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RESUMO

O envelhecimento e a obesidade favorecem o desenvolvimento de alteracGes em diversos
parametros sistémicos bem como no aparelho reprodutor masculino. Em contrapartida, a
jabuticaba é rica em compostos fendlicos com atividade antioxidante, anti-inflamatéria e anti-
carcinogénica. Dessa forma, avaliamos as alteracbes histopatologicas, bioquimicas, e
moleculares nos testiculos e epididimos, decorrentes da obesidade e envelhecimento, assim
como o efeito recuperativo da jabuticaba. 70 camundongos FVB foram distribuidos em sete
grupos experimentais: JV (jovem), SE (senil), SHP (senil+dieta hiperlipidica), SJI (senil+2,9g de
extrato/Kg de peso do animal) e SHJI (senil+dieta hiperlipidica+2,9g de extrato/Kg de peso do
animal), SJII (senil+5,8g de extrato/Kg de peso do animal) e SHJIl (senil+dieta
hiperlipidica+5,8g de extrato/Kg de peso do animal). Apés 60 dias, os animais foram
eutanasiados, com posterior coleta dos testiculos e epididimos, os quais foram processados
para técnicas bioquimicas (quantificar atividade antioxidante endogena); Western Blotting
(quantificar niveis receptores hormonais e vias inflamatérias), técnicas histolégicas
(histopatoldgicas e de microscopia eletrdnica de transmissdo), além da avaliacdo do indice
apoptoético. Observamos que o envelhecimento provocou desde malformacfes espermaticas,
espessamento da membrana basal dos tubulos seminiferos bem como do epitélio epididimal
(tanto na cabeca como na cauda); separacao celular difusa tanto no testiculo como no
epididimo, e desintegracdo da barreira hemato-testicular e hemato-epididimaria. Um acumulo
de granulos de lipofuscina foi observada nas células de Sertoli e nas células epididimais.
Também foram observadas Intensificacdo de varias alteracBes histopatolégicas como
vacuolizacdo epitelial (no testiculo e epididimo); necrose celular, infiltrados inflamatorios,
hipertrofia de células clara e cariomegalia (no epididimo). Ademais, a senescéncia reduziu a
atividade do sistema antioxidante endégeno, que somada ao aumento da peroxidacao lipidica
provocou o0 aumento do estresse oxidativo, e aumentou o processo inflamatério tecidual, pelo
aumento nos niveis de IL-17, NF-kB, TNF-a, os quais somados ao aumento nos niveis de COX-
2 e ao estresse oxidativo, provocou toda a série de disfuncbes e alteracdes morfoldgicas
observadas no testiculo e epididimo. A ingestdo da dieta hiperlipidica agravou varias dessas
disfuncbes ja acarretadas pelo envelhecimento. Por sua vez, o tratamento com o extrato da
casca de jabuticaba melhorou em diferentes aspectos os 6rgdos analisados: (1). Reduziu o
processo inflamatério, pela diminuicao nos niveis de IL-17, NF-kB, TNF-a. (2). Reduziu os niveis
de peroxidacao lipidica, juntamente aos niveis de COX-2, além de ter aumentado os niveis das
enzimas antioxidantes enddgenas, o que por sua vez reduziu 0 processo de estresse oxidativo.
(3). Reestabeleceu os niveis de aromatase, de ERa e PCNA para proximo dos niveis
apresentados pelos animais jovens. (4). Reestabeleceu a quantidade bem como o volume das
células de Leydig para proximo dos valores exibidos pelos animais jovens. (3). Reduziu a
proporcao das condi¢des histopatologicas, tanto epididimais como testiculares. (4). Melhorou a
ultraestrutura tanto do epitélio testicular como epididimal, bem como dos espermatozoides.
Dessa forma, a administragdo do extrato da casca de jabuticaba pode potencialmente atuar
como tratamento para melhorar as condi¢des funcionais do testiculo e epididimo, o qual por se
tratar de compostos fitoterapicos, pode ser aplicado para os seres humanos.

Palavras-chave: Aparelho Genital Masculino, Antioxidantes, Envelhecimento e Sobrepeso.



ABSTRACT

Aging and obesity favor changes in several systemic parameters as well as in the male
reproductive system. In contrast, jaboticaba is rich in phenolic compounds with antioxidant, anti-
inflammatory and anti-carcinogenic activity. Thus, we evaluated histopathological, biochemical,
and molecular changes in testes and epididymis, due to obesity and aging, as well as the
recuperative effect of jaboticaba. In our study, 70 FVB mice were distributed in 7 experimental
groups: YG (young mice, 3 months), AG (aged mice), HFAG (aged mice + high-fat diet), JAGI
(aged mice + 2,99 of extract/Kg of animal weight) and HIJAGI (aged mice + high-fat diet + 2,99
of extract/Kg of animal weight), JAGII (aged mice + 5,8g of extract/Kg of animal weight) and
HfJAGII (aged mice + high-fat diet + 5,8g of extract/Kg of animal weight). After 60 days, the
animals were euthanized, with subsequent collection of testis and epididymis, which were
processed for biochemical techniques (quantifying endogenous antioxidant activity); Western
blotting (quantifying hormone receptor levels and inflammatory pathways), histological
techniques (histopathological and transmission electron microscopy), as well as apoptotic index
evaluation. We observed that aging caused from spermatic malformations, thickening of the
basement membrane of the seminiferous tubules as well as the epididymal epithelium (both in
the head and tail); diffuse cell separation in both the testis and epididymis, and disintegration of
the blood-testicular and blood-epididymal barrier. An accumulation of lipofuscin granules was
observed in Sertoli cells and epididymal cells. Intensification of various histopathological
changes such as epithelial vacuolization (in the testis and epididymis) was also observed; cell
necrosis, inflammatory infiltrates, clear cell hypertrophy and karyomegaly (in epididymis). In
addition, senescence reduced the activity of the endogenous antioxidant system, which in
addition to increased lipid peroxidation caused increased oxidative stress, and increased tissue
inflammatory process by increasing levels of IL-17, NF-kB, TNF-a, which, together with the
increase in COX-2 levels and oxidative stress, caused the whole series of dysfunctions and
morphological changes observed in the testis and epididymis. Ingestion of the high fat diet
aggravated several of these dysfunctions already caused by aging. In turn, the treatment with
jabuticaba bark extract improved the analyzed organs in different aspects: (1). It reduced the
inflammatory process by decreasing the levels of IL-17, NF-kB, TNF-a. (2). It reduced lipid
peroxidation levels along with COX-2 levels and increased levels of endogenous antioxidant
enzymes, which in turn reduced the oxidative stress process. (3). Reestablished aromatase,
ERa and PCNA levels to near the levels presented by young animals. (4). He restored the
amount and volume of Leydig cells to near the values displayed by young animals. (3). It reduced
the proportion of histopathological conditions, both epididymal and testicular. (4). Improved
ultrastructure of both testicular and epididymal epithelium as well as sperm. Therefore, the
administration of jabuticaba bark extract can potentially act as a treatment to improve the
functional conditions of the testis and epididymis, which because they are phytotherapeutic
compounds, can be applied to humans.

Keywords: Male Generative Organs, Antioxidants, Aging and Overweight.
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1. INTRODUCAO

1.1. Generalidades do Testiculo

O aparelho reprodutor masculino constitui-se de dois testiculos associados a dois epididimos, e
estes aos ductos genitais, além de glandulas acessorias e pénis (Junqueira e Carneiro 2012).

Nos Primatas, os testiculos, presentes em todas as ordens de mamiferos, estdo situados de
maneira bilateral (direita e esquerda) na bolsa musculocutanea, denominada escroto, a qual esta
localizada na regido anterior do perineo, logo por tras do pénis (Johnson et al. 2010). Cada testiculo
possui forma ovoide, com o grande eixo quase vertical, e ligeiramente achatado no sentido lateromedial,
o qual o faz apresentar duas faces, duas bordas e duas extremidades. As faces sao lateral e medial, as
bordas anterior e posterior, e as extremidades, superior e inferior (Tortora 2007; Netter 2008). A borda
posterior é ocupada de cima para baixo por uma formacao cilindrica, o epididimo. A metade superior da
borda posterior do testiculo representa propriamente o hilo do epididimo, recebendo a denominagédo
especial de mediastino do testiculo. E através do mediastino que o testiculo se comunica propriamente
com o epididimo (Tortora 2007; Netter 2008). Uma representacdo esquematica dos testiculos, ductos
eferentes, epididimo e ducto deferente, é mostrada na Figura 1.

Por se desenvolverem retroperitonealmente, os testiculos levam parte do peritdnio no escroto
apos a descida, e esta por¢do chamada de tunica vaginalis envolve o testiculo maduro na borda anterior
e face lateral. Justaposta a camada parietal da tunica vaginalis esta a camada visceral da tlnica albuginea.
O peritonio fornece o fluido lubrificante para ambas as camadas. Esta lubrificagdo permite 0 movimento
dos testiculos no interior do escroto, a fim de escapar de danos durante aumentos prejudiciais de pressao
neste microambiente (Tortora 2007; Netter 2008). Por sua vez, a tinica albuginea é uma capsula fibrosa
espessa que envolve o parénquima testicular. Esta envia para o interior do testiculo delgados septos, 0s
quais se subdividem em lébulos. Nestes encontramos grande quantidade de ductos finos, longos e
sinuosos, de calibre quase capilar, que sdao denominados tabulos seminiferos contorcidos (Johnson et al.
2010).

Os tabulos seminiferos correspondem ao local de sintese e maturacdo espermaética, a
espermatogénese. Os mesmos sao constituidos pelo epitélio germinativo envolto por uma lamina basal,
junto a qual se distribui uma camada de células mioides, cuja contragdo contribui a0 movimento
espermatico e mantém a integridade tubular (Fawcet 1975; Johnson et al. 2010). O epitélio seminifero,
por sua vez, integra dois tipos celulares, as células da linhagem germinativa (espermatogdnias,
espermatocitos e espermatides) e as células de Sertoli (Fawcet 1975; Johnson et al. 2010). Estas ultimas
sdo conectadas entre si por jun¢des comunicantes (juncdes gap) além de serem unidas baso-lateralmente

por jungdes oclusivas, constituindo a barreira hematotesticular abaixo da qual se organizam as
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espermatogdnias, no compartimento basal. Durante a espermatogénese, algumas células da linhagem
germinativa cruzam tais jungdes e ocupam o compartimento adluminal, situado acima da respectiva
barreira. Desse modo, 0s espermatdcitos e espermatides mantém-se nos recessos das membranas laterais
bem como no apice das células de Sertoli, ao passo que os flagelos das espermatides estendem-se em

direcdo ao limen tubular (Figura 2) (Johnson et al. 2010; Junqueira e Carneiro 2012).
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Figura 1: Representacdo esquematica anatdmica do testiculo e epididimo.
Modificado de Seeley et al. (2014).

Além disso, as células mioides contém receptores para testosterona, de modo que sua secre¢do
altera a secre¢do de transferrina e proteina andrégeno-ligante (ABP) pelas células de Sertoli. Entretanto,
as células mioides podem inibir a secrecdo da proteina ativadora de plasminogénio pelas células de
Sertoli. Este evento impede o rompimento das juncdes oclusivas entre as células de Sertoli no momento
em que as células germinativas se movem do compartimento basal para o adluminal dos tubulos
seminiferos (Fawcett 1985; Hettle et al. 1988).

As células de Sertoli sdo de suma relevancia a manutencgdo e maturacéo espermatica, conferindo
suporte, protecdo e suprimento nutricional as células germinativas. As células de Sertoli, atraves de
fagocitose, digerem o excesso citoplasmatico liberado pelas espermatides sob a forma de corpos
residuais. Conjuntamente, as células de Sertoli secretam nos tabulos seminiferos um fluido fundamental
ao transporte espermatico. Além disso, a formacdo da barreira hematotesticular por estas, fornece

protecdo as células de etapas espermiogénicas mais avancadas em relacdo as substancias circulantes na
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corrente sanguinea bem como aos agentes nocivos além de prevenir a perda dos horménios sintetizados
no testiculo (Fawcett 1975; Johnson et al. 2010; Junqueira e Carneiro 2012). Outras células cuja funcéo
¢ importante para o desenvolvimento espermatico sdo as células de Leydig, por serem responsaveis pela

sintese de esteroides, especialmente a testosterona (Figura 2) (Junqueira e Carneiro 2012).

Puentes
citoplasmicos

Espermatides
tardias

Espermiogénesis
Meiosis

Lamina basal —

Fibroblasto

Células intersticiales

Figura 2: Estrutura interna testicular, evidenciando a histologia de um tibulo seminifero a esquerda com um esquema em maior
aumento do epitélio germinativo a direita (Modificado de Kim et al. 2014).

Os mecanismos fisiologicos envolvidos na comunicacdo célula-célula abrangem
gonadotropinas, fatores de crescimento, e citocinas. A modulagdo bem-sucedida dos fatores de
crescimento testicular poderia explicar as vias paracrinas e autdcrinas requeridas ao desenvolvimento e
manutencgdo da esteroidogénese bem como espermatogénese (Benahmed 1995; Griswold 1995; Johnson
et al. 2010). As interacdes celula-célula relevantes ao testiculo incluem as interag6es células de Sertoli-
células germinativas, células de Leydig-células de Sertoli e células mioides-células de Sertoli (Johnson
et al. 2010).

Diversos hormonios, especialmente o LH e FSH, regulam o desenvolvimento e fungéo testicular
através de complexas series de interacBes. Enquanto a esteroidogénese realizada pelas células de Leydig
¢ predominantemente controlada pelo LH, a funcionalidade das células de Sertoli é regulada
preponderantemente pelo FSH (Ascoli 2007; Latronico e Segaloff 2007; Johnson et al. 2010).

A esteroidogenese testicular consiste basicamente na producdo de andrégenos pelas células de
Leydig situadas no compartimento intersticial dos testiculos (Robaire e Hermo 1988). Esta, como
relatado anteriormente, é mediada pela liberacdo pulsatil de LH via pituitéria, atuando através dos
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receptores de LH presentes na superficie de suas células alvo (Robaire e Hermo 1988; Johnson et
al.2010).

Nos testiculos, a testosterona consiste no principal androgeno produzido pelas células de
Leydig, o qual atua sozinho ou sinergeticamente com o FSH a fim de sustentar a manutencao funcional
das células de Sertoli e assim a espermatogénese (Johnson et al. 2010). Entretanto a testosterona pode
ser convertida em outro andrégeno, a di-hidrotestosterona (DHT), via a¢do da enzima 5a-redutase
(Baumgarten et al. 1971) situada nas celulas de Leydig. Acredita-se que o aumento de tal atividade,
predominantemente durante a puberdade, mantém o curso normal da espermatogénese em periodos de
decréscimo nos niveis de testosterona (Sujarit e Pholpramool 1985).

Além destes, os testiculos sdo também considerados uma fonte de estrogeno. Este pode ser
sintetizado a partir de androgenos, como a testosterona através da acdo da aromatase expressa pelas
células de Leydig, Sertoli e da linhagem germinativa (Canick et al. 1979; Nitta et al. 1993). A funcao
dos estrogenos sob o0s pardmetros testiculares ndo estd completamente compreendido, mas sabe-se que
h& uma correlacdo entre esterilidade e deficiéncia na expressdo de aromatase (Morishima et al. 1995;
Carani et al. 1997), uma vez gque a mesma esta associada a reducdo do epitélio seminifero, do peso
testicular bem como na quantidade de células germinativas (Robertson et al. 1999) o que resulta em
irregularidades no processo de espermatogénese. Assim, uma ampla distribuicdo de aromatase testicular
é essencial a manutencdo dos altos niveis de estradiol necessarios para a espermiogénese, maturacao e
mobilidade espermatica (Carreau et al. 2010; Carreau e Hess 2010).

Em intima associagdo aos estrogenos encontramos os receptores de estrogenos (ERa e ERp),
distribuidos especialmente nas células de Leydig e Sertoli. Os mesmos sao responsaveis por modular as
funcdes fisiologicas dos compostos estrogénicos, além de regularem a transcricdo de genes-alvo
especificos, ao se relacionarem inicialmente com os estrogenos (Paterni et al. 2014). Com isso, 0
equilibrio na atividade das isoformas de ERa e ERP ¢ fundamental para uma balanceada sinalizagdo via
estrégenos, de modo que uma desordem entre 0s mesmos poderia causar varias disfuncdes metabdlicas,
como obesidade e diabetes mellitus tipo 2, além de afetar negativamente a funcédo reprodutiva masculina
(Paterni et al. 2014).

Inimeros outros fatores exercem elevada influéncia na funcionalidade testicular tais como, 0s
fatores epidermais de crescimento (EGFs), fatores de crescimento semelhante a insulina tipo I e 11 (IGF-
I e IGF-I1), fatores de crescimento do endotélio vascular (VEGF), inibinas e activinas. Tem sido proposto
que peptideos regulatorios intragonadais modulam processos reprodutivos de maneira autdcrina e
paracrina, considerando que os EGFs se ligam as células gonadais, afetam o nimero de receptores de
gonadotropina e modulam a esteroidogénese testicular (Welsh e Hshueh 1982; Johnson et al. 2010)

similarmente & agdo dos IGFs, das activinas e inibinas. Ja o VEGF exerce relevante fungdo na
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angiogénese, além de estimular a proliferagdo, migracdo e organizagdo de células endoteliais. Sua
superexpressdo, desencadeada por processos inflamatérios, favorece a progressdao de condicGes
patolégicas como a tumorigénese (Schwarzenbach et al. 2004).

1.2. Generalidades do Epididimo

Ducto deferente Cabega
Cabega do
epididimo
Tabulo
reto
Tubulos ?."ms
Seminiferos sterentes Corpo
Rede Testis
Lobo Corpo do
testicular epididimo
Tanica
Vaginal
Tunica
Albuginea Cauda do Cauda

epididimo

Figura 3: Estrutura interna epididimal, evidenciando, a direita, a histologia do tGbulo epididimal (Modificado de Kim et al. 2014).

Os tubulos seminiferos convergem para formar o rete testicular, que por sua vez da origem aos
ductos eferentes, uma série de 4 a 20 tabulos, variando em quantidade conforme a espécie (Hemeida et
al. 1978; Nistal e Paniagua 1984). Estes tubulos convergem para formar um Gnico ducto altamente
espiralado, o epididimo (do grego “sobre ou adjacente ao testiculo”).

O epididimo, assim como o testiculo, consiste em um 6rgdo sexual bilateral, sendo
extremamente longo e variando em comprimento desde 1 metro em camundongos (Takano et al. 1981),
3 metros em ratos (Turner et al. 1990), 3 a 6 metros em humanos (Von Lanz et al. 1964) e até 80 metros
em cavalos (Maneely 1959). O epididimo é geralmente dividido em trés regides anatdmicas
macroscopicas: 0 segmento inicial, a cabeca (caput), o corpo (corpus) e a cauda (cauda) como descrito
inicialmente por Benoit (1926).

Em todas as espécies de mamiferos examinadas até 0 momento, cada regido do epididimo é

posteriormente organizada em l6bulos separados por septos do tecido conjuntivo. Esses septos nao
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servem apenas como suporte interno para o 6rgao, mas tém sido propostos para fornecer uma separagao
funcional entre I6bulos que permite a expressdo seletiva de genes e proteinas dentro de Idbulos
individuais (Turner et al. 2003). O epididimo se estende para um tubo reto, o ducto deferente, que ¢é
circundado por uma camada muscular muito espessa. O ducto deferente conecta-se com a uretra, que
libera o conteudo para o exterior do corpo. Uma representacdo esquematica dos testiculos, ductos
eferentes, epididimo e ducto deferente, € mostrada na Figura 3, com evidéncia na histologia de cada
segmento epididimal.

Um epitélio pseudoestratificado colunar constitui a base epididimal. A composicéao epitelial
varia de acordo com as regifes epididimais, na cabeca h4 predominantemente células principais, basais
e estreitas, assim como no corpo, ao passo que na cauda as células principais e basais mesclam-se com
as células claras (Robaire et al. 2006). As células principais sdo colunares e portadas de microvilos e
estereocilios altamente ramificados. Ao longo da estrutura epididimal, a altura das células principais
varia de colunar alta na por¢do da cabega a colunar baixa no corpo e cauda, assim como a espessura
epitelial decresce distalmente. A caracteristica mais marcante destas celulas é a sua maquinaria secretora
e endocitica altamente desenvolvida e os seus nucleos alinhados na base das células (Trasler et al. 1988;
Robaire et al. 2006). Dependendo do segmento, as células principais compreendem aproximadamente
65% a 80% da populacéo total de células epiteliais do epididimo (Trasler et al. 1988). Por sua vez, as
celulas apicais sdo encontradas primariamente no epitélio do segmento inicial (Serre e Robaire 1998).
Essas células tém nucleo esférico localizado apicalmente e ndo contatam a membrana basal, além de
diferir das células principais e estreitas pela riqueza de enzimas proteoliticas e pelo perfil de expressao
proteica (Adamali e Hermo 1996). No que concerne as células estreitas, em ratos e camundongos adultos,
estas localizam-se apenas no segmento inicial e regido da cabeca do epitélio epididimal (Adamali e
Hermo 1996; Serre e Robaire 1998). Caracteristicamente, estas células sdo mais estreitas que as células
principais, além de apresentarem numerosas vesiculas em sua porcéo apical, em forma de taca. Estas
estdo envolvidas na endocitose e secrecdo de ions H™ no limen tubular através da reciclagem para e a
partir da membrana plasmatica apical (Hermo et al. 2000). Por sua vez, as células claras sdo células de
intensa atividade endocitica, sendo caracterizadas por conter em sua regido apical numerosas vesiculas,
corpos multivesiculares, endossomos e lisossomos, e em sua regido basal varidvel quantidade de
goticulas lipidicas. Segundo Breton (1996) as células claras auxiliam também na regulacdo do pH
luminal, por conterem em sua membrana apical a ATPase, e anidrase carbonica Il, além da adenilato
ciclase soltvel no citoplasma apical, as quais podem alterar sua fisiologia de acordo com o pH luminal
(Jensen et al. 1999; Pastor-Soler et al. 2003). Por sua vez, as células basais ocorrem aderidas a membrana
basal, ndo apresentando acesso direto ao lumen tubular (Veri et al. 1993). No entanto, por apresentarem

contato direto com as células principais, varios estudos tém sugerido que as células basais desempenhem
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a endocitose mediada por receptores de fatores derivados do sangue ou das células principais (Clermont
et al. 1995). Além disso, tem sido proposto que tal tipo celular possa exercer fungdo imune decorrente
de sua capacidade de responder, em nimero e expressao de antigenos macrofagicos, a presenca luminal
de autoantigenos espermaticos (Seiler et al. 2000). Por fim, as células de Halo consistem em ceélulas
pequenas de citoplasma arredondado, situadas proximas da base celular, com numerosos granulos
densos. Em adultos jovens, este tipo celular consiste em linfocitos T helper, linfocitos T citotoxicos, e
monacitos, atuando como frente primaria de defesa deste 6rgao (Serre e Robaire 1999).

Juntamente com os ductos eferentes, o epididimo absorve cerca de 90% dos fluidos
provenientes dos tubulos seminiferos, o que pode ser suportado pela presenca de varias invaginacées na
superficie luminal da membrana, vesiculas revestidas assim como de corpos multivesiculares no interior
das respectivas células epiteliais, especialmente das células claras (Johnson et al. 2010). Adicionalmente,
0 epididimo secreta substancias ao limen, sendo tal funcdo sustentada pela existéncia de organelas
celulares desenvolvidas (reticulo endoplasmético rugoso e complexo de Golgi), necessarias a sintese
proteica e processos secretdrios, no epitélio epididimal (Johnson et al. 2010).

Além disso, o epididimo exerce inimeras fungdes pelas quais o espermatozoide torna-se apto a
fecundacédo. Durante a maturacao epididimal, todas as por¢des espermaticas sofrem modificacdes, as quais
incluem reorganizagdo do conteudo citoplasmatico, no formato e tamanho celular, na estrutura interna
acrossomal, cromatina nuclear, na estrutura das organelas caudais, orientacdo estrutural das mitocondrias
espermaticas, propriedades adesivas, aderéncia nudcleo-acrossomo, alteracdo no estado dos grupos
sulfidril, lipidicos, protéicos, lipoprotéicos e das desoxiribonucleoproteinas, entre uma série de outras
modifica¢Oes celulares (Bedford 1965; Mann 1974; Johnson et al. 2010). Dessa forma, o transito
espermatico atravées do epididimo é fundamental ndo somente para o desenvolvimento do potencial de
fertilizacdo, mas também para um processo de pds-implantacdo espermatozoide-évulo bem-sucedido.
Wazzan et al. (1990) reportaram que entre camundongos apenas 8% dos odcitos fertilizados por
espermatozoides da cabeca epididimal foram capazes de se desenvolver em blastocistos in vitro, quando
comparados com 48% dos od6citos fertilizados pelos espermatozoides provenientes da cauda epididimal.
Lacham-Kaplan e Trounson (1994) confirmaram que uma elevada taxa de retardo no desenvolvimento
embrionario ocorreu em od6citos de camundongos fertilizados por espermatozoides que ganharam “in
vitro” sua capacidade de fertilizacdo. Embora espermatozoides e espermatides testiculares fertilizem 94%
e 37% dos oOvulos, respectivamente, apos a inje¢do no interior dos oocitos, apenas 54% e 28% destes,
respectivamente, se desenvolvem em prole saudavel (Kimura e Yanagimachi 1995). Em conjunto, essas
pesquisas evidenciam que a passagem através do epididimo favorece os espermatozoides com a
capacidade de ascender o trato genital feminino, interagir com os Ovulos e gerar embrides com

desenvolvimento normal.
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Além destes eventos, € no epididimo que o0s espermatozoides garantem seu potencial de
motilidade eficiente. Os espermatozoides testiculares sdo imdveis ou exibem apenas uma leve contracao
flagelar. Conforme percorrem os diferentes segmentos epididimais, os espermatozoides progridem em seu
padrdo de motilidade, de modo que aqueles liberados da caput, movem-se em um padréo circular, ao passo
que os espermatozoides liberados da cauda movem-se de modo progressivo e vigoroso para frente (Reid
e Cleland 1957). Em adicdo a esta mudanca, ao longo do epididimo em camundongos o0s espermatozoides
desenvolvem sua capacidade de realizar a reacao acrossomal (Lakoski et al. 1988), pela qual séo capazes
de reconhecer e se ligar a zona pellcida dos ovacitos e se fusionar a membrana vitelinica dos mesmos.
Concomitante a essas altera¢6es funcionais, os espermatozoides passam por alteracGes estruturais durante
o transito epididimal: migracdo da gota citoplasmatica ao longo do flagelo espermatico, remodelacdo
acrossomal, alteracfes na cromatina nuclear espermatica e algumas organelas da cauda e alteracdes na
membrana plasmatica do esperma (Bedford 1973). Coletivamente, essas altera¢fes sustentam a maturacéo
funcional e o subsequente armazenamento espermatico epididimal (Robaire et al. 2006).

Adicionalmente, ao longo dos tabulos ha a barreira hemato-epididimal, responsavel
primariamente pela producdo de um microambiente com fluido luminal especializado importantissimo
para a maturacdo espermatica. Entretanto, outra funcéo critica desempenhada por esta barreira é a protecédo
dos espermatozoides em maturacdo. Os mecanismos de defesa incluem a restri¢do dos tipos de compostos
que podem entrar no limen epididimal, a sintese e a secrecdo de proteinas de efeito protetor, como as
defensinas, rapida metabolizacdo de potenciais agentes nocivos através da sintese e secrecdo de enzimas
e compostos antioxidantes, como a superdxido dismutase e glutationa, respectivamente (Jones et al. 1979;
Vernet 2004). Como os espermatozoides maturam em um ambiente hiperosmético, o epididimo também
garante que os mesmos sejam protegidos de bruscas mudancas na osmolalidade luminal, além de lhes
conceder a capacidade de regular o volume celular (Alvarez et al. 1987).

A funcionalidade epididimal faz-se modelada pela integracdo de diversas vias hormonais e ndo
hormonais. Dentre a primeira via, a testosterona e estradiol, ambos testiculares, parecem ser as principais
substancias responsaveis pela manutencdo da estrutura e funcdo epididimal, uma vez que a privacdo
hormonal resulta em reducéo do didmetro luminal e altura das células principais bem como no aumento
do estroma intertubular (Delongeas et al. 1987). Juntamente com as mudangas morfolodgicas, € relatado
um comprometimento da funcéo secretora das células principais, considerando a perda total do reticulo
endoplasmatico situado na porcéo citoplasmatica apical além de uma intensa reducé@o da propor¢édo de
microvilos apicais assim como o acumulo lisossomal, vacuolizacdo, o desaparecimento vesicular do apice
celular e a elevagdo da taxa endocitica (Moore e Bedford 1979). A deficiéncia androgénica pode resultar
também na reducéo da atividade epididimal dos receptores de androgeno (AR), da Sa-redutase além de

estimular a apoptose celular ao longo de toda a extensdo epididimal (Fan e Robaire 1998). Por
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conseguinte, todas essas alteracOes resultam em perda do potencial de fertilizacdo e de motilidade
espermatica, e assim em espermatozoides inviaveis a fecundacdo (Robaire et al. 2006).

Além dos estrdgenos, seus respectivos receptores, os ER, auxiliam na regulacao da integridade
epididimal. Os mesmos, em especial o0 ERa, sdo fundamentais a concentra¢cdo e morfologia normal
espermatica e estdo envolvidos na regulagdo do transporte de fluidos ao longo do aparelho reprodutor
masculino (Hess et al. 2003; 2014). Com isso, sdo inumeros os fatores influentes aos pardmetros
morfofisioldgicos do epididimo, variando desde hormdnios testiculares a acéo proteica intracelular, o que

evidencia a integralizacao e dependéncia das por¢des reprodutoras entre si.

1.3. Efeito da Senescéncia: Testiculo e Epididimo

Nas mulheres, a atividade reprodutiva termina com a menopausa, € 0 impacto negativo da idade
materna avancada € bem documentado. Por sua vez, nos homens, esse processo € gradual e a cessacao
completa da capacidade reprodutiva ndo ocorre (Tenover 2003). O declinio reprodutivo em homens com
idade avancada pode resultar de uma combinacéo de alteracdes morfolégicas e moleculares nos 6rgéos
reprodutivos, muitas vezes devido a doencas ou fatores ambientais adversos que causam danos
secundarios nos érgdos reprodutivos ao longo da vida (Handelsman 2006).

Nas sociedades modernas, uma série de fatores tem favorecido o atraso da paternidade, tais
como 0 aumento na expectativa de vida, idade avancada ao casamento, fatores socioecondémicos, e a
mudanca geral no papel das mulheres na sociedade (Sharma et al. 2015). Além disso, a maior
acessibilidade as técnicas de reproducdo assistida aumentou a chance de pais mais velhos com resultados
insatisfatorios de gravidez conceberem criangas saudaveis, aumentando, assim, a idade paterna média.
Em comparacdo com 1993, a idade paterna na Inglaterra aumentou em 15% em um periodo de dez anos
(Bray et al. 2006). Em contrapartida, o aumento da idade paterna afeta ndo s6 as taxas de sucesso e de
gravidez de risco, como também a funcdo testicular (Feldman et al. 2002), horménios reprodutivos
(Feldman et al. 2002), parametros espermaticos (Brahen et al. 2011; Agarwal et al. 2008), integridade do
DNA espermatico (Moskovtsev et al. 2006), comprimento dos telémeros (Broer et al. 2013), taxa de
mutacao de novo (Crow 2000), estrutura cromossémica e fatores epigenéticos (Curley et al. 2011). Assim,
essas mudangas afetam negativamente a fertilidade e os resultados reprodutivos em casais mais velhos,
contribuindo para maiores incidéncias de defeitos congénitos de nascenca (Liam et al. 1986) e mortes
fetais (Alio et al. 2011). O aumento da idade masculina também se mostrou associado a varios disturbios,
como acondroplasia (Orioli et al. 1995), autismo (D’onofrio et al. 2014), esquizofrenia e transtornos

bipolares, (D’onofrio et al. 2014) entre muitos outros.
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1.3.1. Efeito Hormonal

O envelhecimento tem um efeito bem documentado em todos os niveis do eixo hipotaldmico-
pituitario-testicular (HPTA), que é responsavel pela regulacdo da funcéo testicular (Handelsman 2006).
As duas principais funcdes testiculares - espermatogénese (funcéo exdcrina) e esteroidogénese (funcao
enddcrina) ndo sdo completamente independentes (Handelsman 2006).

