmente devido ao efeito quelante dos grupos acidos
hidroxilas (hidroxiaminoserina e treonina), que sdo abundantes na molécula da

sericina.
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Hyperlipidic diets nich 1n saturated fatty acids may negatively mterfere with male fertility, as it
facilitates the occurrence of oxidative stress. This study evaluated the antioxidant effect of oral
administration of sericin on testis and epididymis of C57BL/6 muce fed a hyperlipidic diet. Four
groups (n 5) were formed: Control (C); Sericin (S); High fat (HF); High fat + Sericin (HFS). The
hyperlipid diet was offered to the HF and HFS animals, every days for 14 weeks, whereas C and
S were fed a standard diet during the same period. In the last 4 weeks the animals S and HFS
recetved 1,000 mg / kg body weight of sericin by gavage, whereas animals C and HF 0.8% saline,
the dose was adjusted weekly. Tissue was collected for analyzes of biomarkers of oxidative stress
and morphological The results obtained allowed to infer the oral administration of senicin 1t was
effective in attenuating weight gain, improving morphology of the germinal epithelinm
minimizing the occurrence of lipoperoxidation i the testis and apoptosis, both in the testis and in
the epididymus, besides increasing the expression of biomarkers that regulate the antioxidant
activity in the epididynus of animals fed a hyperlipidic diet.
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INTRODUCTION

the action of antioxidant proteins and result in increased

The lifestyle and nutritional status of the individual are factors reactive oxygen species (ROS) causmg damage fo

that may fere with the male reproductive function. Animal spermatozoa (Jara et al., 2002; Magnusdottir ef al., 2005;

and human studies have indicated that the consumption of high
fat diets, especially those rich in polyunsaturated fatty acids,
results in a decline i Male fertility (Rato er al, 2014).
Fertility problems affect about 15% of the world's couples and
at least 50% of the cases are related to male factors, with
decreased semen quality being the main cause (Cui, 2010).
The physiological processes of the testis are sensitive to
metabolic alterations of the orgamism and these can be
disturbed by the consumption of energy-rich diets (Rato ef al.,
2014). Local changes such as accumulation of fat mn the
scrofum may alter

Shaflk and Olfat, 1981). Targets for ROS damage include the
major groups of biomolecules such as DNA, lipids and
protems (Nordberg and Arnér, 2001). ROS are the result of
normal cellular metabolism, formed during enzymatic
reduction of oxygen, but at high concentrations reduce the
cellular oxidative potential facilitating the occurrence of
oxidative stress (OS). Both enzymatic and non-enzymatic
cellular antioxidant pathways try to equalize the beneficial
generation of oxidants and harmful OS (Kefer et al., 2009).
There 1s a consensus that OS represents the major cause of
damage to male germ cells, and 1t 1s relevant that
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supplementation with oral antioxidants could improve the
quality of gametes (Tung ef al., 2013; Lewis ef al., 2013). In
this context, natural substances such as sericin, arouse great
mterest because they have lugh capacity m muminuzing the
damages caused by ROS. Sericin 1s a protemn extracted from
the silkworm cocoon, Bombyx mori (Yan ef al., 2014; Zhang,
2002), considered to be an immmately inert (Pamlaitis er al.,
2003). Among the biological activities of sericin were
described: antioxidation, mhibition of tyrosinase, protection
against aleohol-induced liver tumors, gastric insults and UV-
induced injuries that led to apoptosis of keratinocytes (Dash er
al, 2008; Takahashi er al, 2003). Seo er al (2011)
demonstrated that dietary supplementation with sericin and
fibroin significantly suppressed weight gain, reduced body fat,
and improved metabolism in mice fed a hyperlipid diet. This
study aimed to evaluate whether the oral sericin freatment of
the Bombyx mori silkworm was effective in improving the
oxidative damage caused by the high fat diet in the testis and
epididymuis of C57BL / 6 nuce.