Normalmente, o hipotalamo libera o hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH), que
estimula a secrecdo do hormoénio foliculo-estimulante (FSH) e do hormoénio luteinizante (LH) pela
glandula pituitaria. As moléculas de LH séo reconhecidas pelos receptores de LH presentes nas células de
Leydig, o que estimula a biossintese de testosterona (esteroidogénese). Por sua vez, o FSH é reconhecido
pelos receptores de FSH situados na membrana das células de Sertoli, o qual exerce um relevante papel
na espermatogénese. Essas fungdes sdo afetadas pela idade, resultando em alteracdes nos niveis hormonais
durante o envelhecimento em humanos e em outros animais, (Nelson et al. 1975; Handelsman 2006). Um
estudo comparativo acerca dos efeitos da idade sobre a atividade esteroidogénica testicular entre ratos
Brown Norway e Sprague-Dawley evidenciou uma reducdo dréstica nos niveis de testosterona sérica e
intratesticular associada a idade em ambos os modelos animais (Zirkin et al. 1993). De fato, a capacidade
das células de Leydig em produzir testosterona € reduzida em ratos idosos da linhagem Brown Norway,
resultando em niveis reduzidos de testosterona sérica (Gruenewald et al. 1994; Chen et al. 2015).

Nos homens, uma das mudancas relacionadas a idade mais relevantes é o declinio nos niveis de
testosterona, particularmente os niveis séricos (Matsumoto 2002; Handelsman 2006). Embora alguns
estudos ndo tenham detectado alteracdes niveis de testosterona em homens saudaveis de diferentes idades
(Sartorius et al. 2012), a maioria mostrou que a testosterona plasmatica declina com o aumento da idade
(Mauss 1975; Davidson et al. 1983; Wu et al. 2008). N&o ha consenso sobre 0 mecanismo que causa 0
declinio da testosterona relacionado a idade, mas foi associado aos trés niveis do HPTA (Wu et al. 2008;
Gunes et al. 2016) ou ao declinio da funcdo testicular (Golan et al. 2015). A diminui¢do do namero de
células de Leydig (Neaves et al. 1984) e perfusdo testicular comprometida devido a aterosclerose,
suportam uma causa principalmente testicular para baixos niveis de testosterona (Handelsman 2006). No
entanto, niveis mais baixos de testosterona em homens idosos ndo devem ser estritamente associados ao
envelhecimento, ja que outros fatores, como estilo de vida e patologias podem estar envolvidos (Santiago
et al. 2018).

Feldman et al. (2002) relacionou que similarmente & testosterona, outros horménios como a
dehidroepiandrosterona, o sulfato de dehidroepiandrosterona, o cortisol e a estrona apresentam um
declinio longitudinal significativo com a idade. Em contrapartida, os niveis de diidrotestosterona e
gonadotrofinas hipofisarias aumentam longitudinalmente (Feldman et al. 2002). Por sua vez, Beattie et al.

(2015) demonstraram que os niveis séricos de LH normalmente aumentam com o envelhecimento,
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possivelmente como resposta ao declinio da testosterona, o que favorece o desenvolvimento do
hipogonadismo secundario (Beattie et al. 2015). Outros fatores, além do envelhecimento, podem
influenciar os niveis testiculares e plasmaticos de testosterona, incluindo fatores hereditarios, ambientais
(obesidade), psicossociais (depressdo, drogas, tabagismo) e socioecondmicos (Sartorius et al. 2012; Wang
et al. 2017). Portanto, a associac¢do dos niveis de testosterona com a idade nem sempre € linear.

Sabe-se que a estimulacdo androgénica das células de Sertoli é fundamental para a indugéo
inicial da espermatogénese. Poucos sdo os estudos que comparam 0s nhiveis de esteroides endégenos no
tecido testicular de homens jovens e idosos. Dentre esses, Takahashi et al. (1983) mediram a concentragédo
de nove esteroides enddégenos em homens de 25 a 35 anos com oligozoospermia e varicocele e em homens
com idade entre 61 e 85 anos com cancer prostatico e mostraram que os niveis de todos os hormonios
esteroides diminuiram com a idade. No entanto, mais recentemente Carreau et al. (2004) realizaram um
estudo comparativo pelo qual relataram que ndo ha diferenca significativa entre a quantificacdo de
esteroides intratesticulares em homens jovens e idosos. A redugdo na producdo de testosterona testicular
com a idade pode ter um grande impacto na espermatogénese, afetando a funcdo das células de Sertoli.
No entanto, esse declinio geralmente aparece em homens idosos com doencas relacionadas a alteracdes
hormonais. Além disso, é bem estabelecido que os niveis plasmaticos de FSH (horménio foliculo-
estimulante), o segundo maior estimulo para a espermatogénese, aumentam com o avango da idade,
estando associado a uma diminui¢do no tamanho dos testiculos e degeneracao das células germinativas,

afetando a eficacia espermatogénica (Haldesman 2006; Beattie et al. 2015).

1.3.2. Alteracdes Morfoldgicas

A idade constitui uma das variaveis mais relevantes na determinacdo da estrutura morfoldgica
e histologica testicular e epididimal. O envelhecimento tem sido associado a reducdo do volume dos
testiculos em associacdo ao decréscimo numérico em células de Sertoli (Mahmoud et al. 2003;
Perheentupa e Huhtaniemi 2009) e a reducdo na producdo espermatica diaria (Johnson et al. 1984)
atribuida ao aumento apoptético de células germinativas em estagios pré-meiéticos (Handelsman 2006).
Outros aspectos caracteristicos a senilidade testicular abrangem um mosaico de lesdes tubulares variando
desde a espermatogénese completa a total esclerose do epitélio seminifero. Tais modificagdes incluem o
estreitamento do didmetro tubular assim como sua obliteracéo, o espessamento da membrana basal, tlnica
propria e tunica albuginea, tecido capsular e intertubular associado a fibrose e interrupcdo da
espermatogénese, esfoliacdo prematura das células germinativas, assim como reducdo quantitativa das
celulas de Sertoli, Leydig —em até 44% — e da linhagem espermatogénica, com vacuolizagdo nas primeiras
e multinucleacdo nas ultimas (Kaler e Neaves 1978; Neaves et al. 1987; Paniagua et al. 1987; Johnson et

al. 1988; Perheentupa e Huhtaniemi 2009; Huang et al. 2014). Além destas, ha alteragbes celulares
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ultraestruturais, de modo que alguns tipos de células testiculares desenvolvem cristais de Reinke
citoplasmaticos e intranucleares, multiplos vacuolos, granulos de lipofuscina, acimulo citoplasmético de
lipidios, multinucleacdo e aspectos de desdiferenciacdo associados ao reduzido desenvolvimento
mitocondrial e reticular (Paniagua et al. 1987). A grande maioria das alteracdes histoldgicas acima
relatadas esta intimamente relacionada a méa vascularizacgdo testicular adquirida durante a senescéncia, em
decorréncia do déficit na perfusdo arterial. Estes resultam na reduzida oxigenacao no interior tubular, a
qual permanece marginal, e, por conseguinte, no aumento da fibrose das tdnicas proprias e albuginea bem
como na degeneracdo das células de Leydig e de sua capacidade sintética de androgenos (Paniagua et al.
1987; Perheentupa e Huhtaniemi 2009).

Ja em relacdo a influéncia da senescéncia nos caracteres epididimais, alteracGes em diferentes
parametros foram relatadas, embora tais estudos ainda sejam incipientes e pouco explorados em
detrimento das abordagens testiculares. Serre e Robaire (1998) evidenciam que o epididimo sofre
modificac@es histologicas drésticas com o avanco da senilidade, corroborando as alteracfes anteriormente
relatadas por Jones (1980). Como consequéncia do envelhecimento epididimal relatou-se um acimulo de
granulos de lipofuscina assim como de gigantes vesiculas no citoplasma das células epiteliais, além do
aumento na espessura da membrana basal, possivelmente causado por mudancgas hormonais, ja que sob
tais condicdes, fatores enddcrinos podem ter uma dificuldade crescente em alcancar o epididimo, o que
eventualmente prejudicaria sua homeostase em associagdo com 0 aumento na expressao do gene inibidor
de metaloproteinase-2 (TIMP-2), responsavel pela remodelacdo de matriz extracelular (Jervis e Robaire
2002). Além destes, sabe-se que a senescéncia desencadeia a ativacdo do sistema imune epididimal, pelo
aumento quantitativo das células de halo, conhecidas por sua funcionalidade na barreira imunolégica no
epitélio epididimal, ao atuarem no recrutamento segmento-especifico de linfocitos e eosinofilos
citotoxicos. Assim, a acumulacdo de células epiteliais danificadas e antigenos originados de células
germinativas, ambos associados ao seu escoamento pela barreira hemato-epididimal, pode contribuir ao
recrutamento ativo de células com atividade imunoldgica (Laitinen e Talo 1981; Serre e Robaire 1998;
Levy e Robaire 1999).

1.3.3. Estresse Oxidativo
E sabido que os radicais livres consistem em espécies quimicas reativas que contém elétrons
desemparelhados em sua camada de valéncia. Tais elétrons sdo 0s responsaveis por tornar os radicais
livres altamente reativos a quaisquer moléculas celulares, desde carboidratos, lipidios, proteinas aos
acidos nucleicos (Aprioku 2013; Sullivan e Chandel 2014; Gunes et al. 2016). A geracg&o de radicais livres
provém de um normal metabolismo celular assim como de fontes exdgenas, as quais incluem radiag&o,

herbicidas, estresse cronico, cigarro, abuso de alcool, drogas e poluicdo aérea (Aitken et al. 2014; Moller
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et al. 2014). Apos tais estimulos, na mitocondria ocorre a conversdo do oxigénio captado em moléculas
altamente reativas de oxigénio, denominadas de espécies reativas de oxigénio (EROS).

O envelhecimento esta, também, associado a elevacdo do estresse oxidativo organico,
especialmente gonadal, de modo que haja um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) e de agentes antioxidantes. Embora as EROS sejam oriundas de reagdes enzimaticas
naturais o nivel das mesmas é mantido fisiologicamente moderado pela a¢do da via antioxidante (Sharma
e Agarwal 1996; Agarwal et al. 2006; Kefer et al. 2009; Kothari et al. 2010; Agarwal et al. 2014),
prevenindo assim o efeito deletério potencial das EROS. Sob tais condicGes, 0 estresse oxidativo é
mantido em niveis reduzidos, permitindo a ocorréncia dos processos de sinalizacdo celular e funcéo
espermatica (De Lamirande e Lamothe 2009; Agarwal et al. 2014) normais. Nesse aspecto, as EROS sdo
consideradas componentes integrais da fisiologia e desenvolvimento espermatico, as quais sdo requeridas
a maturacdo, hiperativacdo, capacitacdo, quimiotaxia espermatica, reacao acrossomal, bem como a fuséo
espermatozoide-odcito (Griveau et al. 1995; Sharma e Agarwal 1996; Kothari et al. 2010; Guthrie e Welch
2012). Entretanto, niveis elevados de EROS tém sido relacionados a varios danos celulares (Victor et al.
2004; Durackova 2010; Liochev 2013; Gunes et al. 2016), incluindo danos na estrutura do DNA, como
alteracdo de bases nitrogenadas e quebras na dupla fita (Aitken et al. 1992; Sharma et al. 2015). Os agentes
antioxidantes, fundamentais ao respectivo processo, podem ser de origem enzimatica e ndo enzimatica.
Os primeiros incluem a Superdxido Dismutase, Catalase, Glutationa Peroxidase, Glutationa transferase e
Ceruloplasmina, enquanto os ultimos compreendem a albumina, B-carotenos, I-carnitina, glutationa,
piruvato, taurina, hipotaurina, ubiquinol, vitaminas C e E, e zinco (Agarwal e Sekhon 2010; 2011).

Adicionalmente, o excesso de estresse oxidativo relatado na senescéncia afeta diretamente
também a funcionalidade das células de Leydig, responsaveis pela producdo de EROS nos testiculos (Tsali
et al. 2003). Chen et al. (2004) e Salomon et al. (2013) observaram uma reducao na expressdo de varios
genes relacionados ao reparo de danos induzidos pelos radicais livres nas células de Leydig senis,
acompanhada pelo aumento da producdo de EROS e peroxidacdo lipidica, afetando, pois, a sintese de
testosterona e todo o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. Além disso, Chen et al. (2009) associaram 0
excesso de EROS a reducéo para cerca de 50% da capacidade esteroidogénica de células de Leydig senis,
sugerindo danos aos componentes lipidicos e proteicos de membrana, o que resulta na reduzida sinalizagcdo
de LH em tais tipos celulares. Adicionalmente a tais dados, relatou-se que com a senescéncia ha o aumento
da sintese proteica de COX-2, associadas a reducdo esteroidogénica (Wang et al. 2005; Chen et al. 2007;
Santiago et al. 2018); alem do envelhecimento resultando em alteragdes ultraestruturais e funcionais nos
macrofagos testiculares (relevante fonte de EROS), afetando a fungdo mitocondrial das células de Leydig

bem como a sua esteroidogénese (Allen et al. 2004).
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Durante o envelhecimento, os mecanismos de controle de EROS sdo continuamente
enfraquecidos, em decorréncia de alteracbes mitocondriais, pelas quais o funcionamento da cadeia
respiratoria torna-se dificultada, e resulta no decréscimo da producao de ATP e aumento de EROS (Weir
e Robaire 2007; Aydin et al. 2014). Este, por sua vez, culmina na elevacdo da peroxidacéo lipidica,
reducdo na fluidez de membrana, danos no DNA espermatico, o qual, por fim, resulta na perda de
motilidade e vitalidade dos espermatozoides (Aitken et al. 1992; Agarwal et al. 2005; Durairajanayagam
et al. 2014; Sharma et al. 2015). Weir e Robaire (2007) demonstraram um aumento significativo na
geracdo de EROS acompanhado pela maior fragmentacdo do DNA espermatico, além de menor atividade
das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) nos espermatozoides de ratos Brown
Norway senis. Em concordéncia, no estudo desenvolvido por Vernet et al. (2004) foi observado, um
aumento significante da peroxidacdo lipidica, nos epididimos de ratos e camundongos senis em
comparacdo aos juvenis. Outros estudos propdem que através da peroxidacdo lipidica, a membrana celular
espermatica é degradada, favorecendo a fragmentacdo do DNA e assim a apoptose celular (Vernet et al.
2001).

1.3.4. Desenvolvimento de Problemas Inflamatdrios

Jé estd bem conhecida a intima relacdo entre o envelhecimento, o desenvolvimento de processos
oxidativos e inflamatérios (Frungieri et al. 2018). Muitas teorias que tentam estabelecer se a inflamacéo
€ uma causa ou efeito no envelhecimento foram desenvolvidas. No entanto, nenhuma teoria Gnica explica
todos os aspectos do envelhecimento, levando ao suposto de que varios processos (por exemplo: estresse
oxidativo, dano mitocondrial, imunosenescéncia, endocrinosenescéncia, modificacdes epigenéticas e
doencas relacionadas a idade) contribuem e que todos estes estdo interligados com respostas inflamatorias
(Jenny 2012). O termo inflamacdo é usado atualmente para descrever a regulacdo positiva da resposta
inflamatdria que ocorre com o avanco da idade (Baylis et al. 2013). Inflamacéo € um novo ramo desafiador
e promissor dos campos de pesquisa relacionados ao envelhecimento, uma vez que afeta quase todos 0s
tipos de tecidos e células (Xia et al. 2016).

Evolutivamente, respostas imunes e inflamatdrias intensas permitiram que os primeiros seres
humanos sobrevivessem até a idade reprodutiva. No entanto, esses mesmos mecanismos de resposta levam
a uma variedade de consequéncias deletérias, agora que 0s humanos sobrevivem rotineiramente a idade
avancada (Neese e Williams 1998). Em um processo altamente complicado, os 6rgdos progressivamente
perdem a funcionalidade e a integridade estrutural, desencadeando o surgimento de doencas relacionadas
a idade, como aterosclerose, deméncia e cancer. Embora a etiologia do processo de envelhecimento nédo
seja totalmente compreendida (Singh e Newman 2011), a inflamagéo desempenha claramente um papel

importante, ligando de forma inextricavel a inflamacéo e o envelhecimento (Chung et al. 2009).
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Subsequente a traumas ou infecgdes, a resposta inflamatoria € iniciada a nivel local celular.
Varios mediadores celulares, como macréfagos e mondcitos, sao ativados. Estas células liberam citocinas
proé-inflamatorias como o fator de necrose tumoral-o. (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) que atuam como
mediadores moleculares e sdo responsaveis pela progressao da resposta inflamatdria a um nivel sistémico.
A cascata inflamatdria é projetada com foco para a destruicdo de patdgenos, além de tender a iniciar
processos de reparo de tecidos e promover um retorno a homeostase fisiologica (Gabay e Kushner 1999).
Em um nivel agudo, esse processo € marcado por calor, inchaco, vermelhiddo e dor facilmente
discerniveis. No entanto, em termos de envelhecimento e doencas relacionadas a idade, a resposta
inflamatdria é um processo subclinico cronico de baixo nivel mediado pelos mesmos efetores, mas
diferindo significativamente em grau (Tracy 2003).

H& uma quantidade crescente de evidéncias indicando que o desequilibrio entre os niveis de
moléculas pré e anti-inflamatdrias representa um dos mecanismos fundamentais do envelhecimento.
Assim, é razoavel supor que a inflamacdo geralmente esta relacionada ao processo de envelhecimento
gonadal. De fato, a reducdo da capacidade esteroidogénica e espermatogénica dependente da idade tem
sido associada a um aumento no estado inflamatério do tecido (Gravance et al. 1997; Jiang et al. 2014;
Sibert et al. 2014; Zirkin e Chen, 2000). Baixos niveis séricos de androgenos em homens idosos sdo
correlacionados com o aumento dos niveis das citocinas pro-inflamatdrias circulantes (Krabbe et al. 2004;
Maggio et al. 2005). Os macrdfagos séo hiperativados com o envelhecimento, resultando na elevagéo da
expressdo de COX-2 e um aumento na producdo de prostaglandinas (conhecidos um dos mediadores
moleculares da inflamacéo) (Lloberas e Celada 2002). Syntin et al. (2001) relataram que o nivel de RNAm
de COX-2 aumentou com a idade nas células de Leydig nos ratos idosos da linhagem Brown Norway. Em
associacgdo, foi estabelecido que a IL-1P e seus receptores sdao expressos em macrofagos e células de
Leydig do testiculo humano, e que esta citocina induz a expressdo de COX-2 e a producdo de
prostaglandinas em ambos os tipos de células (Matzkin et al. 2010). Além disso, Wang et al. (2005)
observaram que o tratamento, de ratos Wistar idosos, com o inibidor de COX-2, DFU, [5,5-dimetil-3- (3-
fluorofenil) -4- (4-metilsulfonil) fenil-2 (5H) — furanona] resultou no aumento dos niveis séricos de
testosterona assim como na expressdo da proteina StAR (proteina reguladora aguda esteroidogénica), em
relacdo aqueles néo tratados com o respectivo inibidor. Em conjunto, estes resultados suportam um papel
chave para os macrofagos testiculares e certos mediadores inflamatorios, tais como IL-1p, IL-6, IL-17,
TNF-a e prostaglandinas, no declinio da biossintese de testosterona relacionado com a idade.

Em relacéo as condigdes inflamatorias no epididimo, Mueller et al. (1998) reportaram que as
células principais do epitélio epididimal em ratos jovens da linhagem Brown Norway expressam a enzima
antioxidante glutationa S-transferase (GST). Entretanto, em ratos idosos algumas células principais da

regido da cauda proximal ndo expressam subunidades especificas da GST. Considerando que esta enzima
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atua na protecdo dos componentes celulares contra ataques eletroliticos e oxidativos, a reducdo na
expressdo de GST pode incapacitar o epididimo destes animais a combater o estresse oxidativo. Por sua
vez, as EROS ativam uma variedade de fatores de transcrigdo, levando a expressao de mais de 500 genes
diferentes, incluindo fatores de crescimento e citocinas pro-inflamatorias (Reuter et al. 2010).
Consequentemente, o estresse oxidativo pode levar a inflamagdo cronica, degeneragdo celular e
vacuolizagdo, achados comuns no epididimo de ratos idosos (De Grava Kempinas e Klinefelter 2015).

De la Fuente e Miquel (2009) propuseram a teoria da oxidacao-inflamacdo como a principal
causa do envelhecimento. No testiculo humano, um estudo desenvolvido por Schell et al. (2010) relatou
que a prostaglandina pré-inflamatoria 15d-PGJ2 induz a geracdo de EROS. Em associacgdo a tanto, esta
bem estabelecido que a via de sinalizagdo do hormdnio de crescimento (GH) participa da regulacdo do
envelhecimento e da expectativa de vida (Bartke 2015). A superexpressdo de GH reduz a expectativa de
vida em camundongos, aumentando os niveis de citocinas pro-inflamatdrias bem como a expressao de
marcadores inflamatérios e diminuindo a atividade antioxidante em varios tecidos ndo reprodutivos
(Coschigano et al. 2003, 2010; Danilovich et al. 2000; Bogazzi et al. 2011; Masternak e Bartke 2012).
Matzkin e colaboradores (2016) evidenciaram que a reducdo da longevidade em camundongos
transgénicos para GH esta diretamente associada a diversas alteracfes gonadais, incluindo o aumento na
expressdo de COX-2, producdo de prostaglandinas, populacdo de macrofagos, peroxidacéo lipidica, a
ocorréncia de eventos apoptéticos, e a reducdo na expressao de enzimas antioxidantes. Contrariamente, a
deficiéncia de GH prolonga a longevidade, aumenta a resisténcia ao estresse oxidativo e reduz a atividade
pré-inflamatoria e eventos apoptdticos em varios 6rgdos, que ndo estdo diretamente relacionados a
reproducédo (Chandrashekar e Kopchick 1999; Csiszar et al. 2008; Gesing et al. 2011).

1.4. Efeito da Obesidade: Testiculo e Epididimo

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2012) a obesidade é definida como o acumulo
excessivo de gordura corporal que pode prejudicar a saude e aumentar a mortalidade humana. Além disso,
a mesma ja é considerada um problema de satde global e a prevaléncia da obesidade tem aumentado
substancialmente nas ultimas trés décadas. Por exemplo, o nimero de individuos adultos com sobrepeso
e obesos aumentou de 857 milhdes em 1980 para aproximadamente 2 bilhdes em 2016 (WHO 2018). Em
todo 0 mundo, a proporgéo de homens com excesso de peso aumentou de 28,8% em 1980 para 36,9% em
2013 (Ng et al. 2014).

A obesidade consiste em um grave problema nutricional, pois aumenta o risco de morbidade de
varias patologias, incluindo hipertensdo, dislipidemia, diabetes tipo 2, doenca coronariana, acidente
vascular cerebral, doenca hepéatica gordurosa ndo alcodlica, osteoartrite, apneia do sono, além dos

canceres de mama, prostata e clon (WHO 2012). A classificacéo atual da obesidade é baseada no indice
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de Massa Corporal (IMC), que é o peso (em quilogramas) dividido pelo quadrado da altura (em metros).
A defini¢do de “faixa normal” do IMC ¢ baseada em dados de mortalidade caucasiana; um IMC de 30
kg/m? ou mais é considerado um indice de obesidade, enquanto um IMC acima de 25 kg/m? é um indice
de sobrepeso (WHO 2012). Para as populagdes asiaticas, um IMC de 27,5 kg/m? ou mais € um indice de
obesidade, enquanto um IMC acima de 23 kg/m? ¢ um indice de sobrepeso. O IMC tem limitagdes porque
néo distingue entre massa magra e gordura; pode superestimar a gordura corporal em fisiculturistas bem
treinados e subestimar a gordura corporal na populacdo idosa. Além disso, o IMC néo identifica a
distribuicdo de gordura. Atualmente, é bem reconhecido que a gordura abdominal € um grande risco para
doencas relacionadas a obesidade: de fato, 0 acimulo de gordura visceral contribui para estados pro-
oxidantes e pro-inflamatorios, bem como para alteragdes no metabolismo glicidico e lipidico (Fernandez-
Sanchez et al. 2011; WHO 2012).

1.4.1. Efeito Hormonal

A maioria dos homens obesos possuem perfis hormonais reprodutivos alterados, tais como
niveis elevados de estrogénio e leptina, acompanhados por reduzidos niveis de testosterona, horménio
foliculo-estimulante (FSH), globulina ligadora de hormoénio sexual (SHBG), grelina e inibina B
(MacDonald et al. 2010; McPherson e Lane 2015; Cui et al., 2017). Em homens obesos, a hiperatividade
da aromatase (enzima do citocromo P450) no tecido adiposo unilocular causa a conversao excessiva de
androgenos em estrogénios. Portanto, a secrecdo de gonadotrofinas da hipo6fise diminui através da inibicdo
do feedback no hipotdlamo e na glandula pituitaria, e entdo ocorrem outros impactos na producdo de
testosterona através de quedas nos pulsos do horménio liberador de gonadotropina (GnRH) — LH e FSH
(Mah e Wittert 2010; Michalakis et al. 2013; Rey et al. 2013). O rompimento da alca de feedback negativo
do eixo hipotalamico hipofisario gonadal (HPG) resulta, por fim, no declinio significativo na producéo de
testosterona.

Esses desequilibrios hormonais sexuais podem ser uma das causas importantes da
infertilidade masculina ou da infertilidade induzida pela obesidade. Sabe-se que tanto o desenvolvimento
testicular na puberdade quanto a manutencdo da espermatogénese no individuo adulto dependem de um
alto nivel de testosterona. Os niveis normais de testosterona intratesticular sdo de 50 a 100 vezes em
comparagdo a sua concentracdo serica. Esse nivel é necessario para a manutengdo da barreira hemato-
testicular, das juncdes celulares especificas entre as células de Sertoli, bem como a manutencéo da adeséao
celular entre células de Sertoli e células germinativas (Lie et al. 2013). Além disso, a testosterona é
indispensavel na progressdo meidtica e na maturacdo das espermatides. Assim, os altos niveis de
testosterona, associados as células de Sertoli, constroem um nicho adequado para o desenvolvimento de

celulas germinativas durante as diferentes fases da espermatogénese. Ademais, o FSH é outro importante
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regulador das células de Sertoli, estimulando praticamente todas as funcbes relacionadas a
espermatogénese. Portanto, os baixos niveis de testosterona e FSH em homens obesos podem ser uma
causa de espermatogénese prejudicada e, finalmente, culminar na reducdo da contagem e viabilidade de

espermatozoides (Cheng et al. 2010; Ramaswamy e Weinbauer 2015).

1.4.2. Estresse Oxidativo

Estudos epidemioldgicos, clinicos e em animais demonstraram que a obesidade esta
associada a um estado alterado de oxirreducdo e a um aumento do risco de doencas metabolicas
(Karaouzene et al. 2011; Warolin et al. 2013). O estresse oxidativo pode ser uma consequéncia, mas
também um gatilho da obesidade. Hipernutri¢do cronica, refeicdes com alto teor de gordura e carboidratos
e acidos graxos saturados, estimulam as vias intracelulares, levando ao estresse oxidativo através de
multiplos mecanismos bioquimicos, como a geracdo de ions superoxidos a partir de NADPH oxidases
(Nox), fosforilacdo oxidativa, autoxidacdo do gliceraldeido, além da ativacao da proteina quinase C (Sies
et al. 2005; Serra et al. 2012). O estresse oxidativo pode ter um papel causal no desenvolvimento da
obesidade, estimulando a deposicao de tecido adiposo unilocular e alterando a ingestdo de alimentos:
cultura celular e estudos em animais mostram que o estresse oxidativo aumenta a proliferacao de pré-
adipdcitos, assim como a diferenciacdo de adipdcitos e o tamanho de adipécitos maduros (Furukawa et
al. 2004; Lee et al. 2009; Higuchi et al. 2013) e espécies reativas de oxigénio parecem estar envolvidas
no controle do peso corporal, exercendo diferentes efeitos sobre os neurénios hipotalamicos que
controlam a saciedade e o comportamento da fome (Horvath et al. 2009). Também foi demonstrado que
a obesidade por si s6 pode induzir o estresse oxidativo sistémico: de fato, o acimulo de gordura aumenta
a atividade de Nox e o estresse do reticulo endoplasmatico em adipdcitos, o que favorece o aumento da
producdo de EROS (Furukawa et al. 2004; Mlinar et al. 2011). Outros fatores que contribuem para o
estresse oxidativo na obesidade sdo a geracdo de EROS pos-prandial anormal (Patel et al. 2007),
hiperleptinemia (Bettowski et al. 2012), inflamacgéo crénica (Bondia-Pons et al. 2012), disfuncéo tecidual
(Serra et al. 2012) e reduzida atividade das defesas antioxidantes (Strauss 1999; Chrysohoou et al. 2007).

A deposicdo de gordura elevada esta estritamente relacionada ao desequilibrio redox do
organismo. Excesso de peso e obesidade juvenis e adultos tém sido associados a altos niveis de estresse
oxidativo (Tran et al. 2012; Warolin et al. 2013), uma vez que individuos obesos apresentam maiores
niveis de produtos proteicos de oxidacgdo avancada (AOPPs) e de malonaldeido, que os individuos controle
(D’Archivio et al. 2012). Em adultos, o IMC, a gordura corporal total e a circunferéncia da cintura
demonstraram estar positivamente correlacionados com 0s niveis urinarios de F2-isoprostano (composto
similar a prostaglandinas sintetizado a partir da peroxidag&o de acidos graxos essenciais) e inversamente

correlacionados com a atividade anti-inflamatoria da paraoxonase-1 (PON1) (Ferretti et al. 2010; Aslan
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et al. 2011). Em camundongos, a obesidade induzida por dieta aumenta 0 ndo sO estresse oxidativo
cerebrocortical (Freeman et al. 2013) como também se correlaciona com a disfun¢do mitocondrial e o
aumento do estresse oxidativo no musculo esquelético, no figado (Yuzefovych et al. 2013) e nas gbnadas
(Vigueras-Villasendr et al. 2011). Coracdes de roedores mantidos em dieta hiperlipidica aumentaram os
indices de oxidacdo lipidica e protéica, assim como aumentaram os marcadores de apoptose (Wang e
Kaufman 2012).

Apesar da forte associacdo entre obesidade e estresse oxidativo, nenhum dos marcadores
acima mencionados € um preditor do desenvolvimento da obesidade, mas, ao contrario, esses
biomarcadores podem predizer o desenvolvimento e a progressdo de doengas metabdlicas e
cardiovasculares em pessoas com sobrepeso e obesas. Foi encontrada uma correlagdo positiva entre
marcadores de estresse oxidativo e marcadores de inflamacdo, hiperglicemia e hiperlipidemia. Em
individuos jovens com sobrepeso e obesidade, as AOPPs correlacionam-se positivamente com a
obesidade, niveis de triglicerideos e insulina medidos, e correlacionam negativamente com as taxas de
glicose/insulina e colesterol-HDL, sugerindo um aumento do risco metabdlico nesses individuos
(Krzystek-Korpacka et al. 2008; Codofier-Franch et al. 2012). F2-isoprostanas urinarios compreendem
marcadores positivamente associados com citocinas pro-inflamatorias circulantes, como proteina
quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e IL-6 (Pou et al. 2007) que sdo preditores de diabetes e doencas
cardiovasculares (Dandona et al. 2005; Bondia-Pons et al. 2012). Aumento dos niveis séricos de um outro
marcador para estresse oxidativo, 0s AGEs (produtos finais de glicosilacdo avancada) prediz a redu¢do na
atividade e até mesmo a morte cardiovascular em mulheres com diabetes tipo 2 (Kilhovd et al. 2007).

Embora haja grande quantidade de estudos acerca da progressdo do estresse oxidativo
tecidual ou sistémico em individuos obesos, poucos sdo os estudos que abordam a influéncia da obesidade
sobre os marcadores de estresse oxidativo gonadal e a reducdo na atividade antioxidante enddgena
(Olivares et al. 2010; Vigueras-Villasendr et al. 2011; Wang et al. 2015). Olivares e colaboradores (2010)
relatam o desenvolvimento de hipogonadismo hipogonadotrépico (insuficiéncia na producdo
androgénica) em individuos adultos obesos. Nessas situacdes uma série de fatores pode afetar a regulacéo
enddcrina gonadal, tais como a resisténcia a insulina e leptina, as quais estdo associadas as baixas
concentragdes séricas de LH, enquanto esta ultima associada & hiperleptinemia induz a apoptose das
células de Leydig, contribuindo, assim, aos reduzidos niveis de testosterona apresentados pelos individuos
obesos. Por sua vez, Vigueras-Villasendr et al. (2011) relataram um aumento nos niveis de malonaldeido
testicular e epididimal nos individuos alimentados com dieta hiperlipidica. Em associagéo a tanto, eles
observaram um aumento na temperatura escrotal acompanhada por grande taxa de apoptose e menor

viabilidade espermatica em tais individuos (Vigueras-Villasendr et al. 2011). JA4 Wang et al. (2015)
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relataram uma reducdo na expressdo génica para GPx e SOD testiculares em camundongos obesos, e
relacionaram esse evento com a reducdo na esteroidogénese, também observada.

Varios estudos mostraram que o estresse oxidativo no sémen e testiculos esta positivamente
correlacionado com o aumento do IMC e danos no DNA espermatico, e negativamente correlacionado
com a diminuigdo da motilidade espermatica e capacidade de reacdo acrossomal (Bakos et al. 2011; Tunc
et al. 2011). Assim, obviamente, o estresse oxidativo excessivo € um dos mecanismos potenciais que
levam a méa qualidade dos espermatozoides em homens obesos. Adicionalmente, Garolla et al. (2015) e
Vigueras-Villasendr et al. (2011) mostraram que o acumulo de gordura escrotal em homens obesos
provoca uma elevacdo da temperatura gonadal e também pode contribuir para pardmetros espermaticos
alterados. Isso decorre do fato de que o processo de espermatogénese é altamente sensivel ao calor, com
temperatura ideal variando entre 34°C e 35°C em humanos, e em homens obesos essa temperatura tende
a ser maior que 37°C (Garolla et al. 2015). Definitivamente, o0 aumento do calor testicular pode reduzir
substancialmente a motilidade e a concentracéo de espermatozoides no sémen e também aumentar o dano
do DNA assim como o estresse oxidativo espermético (Du Plessis et al. 2010). Além disso, existe uma
correlacdo positiva entre 0 aumento do IMC e maiores niveis de EROS no plasma seminal (Taha et al.
2016). Em particular, os espermatozoides sao individualmente suscetiveis ao estresse oxidativo devido a
suas organelas especialmente simplificadas e capacidade defensiva antioxidante limitada. Nos
espermatozoides, as EROS séo geradas principalmente a partir das mitocondrias e, em condic¢des normais,
podem ser facilitadas com reconhecimento, fusdo e fertilizacdo de &vulos-espermatozoides
posteriormente (Amaral et al. 2013); no entanto, altos niveis de EROS tendem a atacar os lipidios na
membrana plasmatica espermatica, assim como seus DNAs mitocondriais e nucleares (Aitken et al.,
2016).

Por fim, o estresse oxidativo e a inflamacao parecem estar intimamente interligados com a
obesidade, embora seja dificil estabelecer a sequéncia temporal de sua relacdo. Por exemplo, véarios fatores
de transcri¢do pro-inflamatorios, incluindo o fator nuclear kB (NF-«kB) e a proteina ativadora-1 (APO-1),
sdo sensiveis a oxirreducdo. Nesse cenario, as EROS desencadeiam a liberacdo de citocinas pré-
inflamatdrias, que por sua vez aumentam a producdo de EROS (Bryan et al. 2013), estabelecendo assim
um circulo vicioso. O estresse oxidativo sistémico e a inflamagdo também constituem fatores-chave na
patogénese das doencas relacionadas a obesidade, incluindo aterosclerose, resisténcia a insulina, diabetes
tipo 2, cancer e a sindrome metabolica (Dandona et al. 2005; Crujeiras et al. 2013). Recentemente, tem
sido sugerido que o0 aumento do estresse oxidativo e da inflamagé@o na obesidade também intensificam os

processos de envelhecimento (Tzanetakou et al. 2012).
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1.4.3. AlteracOes Inflamatorias

Evidéncias acumuladas sugeriram uma correlagéo positiva entre inflamagéo cronica ou
estado de pro-inflamacéo e obesidade humana assim como em modelos animais (Divella et al. 2016;
Griffin et al. 2016; Kolb et al. 2016). Os adipdcitos uniloculares produzem e secretam um grande nimero
de moléculas, coletivamente chamadas de adipocitocinas, cuja maioria como o fator de necrose tumoral-
a (TNF-a), interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-17) sdo citocinas pré-inflamatorias, as quais favorecem e
intensificam o processo inflamatorio, atraindo os macréfagos para os locais inflamados. Acredita-se que
as citocinas pro-inflamatorias contribuam para o rompimento da homeostase da glicose e da resisténcia
insulinica muitas vezes associada a obesidade. Huang et al. (2016) ao realizar exames em homens obesos,
observou elevados indices de TNF-a e IL-6 no soro sanguineo, assim como no tecido testicular e no
plasma seminal dos mesmos (Zhang et al. 2015, Huang et al. 2016).

Esta agora bem documentado que as citocinas pro-inflamatdrias exercem alguns impactos
no eixo HPG, e, por conseguinte na fertilidade (Tsatsanis et al. 2015). As doencas inflamatorias
sistémicas, como a artrite reumatoide, estdo associados a niveis reduzidos de testosterona. A citocina pro-
inflamatéria TNF-a inibe diretamente a fungdo do hormdnio LH, levando, subsequentemente a baixos
niveis de testosterona e a subfertilidade masculina (Iwasa et al. 2009). Portanto, o aumento sistémico de
citocinas inflamatorias no soro sanguineo de homens obesos pode induzir a uma perda na producao de
andrdgenos em varios niveis do eixo “hipotaldmico-hipofisario-células de Leydig”.

No testiculo, as citocinas pro-inflamatdrias podem afetar diretamente o epitélio seminifero.
As células de Sertoli respondem a muitas dessas moléculas, principalmente IL-1, TNF-a e interferons. Foi
postulado que estas moléculas afetam a expressdo e a montagem das proteinas juncionais como as
ocludinas, claudinas e proteinas citoesqueléticas de actina-miosina, e assim induzem a abertura das
junces celulares entre as células de Sertoli adjacentes. Esses distUrbios resultam em desequilibrios no
nicho do epitélio seminifero essencial para a espermatogénese (Zhang et al. al. 2014, Chojnacka et al.
2016, Li et al. 2016, Stanton 2016). De fato, estudos realizados por Liu et al. (2014) e Fan et al. (2015)
relataram o rompimento da barreira hemato-testicular combinado com a diminuicdo na expressédo de
proteinas juncionais em células de Sertoli em muitos modelos animais obesos induzidos por dieta (Liu et
al. 2014; Fan et al. 2015).

Além disso, a maturagdo espermatica no epididimo é crucial para que os espermatozoides
adquiram a capacidade motora assim como a capacidade de fertilizacdo. O epitélio epididimal transporta
proteinas e lipidios através de vesiculas para a membrana espermatica, para a qual sdo necessarios para a
maturagdo espermatica (Sullivan 2015). O estado pro-inflamatério induzido pela obesidade também pode
prejudicar a funcdo do epitélio epididimal, alterando seu microambiente, através da modificacdo dos

contetidos vesiculares e do aumento no influxo de neutréfilos e macrofagos para o limen epididimal.
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Esses eventos culminam, potencialmente, em maior expressdo de citocinas e apoptose epitelial, 0 que
impede a maturagcdo espermatica e sua capacidade de fertilizacdo. Consequentemente, a presenca de
citocinas pro-inflamatdrias intratesticulares e intraepididimais interfere em processos regulatorios criticos
da espermatogénese e da maturacao espermatica (Liu e Ding 2017).

Ademais, a obesidade associada ao estado inflamatdrio crénico, causa maior taxa de
desequilibrio metabolico e aumento da formacéo de EROS no tecido testicular, trato reprodutivo e sémen.
As citocinas pré-inflamatorias, como a IL-6 e 0 TNF-a, alteram o epitélio seminifero e o epitélio
epididimal, gerando altos niveis de EROS, assim como estas préprias afetam o funcionamento celular,
favorecendo a sintese de novas citocinas pro-inflamatdrias. Além disso, sabe-se que a inflamacéo atrai
leucécitos fagocitarios infiltrantes, de modo a induzir o estresse oxidativo nos 6rgdos reprodutivos
masculinos (Henkel 2011; Lavranos et al. 2012). Por sua vez, um estudo realizado por Bryan e
colaboradores (2013) destacaram que o0 excesso de EROS produzidas pelo tecido adiposo unilocular
desencadeia a liberagdo das citocinas pré-inflamatdrias, as quais atraem localmente os glébulos brancos,
e estes contribuem ndo sé para o aumento da inflamagdo como também a producéo tecidual de EROS.
Assim, embora esteja jA& bem conhecida a relacdo entre obesidade, processos inflamatorios e estresse
oxidativo, pouco é conhecido acerca de sua influéncia nos 6rgédos do aparelho reprodutor masculino, bem

como de sua ordem de ocorréncia.

1.5. Compostos Naturais

Numerosos estudos confirmaram a associacdo positiva entre dieta rica em alimentos vegetais
e bom estado de salde (Crujeiraseiras et al. 2006; Gonzalez-Castejon e Rodriguez-Casado 2011;
Kaczmarczyk et al. 2012). Os efeitos positivos desses alimentos inimeras vezes dependem de seu
conteudo fitoquimico, vitaminas antioxidantes e fibras. A maioria desses compostos dietéticos contribui
para um bom balango redox por varios mecanismos, tais como a eliminacdo direta ou a neutralizacdo de
radicais livres, a modulacédo da atividade e expressdo de enzimas diversas e a acao anti-inflamatoria. Uma
dieta com alta capacidade antioxidante total (um indice de capacidade antioxidante cumulativo em
alimentos) tem sido encontrada inversamente relacionada a adiposidade central, marcadores de estresse
metabolico e oxidativo, e risco de acidente vascular cerebral isquémico (Del Rio et al. 2011; Hermsdorff
et al. 2011). Em particular, um papel benéfico de frutas citricas na obesidade e nas doencas associadas a
obesidade foi demonstrado por estudos clinicos. Dados da Pesquisa Nacional de Saide e Nutricdo
(NHANES) realizada entre 2003 e 2006 mostram que os consumidores de suco de laranja sdo 21% menos
propensos a serem obesos e 0s consumidores masculinos tém 36% menos probabilidade de ter sindrome
metabdlica, em compara¢do com os ndo consumidores (O’Neil et al. 2012). Um efeito positivo do suco

de laranja € ainda apoiado pela observacgéo de que essa bebida neutraliza o estresse oxidativo pds-prandial
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assim como a inflamagé&o induzida pela refeigdo rica em carboidratos e gordura (Ghanim et al. 2010b). O
consumo diario de suco de tangerina (500 mL de suco de tangerina puro) afeta positivamente as defesas
antioxidantes e diminui os biomarcadores oxidativos em criangas obesas (Codofier-Franch et al. 2010).
Outros exemplos de alimentos vegetais Uteis sdo brdcolis e cenoura. O consumo de brotos de brocolis
melhora o estresse oxidativo em condicdes diabéticas: a ingestdo de 10g/dia de brotos de brécolis contribui
para 0 aumento sérico na capacidade antioxidante total, além da reducdo no indice de estresse oxidativo
em 21 pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (Bahadoran et al. 2011). Em 17 individuos com sobrepeso
com niveis elevados de colesterol e triglicérides no plasma, a ingestdo de suco de cenoura (470 mL)
aumentou significativamente a capacidade antioxidante total e reduziu os niveis plasmaticos de
malonaldeido. Curiosamente, este estudo relatou que a melhora no equilibrio redox néo foi acompanhada
de diminuic¢do nos marcadores de risco cardiovascular, demonstrando que o alto consumo de um Gnico
alimento vegetal sem modificaces no estilo de vida nédo é suficiente para melhorar os perfis lipidicos.

Dentre os diferentes suplementos naturais (vitaminas C, E, carotenoides polifenois entre
outros), os compostos fendlicos constituem os fitoquimicos mais abundantes presentes nos alimentos de
origem vegetal, sendo amplamente distribuidos em frutas, legumes, cereais integrais, café, cacau e cha.
Nos ultimos anos, numerosos estudos in vitro e em animais forneceram evidéncias de que os polifenois
sdo agentes protetores contra patologias desencadeadas por eventos oxidantes, incluindo doencas
cardiovasculares, disturbios metabdlicos, cancer e obesidade (Gonzélez-Castejon e Rodriguez-Casado
2011; Pedret et al. 2012). No entanto, os alvos moleculares relacionados aos processos patogénicos ainda
ndo foram totalmente caracterizados. A atividade antioxidante dos polifenois depende de sua capacidade
em atuar como moléculas captadoras, bem como inibir as enzimas geradoras de EROS (incluindo Nox e
INOS) e aumentar a expressdo de enzimas antioxidantes (incluindo a Superéxido Dismutase, Catalase e
aquelas responsaveis pela manutencédo do ciclo da glutationa). Os polifenois podem ter propriedades anti-
obesidade, anti-inflamatdrias, antidiabéticas e anticancerigenas através de multiplos mecanismos: atuam
modulando a inflamacéo e o estado redox tecidual e sistémico, regulando a diferenciacdo dos adipocitos
e o metabolismo lipidico, por meio da inibicdo da atividade da lipase pancreética e a permeabilidade
intestinal, e interagindo com a microbiota intestinal (De la Garza et al. 2011; Hollman et al. 2011; Baret
etal. 2013). No entanto, faltam estudos prospectivos em humanos e ndo é possivel estabelecer uma relagédo
causal entre polifenois, obesidade e doencas crénicas (Hollman et al. 2011). Poucos ensaios clinicos e
pré-clinicos de curto prazo investigaram o papel da suplementacdo de compostos fenolicos sobre a
obesidade e em doencas relacionadas a obesidade, avaliando marcadores de estresse oxidativo e
inflamacdo, bem como fatores de risco de tolerancia a glicose (Leiherer et al. 2013).

Mais recentemente, compostos fenolicos tém sido estudados por sua acdo na sinalizacdo

celular, particularmente na modificacdo de vias de inflamacdo. Algumas dessas agdes podem ser diretas
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e outras sdo propostas como secundarias para modificar o equilibrio redox das células. A¢es mais diretas
podem incluir receptores bloqueadores ou reguladores negativos ou fatores de transcricdo que levam a
expressdo génica pro-inflamatoria, tais como receptores de interleucina (IL) e TLR-4, fator nuclear kB
(NF-kB), proteina ativadora-1 (APO-1), e quinases JNK ou atuando como um ligante natural para receptor
y ativado por proliferador de peroxissomos (PPAR-y), que por sua vez, modula a expressdo génica
inflamatoria. A ativacdo do PPAR-y também pode modificar estimulos inflamatorios para TLRs através
de seus efeitos sobre a redistribuicdo de gordura no tecido adiposo (Tsai e Maeda 2005). Ademais, 0s
compostos fendlicos também possuem um potencial efeito pre-bidtico, através do qual os mesmos alteram
a composicdo e funcdo da microbiota intestinal, a permeabilidade intestinal assim como os estimulos pro-
inflamatorios intestinais (Lee et al. 2006). Os polifenois também podem aumentar beneficamente a
producdo de moléculas anti-inflamatdrias, como IL-4, IL-10, IL-13 e adiponectina (Nagasako-Akazome
et al. 2007; Scazzocchio et al. 2011). Em geral, compostos fenolicos encontrados em frutas e legumes
possuem multiplos caminhos para beneficiar a saide humana; principalmente através de suas a¢des na
modificacdo de eventos celulares para promover o equilibrio entre estado inflamatério e estado normal.

Embora mecanismos gerais de acdo possam ser identificados, cada polifenol pode exercer
efeitos fisioldgicos distintos, dependendo de sua estrutura quimica, biodisponibilidade e metabolismo. De
acordo com sua estrutura quimica, os polifenois sdo classificados em diferentes categorias: acidos
fendlicos, estilbenos, flavonoides (flavonois, antocianinas, flavanonas, flavonas, flavanonois e
isoflavonas), calconas, lignanas e curcuminoides (Savini et al. 2013).

Dentre os compostos fenolicos, o resveratrol (Figura 4) tem se mostrado muito atil no
combate a obesidade, distirbios metabolicos, doengas cardiovasculares e cancer, através de multiplas
acOes: aumenta a atividade mitocondrial, neutraliza o acumulo de lipidios, diminui a inflamag&o, melhora
a sinalizacdo de insulina e modula o equilibrio redox. Um estudo realizado por De Groote et al. (2012),
relatou que a suplementacdo de trifosfato de resveratrol (300 mg por dia) durante 28 dias, reduziu os
parametros bioquimicos de estresse oxidativo e modulou a expressdo de genes sensiveis ao redox nas
células sanguineas de individuos obesos. Por sua vez, Siriwardhana et al. (2013) observou que em
adipocitos humanos maduros, o resveratrol reduziu a expressdo de mediadores pro-inflamatorios (TNF-
a, IL-6, COX-2) e inibiu a sinalizacdo de NF-xB; também induziu lipélise e apoptose, reduzindo a
lipogénese e a proliferacdo de células adiposas (Gonzélez-Castejon e Rodriguez-Casado 2011,
Siriwardhana et al. 2013). Em preé-adipdcitos, o resveratrol regula negativamente a expressdo do PPAR-y
(um receptor nuclear de hormdnio, regulando a diferenciacdo de adipdcitos, sensibilidade a insulina e
suscetibilidade a obesidade) e aumenta a expressdo de genes modulando a atividade mitocondrial
(Rayalam et al. 2008). Efeitos metabdlicos comparaveis também foram observados em humanos: um

estudo randomizado cruzado em homens obesos saudaveis mostra que a suplementacdo de resveratrol
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(150 mg ao dia) por 30 dias reduziu o estresse oxidativo e mimetizou o efeito da restricdo caldrica
(Timmers et al. 2011). Além disso, outra acdo positiva do resveratrol na obesidade depende da sua
capacidade de reduzir as respostas oxidativas e inflamatorias induzidas por dietas hiperlipidica. Esse efeito
é alcancado através da reducdo na atividade da Nox e inducdo da expressdo da glutationa S-transferase-
1P em células mononucleares (Ghanim et al. 2010a), assim como prevencdo da ruptura da barreira
intestinal mediada pelo estresse oxidativo (Elamin et al. 2013).

OH
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Figura 4: Esquema representativo da formula quimica estrutura do Resveratrol.

Outro composto fendlico relevante é a quercetina (Figura 5). Este flavonol é encontrado em
macas, cebolas, cebolinha, brocolis e chas, sendo conhecida por ter multiplas funcbes bioldgicas,
incluindo atividades anti-inflamatorias, antioxidantes e anti-mutagénicas. Um estudo realizado por Anhé
et al. (2012) concluiu que a quercetina atenuou a adipogénese nos miotubos de células esqueléticas de
ratos Wistar, enquanto em ratos obesos ela reduziu a inflamagéo e melhorou a sensibilidade a insulina,
através do aumento da expressdo de GLUT4 e reducdo da fosforilacdo das quinases JNK, bem como a
expressdo de TNF-a ¢ iINOS no musculo esquelético dos mesmos. Em adipdcitos primarios humanos,
Chuang et al. (2010) relatou que o tratamento com quercetina preveniu a resisténcia a insulina e regulou
negativamente a inflamacgdo, atenuando a expressao de IL-6, IL-1pB, IL-8, IL-17 e MCP-1. Em
complemento, Rivera et al. (2008) relatou que a suplementacdo de quercetina (10 mg/kg) diminuiu o
estado inflamatorio no tecido adiposo de ratos Zucker obesos, além de ter melhorado a dislipidemia,
hipertensdo e hiperinsulinemia. Ademais, a quercetina também reduz os niveis circulantes de glicose,
insulina, triglicerideos e colesterol em camundongos e ratos alimentados com uma dieta hipercalorica e

aumenta a expressao bem como a secrecao de adiponectina (hormdnio proteico responsavel por modular
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a regulacdo da glicemia e o catabolismo de &cidos graxos) (Leiherer et al. 2013). Em individuos com
sobrepeso e obesidade, a suplementacdo diaria de quercetina (150 mg durante seis semanas) diminuiu

significativamente os niveis de LDL oxidada e o0 TNF-a (Egert et al. 2010).
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Figura 5: Esquema representativo da férmula quimica estrutural das Quercetinas.

Além das quercetinas, outra relevante subfamilia de flavonoides compreende as antocianinas
(Figura 6). Varios estudos demonstraram os efeitos anti-inflamatérios das mesmas. Diferentes classes de
antocianinas (cianidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo e a petunidina-3-glicosideo) inibiram as
atividades de NF-xB através da via da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) em diferentes
condicdes, tais como: em camundongos CD-1 (Afaq et al. 2005), nos quais inibiu a tumorigénese de pele;
e células microgliais da linhagem BV2 (Jeong et al. 2013), nas quais reduziram a resposta inflamatéria
induzida por lipopolissacarideos. Em um estudo realizado por Rossi e colaboradores (2003), observou-se
que a cianidina-3-glicosideo, concentrada no extrato de amora preta, atenuou de maneira dose-dependente
varios parametros pré-inflamatorios nos pulmdes de ratos Wistar infectados com carragenina. Além disso,
Ju et al. (2011) relatou que o extrato da casca da batata-doce roxa exerceu atividades antilipogénicas pela
supressdo de enzimas e fatores de transcricdo adipogénicos, e teve um efeito antiinflamatorio pela

regulagéo negativa de COX-2 e IL-6 em adipocitos de camundongos (linhagem: 3T3-L1).
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Figura 6: Esquema representativo da formula quimica estrutural de antocianinas. Cada R
representa uma cadeia lateral da molécula.

Essas atividades bioldgicas das antocianinas estdo intimamente relacionadas a incidéncia de
doencas cronicas. De fato, as antocianinas reduziram os fatores de risco para doengas cardiovasculares
(Wallace et al. 2016) e suprimiram o crescimento celular em varias linhas celulares de cancer, indicando
que as antocianinas possuem importantes propriedades anticancerigenas (Lin et al. 2017). O consumo de
antocianinas reduziu o peso corporal e a resisténcia a insulina, levando a tolerancia a glicose restaurada
(Vendrame et al. 2016; Overall et al. 2017).

As catequinas, por sua vez, sdo os flavondis mais abundantes contidos em chas, além de
estarem também presentes no cacau, uvas e vinho tinto (Pérez-Jiménez et al. 2011). Estas abrangem as
seguintes classes: catequinas, epicatequinas, galocatequinas, epigalocatequinas e seus galatos respectivos
(Figura 7). Em ratos, as catequinas reduzem significativamente o estresse oxidativo e a inflamacéo,
aumentando a expresséo de catalase e SOD e diminuindo as atividades de Nox, INOS, TNF-a ¢ NF-xB
(Roghani e Baluchnejadmojarad 2010). Além disso, Chen et al. (2009) relatou que a suplementacdo com
epigalatocatequina (EGCG; 1mg/kg) elevou a termogénese, melhorou a tolerancia a glicose e aumentou
a expressdo de PPAR-y, em ratos alimentados com uma dieta hiperlipidica. Engelhard et al. (2006) relatou
que em ratos diabéticos tratados com estreptozotocina, a administragdo de EGCG (25mg/kg) durante oito
semanas estabeleceu uma condigdo hipoglicémica paralela a um melhor perfil lipidico. Si et al. (2011)
relatou que uma dieta enriquecida com epicatequina reduz os niveis de IGF-1 e prolonga a vida util de
camundongos diabéticos. Nos seres humanos, as catequinas tém sido comprovadas por melhorar a pressao
arterial, colesterol LDL, obesidade e fatores de risco para doencas cardiovasculares. As bebidas ricas em
catequina (cha verde contendo cerca de 600 mg de catequinas) melhoram a obesidade e a glicemia em
doentes com diabetes mellitus tipo 2 (Nagao et al. 2009).
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Figura 7: Esquema representativo das formulas quimicas estruturais das epicatequinas e seus galatos.
Modificado de De Albuquerque 2014.

As isoflavonas (genisteina, daidzeina e gliciteina) estdo presentes nas leguminosas, graos e
vegetais, mas a soja € a fonte mais importante desses polifenois na dieta (Figura 8). Gracas a sua estrutura
quimica, essas moléculas sdo capazes de exercer efeitos semelhantes ao estrogénio; por esta razéo, sdo
também classificados como fitoestrogénos e sdo considerados Uteis para o tratamento de cénceres
hormonios-dependentes (em particular, canceres de prostata e de mama) (Cimino et al. 2012). Estudos de
seguranca a longo prazo sugerem que as mulheres que consomem uma dieta rica em isoflavonas
apresentam menor tendéncia a desenvolver canceres de endomeétrio e de ovario (Eden 2012). Evidéncias
recentes sugerem que esses compostos também protegem contra a obesidade e comorbidades (Hurt e
Wilson 2012); seus efeitos antiadenogénicos e antilipogénicos podem ser devido a capacidade dos
receptores de estrogeno em interagir com o PPAR, modulando o desenvolvimento adiposo, a sensibilidade
insulinica e o metabolismo dos &cidos graxos. Outros mecanismos de prote¢do compreendem a reducao
do estresse oxidativo bem como da inflamacdo. A genisteina é considerada um candidato promissor para
contrabalancar os efeitos deletérios das EROS, pois age como um antioxidante através da quelacdo de
metais e do aumento tanto da relacdo de glutationa reduzida/oxidada (GSH/GSSG) quanto do potencial
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de membrana mitocondrial (Savini et al. 2013). Adicionalmente, a genisteina tem a capacidade de
restaurar as atividades enzimaticas antioxidantes e reduzir a producdo de EROS, citocinas pro-
inflamatdrias, bem como os conteudos de iINOS e NOS endotelial (eNOS). Em ratos alimentados com
dieta hiperlipidica, as moléculas de genisteina inibem a inflamacao e a progressao da esteatose hepatica,
através da ativacdo da proteina JNK (c-Jun amino-terminal quinase) e inibi¢cdo do NF-kB, bem como a
secrecdo de TNF-a e IL-6 (Behloul e Wu 2013). Em mulheres p6s-menopausicas, a suplementacdo de
genisteina (> 1 mg/dia) diminuiu o IMC bem como o tamanho da cintura, além de ter aumentado o0s niveis
séricos de HDL (Goodman-Gruen e Kritz-Silverstein 2001, 2003). Assim, seis meses de suplementacédo
de isoflavona (80 mg por dia) em mulheres saudaveis tem a capacidade de diminuir o dano oxidativo de
DNA e aumenta a capacidade antioxidante total plasmatica (Erba et al. 2012).

Genistina Genisteina

HCY

Glicitina Gliciteina

Figura 8: Esquema representativo das formulas quimicas estruturais de isoflavonas da soja. Modificado de
Genovese et al. 2003.
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A curcumina, um polifenol da classe dos curcuminoides, é o principal extraido da circuma
(uma especiaria derivada dos rizomas da Curcuma longa), além de possuir propriedades anticancerigenas,
anti-inflamatorias, antiobesogénicas e antidiabéticas (Figura 9) (Shehzad et al. 2012). Os mecanismos de
acdo subjacentes envolvem a regulacdo de fatores de transcrigdo sensiveis as oscilacGes de oxirreducéo,
citocinas inflamatorias e fatores de crescimento. A nivel celular, a curcumina é capaz de induzir um leve
estresse oxidativo e metabdlico, resultando em respostas adaptativas caracterizadas pelo aumento do
metabolismo de enzimas antioxidantes (como catalase e MnSOD) e de lipideos (por exemplo:
aP2/FABP4, CD36 e HMG-CoA redutase) (Zingg et al. 2013). No figado, a curcumina previne a
resisténcia a insulina induzida por dieta hiperlipidica e a obesidade, atenuando a lipogénese (Shao et al.
2012). No tecido adiposo, essa classe de polifenois inibe a infiltracdo de macréfagos assim como a
ativacdo do NF-kB (Bradford 2013). No mdsculo, ao ativar o Nrf2, esta melhora o nivel de estresse
oxidativo e a tolerancia a glicose (He et al. 2012). Finalmente, a curcumina tem uma atividade
anticancerigena bem reconhecida que, pelo menos em alguns casos, € decorrente de seus efeitos

semelhantes ao estrogénio (Bachmeier et al. 2010).

HO OH
OCHs3 HaCO

Figura 9: Esquema representativo da férmula quimica estrutural da curcumina.

Por fim, tém-se os capsaicinoides e capsinoides, os quais compreendem alcaloides
encontrados principalmente em pimentas vermelhas e pimentdes. Estes exercem a¢des farmacoldgicas e
fisioldgicas, incluindo efeitos anticancerigenos, anti-inflamatdrios, antioxidantes e antiobesogénicos (Luo
e Peng 2011). Tem sido relatado que o consumo de capsaicinoides aumenta o gasto energético e a oxidagdo
lipidica, reduz o apetite bem como o consumo de energia, favorecendo assim a perda de peso (Whiting et
al. 2013). Os mecanismos moleculares de acdo ndo sdo totalmente compreendidos, embora esteja
estabelecido que a estimulacdo do potencial receptor transiente do tipo vaniloide-1 (TRPV1) seja

responsavel por muitos dos efeitos observados. A capsaicina também atenua as respostas inflamatorias
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induzidas pela obesidade reduzindo os niveis de TNF-a, IL-6, IL-8 e MCP-1 (Choi et al. 2011), da mesma
forma que atenua os niveis de adiponectina, importantes para a resposta a insulina (Kang et al. 2011).

Portanto, a ingestdo de alimentos ricos em compostos fenolicos tem sido associada a uma
série de beneficios a saude, j& que 0os mesmos tém sido relacionados a reducdo do risco de doencas
cardiovasculares, progressdo da memoria, além da protecdo contra obesidade e alteracdes glicémicas
(Brito et al. 2007). Tais melhorias devem-se as propriedades bioguimicas dos fendlicos, dentre as quais
destacam-se (1) elevada atividade antioxidante; (2) capacidade de modificar eventos moleculares para o
melhoramento de funcdes endoteliais e inibicdo de agregacdo plaquetaria, auxiliando na prevencao de
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas; (3) propriedades e atividades anti-inflamatdrias
envolvidas na atividade estrogénica, peroxidagdo lipidica, inibicdo enzimatica e aumento da producéo de
citocinas reguladoras da resposta imune pela inibicdo da via de NF-«xB; (4) protecdo contra resisténcia a
insulina; (5) controle da progressdo da diabetes mellitus e da hipertensdo bem como (5) regulacdo do
avanco da obesidade pela reducdo nas taxas de colesterol e triglicérides (Brito et al. 2007; Tsuda et al.
2003; Defuria et al. 2009; Wu et al. 2012).

1.5.1. Jabuticaba

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora; Myrciaria jaboticaba), pertencente a familia Myrtaceae,
é uma planta de cor roxa escura, nativa do Brasil, e esta distribuida em todo o bioma da Mata Atlantica,
sendo conhecida internacionalmente como a “uva do Brasil” (Wu et al. 2012). O fruto tem uma aparéncia
e textura semelhante a das uvas, mas com uma casca mais espessa, resistente e escura. Cada fruto contém
de uma a quatro sementes na polpa branca. Comum nos mercados brasileiros, as jabuticabas sé&o
consumidas frescas, bem como em formas processadas em compotas, sucos e licores. Sua popularidade
foi comparada aquela das uvas em outros paises (Reynertson et al. 2006; Wu et al. 2012).

Vaérios estudos ja analisaram a composicdo das diferentes espécies de jabuticaba. Esta é
considerada a fruta brasileira com a maior fonte de antocianinas, uma classe especifica de flavonoides
(compostos fendlicos), concentrada majoritariamente em sua casca. As antocianinas sao responsaveis pela
coloracdo arroxeada de varias frutas, destacando-se nesse caso a jabuticaba (Leite et al. 2011). Os
respectivos fendlicos sdo constantemente associados as atividades antioxidante, anti-inflamatoria e anti-
carcinogénica assim como a prevencao de doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, evidenciando,
pois, a relevancia ao consumo da casca de jabuticaba, anteriormente discutida (Tsuda et al. 2003; Brito et
al. 2007). Alem de antocianinas, varios estudos descreveram a presenca de outros compostos fendlicos na
casca da referente fruta, tais como terpenos, acidos fendlicos, quercitinas, isoquercitinas, acido galico,
acido elagico e depisideos (jaboticabina). A este ultimo é atribuido as atividades antibi6ticas, antivirais e

antiproliferativas, sendo o mesmo considerado potente anti-inflamatorio ndo esteroidal. Adicionalmente,
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a jabuticaba possui uma abundante composicdo em carboidratos, minerais, aminoacidos, vitaminas,
especialmente a vitamina C, carotenoides e fibras sollveis e insolGveis, de modo que a mesma seja
considerada uma “super fruta” (Reynertson et al. 2006; Rufino et al. 2010; Lenquiste et al. 2012;
Plagemann et al. 2012).