MATERIALS AND METHODS

Extraction and extraction of lyophilized sericin

Cocoons of B. mori, BRATAC silk from Brazil (Londrina,
Parana, Brazil), were fragmented to 1 cm® The sericin protein
was extracted in autoclave (CS 18 - Prismatec, Itu, SP, Brazil)
at 120 °C and 1 kef / em?® pressure for 60 minutes in the
proportion of 6g of cocoon to 100 mL of distilled water. The
crude extract obtained was filtered, for separation / removal of
fibron. The sericin hydrolyzate was frozen and then
Iyophilized (LT 1000 - Terromi Equipamentos Ltda., Sio
Carlos, SP, Brazil) for 54 hours (Gimenes et al., 2014) and
stored at room temperature until use.

Animals, diet and experimental protocol

Thus research was approved by CEUA (n° 1104/2014). Twenty
male C57BL/6 mice, weighing 27 + 2 g were obtamned from
the central laboratory of the State Umiversity of the West of
Parana - UNIOESTE. During the experiment the ammals were
housed in the Laboratory Room of the Laboratory of
Endocrine Physiology and Metabolism, in boxes with ad
libitum access to water and feed, the temperature was
maintained at 28 + 2 © C, with a light / dark cycle of 12 h. The
animals were randomly assigned into 4 groups, with n = 5:
Control (C); Sericin (S); High fat (HF); High fat sericin (HFS).
The high fat diet was offered to the HF and HFS animals for
14 weeks, while C and S were fed the standard diet Nuvilab®
(Curitiba, PR, Brazil) during the same period; In the last 4
weeks S and HFS ammals recerved 1,000 mg / kg body weight
of sericin per gavage, and C and HF amimals were treated with
0.8% saline. The high fat diet was prepared based on the ATN-
93G / AIN-93M formulation for rapid growth and maintenance
of rodents, when casem 1s used as a source of protein (Reeves
et al, 1993), plus 30% ammal fat At the end of the
experiment the ammals fasted overmght, the next day they
were weighed and killed by anesthetic saturation (Xilazine 10
mg / Kg / body weight, 1p; and Quetamina 100 mg / kg body
weight, 1p; Cristalia, Brazil). Access to organs occurred via
laparotony, retroperitoneal and perigonadal fats, testes and
epididymuides were collected and weighed. The organs (right
side) used for morphological analysis were fixed in mDF
(modified Davidson Flud) for 6 hours and post-fixed m 4%
parafomaldehyde for 18 hours. For the analysis of biomarkers

of the antioxidant system (left side), the testis was used and the
mufial segment (SI) and cauda (CD) regions of the epididymus,
the tissues were homogenized in Tris-HCL buffer (pH 7.4) and
centrifuged for 10 nunutes (12000 rpm, 4 °C), the supernatants
were stored in a freezer at - 80 °C until the analyzes were
performed.

Protein quantification

Protemn quantification was performed from the supernatants
(Bradford, 1976), then all samples were normalized to 1 mg /
protem / ml i Tris-HCL (pH 7.4). Lipoperoxidation was
defernuned in 60 pL of the testicular sample i order to
estumate the mdirect production of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) in absorbance of 535 nm from the
comparison with standard malondialdehyde (MDA) curves in
(1786 mM Sodmm Hydroxide, 0317 mM Butylated
Hydroxytoluene, 2143 mM Thiobarbituric Acid, 0.73 M
Trichloroacetic Acid). SOD activity was evaluated in 300 puL
of the sample after the addition of 100 pL of ethanol, the
mixture was centrifuged (12000 rpm for 10 minutes at 4 °C)
and the supernatant was used for the tests. CAT and GST
activity was evaluated mn both the testis, SI and CD of the
epididymis. The CAT activity evaluation used 3 pL of the
samples and 297 pL of the reaction medmum (13.5 mM
hydrogen peroxide, 0.25 mM EDTA, 50 mM Tns-HCL pH
8.0), the absorbance measured at 240 nm (60 seconds at 7-
second intervals). The GST analysis was performed from 20
pL of the sample after addition of 180 pL of the reaction
medmm (0.94 mM 1-chloro-2 4-dimtrobenzene, 094 mM
glutathione, pH 7.0 phosphate buffer 0.098 mM) the
absorbance was read at 340 nm (4 munutes at 10-second
mtervals). All analyzes were performed in triplicate using
SPECTRAmax® PLUS384 microplate reader (Molecular
Devices Corporation, California, USA).

Biomarkers of oxidative stress

Substances reactive to thiobarbituric acid were determined
amnung the indirect quanfification of peroxides produced to
demonstrate the intensity of lipid peroxidation occurrence
(Federici er al., 2007). SOD was evaluated according to the
method of Crouch er al. (1981), which consists in quantifying
the complex formed between superoxide and tetrazolium blue.
The activity of CAT was established by the technique of Aebi,
(1984), which are based on the prnciple of peroxide
dismutation. The principle of GST activity analysis 15 that
CDNB (1-chloro-2,4-dimtrobenzene) i1s metabolized by GST
conjugated to glutathione, resulting in increases in absorbance
(Habig et al_, 1976).

Morphological analyzes

After fixation, testes and epididymides were dehydrated,
diaphamzed and mcluded m paraffin. Sections of 5 pum were
stamed with hematoxylin-eosin (HE), photodocumented by
Olympus DP71 camera coupled to Olympus Bx60®
microscope (Olympus Corporation, Tokyo, Japan), m a 40x
objective. The images were analyzed for morphology and the
mean tubular diameter was obtamed with the aid of the Image
Pro Plus 6.0® Program (Media Cybernetics, Maryland, USA),
from 120 transverse sections of semiiferous tubules of each
animal per group (n =3 ) (Takashiba ef al_, 2011).

Detection of DNA fragmentation - TUNEL

For the DNA infegrity detection, the same histological
processing was used for the morphological analyzes, however
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the histological sections were collected on a previously  Statistical analyzes

prepared slide with silane. The samples were processed  Ap reyits were expressed as mean = sd. ANOVA - double

according fo the manufacturer'; spectﬁcanons (QIA33 FragEL £, 40r was used to compare the variables sampled between the

DNA - TdT Enzyme, Merck Millipore, Darmstadt, Germany). experimental groups (¢ = 5%) and compared by the LSD
follow-up test, p <0.05.
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Figure 1 | Body weight at the end of the
experiment, n = 5.

Figure 2 | The arrows indicate accumulation of
fat in the abdominal cavity in animals of groups

C (A). S (B), HF (C) and HFS (D).
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Figure 5 | Photomicrographs of cross sections of testicles of animals of groups C (A). S (B).

indicated: seminiferous tubules (St). spermatozoa (Spz), blood vessels (Bv), Leydig cell groups (LC) in the interstitiom (IT),
scminiferous tubule lumen (L). cpithcelial loss (El) of the scminiferous tubule, atrophic seminiferous tubules (*). vacuolization of the
Sertoli cells (°). HE. Insert Sertoli cel nuclens (—). HE.

Figure 6 | Photomicrography of cross sections of initial segment (SI) and cauda (CD) of epididyms of animals of groups C. S, HF.
HFS. The arrows (T) indicate cells of the epididymal epithelium in the process of apoptosis (brown) occutring in more frequently in HF.
It is possible to observe spermatozoa (Spz) in the lumen of the tail of the cpididymis. TUNEL technique, against mcthy! green
‘coloration.
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RESULTS

Analysis of body dimensions

The variation in body mass between groups is shown in figure
1. At the end of the experiment the HF amimals had a mean
weight increase of 33%, whereas HFS amimals had a mean
mecrease of only 10%. The reduction of perigomal fat
accumulation can be observed in HFS ammals (Fig. 2D),
compared to HF amimals (Fig. 2C), after opeming of the
abdomunal cavity. HFS amimals presented reduction of
retroperitoneal and perigonadal fat weight (p <0.05). There
was no difference i the weight of the testes and epididymus in
the comparison between groups.

Biomarkers of oxidative stress

The indirect quantification of lipid peroxidation (LPQ) in the
testis was significantly mcereased i HF and attenuated in HES,
with mean values returning to the C standard (p <0.05). The
enzymatic activity of SOD, CAT and GST was not altered in
any of the groups (Fig. 3). CAT activity was higher in C and §
than mn HF and HFS (p <0.05) in the imtial segment of the
epididymus; While there was no significant difference in GST
activity between groups in this segment. In the cauda of the
epididymus, GST activity increased sigmificantly in HF (p
<0.01) and HFS (p <0.05) (Fig. 4).