Em corroboragdo as propriedades bioguimicas relatadas aos compostos fendlicos, Leite et
al. (2011) evidenciaram um significante aumento no potencial antioxidante do plasma em ratos por meio
da ingestdo da casca de jabuticaba desidratada. Além disso, fora demonstrado o efeito antiproliferativo do
extrato da casca de jabuticaba contra células tumorais sem inducdo de danos ao DNA ou efeitos
mutagénicos (Leite-Legatti et al. 2012). Por sua vez, Reynertson et al. (2006) relataram uma intensa
atividade anti-radical referente ao extrato de jabuticaba, assim como a inibicdo da sintese de IL-8
(interleucina 8) por parte do respectivo componente. Outros estudos atribuiram o aumento a sensibilidade
insulinica em ratos obesos aos compostos bioativos presentes na casca da jabuticaba, relacionando tal fato
a capacidade destes em atenuar os processos inflamatérios pela reducéo na expressao de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6, IL-1p e IL-17) também envolvidas no metabolismo glicosidico (Defuria et al. 2009;
Dragano et al. 2013). Wang et al. (2014) analisaram o efeito do tratamento com o extrato aquoso das
sementes de jabuticaba em células humanas de carcinoma oral (linhagem: HSC-3). Estes observaram que
0 tratamento ativava a via apoptotica das células cancerigenas, por induzir a atividade da caspase-3, assim
como a Bcl-2 e Bcl-xL, além de regular negativamente a expressdo génica de Survivina (membro da
familia de proteinas inibidoras de apoptose que inibe as caspases e bloqueia a morte celular). De Andrade
et al. (2015) testaram o efeito do extrato hidroalcoodlico da casca de M. cauliflora via infusdo intravenosa
em ratos Wistar. Estes relataram que o extrato favoreceu a reducdo da presséo arterial, além de aumentar
o fluxo sanguineo adrtico sem alteracfes na frequéncia cardiaca. Em um estudo Inada e colaboradores
(2018) produziu um suco de jabuticaba (M. jaboticaba) por extracdo a vapor e relatou, além de seu elevado
teor de compostos fenodlicos, sua intensa atividade antimicrobiana para Escherichia coli e Salmonella
enteritidis. Quatrin et al. (2018) relataram que o consumo da casca de jabuticaba em p6 por ratos Wistar
diabéticos atenuou condicdes de hiperglicemia e dislipidemia, pela ativacdo da sintese da glutationa, pela
qual promoveu o aumento da propor¢do de GSH/GSSG, aléem de modular o equilibrio redox dos grupos
tiol-dissulfeto no figado desses animais. Mais recentemente, Lamas et al. (2018) ao realizar um novo
método de extracdo de compostos fendlicos da casca da jabuticaba (M. jaboticaba) relacionou seu elevado
teor de antocianinas e acido galico, a sua potente capacidade antioxidante. Relataram também que o
extrato reduziu os niveis de esteatose hepatica em camundongos submetidos a uma dieta hiperlipidica,
bem como os niveis de marcadores pro-inflamatérios (TNF-o e NF-kB), alem de reduzir a resisténcia

insulinica em camundongos obesos pré-diabéticos.
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No geral, das publicacdes que mostram o efeitos dos compostos fendlicos sobre o aparelho
reprodutor masculino a maioria evidencia a redugdo dos danos oxidativos, assim como a melhora na
contagem e viabilidade espermatica (Hala et al. 2010; Chenniappan e Murugan, 2017; Archana et al. 2018;
Selmi et al. 2018). Nesse contexto, Chenniappan e Murugan (2017) observaram que o tratamento com
extrato de lonidium suffruticosum melhorou os niveis de catalase e SOD nos testiculos e epididimos, bem
como a contagem de espermatozoides do epididimo, em ratos Wistar albinos. Selmi et al. (2018) relataram
uma reducdo nos niveis de radicais livres, bem como melhores niveis de GPX, catalase e SOD total, tanto
nos testiculos quanto no epididimo de ratos Wistar intoxicados com malatido e tratados com éleo essencial
de lavanda. Outro estudo observou que o extrato de semente de uva aumentou a contagem, a viabilidade
e a mobilidade dos espermatozoides de ratos Sprague Dawley albinos contaminados com cloreto de
aluminio (Hala et al. 2010). Além disso, de acordo com Archana et al. (2018) a co-administracdo de
resveratrol resultou em uma melhora significativa na esteroidogénese e espermatogénese e mitigacdo do
estresse oxidativo em ratos expostos ao cloreto de polivinil (PVC). Sendo assim, destacamos a relevancia
de uma reeducacdo alimentar rica em compostos antioxidantes para a recuperacdo da homeostase
organica. Contudo, ndo existem estudos a respeito dos efeitos da suplementacao alimentar com compostos
fenolicos contra as alteracdes ocasionadas pelo envelhecimento e sobrepeso nos diferentes 6rgédos do

aparelho reprodutor masculino, tanto na espécie humana quanto em roedores.

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O processo de envelhecimento associado a obesidade afeta negativamente inimeros
parametros testiculares e epididimais, variando desde os processos fisiologicos aos morfoldgicos, de
modo que ambos sejam considerados fatores de risco ndo s6 a fertilidade masculina, mas também a
homeostase dos respectivos 6rgdos. Tais fatores promovem alteracGes no potencial redox e enddcrinas
que prejudicam a esteroidogénese testicular além de aumentar a taxa apoptética das células germinativas
e a proliferacdo anormal dos demais tipos celulares tanto no testiculo como no epididimo. Em
contraposicdo a tais efeitos, a jabuticaba mostra-se rica em compostos fendlicos aptos a recompor a
homeostase funcional e morfologica gonadal. Assim, o0 presente projeto visou caracterizar o possivel
efeito terapéutico da ingestdo do extrato da casca de jabuticaba, sob os parametros histoldgicos
(estruturais e ultraestruturais), moleculares e bioquimicos nos testiculos e epididimos de camundongos

senis e obesos, frente ao incipiente conhecimento acerca do tema.
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Os objetivos especificos foram:

I. Avaliar os efeitos do extrato patenteado da casca de jabuticaba, altamente concentrado em compostos
fenolicos, frente ao envelhecimento e dieta hiperlipidica sobre os aspectos histopatolégicos e
moleculares dos epididimos e testiculos de camundongos FVB;

I1. Quantificar os niveis proteicos dos antigenos relacionados ao processo inflamatorio (COX-2, IL-17,
NF-kB ¢ TNF-a) e proliferativo (PCNA) nos testiculos e epididimos de camundongos senis FVB
e com sobrepeso induzido por dieta hiperlipidica, também submetidos ao tratamento com o extrato
patenteado da casca de jabuticaba;

I11. Avaliar a incidéncia de células apoptdticas atraves da técnica de TUNEL nos camundongos FVB
senis e com sobrepeso, submetidos ao tratamento com o extrato patenteado da casca de jabuticaba;

IV. Quantificar os niveis proteicos dos antigenos relacionados a via hormonal (AR, ERa e Aromatase)
nos testiculos e epididimos de camundongos senis FVB e com sobre peso induzido por dieta
hiperlipidica, e tratados com o extrato patenteado da casca de jabuticaba;

V. Analisar por método imunoenziméatico (ELISA) os niveis intratesticulares e intraepididimais de
marcadores antioxidantes enddgenos (GSH, GR, GPx, SOD, Catalase), bem como de peroxidacéao
lipidica, via técnica de TBARS, em camundongos FVB senis e com sobrepeso, também tratados
com o extrato patenteado da casca de jabuticaba;

VI. Correlacionar a ocorréncia de processos inflamatorios e excesso de estresse oxidativo, com o
desenvolvimento de patologias epididimais e testiculares, avaliando também os efeitos preventivos
e recuperativos do extrato patenteado da casca de jabuticaba nos camundongos FVB senis e com

sobrepeso;

3. MATERIAL E METODOS GERAIS

3.1. Animais e Desenho experimental

Neste trabalho foram utilizados 70 camundongos da linhagem FVB provenientes do Biotério
Central da Unicamp (CEMIB). Todos os procedimentos experimentais foram realizados segundo as
Normas Internacionais de Pesquisa envolvendo Animais, e submetidos a aprovacdo do Comité de Etica
em Pesquisa da Unicamp (Protocolo CEUA: 4038-1). A cédpia digitalizada destes documentos
encontram-se nos Anexos I, Il e IlI.

Os animais foram separados em 7 grupos experimentais (n= 10 animais/grupo):

e  Grupo Jovem (JV): camundongos com 3 meses de idade que receberam gavagem diaria com

agua além de racdo Nuvital® ad libitum por 60 dias;
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e  Grupo Controle/Senil (SE): camundongos com 11 meses de idade, que receberam gavagem
diaria com agua além de racdo Nuvital® ad libitum (Composicdo: 229% de proteina; 53g% de
carboidrato; 4.59% de lipidios; 2.9 kcal/g) por 60 dias;

e Grupo Dieta Hiperlipidica (SHP): camundongos com 11 meses de idade que receberam
gavagem diéria com agua além de racdo hiperlipidica (Composicdo: 20g% de proteina; 50g% de
carboidrato; 219% de lipidios; 4.5 kcal/g) por 60 dias;

e Grupo Senil/Jabuticaba dose 1 (SJI): camundongos com 11 meses de idade, que receberam
gavagem diaria de extrato de casca de jabuticaba (2,9 g de extrato/ Kg de peso do animal/ dia), além
de agua e racdo Nuvilab® ad libitum durante 60 dias;

e Grupo Senil/Jabuticaba dose 2 (SJI1): camundongos com 11 meses de idade, que receberam
uma dose extra, em relacdo ao grupo SJI, de gavagem diaria extrato de casca de jabuticaba (5,8 g de
extrato/Kg de peso do animal/ dia), além de agua e racdo Nuvilab® ad libitum durante 60 dias;

e Grupo Dieta Hiperlipidica/Jabuticaba dose 1 (SHJI): camundongos com 11 meses de idade
que receberam gavagem didria de extrato de casca de jabuticaba (2,9 g de extrato/ Kg de peso do
animal/ dia), além de agua e racdo hiperlipidica ad libitum por 60 dias.

e Grupo Dieta Hiperlipidica/Jabuticaba dose 2 (SHJII): camundongos com 11 meses de idade
que receberam dose extra de gavagem diaria de extrato de casca de jabuticaba (5,8 g de extrato/Kg de
peso do animal/ dia), em relacdo ao grupo SHJI, além de &gua e racao hiperlipidica ad libitum por 60
dias.

Resumo da diviséo dos grupos experimentais se encontra no esquema abaixo (Figura 10).

Apbs 60 dias de tratamento, todos os animais foram pesados em balanca semi-analitica Marte
AS 5500 (Séo Paulo, Brasil), anestesiados com Cloridrato de Xilazina 2% (5mg/kg i.m.; Konig, Sdo
Paulo, Brasil) e Cloridrato de Cetamina 10% (60mg/kg i.m.; Fort Dodge, lowa, EUA) e sacrificados.
Os testiculos e epididimos foram coletados e submetidos as analises em microscopia de luz, eletronica,

Western Blotting e bioquimica conforme indicado pelos Anexos IlII.
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Figura 10: Esquema representativo a respeito da divisdo dos grupos experimentais utilizados neste estudo.

3.2. Dieta Hiperlipidica
A racdo com alto teor lipidico foi preparada no laboratério da Professora Dra. Carla Beatriz
Collares Buzatto de acordo com Carvalho et al. (2012), com alto teor de lipidios (21% em peso; 40,3%
em Kcal), a qual foi administrada por 60 dias. A composicao desta racdo (em pd) pode ser observada
na Tabela 1. Ja os animais dos grupos JV, SE e SJ receberam ragdo com contetdo normal de lipidio
(4.5% em peso, 8.0 % em Kcal; racdo padrdo em p6; Nuvital CR-1, Colombo, PR) pelo mesmo periodo
de tempo.

Tabela 1. Composicgdo da racédo hiperlipidica.

Componentes g% Racéo Normal Racao Hiperlipidica
Proteinas 22.0 20.0
Carboidratos 53.0 50.0
Lipidios 4.5 21.0
Outros* 20.5 8.0
Kcallg 2.9 4.7

*Fibras, vitaminas e sais minerais.
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3.3. Extrato de casca de Jabuticaba

3.3.1. Preparo e Determinacéo da dose do Extrato da Casca de Jabuticaba (ECJ)

O extrato foi preparado junto ao Laboratério de Nutricdo e Metabolismo em parceria com 0
Prof° Dr° Mario Roberto Marostica Jr. (FEA-UNICAMP). Jabuticabas frescas, da variedade Sabara
(Myrciaria jaboticaba), foram adquiridas na Central de Abastecimento de Campinas (CEASA) no
estado de S&o Paulo, Brasil. As frutas foram lavadas e descascadas manualmente e em seguida as cascas
foram congeladas a -18 °C. O método utilizado para preparar o ECJ foi patenteado em parceria com o
prof. Dr. Mario Mardstica (Mardstica et al. 2017; n°. BR 1020170054624) e consistiu na adi¢cdo da
casca de jabuticaba liofilizada em solucéo de etanol com posterior remocdo de solvente (Mardstica et
al. 2017). Os compostos presentes no ECJ e sua atividade antioxidante in vitro foram avaliados em
estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa (Lamas et al. 2018). A dose administrada para 0s animais
foi determinada em estudos prévios de nosso grupo de pesquisa, também em fase de submissdo para
periddicos cientificos, sendo seu contetdo fendlico dez vezes menor que o ingerido ao se adicionar 4%

de casca de jabuticaba liofilizada a racdo dos roedores (Lenquiste et al. 2012; Dragano et al. 2013).

3.4. Determinac&o do Peso Absoluto e Relativo de Orgaos
Foram determinados inicialmente os pesos absolutos dos testiculos e epididimos, por meio de
uma balanca analitica.
Para o célculo do peso relativo foram considerados os pesos absolutos e o peso corporal dos
animais (peso do 6rgdo/peso corporal x 100). No caso dos testiculos, esta medida recebe o nome de

indice Gonadossomatico (IGS) e dos epididimos recebe o nome de indice Epididimossomatico (IES).

3.5. Contagem de espermatides, producéo espermatica diaria (PED) e tempo de transito
epididimal
Espermatides resistentes a homogeneizacdo (estagio 20 da espermiogénese) no testiculo, e
espermatozoides das porcdes cabeca/corpo e cauda do epididimo foram contados em céamaras de
Neubauer (4 campos por animal), apds homogeneizacdo dos 6rgaos (homogeneizador Ultra-Turrax —
Janke & Kunnkel lkaWerk) em mistura de 0,9% de NaCl, 0,05% de triton x 100, segundo método
descrito previamente (Robb et al. 1978).
Para determinacdo da producéo diaria de espermatozoides (PED), o nimero de espermatozoides
por testiculo foi dividido por 4,25, que é 0 nimero de dias em que as espermatides maduras estdo

presentes no epitélio seminifero (Robb et al. 1978).
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Para o célculo do tempo de transito espermatico na cabeca/corpo ou cauda do epididimo, foi
dividido o numero de espermatozoides, em cada porc¢do, pela PED. Estas metodologias foram

realizadas de acordo com técnicas descritas por Kempinas et al. (1998).

3.6. Microscopia de Luz

Apos sacrificio amostras testiculares e epididimais foram coletadas e fixadas em solucdo de
Karnovsky e Paraformol 4%, por 24 horas. Apos a fixacao, os 6rgdos fixados foram desidratados em
uma série alcodlica crescente. Posteriormente, as amostras fixadas em Paraformol foram diafanizadas
em uma solucdo de alcool/xilol, seguido por solugdes de Xilol durante duas horas e por fim, inclusos
em parafina e polimero de pléastico (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Este material foi seccionado
em micrétomo (Leica RM2255) com espessura de cinco micrémetros e posteriormente corado em
Hematoxilina e Eosina (HE) (Jungueira et al. 1979) e fotografado no microscopio de Luz Olympus
BX41 acoplado a camera digital Olympus Q Color 3. Por sua vez, as amostras fixadas em Karnovsky
foram seccionadas, apds 48 horas do sacrificio, sendo uma pequena porcao destinada a microscopia
eletronica de transmissdo e o restante (a por¢do mais significativa) destinado a inclusdo em Historesina
Leica. Estes foram submetidos a desidratacdo alcodlica crescente, seguido por infiltracdo overnight em
resina, e posteriormente foram incluidos em Historesina. Assim como o material destinado & parafina,

estes Ultimos seguirdo o mesmo protocolo de seccdo, sendo, porém, secionados a 3 micrémetros.

3.7. Morfometria e Estereologia do Testiculo

3.7.1. Proporc6es Volumétricas (%) e Volumes dos Componentes do Parénquima Testicular

Estes parametros foram analisados a partir da contagem de 4320 pontos por animal. Para isso,
foi utilizado um reticulo com 432 intercessdes, que foi projetado sobre 10 imagens aleatorias (com um
espacamento de 10 micrometros entre cada corte), e visualizados em microscépio de luz, com aumento
de 400x. Dessa forma, foram quantificados os tubulos seminiferos, células de Leydig, vasos
sanguineos, espaco linfatico e tecido conjuntivo.

O volume total do testiculo foi calculado pela diferenca entre peso bruto testicular e o peso da
tlnica albuginea. Além disso, considerando que a densidade deste 6rgdo € proximaa 1 (1,03 a1,04), o
peso testicular poderd ser considerado igual ao seu volume (Franca e Russel 1998).

3.7.2. Diametro Tubular, Altura do Epitélio Seminifero e Comprimento Total dos Tubulos

Seminiferos (CT)

Para obtencdo do diametro médio tubular foram mensuradas ao acaso 30 seccOes transversais

dos tabulos seminiferos que apresentem um contorno o mais préximo possivel ao corte circular.
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Utilizando as mesmas secc¢des que o item 3.7.1., foi mensurada a altura do epitélio seminifero,
considerando a distancia entre membrana basal e a luz tubular. O valor deste parametro por tubulo foi
obtido pela média de duas afericdes em regiGes diametralmente opostas.

Ja o comprimento total dos tdbulos seminiferos (CT) é expresso em metros, e estimado
considerando-se o diametro tubular médio de cada animal e conhecimento prévio do volume que estes
tibulos ocupam no 6rgdo. Assim, foi utilizada a seguinte formula: CT=VTS/aR? no qual, VTS =
volume total de tibulos seminiferos e tR? = area da seccio transversal dos tlbulos seminiferos (Predes
et al. 2010).

3.8. Morfometria e Estereologia do Epididimo

3.8.1. Proporc¢des volumétricas (%) dos compartimentos na cabeca e cauda do epididimo

Estas propor¢Oes foram estimadas a partir da contagem de 1000 pontos (por animal) em 10
campos aleatorios, com um espacamento de 10 micrometros entre cada corte. As imagens foram
capturadas em microscopio de Luz Olympus BX41 acoplado a cdmera digital Olympus Q Color 3
utilizando o software Image-Pro Plus 6.0. Para tal, foi utilizada uma grade reticulada e imagens
capturadas em aumento de 200x. Os elementos quantificados foram os tubulos e espaco intertubular.

3.8.2. Diametro tubular e luminal e altura do epitélio na cabeca e cauda do epididimo

O diametro tubular e luminal, por animal, foi obtido a partir da mensuracao, ao acaso, de 15
seccdes transversais de tubulos que apresentaram contorno o mais circular possivel em cada regido do
epididimo. Diametro tubular e luminal médio é representado pela média de duas medidas tomadas de
forma diametralmente opostas. Nas mesmas seccOes utilizadas para se medir o diametro tubular foi
mensurada a altura do epitélio excluindo-se os estereocilios. A altura média do epitélio de cada tubulo
corresponde a média de quatro medidas tomadas de forma diametralmente opostas. O diametro luminal

foi obtido através da subtracdo do didmetro tubular pela altura do epitélio.

3.9. Quantificacdo Histopatoldgica do Epididimo

Os elementos quantificados foram classificados, segundo Creasy et al. (2012) e Kempinas e
Klinefelter (2014), em sete categorias histopatoldgicas: (1) Cariomegalia; (2) hipertrofia de células
claras; (3) mudanca cribriforme; (4) microvacuolizacéo epitelial; (5) infiltrado inflamatorio; (6) restos
celulares luminais; (7) necrose de célula unica. A quantificacdo foi estimada a partir da contagem de
2500 pontos (por animal) em 5 campos aleatorios. As imagens foram capturadas sob um microscopio
Olympus BX41 Light acoplado a camera digital Olympus Q Color 3 usando o software Image-Pro Plus
6.0. Para isso, foi utilizada uma grade reticulada e capturadas imagens em aumento de 200 x.
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3.10. Microscopia Eletronica de Transmissao

Testiculos e epididimos fixados, inicialmente, em Karnovsky, foram seccionados e
posteriormente parte de seus fragmentos permaneceram cerca de 24 horas em uma solucdo de tampao
fosfato 0.2M, glutaraldeido 5% e sacarose 2%. Em seguida, os mesmos foram lavados no respectivo
tampéo e pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% por trés horas a temperatura ambiente. Para finalizar
0 processo, 0s respectivos 6rgdos foram desidratados em séries crescentes de acetona (50 a 100%),
infiltrados em solucdes de resina/acetona e incluidos em resina Epoxy a 60°C por 72 horas para
polimerizagdo. Os cortes ultrafinos foram feitos em ultramicrétomo Ultracut UCT LEICA, sendo 0s
mesmos contrastados em solugdes de acetato de uranila aquoso 2% e citrato de chumbo 0,1%.
Posteriormente tais cortes posicionados em telas de cobre foram analisados e fotografados em
microscopio eletronico de transmissdo LEO 906 no Centro de Microscopia Eletrdnica do Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas, Sdo Paulo (UNICAMP).

3.11. Western Blotting

Amostras de testiculo e epididimo foram coletadas de 6 animais de cada grupo experimental, e
posteriormente congeladas a -80°C. Em seguida, foram homogeneizadas através do homogeneizador
Polytron (Kinematica Inc., Lucerne, Suica), com a utilizagdo de tampé&o de extracdo RIPA (Millipore,
Temecula, CA, USA), e coquetel inibidor de protease (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Uma
aliquota de cada amostra foi usada para determinacgéo da concentracdo de proteinas, usando o reagente
de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), sendo estabelecido 30 pg de proteina para
cada tecido.

As amostras foram misturadas (em uma proporc¢édo 1:1) com tampéao de amostra 3X (100mM
Tris-HCI pH 6.8, 10%p-mercaptoetanol, 4% SDS e20% glicerol), incubadas em banho seco a 95°C,
durante 5 minutos. O contetddo extraido foi aplicado no gel de SDS-poliacrilamida, e submetido a
eletroforese. Apos esse processo, 0 material foi transferido eletricamente (via Sistema Hoefer) para
membranas de nitrocelulose (Amersham) a 120 V por 1 hora e meia. Em seguida, as membranas foram
bloqueadas com albumina bovina serica (BSA) 3% (para AR, COX-2, ERa ¢ NF-xB) e 1% (para
Aromatase, 1L-17, PCNA e TNF-a), ambos diluidos em TBS-T por uma hora e incubadas overnight
com o0s anticorpos primarios, de acordo com o descrito na Tabela 1. Ap6s lavagem com tampédo TBS-
T, as membranas foram incubadas por duas horas com os anticorpos secundarios anti-rabbit e anti-
mouse HRP conjugados, diluidos em BSA 1% (Tabela 1). Ap6s uma série de seis lavagens com TBS-
T, as bandas foram detectadas atraves da reacdo com solucdo quimioluminescente (Super Signal West
Pico Chemiluminescent/ThermoScientific/34080) durante 5 minutos, e capturadas pelo software de

aquisicao de imagem GeneSys (Syngene Bio Imaging, Cambridge, UK) no equipamento Gene Gnome.
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O anticorpo para [3-actina mouse monoclonal (sc-81178, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) foi usado como controle enddgeno. A intensidade das marcagdes obtidas para as diferentes
moléculas foi quantificada por densitometria através do programa de analise de imagens Image J

(Image Analysis and Processing in Java), sendo expressa como a porcentagem média em relacdo a

intensidade da marcacgéo de p-actina.

Tabela 2. Anticorpos utilizados nas técnicas de Western Blotting.

Anticorpos Orgaos Especificagdes Diluices
. - . Lo W4021, Promega
Anti-mouse (secundario) Testiculo/Epididimo . 1:5000
Corporation
. . . o W4018, Promega
Anti-rabbit (secundario) Testiculo/Epididimo . 1:5000-6000
Corporation
Lo sc-816 - Santa Cruz
AR Testiculo/Epididimo . 1:350
Biotechnology
Aromatase Testiculo/Epididimo ab18995, Abcam 1:350
o sc-376861 - Santa Cruz
COX-2 Testiculo/Epididimo ) 1:350
Biotechnology
ERa Testiculo/Epididimo ab 32063, Abcam 1:500-350
IL-17 Testiculo/Epididimo ab79056, Abcam 1:500
NF-xB Testiculo/Epididimo ab16502, Abcam 1:500
PCNA Testiculo/Epididimo ab 29, Abcam 1:500
TNF-a Testiculo/Epididimo ab8348, Abcam 1:350

3.12. Avaliacéo tecidual de antioxidantes e peroxidacao lipidica

Para esta avaliacdo, os tecidos foram homogeneizados através do homogeneizador Polytron
(Kinematica Inc., Lucerne, Suica), com a utilizacdo de tampédo PBS. Em seguida foram centrifugados
durante 20 minutos a 14000 rpm, e 4°C para a obtencédo do sobrenadante. Este foi usado, primeiramente,
para determinar a concentracdo de proteinas do extrato, usando o reagente de Bradford (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA), e posteriormente para os testes bioguimicos.

Todas as leituras de absorbancias e fluorescéncia para as analises biogquimicas foram
determinadas no leitor de microplaca Synergy HT, Biotek (Winooski, VT, USA) com o software Gen5
2.0, para analise de dados.

3.12.1. TBARS (Ensaio das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico)
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Os niveis de TBARS no testiculo e epididimo foram determinados pelo método descrito por
Ohkawa et al. (1979), com adaptagdes. Os tecidos congelados (10mg/ml) foram sonicados em tampéo
PBS, no gelo. Em seguida, foram acrescentados, as amostras, SDS (dodecil sulfato de so6dio), TBA
(&cido 2-tiobashiturico) em pd, 20% de acido acético e 5% de hidroxido de sodio. Apds um
aquecimento de 95°C durante 60 minutos, em banho maria, as amostras foram arrefecidas em banho
de gelo por 10 minutos, e entdo, centrifugadas a 10.000 rpm, por 10 minutos, a 4°C. O MDA-TBA
resultante foi quantificado usando microplacas de 96 pogos, em um comprimento de onda de 532 nm.
A curva padréo foi preparada usando MDA padrao (#10009202, Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, MI, USA).

3.12.2. Conteudo de Grupo Tiol (GSH)

Os niveis de GSH dos tecidos foram determinados nos homogenados de testiculo e epididimo
usando DTNB (reagentes de Ellman) (Ellman 1959), com modificagdes. Solucdo de GSH (2.5-500
nMol/ml de GSH) foi usada como padrao e a absorbancia foi lida em 412 nm. O contetdo de grupo

tiol reduzido foi expresso em nMol de GSH mg protein™.

3.12.3. Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi quantificada em homogenados de testiculo e epididimo, em tampé&o
PBS. A oxidacdo de 10 nMol de glutationa reduzida pela glutationa peroxidase acoplada a oxidagédo de
4 mMol de NADPH pela atividade enzimatica de GR na presenca de 0.25 mMol de H20., foi medida
nesse ensaio. A taxa de oxidacdo de NADPH foi monitorada pelo decréscimo na absorbancia em 365
nm, segundo Flohe e Gunzler (1984). Os resultados foram expressos em nMol de NADPH consumidos

min mg proteina™,

3.12.4. Atividade da Glutationa Reduzida (GR)

A atividade de GR foi medida nos homogenados teciduais, seguindo a redugdo na absorbancia
em 340 nm, induzida por 1 mMol de glutationa oxidada na presenga de 0.1 mMol de NADPH em
tampéo PBS (Carlberg e Mannervik 1985). Os resultados foram expressos em nMol de NADPH

consumidos min"t mg proteina.

3.12.5. Atividade da SuperOxido Dismutase (SOD)

Nesse processo, amostras (100 pl de homogenado tecidual) foram pipetadas em microplacas de
96 pocos, juntamente com 150 pL de solucdo de trabalho (0.1 mMol de hipoxantina, 0.07 U de xantina
oxidase, e 0.6 mMol de NTB em tampdao PBS, em proporcao de 1:1:1). A reacdo cinética foi monitorada
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a 560 nm (Winterbourn et al. 1975). A area abaixo da curva (AUC) foi calculada e a atividade da SOD
foi expressa como U mg protein™,

3.12.6. Atividade da Catalase

O ensaio da catalase foi baseado na reacéo da enzima com metanol em concentragdes 6timas
de H20.. O formaldeido produzido é medido colorimetricamente com o cromdéforo, Purpald (Wheeler
et al. 1990). Foram pipetados 20 pL de amostra homogeneizada com 100 pL de tampéo PBS, 30 uL
de metanol e 20 pL de H2O>. A reacdo ocorreu durante 20 minutos, no escuro, com o auxilio de um
agitador. 30 pL de hidroxido de potéssio foram usados para parar a reacdo. Em seguida, 30 pL de
Purpald foram adicionados na placa e o contetdo foi lido em um comprimento de onda de 540 nm. A
curva padrao de formaldeido foi feita e usada para calcular a atividade da Catalase. Os resultados foram

expressos como nMol min g proteina™,

3.13. Ensaio de TUNEL do epididimo

Amostras de testiculo e epididimo de 5 animais por grupo foram coletadas e fixadas em
paraformaldeido a 4%. A fragmentacdo do DNA de células apoptoticas foi detectada pelo sistema de
TUNEL (Dead End™ Fluorometric TUNEL System, Promega, Madison WI, USA), de acordo com as
instrucGes do fabricante. As células apoptéticas foram identificadas e capturadas pelo fotomicroscépio
invertido Olympus IX71 inverted-1l (Olympus, California, USA) equipado com sistema de
fluorescéncia. Para a analise, 10 campos aleatdrios para cada animal foram capturados no aumento de
40x. Para avaliar a apoptose das células epididimais, 100 diferentes tlbulos foram selecionados
aleatoriamente de cada grupo (10 tubulos / animal) e observados com uma ampliacdo de 400x. Para
determinar o indice de células apoptdticas (Al), a porcentagem de células epiteliais marcadas foi

calculada em 10 tubulos para cada camundongo.

3.14. Anélise Estatistica

As médias dos parametros obtidos foram comparadas entre os grupos JV e SE; e SE com SHP,
pelo teste de t Students (limite de significancia de 0.05). J& as diferencas entre os grupos tratados SJI,
SJII, SHIJI, SHIII, e seus respectivos controles, SE e SHP, foram avaliados através de analise de
variancia (ANOVA) com pos-teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%. A analise de dados foi
realizada com o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA). Para cada
andlise foi realizado teste de normalizacdo, e todos os quais foram paramétricos. Por fim, todos os
resultados foram divididos em 2 grandes artigos submetidos a declaracao referente a direitos autorais

(Encontra-se em Anexos V).
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Abstract

Background: Senescence and overweight compose two factors that favor alterations in several
parameters in male reproductive system. However, jaboticaba peel is rich in polyphenols with
antioxidant and anti-inflammatory activity. Objective: To verify the jaboticaba peel extract (PJE)
effect, in epididymis and testis of aged and high-fat-fed aged mice, focusing on oxidative and
inflammatory alterations. Material and Methods: 42 male FVB mice were distributed as follows:
YG (juvenile; 3 months), AG (senile; 11 months), HFAG (senile+high-fat diet), JAGI (senile+2.9g
PJE/Kg), HFJAGI (senile+high-fat diet+2.9g PJE/Kg), JAGII (senile+5.8g PJE/Kg) and HfJAGII
(senile+high-fat diet+5.89 PJE/Kg). Results: The PJE treatment improved lipid peroxidation,
Glutathione Reductase (GR) and Glutathione Peroxidase (GPx), and catalase activities in the
epididymis of all treated groups. Regarding the testis, PJE lowered lipid peroxidation, increased
GSH (Reduced L-Glutathione) levels and SOD (Superoxide Dismutase) activity in all treated
groups, besides improving GR activity in JAGII and HfJAGI, and GPx activity in JAGI. All
inflammatory markers (NFkB, TNFa, IL-17 and COX-2) were reduced after PJE treatment in the
epididymis. Nevertheless, in the testis, NF-xB, IL-17, and COX-2 levels decreased in all treated
groups whereas TNFa levels declined only in JAGII and HfJAGII groups. Moreover, PJE
increased daily sperm production in all treated groups, as well as testicular sperm count. The
spermatic reserve in the caput and cauda epididymis decreased with ageing. The PJE treatment
increased this parameter for JAGI, JAGII, and HfJAGII in caput, and for JAGI, HfJAGI and
HfJAGII in the cauda. Discussion and Conclusion: Ageing and overweight led to deficiency of
antioxidant and anti-inflammatory pathways. These processes could be reduced with antioxidant
compound intake. Thus, PJE intake favored the recovery of testicular and epididymal homeostasis
of ageing and overweight mice. Therefore, PJE exerted an anti-inflammatory and antioxidant
effect, making this therapy a viable one to prevent damage associated to advanced age and

overweight.
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Introduction

Ageing constitutes a multi-factorial, progressive and irreversible process (Frungieri et al.,
2018). During late life, an upregulation of the inflammatory response has been described in the male
reproductive tract, characterized by degeneration and apoptosis of germ cells, increase in the number
of macrophages, dendritic cells and T cells, as well as the presence of antisperm antibodies and
chemokines (Frungieri et al., 2018). These factors, in turn, alter the immunosuppressive
microenvironment of the testis, through the secretion of pro-inflammatory cytokines, such as IL-6,
IL-17, and TNFa (Maggio et al., 2005). Moreover, changes in aged Leydig cells lead to reduced
capacity of androgen production, which in turn, result in the reduction of testis size, number of
Sertoli cells, as well as in structural changes of the seminiferous tubules (Frungieri et al., 2018).
According to Kaushik and Bhartiya (2018), altered Sertoli cell function, in elderly men, affects germ
cell differentiation and leads to infertility and testicular germ cell tumors, type 3 (T3GCT).

Recently, several molecular ageing mechanisms have been proposed, including the
relationship between excessive generation of reactive oxygen species (ROS) (Amaral et al., 2013;
Santiago et al., 2018). In the testicle, macrophages are the major source of ROS, which is mostly
produced by the mitochondrial electron transport chain (Frungieri et al., 2018). In Leydig cells, both
ROS production and lipid peroxidation increase with age (Cao et al., 2004) and the age-dependent
reduction in Leydig cell function has been attributed to the free radical damage.

De la Fuente & Miquel (2009) have proposed the oxidation-inflammation theory as the
main cause of ageing. In the human testis, proinflammatory prostaglandins have been reported to
induce the generation of ROS (Schell et al., 2010). In addition, Matzkin et al., (2016) demonstrated
that reduced longevity is directly associated with an increment in COX-2 expression, prostaglandin
production, the overall macrophage population, lipid peroxidation, and the occurrence of apoptotic
events (Matzkin et al., 2016). However, with regard to the epididymis, the knowledge about these
processes is very incipient. Mueller et al., (1998) observed a low expression of Glutathione S-
transferases (GSTs) in epididymis principal cells, suggesting that capacity of the epididymis to
combat oxidative stress decreases with ageing.

Ageing leads to changes also in testicular cells that parallel the alterations seen in other
parts of the body (Lawson & Fletcher, 2014). Advancing age is associated with a decline in semen
quality and identifiable features include a decrease in the ejaculate volume, concentration of
spermatozoa, and total sperm production as well as an increase in the percentage of nonviable and
abnormal spermatozoa (Murray & Meacham, 1993). Hossain et al., (2012) reported an inversely

proportional relationship between senility and sperm count and production, similarly to



60

Mukhopadhyay et al., (2012), which reported a significant decrease in the volume of semen
produced and in sperm motility with increasing age. Recently, a meta-analysis was conducted to
evaluate the effects of ageing on semen parameters including semen volume, sperm concentration,
total sperm count, morphology, total motility, progressive motility, and DNA fragmentation. The
results have demonstrated that paternal ageing leads to a decrease in sperm parameters, except for
sperm concentration, associated with increased sperm DNA fragmentation and progressive motility.
These two latter alterations seem to be important diagnostic parameters to be considered during
fertility treatment of older men (Johnson et al., 2015).

Oxidative stress has been pointed out as one of the major causes for the age-associated
sperm dysfunction. Indeed, excessive ROS production could be detrimental to sperm viability and
survival (Makker et al., 2009). In addition, during ageing, the sperm are devoid of antioxidant
defenses, making these cells susceptible to ROS-induced damages. ROS promotes the oxidation of
biomolecules, such as polyunsaturated fatty acids, which are the major components of the sperm
plasma membrane. Lipid peroxidation promotes changes in membrane fluidity, which causes loss
of motility and the consequent impairment of fertilization (Lavranos et al., 2012). Nevertheless, it
is thought that low concentrations of ROS are essential for several sperm-related events. In fact,
ROS regulate hyperactivation, capacitation, acrosome reaction and consequently fertilization
capacity (Griveau & Lannou, 1997). Agarwal et al., (2008) described increased sperm
hyperactivation, acrosome reaction and capacitation after incubating them in a medium with low
concentrations of hydrogen peroxide. Hence, oxidative stress has become a subject of great concern
with several clinical and experimental studies indicating that there are significant changes that occur
in spermatozoa as males enter advanced age and such changes have adverse reproductive outcomes
(Kidd et al., 2001; Wyrobek et al., 2006).

According to the World Health Organization (WHO) the older population has increased
exponentially worldwide in the past few years, (World Health Organization, 2018). This
phenomenon is associated with an increase of obesity in the world population, as result of
availability of fast foods, that leads to a series of chronic metabolic disorders (World Health
Organization, 2018).

Obesity has been directly related to chronic inflammation and increased production of ROS
(Sullivan, 2015; Liu & Ding, 2017). Thereby, proinflammatory cytokines such as TNFa, IL-6, -8, -
17 and their transcription fator NF-kB, modify the physiology of the epididymal and testicular
epithelium by triggering an exacerbated production of ROS, especially by attracting phagocytic
leukocytes to the region. In addition, Vigueras-Villasendr et al., (2011) emphasized the direct

relationship between feeding with a high-fat diet, accumulation of a large amount of scrotal fat and
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overstimulation of oxidative stress, in agreement with other recent studies (Wang et al., 2015; Asadi
etal.,, 2017; Liu & Ding, 2017). Therefore, excessive production of reactive oxygen species results
in damage to the tissue structure of the testis and epididymis, especially as a result of high levels of
H>O> associated with relatively high apoptotic rate (Liu & Ding, 2017).

It is well known that there is an association between obesity, reduction in sperm
concentration and quality (Fernandez et al., 2011; Chambers & Anderson, 2015; Ferramosca et al.,
2016). However, the mechanisms involved in this relationship are poorly characterized (Vigueras-
Villasefior et al., 2011). According to Vigueras-Villasendr et al., (2011), a high level of serum
estradiol, results in a reduction in inhibin B production by Sertoli cells. This alteration could have
an impact on the process of sperm production. In addition, these authors correlated the elevation of
intratesticular oxidative stress levels in overweight Wistar rats with reduction of sperm viability and
concentration in the testes and epididymis. In contrast other studies showed that overweight and
increased body mass index did not significantly influence such parameters, - affecting only sperm
motility (Tortoriello et al., 2004; Ghanayem et al., 2010). So, there are still controversies regarding
the actual impact of obesity on male reproductive biology.

Ingestion of natural compounds has been associated with anti-inflammatory, antioxidant
and anticancer actions in numerous organs (De Sa et al., 2014; Lenquiste et al., 2015). Fruits can
act as a relevant source of bioactive compounds, mostly concentrated in the peel (Lenquiste et al.,
2012). These substances are mainly responsible for their beneficial effects to human health.
Jaboticaba (Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg) is a berry typical of the Brazilian cerrado (a
savanna-like biome), being widely consumed throughout the country (Donadio, 2010). A large
content of phenolic compounds is found in the peel of the fruit, including anthocyanins, quercetins,
terpenes, gallic acid, ellagic acid and depsides (Lenquiste et al., 2012). Lenquiste et al., (2012)
reported improvement in the functioning of the endogenous antioxidant system in overweight mice
after ingestion of jaboticaba peel. Accordingly, Dragano et al., (2013) have demonstrated that the
introduction of jaboticaba peel into the diet of overweight rats contributed to the reduction of the
inflammatory process in different organs.

Recently, a study by our research group (Lamas et al., 2018) reported for the Patented
Jaboticaba peel Extract (PJE) displayed a higher antioxidant property associated to a higher phenolic
content in comparison with other jaboticaba peel extracts (Lenquiste et al., 2012; Dragano et al.,
2013; Lenquiste et al., 2015). In addition, the PJE administration resulted in a reduction in
dyslipidemia, accompanied by an increase in HDL cholesterol levels, besides preventing liver
steatosis and prediabetes in senile mice fed with the High-fat diet (Lamas et al., 2018).

Therefore, taking into consideration the potential therapeutic effect of the Patented



62

Jaboticaba peel Extract, as well as the deleterious effects of obesity and ageing to the male
reproductive system, the objective of this study was to evaluate the dose-dependent effect of PJE on
the endogenous antioxidant activity and lipid peroxidation, as well as the inflammatory state in the

testes and epididymis of senile and overweight mice.

2. Material and Methods
2.1. Patented Jaboticaba peel Extract (PJE)

The method used to prepare the PJE was patented and can be found in detail in Lamas et al.,
(2018). The PJE bioactive compounds determination and their in vitro antioxidant activity were

previously described (2018).

2.2. Animals and experimental design

The study was carried out using a total of 42 male FVB mice, obtained from the
Multidisciplinary Center for Biological Investigation on Laboratory Animal Science of the
University of Campinas (UNICAMP), Brazil. All the experimental procedures were approved by
the Ethics Committee on Animal Use of UNICAMP/Protocol: #4038-1.

The animals were randomly distributed in the following experimental groups (n=6
animals/group): Young group (YG), 3-month-old mice, receiving the PJE vehicle (water) daily by
gavage and a standard diet (Nuvital CR1, Colombo, Parana, Brazil) (composition: 22 g% protein;
53 g% carbohydrate; 4.5 g% lipid; 20.5 g% fibers and mineral salts and 2.9 kcal/g); Aged group
(AG), 11-month-old mice, receiving the PJE vehicle daily by gavage and the standard diet; High-
fat diet group (HfAG), 11-month-old mice, receiving the PJE vehicle daily by gavage and a high-
fat diet (20 g% protein; 50 g% carbohydrate; 21 g% lipid; 9 g% fibers and mineral salts and 4.5
kcal/g); Aged/PJE | group (JAG 1), 11-month-old mice, receiving PJE (2.9 g PJE/Kg body weight)
daily by gavage and the standard diet; Aged/PJE Il group (JAG II), 11-month-old mice, receiving
PJE (5.8 g PJE/Kg body weight) daily by gavage and the standard diet; High-fat diet/PJE | group
(HfJAG 1), 11-month-old mice, receiving PJE (2.9 g PJE/Kg body weight) daily by gavage and
high-fat diet; High-fat diet/PJE 1l group (HfJAG II), 11-month-old mice, receiving PJE (5.8 g
PJE/Kg body weight) daily by gavage and high-fat diet. All groups had free access to drinking water
and the respective diets, either the standard or the high-fat diet, according to the specificity of each
group.

The treatments lasted 60 days. The animals were housed one per cage, with a 12h light-dark
cycle; water and food were provided ad libitum. The diets and PJE doses were determined based on

a previous research by our group (Lamas et al., 2018). After the treatment period, the mice were
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weighed on a semi analytical scale (Marte AS 5500 — S&o Paulo, Brazil), anesthetized with xylazine
hydrochloride (5 mg/kg i.m.; Konig, S&o Paulo, Brazil) and ketamine hydrochloride (60 mg/kg i.m.;
Fort Dodge, lowa, EUA). The animals were submitted to euthanasia by increasing the anesthetic
level. The testicles and epididymis were collected and frozen at -80°C for Western-Blotting

analyses, antioxidant activity and lipid peroxidation evaluation.

2.3. Protein extraction and Western Blotting for inflammatory factors

Testicular and epididymis samples (n=6 animals/group), previously frozen at -80°C, were
homogenized by a Polytron homogenizer (Kinematica Inc., Lucerne, Switzerland) in a RIPA
extraction buffer (Millipore, Temecula, CA, USA), with a protease inhibitor cocktail (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA). An aliquot of each sample was obtained to determine protein
concentration using Bradford reagent (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), and 30 pg of
protein was established for testicle and epididymis. These samples were mixed (in a 1:1 ratio) with
3X sample buffer (100mM Tris-HCI pH 6.8, 10% B-mercaptoethanol, 4% SDS and 20% glycerol),
incubated in a 95°C dry bath for 5 minutes. The extracted content was applied in SDS-
polyacrylamide gel under reducing conditions and transferred to nitrocellulose membranes
(Amersham). Subsequently, the membranes were blocked with bovine serum albumin (BSA: 1-3%),
diluted in T-TBS buffer for 1h and incubated overnight with the primary antibodies diluted in 1%
BSA solution: p-actin (mouse monoclonal; sc-81178, Santa Cruz Biotechnology); COX-2 (mouse
monoclonal; sc-376861, dilution 1:500 for testicle and 1:350 for epididymis, Santa Cruz
Biotechnology), IL-17 (rabbit polyclonal; ab79056, dilution 1:500 for both organs, Abcam), NF-xB
(rabbit polyclonal; ab16502, dilution 1:500 for both organs, Abcam), and TNFo (mouse
monoclonal; ab8348, dilution 1: 350 for both organs, Abcam). The membranes were then washed
in T-TBST buffer and incubated for 2h with the secondary antibodies diluted in 1% BSA solution
(dilution range of 1:5000-1:6000): anti-mouse (W4021 — Promega) or anti-rabbit (W4018 —
Promega). The membranes were incubated with chemiluminescence solution (Pierce Biotechnology
Western Blotting) for 5 minutes and the blots were captured using the G-Box Chemi associated with
the GeneSnap (Syngene, Cambridge, UK) image acquisition software. B-actin was used as an
endogenous control. The labeling intensity was identified by densitometry using the Image J
software (USA).

2.4. Enzymatic and non-enzymatic endogenous antioxidant system and lipid peroxidation
Testicle and epididymis frozen samples (n=6 animals/group) were added to a phosphate

buffer and homogenized by a Polytron homogenizer (Kinematica Inc., Lucerne, Switzerland). They
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were centrifuged at 14.000 rpm for 20 minutes at 4 °C to obtain the supernatant, which was used to
determine the protein concentration of the extract using Bradford Reagent (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA), and subsequently for the biochemical tests.

All absorbance and fluorescence readings for the biochemical analyses were determined
using the Synergy HT microplate reader, Biotek (Winooski, VT, USA) with Gen5 2.0 software, for

data analysis.

2.4.1. Lipid peroxidation by Thiobarbituric Acid Reactive Substance (TBARS) assay

TBARS levels in the testis and epididymis were determined by the method described by
Ohkawa et al., (1979), with adaptations. After homogenization, 8.1% SDS (sodium dodecyl sulfate),
0,530g TBA (2-thiobasbituric acid), 20% acetic acid and 5% sodium hydroxide were added to the
samples. After heating at 95°C for 60 minutes in a water bath, the samples were cooled in an ice
bath for 10 minutes, then centrifuged at 10.000 rpm for 10 minutes at 4°C. The resulting MDA-
TBA was quantified using 96-well microplates at a wavelength of 532 nm. The standard curve was
prepared using standard MDA (1,1,3,3-tetramethoxypropane) (# 10009202, Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI, USA).

2.4.2. Tiol (GSH) Content of the Groups

Tissue GSH levels were determined in testicular and epididymal homogenates using the
DTNB reagent (Ellman reagents) (Ellman, 1959), with modifications. GSH solution (2.5-500 nMol
/ mL GSH) was used as the standard and the absorbance was read at 412 nm. The reduced thiol
group content was expressed in nMol of GSH mg protein™.

2.4.3. Activity of Glutathione Peroxidase (GPx)

GPx activity was quantified in testicular and epididymal homogenates in phosphate buffer.
The oxidation of 10 nMol of glutathione was measured by reducing with glutathione peroxidase
coupled to the oxidation of 4 mMol of NADPH by the enzymatic activity of GR in the presence of
0.25 mMol H20.. The oxidation rate of NADPH was monitored by the decrease in absorbance at
365 nm, according to Flohe & Gunzler (1984). The results were expressed as nMol of NADPH

consumed min™ mg protein™.
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2.4.4. Activity of Reduced Glutathione (GR)

GR activity was measured in the organ homogenates, following the diminished absorbance
at 340 nm induced by 1 mMol oxidized glutathione in the presence of 0.1 mMol NADPH in
phosphate buffer (Carlberg & Mannervik, 1985). The results were expressed in nMol of NADPH

consumed per min* mg protein.

2.4.5. Superoxide Dismutase Activity (SOD)

For this procedure, samples (100 uL tissue homogenate) were pipetted into 96-well
microplates along with 150 pL working solution (0.1 mMol hypoxanthine, 0.07 pL xanthine
oxidase, and 0.6 mMol NTB in PBS buffer, in a ratio of 1:1:1). The kinetic reaction was monitored
at 560 nm (Winterbourn, Hawkins) (Winterbourn et al., 1975). The area under the curve (AUC) was

calculated and the SOD activity was expressed as U mg protein.

2.4.6. Catalase Activity

The catalase assay was based on the enzyme reaction with methanol at optimum H20:
concentrations. The formaldehyde produced was measured colorimetrically with the chromophore,
Purpald (Wheeler et al., 1990). An aliquot of 50 uLL of homogenized samples was pipetted with 100
uL of PBS buffer, 30 pL of methanol and 20 pL of H20,. The reaction occurred for 20 minutes in
the dark under agitation with the aid of a magnetic stirrer. A volume of 30 puL of potassium
hydroxide solution was used to stop the reaction. Then, 30 ul of Purpald were added to the plate and
the contents read at a wave length of 540 nm. The formaldehyde standard curve was made and used
to calculate catalase activity. The results were expressed as nMol min g protein™.

2.5. Determination of Sperm Count, Daily Sperm Production and Sperm Transit Time

Spermatids resistant to homogenization (stage 19 of spermiogenesis) in the testis, and
spermatozoa of caput/body and cauda portions of epididymis were counted in Neubauer chambers
(4 fields per animal) after organ homogenization (Ultra-Turrax homogenizer - Janke & Kunnkel
IkaWerk) in a mixture of 0.9% NaCl, 0.05% Triton X 100, according to the previously described
method (Robb et al.,1978).

For determination of the daily sperm production (DSP), the number of spermatozoa per testis
was divided by 4.84, which is the number of days in which the mature spermatids are present in the
seminiferous epithelium of mice.

For calculation of sperm transit time (STT) in the caput/body and cauda of the epididymis, the

number of spermatozoa was divided in each portion by the DSP (Modified from Kempinas et al.,
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1998).

2.6. Spermatic Ultrastructure in Transmission Electron Microscope

Epididymis fragments fixed with Karnovsky were sectioned and subsequently part of their
small blocks remained for 24 hours in a solution of 0.2M phosphate buffer, 5% glutaraldehyde and
2% sucrose. Thereafter, they were washed in the respective buffer and post-fixed in 1% osmium
tetroxide for three hours at room temperature. To complete the process, epididymis blocks were
dehydrated in increasing series of acetone (50 to 100% for 10 minutes each), infiltrated in
resin/acetone solution bath and included in Epoxy resin at 60°C for 72 hours to polymerization.
Ultrathin sections (70 nanometers of thickness) were made with a Ultracut UCT LEICA
ultramicrotome and were placed on 300 mesh copper grids. They were contrasted in solutions of
2% aqueous uranyl acetate and 0.1% lead citrate. Subsequently, these sections were analyzed and
photographed in the LEO 906 transmission electron microscope at the Electronic Microscopy
Center of the Biology Institute of State University of Campinas, Sdo Paulo (UNICAMP).

2.7. Statistical Analyses

The statistical analyses of the results were performed using the Student's t-test to compare a
pair of data or the variance analysis (One-Way ANOVA) followed byTukey’s Multiple Range Post-
Test for multiple comparison. The significance limit was set at p < 0.05 and the data were expressed
as mean = standard deviation. All the statistical analyses were performed by GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA).

3. Results
3.1. Testicle
3.1.1. Enzymatic and non-enzymatic endogenous antioxidant system and lipid peroxidation
The GSH, SOD and catalase activity reduced during ageing, in AG group compared to YG
group (Figures 1B; 1E-F), whereas the HFAG group showed higher GSH and lower GPx than the AG
group (Figures 1B-C). The treatment with both PJE doses increased the GSH, GPx, GR and SOD
activity in JAGI and JAGII in relation to AG group, although there was a reduction of GPx and GR
in JAGII compared to JAGI (Figures 1B-E). Regarding the groups treated with high-fat diet and PJE,
an increase of GR, SOD and catalase activity was observed in the HFJAGI and HfJAGII groups when
compared to the HFAG group (Figures 1D-F). The GSH in these PJE treated groups showed a lower
activity than the HfAG group (Figure 1B).
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Considering the lipid peroxidation results, an increase in the AG and HfAG groups was noticed
in relation to their respective control groups, YG and AG group. Also, a significant reduction in lipid
peroxidation was observed in JAGI and JAGII groups compared to AG group, and in HfFJAGI and
HfJAGII groups compared to HFAG group (Figure 1A).

3.1.2. Evaluation of the Inflammatory Pathway

3.1.2.1. NF-«xB

The AG group exhibited increased levels of NF-kB compared to the YG group. After the
ingestion of the high-fat diet, an even higher level of this molecule was observed in the HFAG group
in relation to the AG group. In turn, the PJE treatment led to a reduction in NF-kB levels in the JAGI
group when compared to the AG group. Moreover, this treatment also favored reduced levels of NF-
kB in HfJAGI and HfJAGII groups in relation to the HFAG group (Figure 2A).

3.1.2.2. TNFa

The intratesticular content of TNFo increased in aged individuals compared to young
individuals. Regarding the PJE treatment, only the higher dosage reduced the level of testicular TNFa.
in JAGII mice in relation to the AG group, as well as in HFJAGII compared to HFAG group (Figure
2B).

3.1.2.3. IL-17

The AG group exhibited increased levels of IL-17 compared to the YG group. After the
ingestion of high-fat diet, an even higher level of IL-17 was observed in the HFAG group compared
to the AG group. In turn, the PJE treatment favored the reduction of the levels of this molecule in
JAGI and JAGII groups compared to the AG group, and in HFJAGI and HfJAGII groups compared
to the HFAG group (Figure 2C).

3.1.2.4. COX-2

Considering the COX-2 concentration, an increase was observed in the AG individuals
compared to the YG, whereas in the JAGI, JAGII, HJAGI, and HfJAGII groups, this enzyme showed
a significant reduction in relation to their respective control groups, the AG and HfAG groups.
Furthermore, PJE dose-dependency was verified, since COX-2 levels were reduced in the JAGII

group compared to the JAGI group (Figure 2D).

3.2. Epididymis
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3.2.1. Enzymatic and non-enzymatic endogenous antioxidant system and lipid peroxidation

GPx, GR and catalase activities were reduced in the AG group compared to the YG group,
as well as in HFAG mice compared to AG mice (Figures 3C-D; 3F). Concerning the GSH
concentration, the AG group presented a significant reduction when compared to the YG group,
exhibiting values similar to HFAG group (Figure 3B).

The treatment with the PJE favored a significant increase in the activity of GPx, GR and
catalase in JAGI and JAGII groups compared to AG group (Figures 3C-D; 3F). The concentration of
GSH showed an increase only in the JAGII group compared to AG group (Figures 3B). In relation to
the groups treated with high-fat diet and PJE, a significant increase in the activities of GR, GPx and
catalase were observed in the HfJAGI and HfJAGII groups when compared to HFAG group (Figures
3C-D; 3F). This effect was accompanied by a dose-dependent increase in the activity of catalase in
the HfJAGII group compared to the HfJAGI group (Figure 3F). However, SOD activity showed a
significant reduction in the HFJAGI and HfJAGII groups in comparison to their respective control
group, exhibiting values close to the AG group (Figure 3E). Regarding the concentration of GSH, a
significant increase was found for HfFJAGII when compared to HFAG (Figure 3B).

Considering the lipid peroxidation assay, an increase was observed in the AG and HfAG
groups when compared to the YG and AG groups, respectively (Figure 3A). Moreover, a significant
reduction of the same parameter was observed in all PJE treated groups, a decrease in epididymis
lipid peroxidation being verified in JAGI and JAGII groups compared to the AG group, and in
HfJAGI and HfJAGII groups compared to the HFAG group (Figure 3A). A significant dose-dependent
reduction was also observed since the JAGII and HFAGII groups showed lower lipid peroxidation in
relation to JAGI and HfJAGI groups, respectively (Figure 3A).

3.2.2. Evaluation of the Inflammatory Pathway

3.2.2.1. NF-xB

Epididymal content of NF-«B increased in aged animals compared to young ones (Figure 4A).
Both PJE treatments reduced the level of this molecule in aged mice. Similarly, the HFJAGI and
HfJAGII mice exhibited reduced NF-«xB values compared to the aged mice receiving the high-fat diet
(Figure 4A). Moreover, in this analysis, a PJE dose-dependent effect was observed due to the fact
that the HFJAGII group showed lower NF-«B levels than that observed in the HfJAGI group (Figure
4A).

3.2.2.2. TNFa

The AG group showed increased levels of TNFa compared to the YG group (Figure 4B). PJE

treatment led to the reduction of the epididymal levels of this molecule in the JAGI and JAGII animals
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compared to the AG animals (Figure 4B). In addition, a reduction in TNFa level was also observed

in HIJAGI and HfJAGII animals in relation to HFAG animals (Figure 4B).

3.2.2.3. IL-17

Epididymal content of IL-17 increased in aged animals compared to the young ones (Figure
4C). Both PJE treatments reduced the level of this molecule in JAGI and JAGII groups in relation to
aged mice (Figure 4C). Similarly, the HfJAGI and HfJAGII mice exhibited reduced IL-17 levels
compared to the aged mice receiving the high-fat diet only (Figure 4C).

3.2.2.1. COX-2

The AG group showed higher COX-2 levels in relation to the YG group, as well as in the HFAG
compared to the AG group (Figure 4D). Among the PJE treated groups, JAGI, JAGII, HfJAGI and
HfJAGII exhibited a significant reduction of COX-2 when compared to their control groups, AG and
HfAG, respectively (Figure 4D).

3.3. Sperm Changes

Daily Sperm Production (DSP) exhibited reduced values in the AG control group compared to
the YG; meanwhile a significant increase in DSP was observed in HFAG compared to AG, which did
not exceed the productivity of young individuals. In turn, it was observed that treatment with the
patented jaboticaba peel extract favored an expressive improvement in the daily sperm production of
the groups JAGI, JAGII, HFJAGI, and HfJAGII (Figure 5A). Likewise, testicular sperm counts also
increased after PJE treatment in all experimental groups (Figure 5B).

In addition, the number of spermatozoa stored in the caput/cauda regions exhibited relevant
differences among groups. In the caput region, ageing resulted in the reduction of spermatic reserve,
while the treatment with the patented jaboticaba peel extract favored a significant increase of this
parameter in HFJAGII, JAGI and JAGII groups compared to their respective control groups, HFAG
and AG (Figure 5C). In the cauda region, a significant increase in spermatic reserve was observed inr
both treated groups, HFJAGI and HfJAGII, in comparison with HFAG (Figure 5D).

Considering sperm transit time, some relevant variations were observed (Figures 5E-F). In the
caput region, this parameter was increased in HFAG compared to AG, as well as in HFJAGII in
relation to HfAG, and also JAGI and JAGII, which stand out from AG (Figure 5E). In the cauda
region, there was a significant increase in the HfJAGII group in relation to HFJAGI (Figure 5F).

3.4. Analysis of Sperm Ultrastructure
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The AG individuals presented several spermatic anomalies (Figures 6C-G; 7C-D) in relation to
the YG group (Figures 6A-B; 7A-B). Many spermatozoa have tails with multiple axonemes and large
accumulation of cytoplasmic content, denominated cytoplasmic droplet (Figures 6D-G; 7C-D). Also,
others exhibit lack of alignment between the head and the flagellum (Figure 6D). In addition, the
presence of acrosomal changes was observed, such as in the acrosomal droplet, and acrosomal
perforation (Figures 6C; 6E).

In the HFAG group, the presence of breaks in the acrosomal structure in the head was observed,
as well as multiple axonemes in the tail region (Figures 61; 7E). Accompanying such alterations,
nucleus duplication was observed with different degrees of chromatin compaction (Figure 6H), as
well as an excess of cytoplasmic content in both the head (proximal cytoplasmic droplet) and the tail
(distal cytoplasmic droplet) (Figures 6H; 6J-K).

Otherwise, the groups treated with PJE exhibited relative improvements in the sperm
ultrastructure, such as a lower accumulation of cytoplasmic content in both the head and the tail, as
well as the absence of acrosomal changes (Figures 8A-G). The presence of several spermatozoa with

nuclear perforations was observed in the HFJAGI and HfJAGII groups (Figures 8A-C).

4. Discussion

The present study is the first that relates the effect of ageing and the high-fat diet intake on the
male reproductive system and the repercussion of treatment with the Patented Jaboticaba peel Extract
(PJE) treatment. We found that ageing, potentially reduces intratesticular and epididymal antioxidant
activity in mice, associated with a higher rate of lipid peroxidation, which corroborates the direct
relationship between increased oxidative stress and ageing. Lipid peroxidation is modulated not only
by ROS concentration, but also by the enzymatic and non-enzymatic antioxidant system, especially in
reproductive organs, which have high mitotic division and metabolic rates (Weir & Robaire, 2007;
Aydin et al., 2015). Antioxidant enzymes such as SOD, GPx, GR, and catalase play a key role in this
process (Aydin et al., 2015).

We observed herein that the increase of testicular lipid peroxidation was accompanied by a
reduction in the levels of SOD and GSH, together with an increase of GR. In relation to the epididymis,
we observed reduced activity of GSH, GPx, GR and catalase during ageing, while SOD was elevated.
Considering that the GR main function is to prevent paralysis of the metabolic cycle of glutathione
(Aydin et al., 2015), its increased activity might be a compensatory response to the reduction of GSH.
Thus, GR would be overexpressed in order to recover the normal GSH concentration (Aydin et al.,
2015).

Studies that encompass the expression and action of the endogenous antioxidant system in the
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testes of senescent individuals have reported results that were diverse results (Aydin et al., 2015). Weir
and Robaire (2007) demonstrated a significant increase in ROS generation accompanied by greater
fragmentation of sperm DNA, as well as lower activity of the GPx and SOD enzymes in the sperm of
senile Brown Norway rats. Accordingly Cao et al., (2004) and Aydin et al., (2015) have shown a
significant increase in lipid peroxidation in the testes of senescent rats compared to juveniles,
supporting our results. These authors showed that most components of the antioxidant system, except
catalase, exhibited a decline in activity in Leydig cells of aged mice. Gedik et al., (2005) also reported
the reduction in GPx and GSH activity, while SOD and catalase remained unchanged in rats. In another
study, expression as well as activities of GPx and SOD were reduced with ageing in Brown Norway
rats (Luo et al., 2006). Aydin et al., (2015) research, non-enzymatic catalysts such as GSH, vitamin C
and E showed no changes, whereas GPx and GST activities were reduced in addition to elevated SOD.
Taken altogether, these results corroborate the idea that an imbalance in the endogenous antioxidant
activity caused by ageing can result in oxidative stress induction in this organ.

Few studies that quantified the activity of the endogenous antioxidant system on the epididymis
of aged animals (Mueller et al., 1998; Jervis & Robaire, 2002; Cao et al., 2004; Zubkova & Robaire,
2004). Mueller et al., (1998) reported a reduced activity for GPx, GR, SOD, and catalase, depending
on the epididymis portion, with the cauda region being more affected than the caput. In the study
developed by Zubkova and Robaire (2004), the GSH concentration reduction as well as GPx and SOD
activity appear accompanied by functional GR increase as a compensatory response to GSH reduction
in senescent Brown Norway rats. In Cao et al., (2004), most of the antioxidant system components,
except for catalase, showed declined activity in the main cells of the epididymis of aged Wistar rats.

In parallel to the increase in lipid peroxidation rates and oxidative stress in the testis and
epididymis of aged mice, we observed an increased expression of many pro-inflammatory modulators,
such as NF-kB, TNFa, IL-17, and COX-2. The relationship between ageing and inflammation in has
been widely studied in several organs, but scarcely in the testis and epididymis (Santiago et al., 2018).
Numerous molecular ageing mechanisms have recently been proposed, including the relationship
between excessive generation of reactive oxygen species and activation of inflammatory pathways
(Amaral et al., 2013; Santiago et al., 2018). According to Chung et al., (2002), the inflammatory
process acts as a protective mechanism in response to tissue injury, caused, among other factors, by
the excessive ROS production, associated with the lower activity of the endogenous antioxidant
system. Chung et al., (2002) associated the redox imbalance, that occurs during the ageing process,
with the increase in transcription factor NF-xB stimulation. This factor, therefore, enhances the
synthesis of the signaling proteins, such as TNFa, IL-17, and COX-2, in order to put the system on
alert for the injury caused. Thus, the injury processes due to ageing can result in a persistent
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proinflammatory state, as observed in the present study.

We also observed in our study that the ageing negatively affected the daily sperm production
(DSP) and the sperm transit time (STT) as well as induced altered sperm ultrastructure and decreased
viability. It is already known that daily sperm production, total sperm count, and sperm viability are
negatively correlated with age. Daily sperm production decreases more than 30% in men over the age
of 50 and is negatively correlated to age in men in general (Johnson et al., 1984; Cooper et al., 2010).
Stone et al., (2013) observed that after the age of 45, semen quality gradually decreases due to
functional decline of the accessory glands. In addition, sperm morphology was also affected with
ageing and the percentage of sperm with normal morphology begins to decrease after age of 40 (Stone
et al., 2013). In agreement, Hossain et al., (2012), Johnson et al., (2015) and Verdn et al., (2018)
correlated lower sperm count, motility and viability with increased age in men. Furthermore, the
increased lipid peroxidation and the reduction in levels of endogenous antioxidant enzymes noted in
our study for the AG group, seems to be related with the alterations of sperm parameters. Several
studies have already reported the direct relationship between ageing, ROS, increased oxidative stress,
and reduced sperm count (Agarwal et al., 2005; Durairajanayagam et al., 2014; Sharma et al., 2015).
According to Sharma et al., (2015), these factors culminate with the elevation of lipid peroxidation,
reduction in membrane fluidity of spermatozoa and damage to sperm DNA, which ultimately result in
loss of sperm motility and vitality. Weir & Robaire (2007) demonstrated a significant increase in ROS
generation accompanied by greater sperm DNA fragmentation, as well as by a lower activity of GPx
and GR enzymes in spermatozoa of aged brown Norway rats. In agreement, the studies developed by
Cao et al., (2004) and Aydin et al., (2014) showed significant increase in lipid peroxidation, observed
by TBARS method, in the testes of ageing Wistar rats compared to juveniles, similar to the observations
of Vernet et al., (2004) for the epididymis of ageing Wistar rats.