Morphometric and morphological analyzes of the testis

The diameter analyzes of the semuniferous tubules showed
significant differences in the comparison between groups C
and HF. and in relation to treatment. HFS amimals had a mean
tubular diameter greater than HF animals. Morphological
analyzes showed frequent epithelial changes in HF, such as
vacuolization of Sertoli cells and tubular atrophy. These
morphological observations were less frequent in HFS (Fig. 5).

Detection of DNA fragmentation — TUNEL

DNA fragmentation detected by labeling was decreased in the
mifial segment and cauda of the HFS epididynus compared to
HF. It was possible to observe several sections with apoptotic
cells m all segments of the epididymal epithelium and decrease
of spermatozoa in the cauda of the epididynus (Fig. 6).

DISCUSSION

The male genital system has among its main functions the
production of germ cells and androgen hormones by the testes;
also, in this system occurs maturation, protection, transport
and storage of the spermatozoa m the epididymis. These
functions depend, among other factors, on adequate nutritional
mtake (Domnell er al., 2006). Current dietary behavior 1s a
result of changes in diet and food composition, with the
ngestion of foods that are highly palatable. poor in nutrients
and in fiber and with large amounts of saturated sugars and
fats (lipids) (Brasil, 2011; Rato, 2014). The consumption of
hyperlipidic diets affects the testicular physiology, causing
disruption in its metabolism (Rato ef al., 2014). Nasciumento et
al. (2010), reported that C57BL/6 muce treated with a
hyperlipidic diet, rich in saturated fatty acids, developed lipid
profile alterations, m addition to obesity. In the present study,
the hyperlipid diet caused an increase in body mass and in

retroperitoneal and gonadal fat. It also promoted changes in
oxidative stress indicators. Changes in lipid profile and weight
gain may cause oxidative stress (Hansel er al, 2004), a
condition 1n which reactive oxygen species can damage cells
and tissues. Testicles and sperm are very sensitive to the attack
of reactive oxygen species and lipid peroxidation (Farias ef al_,
2010). Antioxidant substances, such as sericin, have been
studied for efficacy in mimnuzing OS damage Antioxidants
act to mamfam low concentrations of ROS, allowing the
normal occurrence of signaling processes that use oxidation
without causing cellular damage (Kefer et al., 2009).