Several studies have already shown the direct relationship between feeding with a high-fat diet,
inflammation, increase of the scrotal temperature and the increase in the ROS generation (Vigueras-
Villasefior, 2011; Asadi et al., 2017; Fan et al., 2018). Vigueras-Villasefior et al., (2011) and Asadi et
al., (2017) highlighted that the conditions mentioned above are associated with reduced SOD, catalase
and GPx activity. In the present study, a significant increase in testicular lipid peroxidation and GSH
was observed in high-fat-fed aged mice. In addition, these animals also exhibited reduced GPx, GR,
and catalase activities in the testis, indicating that high-fat-diet intake negatively interfered with the
glutathione cycle in this organ. Among the few studies on the influence of obesity on the epididymis,
Liu & Ding (2017) reported an increase in epididymal temperature, accompanied by a reduction in the
activity of the endogenous antioxidant system, as observed in the present study. These events combined

could culminate in the reduction of membrane fluidity, damage to sperm DNA, loss of spermatozoa
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vitality and impaired tissue homeostasis (Sharma et al., 2015).

There are few studies that analyzed the impact of a high-fat diet intake in aged mice, especially
regarding the inflammatory parameters in the sexual organs (Chung et al., 2002; Vigueras-Villasefior
et al., 2011). In our study, we reported a significant increase in NF-kB and COX-2 levels in the testes
of high-fat-fed aged mice, although in the epididymis only IL-17 levels showed a significant increase
in the same animals. The overweight is highlighted as a condition that tends to increase, in frequency,
with advancing age, being related to the systemic accumulation of inflammatory markers due to the
extensive infiltration of inflammatory cells in white adipose tissue (Fan et al., 2018).

In the male reproductive tract, testicular macrophages and some proinflammatory cytokines, such
as IL-8 and IL-17, produced by Leydig and Sertoli cells, contribute to chronic inflammation
development (Salomon et al., 2013). Regulatory immune factors can be secreted by these cells as a
way of balancing the injury generated. Together, all these factors contribute to the regulation of
testicular function (Maegawa et al., 2002; Salomon et al., 2013). Moreover, other regulatory factors
and proinflammatory cytokines are secreted by epididymal principal cells (Maegawa et al., 2002;
Fraczek & Kurpisz, 2015). In fact, elevations in pro- and anti-inflammatory cytokines are one of the
first signals released by the organic defense system to neutralize the inflammatory process of the genital
tract (Fraczek & Kurpisz, 2015). Consistent with this, Fan et al., (2018) reported an increase in the
expression levels of NF-kB, IL-6 and TNFa in the testis and epididymis of mice fed with a high-fat
diet. Additionally, Liu et al., (2012) showed that the exposure to a high-fat diet increased intestinal
secretion of proinflammatory cytokines in mice. Fan et al., (2018) reported that obesity induced by a
high-fat diet led to impaired sperm function, including reduction in motility and acrosomal reaction, as
well as an abnormal sperm morphology. Moreover, there is supporting evidence that NF-xB and TNFa
are apoptotic regulators of male germ cells (Fan et al., 2018), contributing to limit the excessive
expansion of germ cells during spermatogenesis. In general, it is believed that the exacerbated increase
of such molecules tends to increase tissue apoptosis, leading to organ destruction (Maegawa et al.,
2002; Liu et al., 2012; Salomon et al., 2013; Fraczek & Kurpisz, 2015; Sharma et al., 2015; Liu &
Ding, 2017). Therefore, we believe that the endogenous antioxidant imbalance, potentiated by the high-
fat diet intake during ageing, could have stimulated increased levels of molecules from different pro-
inflammatory pathways in the testis and epididymis, potentiating inflammation in these organs.

It has been reported a decrease in sperm motility (Bakos et al., 2010; Ghanayem et al., 2010) and
fertilization rate (Bakos et al., 2010) have been associated with increase in sperm DNA damage and
sperm intracellular reactive oxygen species (ROS) in diet-induced overweight male mice (Bakos et al.,
2010). However, Tortoriello et al., (2004) found no impairment in the fertility of male DBA/2J mice
after they were fed a high-fat diet. According to Tortoriello et al., (2004), the amount of high-fat diet
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administered was not enough to reach a higher pathological level. In accordance with the results
described by Tortoriello et al., (2004), our results did not show alterations to the sperm count in testicle
and epididymis caput/cauda of HFAG animals when compared to AG animals. In fact, the HFAG group
had higher daily sperm production than the AG group. Nevertheless, the HFAG animals exhibited
alterations in sperm ultrastructure, which were much more severe and in greater proportion as
compared to its control. Therefore, although the amount of spermatozoa produced was higher, the
sperm quality was impaired after the high-fat diet consumption.

Moreover, the administration of PJE to aged or high-fat-fed aged mice, as well as to senescent
overweight mice, resulted in lower levels of TNFa, NF-kB, COX-2, and IL-17 in combination with the
recovery of the endogenous antioxidant system activity. The PJE was revealed to be an excellent source
of polyphenols, as tested by Lamas et al., (2018), and to display high anti-oxidant and anti-
inflammatory capacity particularly in the liver of overweight animals (Lenquiste et al., 2012; Dragano
et al., 2013; Lenquiste et al., 2015; Lamas et al., 2018). However, to the best of our knowledge, there
are no studies in the literature concerning the influence of jaboticaba on organs of male reproductive
system, under conditions of obesity and ageing.

In general, several publications have shown that antioxidants improve various processes of the
male reproductive function, mainly by reducing the oxidative damage, and as a consequence led to
improvement in sperm count and viability (Chenniappan & Murugan, 2017; Lamas et al., 2017;
Archana et al., 2018; Selmi et al., 2018). In this context, Chenniappan and Murugan (2017) observed
that the treatment with lonidium suffruticosum extract improved catalase and SOD levels in the testicles
and epididymis, as well as the epididymal sperm count, in albino Wistar rats. Selmi et al., (2018)
reported a reduction in the free radical levels as well as improved levels of GPx, catalase and total
SOD, both in the testis and in the epididymis of Wistar rats intoxicated with malathion and treated with
Lavandula stoechas essential oil. Lamas et al., (2017) observed that the treatment with grape juice
favored the reduction of lipid peroxidation level accompanied by the improvement in sperm count and
STT in testis and epididymis of Wistar rats intoxicated with cadmium chloride. Another study observed
that grape seed extract increased sperm count, viability and motility in albino Sprague Dawley rats
contaminated with aluminum chloride (Hala et al., 2010). In addition, according Archana et al., (2018)
the co-administration of resveratrol has been shown to result in a significant improvement in
steroidogenesis and spermatogenesis and mitigation of oxidative stress in polyvinyl chloride (PVC)
exposed rats. So, these data are corroborating the evidence that lifestyle adopted as well as the quality
of diet are crucial factors to protect the body against some changes observed during ageing.

The action mechanisms of polyphenols in cells and tissues are not yet fully understood, but

several possibilities have been proposed and they constitute an area of intense research. Polyphenols
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may interact directly with proteins, such as enzymes, receptors or transcription factors, and affect
signaling pathways (Fraga et al., 2010). They can interact with nucleic acids (epigenetic mechanisms)
affecting DNA methylation, histone modifications or modulate the levels of noncoding regulatory
molecules such as microRNAs (Fraga et al., 2010). Bayatli et al., (2013) reported that grape seed
extract, that has a high level of flavonoids, prevents nitric oxide production in the testes by reducing
the activities of nitric oxide synthase. This action of grape seed extract resulted in protection of the
sperm cells against DNA damage, and consequently a decrease in oxidative harm. Chenniappan &
Murugan (2017) showed that the flavonoids present in the leaf extract of lonidium suffruticosum have
a stimulating role on microtubule polymerization and increase the formation of mitotic spindle by
binding to tubulin, which thereby increased the sperm count. Similarly, Triparthy et al., (1996) reported
that Withania somnifera has steroidal lactones with structural similarities to androgens, which stimulate
the enzymes related to steroidogenesis, such as glucose 6-phosphate dehydrogenases, and thereby,
improve sperm production. Kim et al., (2011) showed that dietary polyphenols attenuated high-fat diet-
induced adipogenesis and inflammation in the epididymal fat tissues of mice. In overweight mice
treated with resveratrol, the elevated levels of IL-6, IL-17A and TNF-a in adipose tissue were reduced.
Moreover, polyphenols in general induce the marker genes of M2 macrophages (alternatively activated
macrophages), whereas the genes of M1 macrophages (classically activated macrophages) were
decreased, which indicate that polyphenols could induce the macrophage switch in white adipose tissue
(Liuetal., 2016). Indeed, polyphenols have been shown to reduce inflammation through the disruption
of the crosstalk between adipocytes and macrophages, which occurs via a decrease in pro-inflammatory
cytokines and the suppression of inflammatory signaling, in an experimental model using macrophage-
conditioned medium. Therefore, the phenolic compounds are known by the high antiobesogenic
potential. Accordingly, in the present study, both PJE doses administered to overweight aged mice
exhibited a reduction in lipid peroxidation and increased activity levels of the endogenous antioxidant
system, both in the testis and in the epididymis. Moreover, all the groups treated with PJE exhibited
improvement in daily production sperm, sperm count and the STT, besides displaying fewer
abnormalities in sperm ultrastructure in relation to the control groups. Therefore, we could say that the
PJE chronic treatment reverses the deficient endogenous activity of the antioxidant enzymes seen in
aged and overweight aged mice.

In addition, we observed that the PJE exerted a dose-dependent beneficial anti-inflammatory
effect, specially related to the molecular markers NF-xB and COX-2, on the epididymis and inhibited
the oxidative stress in both epididymis and testes. The levels of thiobarbituric acid significantly
reduced, to below the values found in young individuals, for the epididymis, but similar to young values
in the testicles. In addition, levels of GPx and GR in the testis of JAGII and HfJAGII, in relation to
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JAGI and HfJAGI respectively, have reached values closer to those exhibited by the YG group.
Although the PJE dose-dependency was statistically significant mainly in the parameters described
above, both PJE doses were effective and did not show apparent side effects or toxicity signs. Hence,
considering the PJE benefits verified in the present research we encourage the development of human
studies since life expectancies and obesity have increased in the world, and both are directly associated
with inflammation and oxidative stress processes affecting all body systems, including the reproductive

tract.

5. Conclusion

Ageing led to changes in oxidative stress and inflammatory processes, with reduction of the
endogenous antioxidant system, accompanied by increases of proinflammatory molecules, that
reflected in sperm count and quality. Likewise, a high-fat diet intake worsened the oxidative stress and
inflammatory processes in the testis and epididymis. PJE administration associated with a high-fat diet
intake resulted in the reduction of lipid peroxidation, as well as the regularization of enzyme activity
involved in the endogenous antioxidant system. Moreover, proinflammatory molecule levels were
significantly reduced in the organs of the reproductive tract studied, indicating that PJE components
display high anti-inflammatory activity, counterbalancing the tissue inflammation exhibited by
senescent and overweight senescent animals. Consequently, these antioxidant and anti-inflammatory
actions lead to better daily sperm production, sperm count, in the testes and epididymis, and sperm
quality. In addition, considering the ageing process alone, PJE intake also had positive effects on both
organs by reducing the levels of pro-inflammatory molecules and in the activity of enzymes of the
endogenous antioxidant system. Thus, PJE reversed the typical ageing process, reducing the overload
on these organs, which reflected on sperm viability. Therefore, our results pointed to beneficial anti-
inflammatory and antioxidant effects on the functioning of the testis and epididymis of aged and
overweight animals. Further studies with this PJE in human beings could lead to new therapeutic

alternatives to treat metabolic disorders that affect the organs of the male reproductive system.
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Figure 1. Oxidative Stress analyzes of TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances), GSH (reduced
glutathione) levels, and the GPx (Glutathione Peroxidase), GR (Glutathione Reductase), SOD (Superoxide
Dismutase), and Catalase enzymes activity, in testicle of the experimental groups. (A) TBARS. (B) GSH. (C) GPx.
(D) GR. (E) SOD. (F) Catalase. Significant differences: 2relative to YG group; Prelative to AG group. ®relative to
JAGI. crelative to HFAG group. < relative to HfJAGI group. Considering: *p < 0.05; **p < 0.01 and *** p < 0.001.
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Figure 2. Western blotting analysis of NF-kB, TNFa, IL-17 and COX-2 levels from testicle of the experimental
groups. (A) NF-xB. (B) TNFa. (C) IL-17. (D) COX-2. Significant differences: ®relative to YG group; Prelative to
AG group. ‘relative to HFAG group. Considering: *p < 0.05; **p < 0.01 and *** p < 0.001.
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Figure 3. Oxidative Stress analyzes of TBARS (ThioBarbituric Acid Reactive Substances), GSH (reduced
glutathione) levels, and the GPx (Glutathione Peroxidase), GR (Glutathione Reductase), SOD (Superoxide
Dismutase), and Catalase enzymes activity, in epididymis of the experimental groups. (A) TBARS. (B) GSH. (C)
GPx. (D) GR. (E) SOD. (F) Catalase. Significant differences: ®relative to YG group; °relative to AG group.
"relative to JAGI. relative to HFAG group. < relative to HfJAGI group. Considering: *p < 0.05; **p < 0.01 and
***pn <0.001.
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Figure 4. Western blotting analysis of NF-xB, TNFa, IL-17 and COX-2 levels from epididymis of the experimental
groups. (A) NF-xB. (B) TNFa. (C) IL-17. (D) COX-2. Significant differences: ®relative to YG group; Prelative to
AG group. relative to HFAG group. ¢ relative to HfFJAGI group. Considering: *p < 0.05; **p < 0.01 and *** p <
0.001.
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Figure 5. Analysis of spermatic parameters between the experimental groups from testicle and epididymis
caput/cauda. (A) Daily Sperm Production from testicle. (B) Sperm Reserve from testicle. (C) Sperm Reserve from
the Caput region. (D) Sperm Reserve from Cauda region. (E) Sperm Transit Time from Caput/Corpus region. (F)
Sperm Transit Time from Cauda region. Significant differences: ?relative to YG group; Prelative to AG group.
‘relative to HfFAG group. ¢ relative to HfJAGI group. Considering: *p < 0.05; **p < 0.01 and *** p < 0.001.
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Figure 6. Ultrastructure of the sperm changes observed in the epididymis caput of the control groups. (A-B):
YG group. Sperms with nucleus (n), acrosome (ac) and flagellum (f), without alterations. (C-G): AG group.
Spermatozoa with acrosomal droplet (arrowhead), acrosomal perforation (asterisk), multiple axonemes in the
tail (ma), and proximal cytoplasmic droplet (pcd) and distal cytoplasmic droplet (dcd). (H-K): HFAG group.
(H): Note spermatozoa with two nuclei in different stages of chromatin compaction; (I): acrosomal perforation
(asterisk), and (K): distal cytoplasmic droplet (dcd).
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Figure 7. Ultrastructure of the sperm found in the epididymis cauda of the control groups. (A-B): YG
group. Few sperm alterations, with nucleus (N), acrosome (AC) and flagellum (F), without anomalies.
(C-D): AG group. Spermatozoa with abnormal chromatin condensation (short arrow), and multiple
axonemes (ma) within a distal cytoplasmic droplet (dcd). (E-F): HfAG group. (E): Note multinucleated
spermatozoa (dh) with multiple axonemes (ma), and distal cytoplasmic droplet (dcd). (F): Detail of the
variation in nuclear shape.

Figure 8. Sperm ultrastructure in the epididymis caput and cauda of the groups treated with PJE. (A-C):

HfJAGI and HfJAGII groups. Note the nuclear perforations (arrow) and the presence of multiple
axonemes (ma). (D-G): JAGI and JAGII. Sperm nuclei (n) and flagella (f) with few abnormalities.
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Jaboticaba Peel Extract Improves Epididymes Injured by Age and High-Fat Diet

Cuquetto-Leite, Livia®, Lamas, Almeida Celina?., Collares-Buzato, Carla®., Mardstica Jr, Mario

Roberto®., Cazarin, Cinthia Betim®., Cagnon, Valéria Helena®., Dolder, Heidi®.

2 Department of Structural and Functional Biology, Institute of Biology, State University of
Campinas (UNICAMP), Campinas, S&o Paulo, Brazil.

b Department of Biochemistry and Tissue Biology, Institute of Biology, State University of
Campinas (UNICAMP), Campinas, S&o Paulo, Brazil.

¢ Department of Food and Nutrition, School of Food Engineering, State University of Campinas
(UNICAMP), Campinas, Sao Paulo, Brazil.

E-mail Address: livia.cuquetto@gmail.com (Cuquetto-Leite L.*), celina.lamas@gmail.com
(Lamas C.A.), collaresbuzato@gmail.com (Collares-Buzato C.B.), mmarostica@gmail.com
(Marostica Jr. M. R.), quitete@unicamp.br (Cagnon V.H.A.), dolder1207@gmail.com (Dolder
H.).

Hightlights

e Aging has led to a series of histopathological epididymal alterations.
e High-fat diet aggravated some epididymal conditions already altered by aging.
e The Jaboticaba Peel Extract has shown a strong recuperative effect for the epididymis.

e Epididymis ultrastructural and functional changes occur in a segment-specific manner.
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Abstract

This research investigated the effect of patented jaboticaba peel extract (PJE), on the epididymis of aged
and/or high-fat-fed mice, focusing on pathological and hormonal alterations. This experiment used 70
male FVB mice distributed as follows: YG (juvenile; 3 months), AG (senile; 11 months), HFAG
(senile+high-fat diet), JAGI (senile+2.9g PJE/KQg), HfJAGI (senile+high-fat diet+2.9g PJE/KQ), JAGII
(senile+5.8g PJE/Kg) and HfJAGII (senile+high-fat diet+5.8g PJE/Kg). The changes caused by both
aging and high-fat diet occurred differently in each epididymal segment. Aging and overweight due to
the chronic consumption of high-fat diet caused alterations, observed ultrastructurally, that include
epithelial intercellular separations, thickening of the basement membrane, accumulation of lipofuscin
granules, alteration of the lysosomal-endosomal cycle throughout the epididymis, with accumulation of
giant vacuoles in the cauda principal cells. Otherwise, in the caput, the JPE favored the reduction of
epithelial microvacuolization, single cell necrosis, luminal cell debris, cardiomegaly and inflammatory
infiltrate in the HfJAGI and HfJAGII groups. For the cauda, JPE favored the reduction of single cell
necrosis and inflammatory infiltrate in all the treated groups. In the caput, the JPE favored the reduction
of epithelial microvacualization, single cell necrosis, luminal cell debris, cardiomegaly and
inflammatory infiltrate, in the HFJAGI and HfJAGII groups. In addition, this treatment favored the
reduction of luminal cell debris and clear cell hypertrophy, in JAGI, JAGII, and HfJAGII. Epithelial
microvacuolization was reduced in the HfJAGI and HfJAGII groups, while the cribriform modifications
were significantly reduced in JAGII, HFJAGI and HfJAGII. The apoptotic index decreased in all groups
treated with JPE in the caput region, whereas in the cauda this index increased in these groups compared
to the AG and HfAG groups. AR level increased in all groups treated with JPE, whereas levels of
Aromatase and ERa increased significantly in JAGII and was reduced in HfJAGI and HfJAGII. With
extract treatment, the level of PCNA was significantly reduced in all groups treated with JPE. So, aging
and overweight led to ultrastructural changes, which resulted in functional epididymal problems. Also,
PJE intake favored recovery of epididymal homeostasis of aged and overweight mice. Whereupon, PJE
exerted an important effect on hormonal regulation and epididymal restructuring, making this therapy a

viable one to better damage associated with aging and overweight.

Keywords: Jaboticaba Peel Extract; Male reproductive system; Overweight; Senescence.
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1. Introduction

The development of structural alterations of the male reproductive tract during aging is closely
associated with endocrine changes, especially steroidogenesis (Perheentupa and Huhtaniemi, 2009), a
process that is controlled by gonadotrophins (LH and FSH) and testosterone as well as by autocrine
factors (Carreau et al., 2011). Previous studies in rodents have demonstrated a reduction in serum and
intratesticular testosterone levels resulting from impairment of steroidogenesis during aging
(Perheentupa and Huhtaniemi, 2009, Banerjee et al., 2012). According to Chen et al. (2009), aging
attenuates GnRH release by the hypothalamus, due to the reduction of its hypothalamic gene expression
(Gruenewald and Matsumoto, 1991), associated to diminished testicular expression of GnRH (GnRH-
R) receptors, which impairs testicular responsiveness to LH pulses and reduces negative androgen
feedback.

The epididymis is regulated by androgens and estrogens via signaling through androgen
receptor and multiple estrogen receptors. Additionally, the epididymis expresses 5a-reductase to
locally produce dihydrotestosterone (DHT). According to Robaire and Hamzeh (2011) testosterone
and DHT signal through the androgen receptor, which is expressed throughout the epididymis in many
species, including rats and mice. Estrogens, such as estradiol, may signal through two nuclear receptors,
estrogen receptor alpha (ERa) and estrogen receptor beta (ERP), or through a G-protein-coupled
estrogen receptor (GPER) (Davis and Pearl, 2018).

On the other hand, androgens and their receptors are involved in regulating many epididymal
functions, including epithelial cell morphology and cellular apoptosis (Fan and Robaire, 1998; Ezer
and Robaire, 2002). Epididymal protein expression and secretion are also regulated by androgens
(Syntin et al., 1999). Compared to the effects of androgens on epididymal function, the role of estrogen
has only more recently begun to be understood. Estrogens have been demonstrated to regulate efferent
duct fluid reabsorption, cauda sperm motility, and luminal fluid parameters (Joseph et al., 2010, Cooke
etal., 2017). Therefore, both androgens and estrogens are essential for male reproductive structure and
fertility. Nevertheless, although the expression of androgen and estrogen receptors is relatively well
known in the epididymis of young and adult individuals (Zaya et al., 2012; Martinez-Traverso and
Pearl, 2015), little is known about the effect of aging under these parameters. Only Davis and Pearl
(2018) have reported that in aging Sprague-Dawley male rats there was no significant variation in
ERo/p expression in the epididymis when compared to adult animals. In concordance, a few other
studies were conducted involving the expression of androgen receptors (AR). Robaire et al. (2006)
associated the progression of senescence with reduction in the expression of the AR ligand and

consequently the AR in the epithelial cells of the Wistar rat epididymis. Meanwhile, Bhanmeechao et
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al. (2018) observed that aging results in a reduction of testosterone synthesis, and therefore, lower
expression of AR, accompanied by ERa, in the epididymis of dogs.

During aging, the variations in the hormonal signaling pathways discussed above, corroborate
the development of epididymal histopathological changes. However, few studies have addressed this
type of outcome in their research. Thus, Serre and Robaire (1998) reported an increase in basement
membrane thickness in the epididymal epithelium of Brown Norway rats, accompanied by the emission
of basal pseudopodia by epithelial cells. They also highlighted the increase of halo cells infiltrated in
epididymal epithelium, and the large accumulation of liposfuscin granules throughout the epithelial
extension. On the other hand, Kempinas and Klinefelter (2014) emphasized intense variations in
tubular height, due to epithelial hyperplasia, in elderly Wistar rats.

Overweight and obesity have become major public health problems, and the prevalence of
related chronic diseases is increasing throughout the world (WHO, 2018). In 2016, more than 1.9
billion adults aged 18 years and older were overweight. Of these over 650 million adults were obese.
The worldwide prevalence of obesity nearly tripled between 1975 and 2016 (WHO, 2018).

It has often been observed that the degree of overweight influences the intensity of male
hormonal imbalance, favoring a reduced hormonal profile for testosterone and LH, and a high estradiol
profile (Wang et al., 2005; Vigueras-Villasefior et al., 2011). According to Vermeulen et al. (1996),
this imbalance is due to the overexpression of aromatase in obese or overweight individuals, since the
increased activity results in high aromatization of testosterone into estradiol, affecting the entire
hypothalamic-pituitary-gonadal axis. Marchiani et al. (2015) associated the ingestion of a high-fat diet
with the increase in AR expression in rabbit epididymis, in addition to the increase in sperm DNA
fragmentation. In turn, Vigueras-Villasendr et al. (2011) reported no change in AR epididymal levels
in Sprague-Dawley male obese rats. However, they related the increase in epididymal apoptotic index
to the ingestion of a high-fat diet, given the increase in the expression of Bax and BCL2 genes in obese
individuals. Finally, it is worth mentioning that these factors contribute to the development of
epididymal physiological disturbances, affecting negatively the sperm morphology by favoring the
production of spermatozoa with caudal alterations (Yeung et al., 2009; Marchiani et al., 2015).

Despite extensive knowledge about the relationship between chronic ingestion of high-fat diet
with metabolic damage in various organs, there are no studies in the literature that address the
morphological and morphometric alterations in the epididymis of overweight individuals.

Dietary polyphenols are mostly known for their antioxidant properties and have been studied
in a variety of clinical settings to determine whether these compounds bestow anti-inflammatory
activity in humans, as well (Joseph et al., 2015). Fruits can act as relevant source of bioactive

compounds, mostly concentrated in the peel (Lenquiste et al., 2012). Jaboticaba (Myrciaria jaboticaba
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(Vell.) Berg) is a berry typical of the Brazilian cerrado (a savanna-like biome), whose peel is rich in
phenolic compounds, specially flavonoids and anthocyanins. Research with animals, both in vitro
(Gimeénez-Bastida et al., 2012; Varshneya et al., 2012; Lenquiste et al., 2015) and in vivo (Lenquiste
et al., 2012; Dragano et al., 2013; Batista et al., 2014; Lenquiste et al., 2015; Lamas et al., 2018),
support the proposition that polyphenols have an expressive potential to alter disease risk profiles in
humans through their ability to modulate various biological pathways. Recently, Lamas et al. (2018)
reported that the Patented Jaboticaba peel Extract (PJE)(ou JPE?), developed by our research group,
displayed a higher antioxidant property associated to a higher phenolic content in comparison to other
jaboticaba peel extracts (Lenquiste et al., 2012; Dragano et al., 2013; Lenquiste et al., 2015). In
addition, the PJE administration resulted in a reduction in dyslipidemia, accompanied by an increase
in HDL cholesterol levels, besides preventing liver steatosis and prediabetes in senile mice fed with
the High-fat diet (Lamas et al., 2018).

Therefore, taking into consideration the potential therapeutic effect of the Patented Jaboticaba
peel Extract, the few studies involving epididymal alterations, as well as the deleterious effects of
overweight and/or ageing to the male reproductive system, the objective of this research was to evaluate
the histopathological and ultrastructural changes of the epididymis, as well as the tissue hormonal

alterations in response to overweight and aging.

2. Material and Methods
2.1. Patented Jaboticaba peel Extract (PJE)
The method used to prepare the PJE was patented and can be found in detail in Lamas et al.,
(2018). The PJE bioactive compounds determination and their in vitro antioxidant activity were

previously described (2018).

2.2. Animals and experimental design

The study was carried out using a total of 70 male FVB mice, obtained from the
Multidisciplinary Center for Biological Investigation on Laboratory Animal Science of the University
of Campinas (UNICAMP), Brazil. All the experimental procedures were approved by the Ethics
Committee on Animal Use of UNICAMP/Protocol: #4038-1.

The animals were randomly distributed in the following experimental groups (n=6
animals/group): Young group (YG), 3-month-old mice, receiving the PJE vehicle (water) daily by
gavage and a standard diet (Nuvital CR1, Colombo, Parand, Brazil) (composition: 22 g% protein; 53
g% carbohydrate; 4.5 g% lipid; 20.5 g% fibers and mineral salts and 2.9 kcal/g); Aged group (AG),
11-month-old mice, receiving the PJE vehicle daily by gavage and the standard diet; High-fat diet
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group (HfAG), 11-month-old mice, receiving the PJE vehicle daily by gavage and a high-fat diet (20
g% protein; 50 g% carbohydrate; 21 g% lipid; 9 g% fibers and mineral salts and 4.5 kcal/g); Aged/PJE
I group (JAG 1), 11-month-old mice, receiving PJE (2.9 g PJE/Kg body weight) daily by gavage and
the standard diet; Aged/PJE 11 group (JAG II), 11-month-old mice, receiving PJE (5.8 g PJE/Kg body
weight) daily by gavage and the standard diet; High-fat diet/PJE | group (HFJAG 1), 11-month-old
mice, receiving PJE (2.9 g PJE/Kg body weight) daily by gavage and high-fat diet; High-fat diet/PJE
Il group (HFJAG I1), 11-month-old mice, receiving PJE (5.8 g PJE/Kg body weight) daily by gavage
and high-fat diet. All groups had free access to drinking water and their respective diets, either the
standard or the high-fat diet, according to the specificity of each group.

The treatments lasted 60 days. The animals were housed one per cage, with a 12h light-dark
cycle; water and food were provided ad libitum. The diets and PJE doses were determined based on a
previous research by our group (Lamas et al., 2018). After the treatment period, the mice were weighed
on a semi analytical scale (Marte AS 5500 — S&o Paulo, Brazil), anesthetized with xylazine
hydrochloride (5 mg/kg i.m.; Konig, S&o Paulo, Brazil) and ketamine hydrochloride (60 mg/kg i.m.;
Fort Dodge, lowa, EUA). The animals were submitted to euthanasia by increasing the anesthetic level.
After anesthesia, the chest cavity was opened. The right epididymes were removed, weighed with an
analytical scale (Ohaus®, Barueri, S&o Paulo, Brazil), and processed for histopathological and
stereological analyses. A small part from caput and cauda right epididymis was separated for electron
microscopy processing. The left epididymes were collected for processing of TUNEL assays. Other

right epididymes were collected and frozen at -80°C for Western-Blotting analyses.

2.3. Tissue preparation for light microscopy analysis

After removal, the right epididymes were fixed by immersion with Karnovsky fixative [5%
glutaraldehyde, 2,5% paraformaldehyde 0.2M in sodium phosphate buffer (pH 7.2)] for 48 hours. After
that, they were submitted to increasing alcoholic dehydration, followed by overnight resin infiltration,
and were included in glycol methacrylate (Leica® Historesin Kit). They were sectioned with the
microtome (Leica RM2255) at 3 um of thickness and stained with Hematoxylin and Eosin (HE)
(Junqgueira et al., 1979). Subsequently, the material was photographed under the Olympus BX41 Light
microscope attached to the Olympus Q Color 3 digital camera.

Meanwhile, the left epididymes were fixed by immersion with 4% paraformaldehyde solution
[diluted from concentrated aqueous solution of 20% paraformaldehyde, 2% sucrose in sodium
phosphate buffer (pH 7.2)]. Subsequently, the specimens were diaphanized in an alcohol/xylol solution,
followed by Xylol solutions for two hours and embedded in paraffin and plastic polymer (Paraplast
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Plus, St. Louis, MO, USA). They were sectioned with the microtome (Leica RM2255) at 5 um of
thickness and, finally, separated for TUNEL assays.

2.4. Determination of Absolute and Relative Weight of Organs
The absolute weights of right epididymis were initially determined by means of an analytical
balance (Ohaus®, Barueri, S&o Paulo, Brazil).
For the calculation of the relative weights, the absolute weights and the body weights of the
animals were considered (body weight/body weight x 100). This measurement is called the

Epididymisomatic Index (EI).

2.5. Morphometry and Stereology of Epididymis
2.5.1. Volumetric proportions (%) of the compartments in the head and tail of the epididymis
These proportions were estimated from the count of 1000 points (per animal) in 10 random
fields. The images were captured under an Olympus BX41 Light microscope attached to the Olympus
Q Color 3 digital camera using Image-Pro Plus 6.0 software. For this, a reticulated grid was employed,
and images captured at over 200 x. The elements quantified were the tubules and intertubular space.

2.5.2. Tubular and luminal diameter and height of the epithelium in the caput and cauda of the
epididymis

The tubular and luminal diameters, per animal, were obtained from the random measurement

of 15 transverse sections of tubules with as circular a contour as possible in each region of the
epididymis. Tubular and median luminal diameters are represented by the mean of two diametrically
opposed measurements. In the same sections used to measure the tubular diameter, the height of the
epithelium was measured, excluding stereocilia. The mean height of the epithelium of each tubule
corresponds to the average of four diametrically opposed measurements. The luminal diameter was

obtained by subtraction of the tubular diameter by the height of the epithelium.

2.6. Histopathological quantification
The quantified elements were classified, according to Creasy et al. (2012) and Kempinas and
Klinefelter (2014) studies, in seven histopathological categories: (1) Cariomegaly; (2) Clear cell
hypertrophy; (3) Cribriform change; (4) Epithelial microvacuolization; (5) Inflammatory infiltrate; (6)
Luminal cell debris; (7) Single cell necrosis. The quantification was estimated from the count of 2500
points (per animal) in 5 random fields. The images were captured with an Olympus BX41 Light

microscope attached to the Olympus Q Color 3 digital camera using Image-Pro Plus 6.0 software. For
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this, a reticulated grid was used, and images were captured at over 200 Xx.