The present study used sericin from the silkworm B. mori as
antioxidant, which promoted reduction of body mass gamn and
retroperitoneal and perigonadal fats in HFS ammals. These
results are m agreement with Seo er al. (2011), which
demonstrated that sericm reduced body weight and body fat in
hyperlipidic diet fed mice. Treatment with a hyperlipidic diet
caused severe changes in the testicular epithelium, both in
Sertoli cells and i germ cells, results that should cause
damage to spermatogenesis. Such findings possibly stem from
altered testicular metabolism, disturbed by the overload of
saturated fatty acids that exert negative effects mamly on
Sertoli cells (Rato ef al., 2014). The reduction of fertility in
mice fed a hyperlipid diet was reported by Fan et al. (2015),
these authors attributed the observed morphological damage to
Sertoli cell atrophy and alteration of the integrity of the blood-
testis barrier, structural formation between the capillaries and
the inferior of the semuniferous tubules, which protects the
senumferous epithelium from harmful substances originating
in the blood circulation and of autoimmune reactions.
Treatment with sericin in ammals of the HFS group aftenuated
the morphological damage caused by the hyperlipidic diet,
reducing the vacuolization of the Sertoli cells and the loss of
the epithelium One of the parameters used to evaluate
spermatogenesis 15 the diameter of the semumferous tubules
(Aftal et al, 1963). Campos-Silva et al. (2015) reported
decreased sperm production, indicated by the decrease m the
diameter of the semuniferous tubules of rats fed a hyperlipid
diet and prepared with saturated fatty acids. These authors
stated that the supply of amimal fat in the diet was responsible
for the reduction of spermatozoa. Also in the present study, the
results obtained showed a decrease in the diameter of the
semumferous tubules in ammals of the HF group, and the
treatment with sericin promoted a recovery of the diameter of
the semuniferous tubules m the HFS group, and the means
obtained were the same as those in group C. The Apoptosis
was confirmed by the TUNEL test in the seminiferous tubule
epithelum The regulation of germ cell death m both
spontaneous and induced forms 1s conditioned to the hormonal
support, because in the absence of this factor cell death occurs
exclusively via apoptosis. Non-hormonal stimuli such as heat
stress, testicular toxins, and chemotherapeutic agents may
cause apoptosis in germ cells, but the mechanisms by which
these stimuli exert influence on apoptosis are unclear. It is
believed that apoptosis of germ cells, as occurs in other
somatic cells, is regulated by genes that inhibit or promote cell
death (Hikim and Swerdloff, 1999). Rotgers ef al. (2015)
demonstrated that the transcription factor E2F1 controls
apoptosis during the first wave of spermatogenesis, however
more studies are needed. From the TUNEL test 1t can be seen
that sericin treatment reduced the occurrence of apoptosis in
HFS amimals, both in the testes and in the initial segment and
cauda of the epididymus. The epididymis has an antioxidant
system composed of GST, SOD and CAT (Perry ef al., 1992,
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1993). This system represents an important factor that protects
the spermatozoa agamst ROS while they transit through the
epididymis (Drevet ef al., 2006). The initial segment 1s highly
vascularized and in the cauda, the sperm storage site, the cells
are metabolically active, causing the sperm to be exposed to
the oxygen rich environment, predisposing them to ROS and,
consequently, to OS. The decrease in apoptosis of epithelial
cells in these regions of the epididymis in HFS animals may
mdicate an improvement in the metabolic and antioxidant
capacity of these cells, probably due to a decrease in the
accumulation of perigonadal fat that remained high in HF
animals. There was a reduction m the occurrence of TBARS in
the testis of animals treated with HFS sericin, indirectly
mdicating the decrease in lipid peroxidation, which remained
mereased m HF ammals. The effects of increased lipid
peroxidation in the male genital system are mainly related to
damage in sperm membranes, which may present loss of
viability, motility and dysfunction of the intracellular calcium
signaling pathway that interferes with the spermatozoan-
oocyte fusion process (Aitken er al, 2012). The activity of
SOD, CAT and GST 1 the testis remained unchanged m all
groups, both in relation to the hyperlipid diet and in relation to
sericin treatment. The activity of these enzymes are mdicative
of the occurrence of OS (Pathak and Khandelwal 2006). In
relation to the epididymis, CAT activity was significantly
decreased (p <0.05) in animals that recerved the HF and HFS
hyperlipid diet. The main function of CAT is to prevent the
accumulation of hydrogen peroxide H202, which 1s generally
the result of the dismutation of SOD. When H202 is not
metabolized, it can occur to hydroxyl radical formation, which
15 the most reactive of ROS, and exerts its action especially on
plasma membrane lipids (Hermes-lima and Storey, 1993). In
contrast, GST actvity mn the cauda of the epididynus was
increased. GST is an enzyme that catalyzes the conjugation of
metabolites such as aromatic rings and byproducts of lipid
peroxidation with reduced glutathione to transform the toxic
compound into a more water-soluble form (Huber er al.,
2008). Thus increase may be due to the metabolic process of
the lipid peroxides, indicating the activation of the cellular
defense mechamisms. The antioxidant mechanisms of sericin
as well as its elimination components are not yet completely
elucidated (Takechi er al, 2014). Kato er al. (1998)
hypothesized that the function of neutralization and
elimination of sericin can be provided by the chelating effect
of the hydroxylic acid groups (hydroxyaminoserine and
threomne), which are abundant in the sericin molecule.

Conclusion

It can be concluded that at the dose administered sericin was
not toxic to the organism and when associated with the
hyperlipidic  diet exerted antioxidant activity, ewvidenced
reduction of body mass, lipid peroxidation in the testis,
apoptosis 1 the testis and epididynus, and was further able to
improve germ cell proliferation m the seminiferous tubules of
HFES amimals.
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