2.7. Epididymis Ultrastructure in Transmission Electron Microscope

Epididymis fragments initially fixed with Karnovsky were sectioned and subsequently part of
the small blocks remained for 24 hours in a solution of 0.2M phosphate buffer, 5% glutaraldehyde and
2% sucrose. Thereafter, they were washed in the respective buffer and post-fixed in 1% osmium
tetroxide for three hours at room temperature. To complete the process, epididymis blocks were
dehydrated in an increasing series of acetone (50 to 100% for 10 minutes each), infiltrated in
resin/acetone solution bath and included in Epoxy resin at 60°C for 72 hours for polymerization.
Ultrathin sections (70 nanometers thick) were made with a Ultracut UCT LEICA ultramicrotome and
were placed on 300 mesh copper grids. They were contrasted in solutions of 2% aqueous uranyl acetate
and 0.1% lead citrate. Subsequently, these sections were analyzed and photographed in the LEO 906
transmission electron microscope at the Electronic Microscopy Center of the Biology Institute of State
University of Campinas, S&o Paulo (UNICAMP).

2.8. Protein extraction and Western Blotting for the hormonal signaling pathway

Epididymis samples (n=6 animals/group), previously frozen at -80°C, were homogenized by a
Polytron homogenizer (Kinematica Inc., Lucerne, Switzerland) in a RIPA extraction buffer (Millipore,
Temecula, CA, USA), with a protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). An
aliquot of each sample was obtained to determine protein concentration using Bradford reagent (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), and 30 pg of protein was established for testicle and
epididymis. These samples were mixed (in a 1:1 ratio) with 3X sample buffer (100mM Tris-HCI pH
6.8, 10% B-mercaptoethanol, 4% SDS and 20% glycerol), incubated in a 95°C dry bath for 5 minutes.
The extracted content was applied in SDS-polyacrylamide gel under reducing conditions then
transferred to nitrocellulose membranes (Amersham). Subsequently, the membranes were blocked with
bovine serum albumin (BSA: 1-3%), diluted in T-TBS buffer for 1h and incubated overnight with the
primary antibodies diluted in 1% BSA solution: p-actin (mouse monoclonal; sc-81178, Santa Cruz
Biotechnology); AR (mouse monoclonal, sc-7305, Santa Cruz Biotechnology; dilution 1:350 for both
organs); ERa (rabbit monoclonal, ab32063, Abcam; dilution 1:500 for the testis and 1:350 for
epididymis); PCNA (mouse monoclonal, ab29, Abcam; dilution 1:500 for both organs); and Aromatase
(rabbit polyclonal, ab18995, Abcam; dilution 1:350 for both organs). The membranes were then
washed in T-TBST buffer and incubated for 2h with the secondary antibodies diluted in 1% BSA
solution (dilution range of 1:5000-1:6000): anti-mouse (W4021 — Promega) or anti-rabbit (W4018 —

Promega). The membranes were incubated with the chemiluminescence solution (Pierce
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Biotechnology Western Blotting) for 5 minutes and the blots were captured using the G-Box Chemi
associated with the GeneSnap (Syngene, Cambridge, UK) image acquisition software. 3-actin was used
as an endogenous control. The labeling intensity was identified by densitometry using the Image J
software (USA).

2.9. TUNEL Assay
Testicular cell apoptosis was measured using a TUNEL assay kit (n° G7360; Promega)
according to the manufacturer’s protocol. To assess testicular cell apoptosis, 100 different tubules were
selected randomly from each group (10 tubules/rat) and observed at a magnification of 400x. To
determine the apoptotic cell index (Al), the percentage of labeled epithelial cells was calculated in 10

tubules for each mouse.

2.10. Statistical Analyses
The statistical analyses of the results were performed using the Student's t-test to compare a
pair of data or the variance analysis (One-Way ANOVA) followed by Tukey’s Multiple Range Post-
Test for multiple comparison. The significance limit was set at p < 0.05 and the data were expressed
as mean * standard deviation. All the statistical analyses were performed by GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA).

3. Results
3.1. Biometric evaluation

Among the AG, JAGI and JAGII groups, the El was increased in JAGI compared to AG, and,
decreased in JAGII compared to JAGI. When comparing HFAG, HfJAGI and HfJAGII an increase of
this index was observed in the groups treated with PJE over the HFAG. Regarding the absolute weight
of epididymis, there was a significant increase of this parameter in HFAG compared to AG. Among
PJE treated groups, the absolute epididymis weight was increased in JAGI as opposed to AG as well
as HfJAGI in relation to HfAG. In the JAGII and HfJAGII groups, this measure showed a significant
reduction when compared to JAGI and HfJAGI, respectively (These data are displayed in Table 1).

3.2. Morphometric evaluation
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In the caput region, tubular diameter decreased significantly in AG compared to YG, and
increased for HfAG in relation to AG. Among aged groups treated with PJE, JAGI and JAGII, there
was an increase in tubular diameter in both, when compared to the AG group. For the groups HfAG,
HfJAGI and HfJAGII, it was significantly increased in HFJAGI compared to HFAG. The height of the
tubular epithelium did not show significant differences between the control and treated groups.

In the cauda region changes in the height of the tubular epithelium were observed between
some of the groups analyzed. In AG, epithelial height increased significantly in relation to YG. In
HfAG, this parameter was reduced, compared to the AG group. Among JAGI, JAGII, HfJAGI and
HfJAGII there was no significant difference in the tubular epithelium height. Regarding the tubular
diameter, there were no significant differences between the control groups. Among the treaties, there
was an increase in tubular diameter for JAGII compared to JAGI. Similarly, the tubular diameter
increased in HFJAGII compared to its control, HfFAG.

All these data are plotted in Table 1.

3.3. Volumetric proportion of epididymis’ caput and cauda compartments

In the caput region, the tubular epithelium had a significant reduction in the HFAG group
compared to the AG. JAGI and JAGII showed no significant changes in epithelial proportions, among
themselves and in the AG group. Otherwise, the tubular epithelium proportion underwent an increase
in HFJAGI and HfJAGII in relation to HfFAG. For the tubular luminal proportion, a significant reduction
was found for AG compared to YG. In this parameter, HFAG showed an increase in relation to AG, as
did the JAGI and JAGII groups. Finally, the interstitial compartment decreased in the AG group
compared to the YG, in addition to increasing in HFAG, when it is compared to the AG. Among the
treatments, a significant increase in this parameter was observed for JAGI in relation to AG, as well as
a reduction in HfJAGII compared to the HFAG control group.

The cauda region was also marked by stereological variations between the groups analyzed.
Increased tubular epithelium was observed in AG group in relation to YG, as well as in JAGI when
compared to AG. For JAGII the epithelium proportion was reduced in relation to JAGI. The lumen was
marked by a significant reduction in its proportion for the AG group compared to the YG, in addition
to an increase in HFAG in relation to the AG. Finally, the interstitial compartment was significantly
increased in AG compared to YG and reduced in HFAG, when compared to AG group. Among the PJE
treated groups, there was a significant reduction of this parameter for JAGI in relation to the AG, as
well as for HFJAGI and HfAG. In addition, an increase of the interstitial compartment was observed in
HfJAGII compared to HfJAGI.

This entire category of data is organized in Table 2.
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3.4. Light Microscopy and Histopathological Characterization

Typical tissue morphology was found in the entire epididymis structure of young animals
analyzed (Figures 1A1-1A3; 2A1-2A3). Epithelial cells were organized in a pseudostratified columnar
arrangement, with their respective nuclei located at their cellular base (Figure 1Al). In the apical
portion of the tubular epithelium, stereocilia were observed oriented towards the tubular lumen
containing spermatic cells (Figure 1A1). However, in other groups some histopathological changes
were observed (Figures 1B1-1B3; 1C1; 2B1-2B3; 2C1-2C3).

In the epithelium of the cauda region of AG and HfAG groups, the tubular epithelium showed
hyperplasia in numerous portions of its extension, which favors a deformed aspect of the tubules,
classified as cribriform change (Figures 2B1; 2C1). In addition, there was significant epithelial
microvacuolization, in order to alter the height of the tubular epithelium in the portions of greater
vacuolar accumulation in comparison to the tubular areas without this alteration (Figures 2B3; 2C2).
Moreover, some of these vacuoles have developed into tubular intraepithelial cysts, a character known
as macrovacuolization (Figure 2C3). In both AG and HfAG, inflammatory infiltrates were distributed
in restricted regions of the interstitial compartment (Figure 2C1, inset), as well as clear cell
hypertrophy in the cauda tubular epithelium (Figure 2C1). In AG, there was a frequent luminal
accumulation of germ cells and other cellular debris along the epididymal extension (Figures 1B1,
inset; 2B1).

In the entire epididymis structure of HFAG group, the luminal accumulation of cellular debris
occurred in a smaller proportion when compared to the AG group. In AG and HfAG, several of these
changes were predominated in the cauda region when compared to their caput (Figures 1B1-1B3, 1C1;
2B1-2B3, 2C1-2C3).

In the groups treated with PJE, the histopathological changes observed in the control groups
occurred to a lesser extent (Figures 1D1-1G2; 2D1-2G1). The apparent reduction in germ cells,
desquamation and inflammatory infiltration along the epididymis and the diminished clear cell
hypertrophy in the caudal region were some of the differences found between control groups and their
treated counterparts (Figures 1D1-1G2; 2D1-2G1).

3.5. Histopathological Quantification
3.5.1. Caput Region
Aging led to histopathological changes such as increased single cell necrosis and inflammatory
infiltrates. The aged animals that ate a chronic high-fat diet had a significant increase in the proportion

of inflammatory infiltrates compared to aged animals. Treatment with JPE favored the reduction of
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epithelial microvacuolization, single cell necrosis, presence of luminal cell debris, and inflammatory
infiltrates in the HFJAGI and HFJAGII groups.
All these data are displayed in Table 3.

3.5.2. Cauda Region

Young animals have shown no significant variation in the quantification of histopathological
characters.

Compared to the YG group, the AG group presented significant increase in cribriform changes,
epithelial microvacualization, clear cell hypertrophy, luminal accumulation of cellular debris, presence
of epithelial karyomegaly, as well as inflammatory infiltrates.

The HfAG animals, in relation to the AG, presented a significant increase of cribriform
alterations, besides reduction in the luminal accumulation of cell debris.

Treatment with PJE has promoted a reduction in the proportion of single cell necrosis and
inflammatory infiltrates in all treated groups. In addition, clear cell hypertrophy as well as
accumulation of cell debris was reduced for the JAGI, JAGII, and HfJAGII groups. Cribriform changes
were significantly reduced for the groups JAGII, HfJAGI and HfJAGII, and epithelial
microvacuolization was reduced in the HFJAGI and HfJAGII groups. The frequency of cells in the
condition of karyomegaly was reduced in JAGII.

These data are organized in Table 3.

3.6. Analysis of Ultrastructural Changes
3.6.1. Epididymis Caput

This region of the epididymis showed evident variations between groups. In YG individuals,
an intact epithelium was observed, in which the principal cells were strongly united laterally with each
other and basal cells, with clearly visible tight junctions. In addition, there was a strong basal
connection with the basal membrane (Figure 1A2). A very evident nucleolus was observed, as well as
well-developed Rough Endoplasmic Reticulum (RER), a Golgi complex (Gc) and many mitochondria
(Figures 1A2-1A3).

AG animals have an epithelium with extensive intercellular separations, although the tight
junctions were intact. In addition, this group also showed large separation foci at the cell-basal
membrane contact, resulting in an irregular cell base (Figures 1B4-1B5). The principal cells have
highly developed Smooth Endoplasmic Reticulum (SER), widely distributed throughout the

cytoplasm, with only a few RER areas. Moreover, the cells exhibit accumulations of lipofuscin granules
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in addition to large endosomal-lysosomal vesicles, laden with membranous material (Figures 1B4-
1B5).

Among the HfAG individuals, the epithelium presented sites of separation, both at the
intercellular and cell-basal membranes, except for the tight junctions, which remained intact. The
principal cells show an accumulation of lipid droplets throughout the cytoplasm, in addition to
lipofuscin granules with intense saturated fat agglomeration (Figures 1C2-1C3). In addition,
stereocilia at the apical pole of principal cells are reduced.

The groups treated with patented jaboticaba peel extract showed relatively improved epithelial
structure. The JAGI and JAGII animals exhibited an intact epithelium, with close cell-cell and cell-
basal membrane contacts (Figures 1D2-1D4; 1E3-1E5). The principal cells have an evident nucleolus,
besides a well-developed RER and CG, accompanied by few lipofuscin granules and absence of large
vacuoles (Figures 1D2-1D4; 1E3-1E5). The HfJAGI and HfJAGII individuals also shared several
characteristics, exhibiting an epithelium with tightly attached cells, both laterally and basally attached
(Figures 1F2-1F3; 1G3-1G4). The HfJAGI also present, in some epithelial regions, basal intercellular
separation sites (Figure 1F2-1F3). The principal cells have well-developed CG, with some isolated
lipofuscin granules. In contrast, some HfJAGII epithelial regions have a few principal cells with large

endosomal-lysosomal vesicles, especially near their apical portion (Figures 1G3-1G4).

3.6.2. Cauda Region

Among YG animals, the epithelium has close cell-cell and cell-basal membrane contacts. The
principal cells have shown a cytosolic organization very similar to the caput region, with well-
developed RER and CG, accompanied by extensive stereocilia, at the apical cell portion (Figures 2A2-
2A3). The clear cells have a conventional ultrastructure, with large numbers of secretory vesicles and
many mitochondria.

The AG group has shown an epithelial structure similar to the caput region, in addition to the
principal cells presenting giant vacuoles and a large nuclear deformity, that is, nuclei with many basal
recesses (Figures 2B4-2B5).

The HfAG individuals presented an epithelial disorganization similar to that reported for the
epididymal caput, besides the presence of halo cells (Figures 2C4-2C5). A more intense accumulation
of lipofuscin granules was observed, also in basal cells, and a high concentration of mitochondria,
especially near the apical portion of principal cells (Figure 2C4). Moreover, there was a higher
frequency of clear cells, which exhibited intense peripheral accumulation of lipofuscin granules and
large lysosomal vesicles near the apical portion, accompanied by numerous mitochondria (Figure
2Cb).
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Among groups treated with the PJE, JAGI and JAGII groups have exhibited cell-cell and cell-
basal membrane union, with clearly visible tight junctions. The principal cells have well-developed
CG and RER, accompanied by a few exaggeratedly large lysosome vesicles, besides isolated lipofuscin
granules and a high mitochondrial concentration (Figures 2D2-2D3; 2E2-2E3). Clear cells in the other
groups have shown little lipid accumulation, together with a small number of lysosome vesicles, as
seen in these two groups (Figure 2D3). The HfJAGI and HfJAGII individuals show considerable
epithelial integrity, although a few cell separations were visible in some HfJAGI (Figures 2F2-2F3;
2G2-2G3). The principal cells have well-developed RER and CG, accompanied by a few giant
vacuoles, as well as lipofuscin granules (Figures 2F2-2F3; 2G2-2G3).

3.7. Analysis of hormone pathway markers

3.7.1 Androgen Receptor (AR)

Between control groups, a significant reduction in AR concentration was observed for AG
animals, when compared to YG; and a significant increase occurred in its marking in the HFAG group,
when compared to the AG. Among the groups treated with PJE, there was a significant increase for
JAGI, JAGII and HfJAGII individuals, compared to their respective controls, AG and HfAG. In
addition, between the treated groups, HfJAGI and HfJAGII, a significant, dose-dependent increase in

AR concentration was observed (Figure 3A).

3.7.2. Aromatase
The AG group showed a significant reduction of Aromatase concentration in relation to the
YG. In contrast, the HFAG presented a significant increase when compared to the AG group. The
treatment with PJE favored the increase of Aromatase in JAGII. It was reduced in HFJAGI and HFJAGII
(Figure 3B).

3.7.3. Estrogen Receptor-o (ER «)

Among the control groups, the concentration of ERa has presented variable responses, being
significantly reduced in AG, compared to YG; and higher in HfAG, in relation to AG. Treatment with
PJE has favored a significant increase in ERa concentration for the HFJAGI and HfJAGII groups when
compared to their controls, AG and HfAG, respectively. In addition, between SJI and SJII there was a

significant dose-dependent increase in ERa concentration (Figure 3C).
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3.7.4. Proliferative Nuclear Cell Antigen (PCNA)

The groups, AG and HfAG, have shown a significant increase in PCNA concentration,
compared to their respective controls, YG and AG. Treatment with PJE have favored a significant
reduction of PCNA in the treated groups, JAGI, JAGII, HfJAGI, and HfJAGII, in relation to AG and
HfAG, respectively (Figure 3D).

4. Analysis of apoptotic index (TUNEL assay)

Aging promoted a significant increase in apoptosis index in the epithelium, in both, caput and
cauda regions (Figures 4A-O; 5A-0). However, the HFAG group did not show significant increase of
epithelial apoptotic cells when compared to the AG group, in both epididymis regions (Figures 4A-O;
5A-0). The caput and cauda epididymis have responded differently to PJE treatment. In the caput,
there was a reduction of the apoptotic index in JAGI and JAGII when compared to the AG group, as
well as in HFJAGI and HfJAGII in relation to the HFAG group (Figure 4A). In the cauda, there was an
increase in apoptotic cell index in JAGII relative to AG and JAGI, as well as in HFJAGI and HfJAGII
compared to the HFAG group (Figure 5A).

5. Discussion

The present study is the first that relates the effect of ageing and the high-fat diet intake on the
epididymis and the repercussion of treatment with the Patented Jaboticaba peel Extract (PJE) treatment.
We found that aging reduced the epididymal tubular diameter of AG group mice and reduced the
protein expression of AR, ERa and aromatase, which resulted in the development of severe
ultrastructural and histopathological changes in both the epididymal head and tail regions. This cascade
of events involves a decrease in the androgenic stimulatory effect on secretory epithelium renewal,
which reduces the cellular protective effect against apoptosis and results in a progressive reduction in
epithelial functionality and an increase in the rate of cell death (Serre and Robaire, 1998; Jelinsky et
al., 2007; Hamzeh and Robaire, 2009). However, numerous studies have already shown aging as one
of the natural causes for progressive reduction in androgenic biosynthesis (Nielsen et al., 2007, Chen
et al., 2009, Perheentupa and Huhtaniemi, 2009, Carreau et al., 2011). Thus, in the epididymis,
hormonal androgen deprivation, both by natural causes and by intoxicating events, could result in
epithelial apoptosis and a significant reduction of tubular diameter in all epididymal segments (Serre
and Robaire, 1998; Hamzeh and Robaire, 2009).

The most notable histological changes in the epididymis have been documented through
complete androgen deprivation induced by castration, testosterone-estradiol replacement, and
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administration of EDS (Ethane-dimethanesulfonate) a potent agent toxic to Leydig cells. In addition,
several chemical compounds have been shown to alter the structure and function of the epididymis
(Kurowicka et al., 2015). However, very few studies have been done on morphometric alterations
associated with aging. Only Serre and Robaire (1998) and Calvo et al. (1999) reported structural and
ultrastructural changes due to aging in the epididymis of Brown Norway rats and hamsters,
respectively.

According to Serre and Robaire (1998), in the epididymis of young animals, as the luminal
volume increases, the epithelial height decreases, whereas the luminal proportion tends to reduce in
time. This finding corroborates the stereological data generated by our study, in which the volume of
the tubular lumen was reduced in both head and tail of the AG group. In addition, Serre and Robaire
(1998) have also observed an increase in epithelial height accompanied by luminal reduction of the
tubules located in the corpus and cauda epididymis. Garcia et al. (2012) have reported a reduction in
tubular diameter as well as tubular luminal volume in the epididymis of mice with cryptorchidism
associated with androgenic dysregulation. On the other hand, Hamzeh and Robaire (2009), when
performing the surgical removal of the Sprague-Dawley rat’s testicles, also reported reduction of
luminal volume as well as tubular diameter for the cauda region. According to them, this reduction
resulted in a decrease in intraluminal pressure, which favored the increase in tubular epithelial height
of the caudal region, accompanied by luminal reduction. Similar results occurred in our research,
considering that these luminal and epithelial variations were significant in the cauda region of the AG
group. We believe that these characters indicate the organism's response to the progressive reduction
of the spermatogenic process, due to the natural androgenic depletion of aging.

Although there are numerous descriptive studies on the epididymal histology of young and adult
mammals, both in humans and rodents, few works are involved in the ultrastructural changes of the
epididymis with aging (Cran and Jones, 1980; Robaire and Hermo, 1988; Serre and Robaire, 1998).

In this study, we observed that the epididymal ultrastructure is intensely modified by advancing
age. Among the main alterations, the accumulation of lipofuscin granules, the presence of giant
vesicles, and the irregularity of the basal membrane stand out. According to Serre and Robaire (1998),
the presence of recesses in the basement membrane corresponds to pseudopodia emissions by the basal
cells towards the membrane, in response to progressive decline in circulating testosterone and estradiol
levels accompanied by basement membrane thickening, which occurs as age increases. In this way, the
basal cells emit membrane extensions in order to increase contact with blood vessels, via basement
membrane, and thus capture the missing amount of hormone for its regulation. In addition, it is believed

that there is a decrease in proteolytic efficiency as age progresses, which leads to modifications in the
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renewal of protein content of the basal laminae, thus contributing to its irregularity (Serre and Robaire,
1998).

The accumulation of lysosomal lipofuscin granules observed in the epididymal epithelium is
more intense for aged animals and is considered a sign of progressive aging, as already reported by
Serre and Robaire (1998). Lysosomes are characterized by containing hydrolytic enzymes responsible
for the digestion of cellular organelles and extracellular products. Because of aging, lysosomes lose
their proteolytic capacity, and therefore accumulate undigested material in the form of lipofuscin. It is
now well established that lipofuscin accumulation progressively occurs with senility in post-mitotic
cells of different tissue types from the retina to the kidneys (Weisse, 1995; Ivy et al., 1996; Serre and
Robaire, 1998). Thus, lipofuscin is partly responsible for the cell's senescent phenotype and is then
known as the "aging pigment" (Terman and Brunk, 1998).

Although lipofuscin accumulation is a multifactorial process, several studies have already
shown the relationship of oxidative damage and the decline of intracellular degradation pathways as
causal factors of aging (Ivy et al., 1996; Serre and Robaire, 1998; Jara et al., 2004). Increased oxidative
stress, together with reduction in the proteolytic activity of lysosomal enzymes, is known to be directly
associated with aging in both humans and rodents (Robaire and Hinton, 2001). Moreover, both factors
are known to induce accumulation of lipofuscin in a wide variety of cell types (Banerjee et al., 1995;
Serre and Robaire, 1998). In addition, lvy et al. (1996) reported the accumulation of lipofuscin granules
in renal proximal tubule cells during treatment with lysosomal enzyme inhibitors in young Wistar rats.
Thus, we can speculate that the accumulation of lipofuscin in the lysosomal vesicles during aging may
be a result of tissue oxidative stress. The impaired activity of the endogenous antioxidant system
increases the accessibility of cellular organelles to attack by reactive oxygen species, in order to impair
all intracellular functioning, including the synthesis and glycosylation of acidic lysosomal hydrolases,
which ultimately interferes with lysosomal proteolytic activity.

Another characteristic observed in the epididymal epithelium of aged animals was the presence
of giant vesicles in principal cells, especially in the cauda. However, only two studies have related the
presence of these vesicles with aging, whereas no study has described the ultrastructural changes in the
epididymis of aged overweight animals. Cran and Jones (1980) reported the occurrence of vacuoles,
although small, in the main cells of the distal epididymal region of aged rabbits. Also, Serre and
Robaire (1998) described the presence of giant vacuoles in principal cell cytoplasm in the cauda of
Brown Norway rats, similarly to that seen in the AG group. The presence of these vesicles indicates a
rupture of the cyclic endosomal-lysosomal system with advancing age (Serre and Robaire, 1998). In
addition, Serre and Robaire (1998) noted the fusion of endosomal and lysosomal vesicles within large

vacuoles of main cells, although they had well developed endoplasmic reticulum and Golgi complex.
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Similarly, in the present study we observed the existence of large vacuoles with translucent content, as
well as the fusion of endosomal vesicles, in the principal epididymal cells of AG mice. Thus, these
events, associated with the higher concentration of dense lysosomes in comparison to the endosomes,
suggest that the mechanisms of vesicular fusion control and endosomal maturation are impaired by
cellular aging.

When analyzing the histopathology of the epididymis specific segments of the different groups,
a series of alterations was evidenced in the AG group, both in histopathological characterization and
quantification, these being more evident in the epididymis cauda.

Among the epididymal modifications observed, epithelial vacuolization, of the
microvacuolization type, occurs predominately in the AG group and especially in the cauda region.
This change is characterized by the accumulation of intracytoplasmic vacuoles in the apical cell
portion, being directly related to aging in rodents (Creasy et al., 2012, Kempinas and Klinefelter, 2014).
Vacuolization of the epididymal epithelium results from innumerable degenerative changes, among
which the intracellular accumulation of fluids, glycoproteins, lipids and phospholipids are highlighted
(Robaire et al., 2002). In animals of the AG group, vacuolization is mediated by the mixed
accumulation of fluid, glycoproteins and lipids, whose retention is age dependent.

Another prominent feature noticed in the AG group was the significant increase in the
accumulation of rounded germ cells in the lumen of epididymal cauda. Normally, testicular germ cell
detachment and their consequent accumulation in the epididymal lumen of the caput and cauda regions
occur in animals at peripuberal age due to the inefficiency of the first spermatogenic cycle. In contrast,
this event may result, secondarily, from lesions in the testicular germinal epithelium, reflecting the
continuous degeneration and testicular atrophy, which are caused by the androgenic decrease during
aging as well as by the action of toxic agents (de Andrade et al., 2006; Kempinas and Klinefelter, 2014,
Zhang et al., 2015).

According to Kempinas and Klinefelter (2014), the accumulation of luminal cell debris is
closely associated with clear cell hyperplasia, since they are involved in the endocytosis of luminal
components. Thus, under such conditions a greater number of lysosomes are required to enhance
endocytosis and digestion of debris, which favors the hyperplastic condition of clear cells (Kempinas
and Klinefelter, 2014). In fact, in the AG group the gquantitative increase of luminal cell debris in the
cauda region was accompanied by significant increase in clear cell hyperplasia.

Another histopathological characteristic significantly increased in AG animals was the
cribriform changes, in the cauda. These are characterized by the folding and attachment of epithelial
segments towards the tubular lumen, which were submitted to contraction (Foley, 2001). According to

Kempinas and Klinefelter (2014), this invagination may act as a secondary response to luminal
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reduction of sperm cells and testicular fluid, as well as to epididymal atrophy, which lead to disturbance
of the epididymis microenvironment. However, according to Kempinas and Klinefelter (2014) this
condition may have many causes and it is often associated with androgen depletion, aging, testicular
atrophy and germ cell tumors.

In addition to these changes, we observed that aging reduced the protein expression of AR,
ERa, and Aromatase in the AG group in relation to young animals. Despite the explicit importance of
estrogen receptors in epididymal activity, since they act together with estrogens in regulating the
expression of genes involved in transporting water and solutes to the epididymal lumen (Joseph et al.,
2011), the variety of studies involving the ERa function in the epididymis is very small. In this context,
only research with knockout mice for ERa has been performed (Mahato et al., 2000; Hess et al., 2003;
Weiss et al., 2008; Lee et al., 2009; Joseph et al., 2010, 2011), and there were no studies of the effect
of aging on the metabolism of estrogens in the epididymal environment. Eddy et al. (1996) have related
the deficiency in ERa gene expression occurring in the epididymis in the case of male infertility,
associated with low sperm motility as well as reduced sperm concentration in the epididymis cauda, as
the mouse ages. Mahato et al. (2000) and Joseph et al. (2010), when studying germ cells in knockout
mice for ERa, reported a direct relationship between absence of estrogen receptor o expression with
changes in epididymal transit time and morphological abnormalities in spermatozoa. It is believed that
such effects are due to defects in the luminal environment, hypo-osmotic and highly alkaline condition
along the epididymis due to the absence of estrogen receptors, rather than the direct effect of defective
spermatogenesis (Joseph et al., 2010).

Moreover, other studies associate segment-specific abnormalities in epididymal morphology
with reduced ERa expression (Hess et al., 2000; 2011). According to Hess et al. (2011), this condition
is closely associated with hyperplasia of clear and narrow cells, as well as the accumulation of granules
and vacuoles inside them, as a result of the greater alkalinity of the lumen. In our experiment, AG
individuals exhibited both histopathological changes similar to those described above and a significant
reduction in epididymal ERa levels. This correlation is considered indicative of abnormal transport of
ions and excessive endocytosis exerted by epididymal epithelium, since estrogen receptors help to
control the cellular transport of water and ions.

All epididymal structure and functionality is known to be androgen dependent, so that its
secretory and absorptive functions are closely dependent on androgen receptor (AR) regulation
(Robaire and Hamzeh, 2011). The expression and activity of AR is modulated by endocrine and
paracrine factors, secreted directly by the testes (Robaire and Hamzeh, 2011), which reach the
epididymis through the luminal portion. Together with ERs, the activity of the ARs influences the
entire luminal dynamics of the epididymis, furnishing a balance between the functionality of both



109

hormones, required for maintenance of a functional epididymis (Joseph et al., 2011; Robaire et al.,
2006).

Following the reduction of ERa, the epididymal tissue of AG animals showed a significant
reduction of AR and Aromatase. According to Gunes et al. (2016), senility causes a reduction in GnRH
hormone secretion, which results in lower pulses of LH and testosterone, resulting in a lower density
of RA and ER in target organs. Despite the importance of androgen receptors for epididymal activity,
as well as its regulation with a-estrogen receptors, there are few studies involving its activity with
epididymal aging (Robaire et al., 2006; Robaire and Hamzeh, 2011; Bhanmeechao et al., 2018).
Robaire et al. (2006) associated the progression of senility with the reduction in the expression of the
enzymes responsible for the conversion of testosterone to DHT (dihydrotestosterone), the ligand to
AR; this process resulted in reduction of AR in the cells of the epididymal epithelium. In agreement,
Bhanmeechao et al. (2018) have observed that aging results in a reduction in testosterone production,
and, therefore, lower expression of AR, accompanied by ERa, in the epididymis of dogs.

Regarding the epididymal changes due to aging associated with the ingestion of high-fat diet,
there are no studies, which highlights our research as being the first in this field. We observed that the
HfAG animals have several aggravations of the structural and ultrastructural histopathological
conditions exhibited by AG animals. HFAG animals exhibited a significant increase in the proportion
of the tubular lumen in both the caput and the cauda, accompanied by an increase in the interstitial
proportion of the caput and a reduction in the cauda region. These stereological changes were consistent
with the histopathological changes, such as the increase of inflammatory infiltrates in the caput, as well
as of the cribriform alterations in tubular epithelia of the cauda region.

Several times, the cribriform modification is associated with androgen depletion, aging,
testicular atrophy, and germ cell tumors (Creasy et al., 2012, Kempinas and Klinefelter, 2014). Thus,
the increase of this histopathological condition in the epididymis of HFAG mice indicates that the
chronic ingestion of a high-fat diet by aged animals intensifies the pathologies naturally caused by
aging.

Concerning the development of inflammatory infiltrates, the HFAG animals exhibited a
significant increase of this condition in the caput region. The inflammatory process generally consists
of the response to necrosis or tissue damage, which occurs secondary to rupture of the blood-
epididymal barrier in the epididymis (Creasy et al., 2012, Kempinas and Klinefelter, 2014). Numerous
degrees of inflammation have already been related to epididymal damage, ranging from focal to diffuse
accumulation, with interstitial, epithelial and/or luminal coverage (Creasy et al., 2012). The
inflammatory infiltrates correspond, to small focal accumulations of inflammatory cells, usually

lymphocytes, neutrophils and plasma cells, in the epididymis interstitium as well as in the perivascular
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space. Thus, the increase of inflammatory infiltrates in the HFAG group demonstrates the beginning of
the imbalance in epididimal homeostasis caused by aging and its association with a high-fat diet (Foley,
2001; Jiménez-Trejo et al., 2007; Kempinas and Klinefelter, 2014).

On the other hand, in relation to the epididymal ultrastructure, the HFAG animals presented
innumerable alterations in relation to the AG group. In the caput region, intense intercellular separation
was observed, in addition to large expansion of smooth endoplasmic reticulum (SER), and large lipid
accumulations together with the liposfuscin granules. These characters indicate that SER was being
intensively required for lipid metabolism, considering this to be one of its main known functions
(Junqueira and Carneiro, 2012), and that chronic ingestion of a high-fat diet may be affecting lysosomal
functioning. The accumulation of lipofuscin in cells is already known to occur with the advancement
of aging, due to lysosomal maldigestion (Ivy et al., 1996; Serre and Robaire, 1998). Thus, lipofuscin
is known as the "aging pigment”, and is considered partially responsible for the cell's senescent
phenotype (Brunk et al., 1992; Terman and Brunk, 1998). The process of accumulation of lipofuscin
is multifactorial, being also influenced by the increase of oxidative stress (Serre and Robaire, 1998;
Jara et al., 2004). It is known that obesity is closely related to the activation and increase of local and
systemic inflammatory processes (Angelopoulou et al., 2009; Adewoyin et al., 2017), by the synthesis
of proinflammatory cytokines such as TNFa and IL-17. Otherwise, inflammation leads to an increase
in the generation of reactive oxygen species, which overload the endogenous antioxidant activity, and
consequently the increase of oxidative stress. Therefore, through this route, overweight affects all
intracellular homeostasis, resulting, in the accumulation of lipofuscin granules filled with the lipid
accumulations observed.

In the cauda region of HFAG animals, a higher increase of halo cells in the epithelium was
noted. Previous studies have previously associated aging with a reduction in the ratio of principal, clear
and narrow cells, and the increase in number of halo cells in a segment-specific manner (Serre and
Robaire, 1998; Serre and Robaire, 1999). According to Serre and Robaire (1999) there was a segment-
specific recruitment of cytotoxic T lymphocytes and monocytes-macrophages in the epididymal
epithelium of aged Brown Norway rats whose epididymal lumen contained few spermatozoa. Thus,
accumulation of damaged epithelial cells and antigens of germ cell origin, leaking through a
dysfunctional blood—epididymis barrier, may contribute to the active recruitment of immune cells with
age. However, in this study we did not observe presence of Halo cells in the epididymis of aged
animals, but they occurred in aged animals that had chronic ingestion of the high-fat diet (HFAG group).
Hence, we can affirm that feeding with high-fat diet and consequently the overweight impairs the
structuring of blood-epididymal barrier, favoring the development of open spaces in the same, which

would lead to the epithelial penetration of Halo cells in different segments.
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As in AG animals, the HFAG presented, in the cauda region, an expressive quantity of giant
vesicles in the cytoplasm of principal cells and in the intercellular space. However, there are no studies
of epididymal ultrastructural changes due to chronic ingestion of high-fat diets, but only as a
consequence of aging (Serre and Robaire, 1998). In this way, we can highlight that the rupture of the
endosomal-lysosomal cyclic system, indicated by the presence of giant vesicles, promoted by the
advancement of age (Serre and Robaire, 1998) is maintained and reinforced by overweight during
aging.

Contrary to the investigations carried out in aged animals, there is no research data on the effect
of obesity or overweight on the expression of AR, ERo/B, and Aromatase in the epididymis. The
present data corresponds to investigations of Knockout mice for the isoforms of ERs and Aromatase
in the testes of primates and rodents (Lubahn et al., 1993; Eddy et al., 1996; Hess et al., 1997; Robertson
et al., 2002). Lambard et al. (2003; 2004) reported the expression of Aromatase and ERa / B on
spermatids and spermatozoa present in the testis and semen of men of reproductive age. Thus, the
Aromatase protein expression observed in the epididymis may be the sum of its expression occurring
in both the epithelium and the maturing spermatozoa.

Many investigations have been made regarding the effect of polyphenol-rich compounds on the
integrity of the male reproductive system (Zepeda et al., 2014; Lamas et al., 2015, 2017; Zheng-mei et
al., 2015; Wang et al., 2016; Simas et al., 2017). However, most who take this approach focus on the
effect of phenolic compounds on improvements in the endogenous antioxidant system as well as on
sperm count and viability (Adewoyin et al. 2017). Lamas et al. (2017) reported that grape juice
concentrate improved the ultrastructural integrity of the epithelium of both the epididymal head and
tail, as well as the morphology and sperm count of Wistar rats intoxicated with cadmium chloride.
Reddy et al. (2016) observed that the administration of resveratrol improved the endogenous
antioxidant activity in the testis and epididymis as well as the sperm count and viability in Wistar rats
contaminated with cisplatin. Similarly, Simas et al. (2017) observed that the administration of
resveratrol improved the levels of nitric oxide and malonaldehyde in the reproductive tissues, as well
as the sperm count and morphology in Wistar rats with type I diabetes. In turn, Zheng mei et al. (2015)
reported that administration of phenolic compounds in obese mice reduced inflammation as well as
oxidative stress levels in epididymal white adipose tissue.

Despite this, there are no studies on the effect of polyphenols on different epididymal
parameters in aged animals under the effect of chronic ingestion of high-fat diet, emphasizing this as
the first study with this focus. We observed that continuous administration of PJE in all groups favored
the epithelial restructuring of both the caput and the epididymal cauda, improving intercellular

junctions, cribriform alterations, reducing the number of prevailing vacuoles, as well as
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microvacuolization, and the accumulation of luminal cell debris. In addition, PJE favored increased
levels of AR, ERa and Aromatase especially in the old animals treated with the double dose of extract.
In the aged animals treated with a high-fat diet and PJE, the extract contributed to the normalization of
aromatase levels, as well as of AR and ERa, since the HFAG group presented an overexpression of
Aromatase.

Regarding PCNA levels and apoptosis index, PJE treatment led to different results in the
epididymal caput and cauda. In the caput region, the JAGI, JAGII, HfJAGI and HfJAGII groups
showed a reduction in the apoptotic cell index, which was high in the AG and HfAG groups. On the
other hand, in the cauda, there was a significant increase in the apoptotic index for the groups treated
with PJE. These results were accompanied by a significant reduction in PCNA levels for the groups
JAGI, JAGII, HfJAGI and HfJAGII.

Some studies have reported the antiproliferative effect of plants of the Myrciaria genus against
different tumor cell lines (Leite-Legatti et al., 2012; Wang et al., 2014; Tietbohl et al., 2017). In all
these researches, the plants used for the treatments had high phenolic content. It has been recognized
that polyphenols are the main agents responsible for the "anti-cancer” effect of this type of treatment
(Joseph et al. 2015). Leite-Legatti et al. (2012) reported that the frozen jaboticaba (Myrciaria
jaboticaba) peel is rich in ellagic acid, anthocyanins and volatile terpenes, capable of acting against
leukemia proliferation (K-562 line), and prostatic neoplastic cells (PC-3 line). These phenolic
compounds penetrate tumor cells and cause increased oxidative stress within them, which ultimately
leads to their apoptosis (Leite-Legatti et al., 2012). Tietbohl et al. (2017) observed that the extract of
guavaberry leaves (Myrciaria floribunda) has a greater antiproliferative effect against lineages of
breast cancer tumor cells (MCF-7 line) when compared to its effect on normal cells. Similarly, Wang
et al. (2014) showed that the water extract of jaboticaba (Myrciaria cauliflora) seeds possesses
appreciable antioxidant activity, besides inducing the apoptosis of oral carcinoma cells (HSC-3 line),
by reducing survival levels, known to inhibit apoptosis by inactivation of the caspase pathway.

In a preliminary study by our research group, we have observed that the patented extract of
jaboticaba peel (Myrciaria jaboticaba) (PJE) has a high concentration of phenolic compounds (Lamas
et al., 2018). In our present study, the reduction in epididymal levels of PCNA, together with the
increase in the level of apoptotic cells in the cauda region in JAGI, JAGII, HfJAGI and HfJAGII
groups, allows us to affirm that PJE presented a prominent anti-proliferative capacity, thereby assisting
in combating cells potentially dangerous for the homeostasis of the epididymal microenvironment.

In addition, the treatment with the patented jaboticaba peel extract favored dose-dependent
epididymal improvements in several parameters. JAGII exhibited increased tubular diameter in the

cauda region as well as reduction in epithelial and tubular proportion. It increases the ERa level and



113

the apoptotic index compared to JAGI. Similarly, HFJAGII animals exhibited a significant reduction
in epithelium and tubule proportion in the epididymis cauda, as well as an increase in AR level when
compared to HFJAGI. Thus, considering the benefits of PJE that we observed in the present research,
we encourage the use of this extract for human studies, since the life expectancy and the consumption
of diets rich in processed fats has increased in the world population, in addition to the statistically
significant delay of maternity and paternity.

6. Conclusion

Aging caused a series of histopathological and ultrastructural changes in the epididymis studied. In
addition, a diet based on high-fat diet favored the worsening of many epididymal pathological conditions
already developed by aging. In turn, we have seen that the patented jaboticaba peel extract (PJE) favored
the recovery or normalization of the levels of androgen and a-estrogen receptor, aromatase, and the anti-
proliferative action, as well as reducing epididymal epithelial cell hyperplasia. Consequently, these
improvements resulted in greater integrity of the epididymal tissue, accompanied by the reduction of
histopathological characters. Moreover, this study stands out as the first to analyze the action of antioxidant
compounds, the PJE, on the epididymis, in general, and under conditions of aging and overweight.
Therefore, we strongly recommend PJE as a chemiopreventative agent acting against epididymal cell

proliferation, in addition to favoring the ultrastructural and histological recovery of this tissue.
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Figures and Legends

Table 1. Epididymis biometry and morphometric analysis (mean value + standard deviation)

YG AG HfAG JAGI JAGII HfJAGI HfJAGII
Epididymis absolute weight (g) 65.81 +5.17 60.18 + 2.40 73.35+ 4.0 b* 89.38 + 5.28 b* 67.12 + 8.60 b"* 91.13 +6.03 c* 76.41 +4.51
Kk ko *
Epididymis relative weight (El) (%) 0.21 +£0.02 0.18 £0.013 0.17 £ 0.009 0.27 £0.017 b 0.19+0.02 b 0.22+0.015¢ 0.20 £0.0113
Epididymis caput
s . 34.59 +0.92 32.49 +1.64 34.59 + 1.50 35.54 +1.30 35.97 +1.90 34.75 +0.97 34.19+155
Epithelium height (um)
Tubular diameter (um) 119.4 +2.38 106.1 + 5.26 a* 120.3 + 3.42 b* 134.2 + 6.07 b** 125 +2.98 b** 1335+ 4.49 c* 121.2 +3.50
Epididymis cauda
- . 18.82 +0.55 25.16 + 1.38 a*** 20.31 + 1.58 b* 2458 £0.75 2362+10 23.21+0.61 19.49 +0.24
Epithelium height (um)
Tubular diameter (um) 304.6 + 10.47 297.6+£9.73 288.7 +£12.32 248.6 + 23.03 321.6 + 8.76 b"** 33212515 325.7 £ 6.75 c*

YG, Young group; AG, aged group;HfAG, high-fat diet + aged group; JAGI, first PJE dose + aged group; JAGII, double PJE dose + aged group; HfJAGI, first PJE dose + high-
fat diet + aged group; HfJAGII, double PJE dose + high-fat diet + aged group. (n=6). Significative diference was found for: ? relative to YG group; ° relative to AG group; *
relative to JAGI; © relative to HFAG group; < relative to HfJAGI. Consider: *p<0.05; **p<0.01 and *** p<0.001.

Table 2. Epididymis stereological analysis (mean value + standard deviation)

YG AG HfAG JAGI JAGII HfJAGI HfJAGII
Epididymis caput
Epithelium proportion (%) 52.91+1.80 53.48 +0.74 47.86 + 1.40 b** 52.63 +1.36 51.72+0.92 54.14 + 0.81 c**=* 52.17 £ 0.79 c*
Lumen proportion (%) 10.93£0.84 7.555 +1.33 a* 12.96 £ 1.20 b** 12,63 £ 0,55 b** 14,19 + 1,16 b*** 11,93+0,78 11,36 + 1,06
Tubular compartment (%) 63.08 £1.73 67.72+1.85 63.55 + 0.630* 66.19 +0.97 66.20 + 0.60 65.31+1.32 65.30 +1.24
Interstitial compartment (%) 38.93+1.25 3116+ 1.71a***  37.67 +0.88 b** 36.49 + 0.96 b** 33.82+0.70 33.96 +1.44 32.28+1.59 c*
Epididymis cauda
Epithelium proportion (%) 12.62 +0.59 17.09 + 0.67 a*** 15.47 +1.83 21,62 + 1,55 b* 16,47 1,01 b"** 19,61+ 1,09 13,06 + 1,12 c"**
Lumen proportion (%) 50.82 +2.11 41.08 +2.25 a** 49.47 + 2.41 b* 46.00 +2.78 42.97+1.12 55.50 + 0.93 52.39 + 1.06
Tubular compartment (%) 65.34 +2.618 57.35 + 1.760a* 63.65+ 1.114b** 6524 +1990b** 58,87 +1,016b™* 71,48+ 1,076c*** 64,54 + 1,552¢7%*
Interstitial compartment (%) 35.07 +2.46 44.67+1.22 % 36.35 + 1.11 b** 36.99 + 1.29 b* 41.13+1.01 31.13+1.97 c* 35.88 +1.33¢c"*

YG, Young group; AG, aged group;HfAG, high-fat diet + aged group; JAGI, first PJE dose + aged group; JAGII, double PJE dose + aged group; HfJAGI, first PJE dose + high-fat
diet + aged group; HfJAGII, double PJE dose + high-fat diet + aged group. (n=6). Significative diference was found for: @ relative to YG group; ° relative to AG group; *” relative to
JAGI; © relative to HFAG group; © relative to HfJAGI. Consider: *p<0.05; **p<0.01 and *** p<0.001.



Figure 1. Light and electron microscopy of the epididymal caput region.
(A1-A3): YG Group. (Al): Light Microscopy. (A2-A3): Transmission
electron microscopy; overview of the epithelium, showing principal cells
(Pc), with large complexes of Golgi (Gc) and basal cells (Bc). (A3): Principal
cell, exhibiting a well-developed rough endoplasmic reticulum (RER) and
Golgi complexes (Gc). (B1-B5): AG Group. (B1-B3): Light microscopy,
with emphasis on intraepithelial cystic formation in (B3). (B1): Cellular
desquamation present in tubular lumen. (B4-B5): Transmission electron
microscopy. Epithelium with extensive intercellular spaces (thick arrow),
presence of lipofuscin granules (Lf), large endosomal vesicles (Ev) and
smooth endoplasmic reticulum (Ser) well developed. (B5): Detail of basal
epithelial region, with basal recesses (thin arrows) and intercellular space
(thick arrow). (C1-C3): HfAG group. (C1): Light Microscopy, with
emphasis on cystic intraepithelial formation (arrowhead). (C2-C3):
Transmission electron microscopy. Note epithelium with intense cellular
separation (thick arrow), accumulation of lipofuscin granules with lipids
(Lpl). Lysosomes (Ly); mitochondria (Mt); nucleus (n). (D1-D4): JAGI
group. (D1): Light Microscopy. (D2-D4): Transmission electron
microscopy. (E1-E5): JAGII Group. (E1-E2): Light microscopy. (E3-E5):
Transmission electron microscopy. Note the intact epithelium, with principal
cells exhibiting well-developed rough endoplasmic reticulum (RER) and
Golgi complexes (CG). (F1-F3): HfJAGI group. (F1): Light Microscopy.
(F2-F3): Transmission electron microscopy. Principal cells with extensive
Golgi complexes (Gc) and lysosomes (Ly). Note basal foci of intercellular
separation (thick arrow). (G1-G4): HfJAGII group. (G1-G2): Light
Microscopy. Observe the presence of some intraepithelial cystic formations
in (G2). (G3-G4): Transmission electron microscopy. Intense intercellular
junction, with principal cells exhibiting well-developed Golgi complex (Gc).
(G4): Detail of principal cells cytoplasm, with endosomal vesicles (Ev),
lysosomes (Ly) and mitochondria (Mt). Basal cell (Bc), Epithelium (e),
Intraepithelial cysts (arrowhead), Lumen (Lu), Principal cell (Pc).
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Figure 2. Light and electron microscopy of the epididymal cauda

region. (A1-A3): YG Group. (Al): Light Microscopy. (A2-A3):
Transmission electron microscopy; overview of the epithelium, showing
principal cells (Pc), with large Golgi complexes (Gc) and rough endoplasmic
reticulum (Rer), basal cells (Bc) and healthy basement membrane (Bm).
(A3): Principal cell cytoplasm, exhibiting a well-developed rough
endoplasmic reticulum (RER) and Golgi complex (Gc). (B1-B5): AG
Group. (B1-B3): Light microscopy, with emphasis on cellular desquamation

present in tubular lumen (Bl-inset). (B3): Epithelium with intense i

microvacuolization. Note the cribriform changes (B1), and the presence of
karyomegaly (star) in epithelial cells in (B2). (B4-B5): Transmission
electron microscopy. Epithelium with extensive intercellular spaces (thick
arrow), presence of lipofuscin granules (Lf), large vesicles (v) and smooth
endoplasmic reticulum (Ser) well developed. (B5): Detail of basal epithelial
region, with basal recesses (thin arrows) and intercellular space (thick
arrow). (C1-C5): HfAG group. (Cl): Light Microscopy. Note the
hyperplasia of clear cells (thin arrow) and the inflammation focus on (C1-
inset)with emphasis on cystic intraepithelial formation (thick arrow). (C2):
Epithelium with intense microvacuolization. (C3): Intraepithelial cystic
formation. (C4-C5): Transmission electron microscopy. (C4-C5): large
intra- and intercellular vacuoles (v) and foci of intercellular space (thick
arrows). (C5): Notice clear cells (Cc) with intense accumulation of
lipofuscin (Lf) and lysosomes (Ly), large intercellular separation (thick
arrow), and presence of basal recesses (thin arrow). Cell halo (H),
mitochondria (Mt), basement membrane (Bm), and nucleus (n). (D1-D3):
JAGI group. (D1): Light Microscopy. (D2-D3): Transmission electron
microscopy. (D2): Note principal cell (Pc) with well-developed Golgi
complex (Gc) and rough endoplasmic reticulum (Rer), and strong tight
junctions (Tj). (D3): Clear cell (Cc) with lysosomes (Ly) and high
concentration of mitochondria (Mt). (E1-E3): JAGII Group. (E1): Light

microscopy. (E2-E3): Transmission electron microscopy. Note the intact :

epithelium, with principal cells exhibiting well-developed rough
endoplasmic reticulum (RER) and Golgi complex (CG), with intact basal
cell (Bc). (F1-F3): HfJAGI group. (F1): Light Microscopy. (F2-F3):
Transmission electron microscopy. Principal cells (Pc) with extensive Golgi
complex (Gc). Note presence of lipofuscin granules (Lf) in principal cell.

(G1-G3): HfJAGII group. (G1): Light Microscopy. (G2-G3): Transmission -

electron microscopy. Intense intercellular junction, with principal cells (Pc)
exhibiting well-developed Golgi complex (Gc), presence of lysosomes (Ly)
and few lipofuscin granules (Lf). (G3): Detail of principal cells cytoplasm,
with lysosomes (Ly) and well-developed colgi complex (Gc), and rough
endoplasmic reticulum (Rer). Basal cell (Bc), Epithelium (e), Lumen (Lu),
Principal cell (Pc).




Table 3. Epididymis histopathological quantification (mean value + standard deviation)
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YG AG HfAG JAGI JAGII HfIJAGI HfJAGII
Epididymis Caput (um)
Cribriform change - - - - - - -
Epithelial microvacuolization 15.25+5.121 70.50 + 23.57 188.7 + 39.30 19.50 + 6.764 2467 +3.180 36.07£18.40c** 26.75+9.51c**
Single cell necrosis 0.80+0.21 7.0+2.0a** 3.73+0.13 3.60+0.58 2.50+0.30 1.73 £ 0.40c* 1.06 £ 0.57¢c**
Luminal cell debris 0.80£0.21 14.80 £ 7.88 3.73+£0.13 510+1.94 2.60 £0.20 1.40 + 0.50c* 1.13 +0.63c*
Karyomegaly - - - - - - -
Inflammatory infiltrate 0.13+0.03 3.0 +£0.57a** 8.0 £ 1.0b* 0.56 +0.08 0.50+0.11 0.40 £ 0.05¢***  0.30 £ 0.05c***
Epididymis Cauda (um)
Cribriform change 0.1+0.06 254 +0.30a***  4.25+0.41b* 1.20+0.27 0.5 +0.10b* 2.15 + 0.64c* 1.05 + 0.23c**
Epithelial microvacuolization 6.8 +4.69 35.73 £ 10.54a* 66.13 + 15.36 11.13+2.58 11.00+1.0 10.10 + 4.99¢** 6.80 + 4.58¢**
Single cell necrosis - 2.08 +0.47 3.40+£0.53 0.25 + 0.15b* 0.26 £0.17b*  0.15+0.09c***  0.15 + 0.05¢c***
Clear cell hypertrophy 15.67 +2.33 42.83 £1.92a***  39.93+6.77  12.95+251b***  17.9+21b** 33.4+3.0 13.87 + 1.31c*
Luminal cell debris 18+0.74 47.67 +4.14a*** 1337+151b** 28+113b** 230+ 0.30b*** 8.90£2.99 2,50 +£0.41c*
Karyomegaly 0.733+0.29 4.95 + 0.05a*** 5.0+0.80 1.30+0.75 0.13 + 0.06b* 3.86 £ 0.59 4010
Inflammatory infiltrate 0.07 £ 0.04 56.90 +11.80 a**  50.50 + 12.61 3.0+1.88b*  0.26+0.06 b** 5.06 + 0.24c* 1.80 £ 0.34c*

YG, Young group; AG, aged group;HfAG, high-fat diet + aged group; JAGI, first PJE dose + aged group; JAGII, double PJE dose + aged group; HfJAGI, first PJE dose + high-fat
diet + aged group; HfJAGII, double PJE dose + high-fat diet + aged group. (n=6). Significative diference was found for: 2 relative to YG group; ® relative to AG group; © relative to
HfAG group. Consider: *p<0.05; **p<0.01 and *** p<0.001.
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Figure 3. Western Blotting analysis of AR, Aromatase, ERa, and PCNA levels in the epididymis of experimental groups. (A):
AR. (B): Aromatase. (C): ERa. (D): PCNA. Significant difference: *relative to YG group; "relative to AG group; b" relative to
JAGI; relative to HfAG group; ¢ relative to HfJAGI. Consider: * p <0.05; ** p <0.01 and *** p <0.001.
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Figure 4. Analysis of apoptotic index via
TUNEL assay of the caput epididymis. (A):
Graphical analysis of TUNEL assay between
the experimental groups. (B-C): YG group. (D-
E): AG group. (F-G): HfAG group. (H-I): JAGI
group. (J-K): JAGII. (L-M): HfJAGI group. (N-
0): HfJAGII group. Considerer: DAPI: normal
nuclear labeling; FITC: labeling of apoptotic
nuclei; significant difference: erelative to YG
group; Prelative to AG group; ‘relative to HFAG
group. Consider: * p <0.05 and ** p <0.01.
Scale bar: 250 pm.
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Figure 5. Analysis of apoptotic index via
TUNEL assay of the cauda epididymis. (A):
Graphical analysis of TUNEL assay between
the experimental groups. (B-C): YG group.
(D-E): AG group. (F-G): HfAG group. (H-I):
JAGI group. (J-K): JAGII. (L-M): HfJAGI
group. (N-O): HfJAGII group. Considerer:
DAPI: normal nuclear labeling; FITC:
labeling of apoptotic nuclei; significant
difference: ?relative to YG group; Prelative to
AG group; " relative to JAGI; ‘relative to
HfAG group. Consider: * p <0.05; ** p <0.01
and *** p <0.001. Scale bar: 250 pm.
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4. RESULTADOS ADICIONAIS

4.1. Avaliacao Biométrica

4.1.1. Aumento de Peso Corporal e Peso Final

O aumento de peso corporal apresentou variacdo significativa ao ser comparado entre 0s grupos
controle (JV; SE; SHP), bem como destes aos seus respectivos tratados (SJI, SJII; SHJI, SHJII).
Observou-se uma reducdo significativa deste par@metro em SE comparado a JV. J& SHP apresentou
um aumento de peso consideravel ao contrario dos SE. Os grupos tratados com dieta hiperlipidica e
ECJ (SHJI e SHJII) exibiram uma reducédo no peso corporal em relagdo aos tratados apenas com a dieta
hiperlipidica (SHP), de modo que essa reducao se mostra mais intensa no grupo SHJII. Por sua vez, 0s
grupos senis tratados com o ECJ (SJI e SJII) ndo evidenciaram varia¢do neste parametro em relacédo
aos SE. Ja em relagdo ao peso final (BW) a variacdo foi mais intensa. O grupo SE exibiu um BW final
significativamente maior em comparacdo ao JV, assim como SHP foi para SE. Por fim, nos grupos
tratados com ECJ (SJI, SJII; SHJI, SHJII), o BW final foi menor em relagdo ao medido nos seus

respectivos controles (SE e SHP) (ver Tabela 3).

4.1.2. Peso Absoluto e Relativo dos Testiculos (IGS)

Entre a maioria dos grupos analisados neste trabalho, o IGS marcou, apenas, uma reducdo no
grupo SE em relagéo ao JV. Nos grupos tratados com o ECJ (SJI, SJII; SHJI, SHJII) observou-se um
aumento progressivo, porém ndo significativo, neste indice, em comparacdo aos grupos controle. O
peso absoluto testicular, por sua vez, exibiu maior variagdo. Entre JV e SE, os testiculos reduziram
significativamente o peso, assim como ocorreu entre SHP, SHJI e SHJII, cujas doses duplicadas de

ECJ favoreceram a progressiva perda de peso gonadossomatico (ver Tabela 3).

4.2. Anélise Morfométrica

A partir da morfometria testicular observou-se variacdes em alguns destes parametros entre
0s grupos analisados. Entre os grupos controle, a altura epitelial tubular diminuiu nos animais senis
em comparagdo aos jovens; ao passo que nos individuos SHP este pardmetro aumentou
significativamente em detrimento dos individuos SE. Ja entre os grupos tratados, houve um
aumento na altura epitelial para o grupo SHJI, comparado ao grupo SHP, assim como para 0 SJl e
SJIl em relagdo ao SE. Contudo, apesar das alteracdes significativas para a altura epitelial tubular,
0 diametro dos tubulos ndo variou significativamente entre os grupos, desde os controles aos
tratados. Vide Figura 11.
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4.3. Avaliacao Estereologica

A porcentagem de area total ocupada pelos tubulos seminiferos foi maior nos grupos tratados,
SJI, SJIN, SHJI, SHIII, em comparacdo aos grupos controle, SE e SHP. A area luminal apresentou
reducdo significativa nos animais senis (SE), diferentemente dos jovens (JV), a0 passo que 0S
animais alimentados com a dieta hiperlipidica (SHP) exibiram um aumento deste parametro em
relacdo aos SE. Dentre os tratados, o grupo SHJII teve uma redugdo significativa de volume
luminal em relacdo ao SHJI, e ao seu respectivo controle, SHP. J& entre os grupos tratados com
jabuticaba, este parametro exibiu um aumento significativo nos SJI, quando comparado ao SJIl, e
a seu controle, SE. Além disso, a area epitelial é também, marcada por iniUmeras variacfes
estereoldgicas entre os grupos analisados. Aumento do epitélio tubular ocorre nos grupos SHP, em
relacdo ao SE, assim como nos tratados SHJII, quando comparado ao SHJI, e no SJII, ao contrério
do SE. Ademais, uma grande reducdo no volume epitelial € observada em SE, relacionado ao JV.
Todos esses resultados podem ser verificados nos graficos da Figura 12.

Em consideracdo aos componentes intersticiais, a dieta hiperlipidica reduziu o volume e
porcentagem das células de Leydig; aumentou em porcentagem e nimero, a proporcao de vasos
sanguineos — apesar de ndo ser significativo — e aumentou o volume de macréfagos, no grupo SHP,
em relacdo ao SE. Similarmente, um aumento significativo no volume e porcentagem das células
de Leydig, macréfagos, vasos sanguineos e espaco linfatico foi observado nos animais senis (SE),
comparados aos jovens (JV), além do aumento no espessamento da lamina prépria tubular.
Entretanto, o extrato de jabuticaba em individuos senis, grupo SJI e SJII, acarretou uma reducéo
na proporc¢ao de macréfagos e células Leydig, além dos vasos sanguineos, embora este Gltimo nao
tenha sido significativo. Por sua vez, a combinacdo do tratamento do extrato de jabuticaba com a
dieta hiperlipidica favoreceu a uma melhora na porcentagem de células de Leydig, reducdo no
volume do espaco linfatico, assim como de macréfagos e vasos sanguineos, em SHJI e SHIJII, em
relacdo ao SHP. Esses resultados estdo ilustrados nos graficos da Figura 13.

Em relacdo aos pardmetros estereolégicos das células de Leydig, houve um aumento no
volume nuclear e citoplasmatico (em um?®) das mesmas, acompanhados pelo aumento no volume
individual desse tipo celular nos animais senis quando comparados aos juvenis. Ja 0s animais senis
alimentados com a dieta hiperlipidica apresentaram uma reducdo na quantidade de células de
Leydig por testiculo e por grama de testiculo em comparagdo aos animais senis de dieta
normolipidica. Observou-se um aumento no volume nuclear e citoplasmatico das células de
Leydig no grupo SHP em relagdo ao SE. Por sua vez, o tratamento com o extrato da casca de
jabuticaba reduziu o volume nuclear e citoplasmatico para préximo dos niveis do grupo JV, tanto

nos grupos SJI, SJII como nos SHJI e SHJII. Redugédo no volume individual das células de Leydig
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(em pmd) foi observada nos grupos SHJI e SHJII em relagdo ao SHP, assim como nos animais
SJIl em comparagdo aos animais SE. Adicionalmente, o nimero de células de Leydig por testiculo
e por grama de testiculo aumentou significativamente nos animais dos grupos SHJI e SHJII em
relacdo aos individuos do grupo SHP, além do numero de células de Leydig por testiculo ter

aumentado no grupo SJI comparado ao grupo SE. Esses resultados estdo ilustrados na Tabela 4.

4.4. Histopatologia e Ultraestrutura Testicular

4.4.1. Animais dos grupos JV, SE e SHP

Uma estrutura tecidual tipica foi encontrada ao longo da extenséo testicular dos animais jovens
(JV) analisados (Figuras 14A-B). No compartimento tubular, as células de Sertoli apresentam uma
distribuicdo periférica, sendo situadas em proximidade a tOnica juntamente com as
espermatogonias. Adicionalmente, é notado o desenvolvimento normal da espermatogénese. Na
porcdo intersticial, hd uma distribuicdo normal de vasos sanguineos, espaco linfatico, células de
Leydig e macrofagos. Nesse grupo, as células de Leydig sdo morfologicamente normais, ausentes
de vacuolos citoplasmaticos e hipertrofia celular, além de estarem organizadas em clusters, nos
quais estdo comumente, associadas a vasos sanguineos e macrofagos (Figura 14B). Entretanto, nos
demais grupos, diversas alteracdes histopatolégicas foram verificadas.

Nos grupos SE e SHP, o epitélio tubular apresenta deplecéo celular, associada a vacuolizagdo
bem como ao acimulo de corpos residuais atipicos na periferia luminal, sendo ambos os caracteres
mais intensos em SHP em oposicdo ao SE (Figuras 14C-F). Além disso, tais grupos exibem ampla
degeneracdo tubular, em diferentes estagios, desde o I, no qual ha perda de adesdo celular,
resultando em pequenos espacos intercelulares; |1, em que tais espagcos ocupam maior area tubular,
somados a deplecdo celular; 111, no qual tais espacos atingem maior propor¢do, associados a
presenca de vacuolos assim como a desorganizacao do epitélio germinativo e luminal; e por fim,
IV, em que todos os caracteres anteriores estdo intensificados e associados ao diformismo tubular.
Adicionalmente, os animais senis (SE), exibem tbulos disformicos com elevado grau de distorcao
de seu formato circular/oval, bem como pequenos focos necroticos no epitélio germinativo, além
da atrofia tubular difusa, caracterizada pela dilatagcdo luminal e uma reducédo da altura epitelial
tubular. No espaco intersticial de ambos, SE e SHP, h4d uma grande proporcéo de células de Leydig
hipertrofiadas, resultante do acUimulo de vaclolos citoplasmaticos, além de infiltrados
inflamatdrios marcarem regides intertubulares restritas, nos individuos SHP.

Em relacdo as alteracGes ultraestruturais, inimeras variagdes sao notadas entre 0s grupos JV,
SE e SHP. Nos animais jovens, os tibulos seminiferos apresentam epitélio germinativo saudavel,

com a barreira hemato-testicular visivel e integra (Figuras 14G-H). Na por¢édo basal tubular é
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possivel observar as células mioides, além de as células de Sertoli, espermatogbnias e
espermatdcitos com numerosas mitocondrias e reticulo endoplasmético volumoso (Figura 14G).
Proximo ao compartimento luminal, espermatides iniciais sdo observadas com acrossomo integro,
e com o processo de formacéo flagelar iniciado, exibindo o corpusculo basal com os centriolos
associados a base nuclear (Figura 141). Ademais, no lumen, varias espermatides alongadas sdo
visualizadas com a cromatina altamente condensada (Figura 14J).

Por sua vez, os animais senis exibem tubulos seminiferos com espessamento e reentrancias na
membrana basal (Figuras 14K; 14L2). As celulas de Sertoli apresentam poucos prolongamentos
celulares, tipicos das mesmas em individuos jovens e saudaveis, granulos de lipofuscina, além de
grandes vacuolos citoplasmaticos (Figura 14K). Vérias espermatides arredondadas apresentam
acrossomos integros, além de numerosas mitocondrias e complexos de Golgi bem desenvolvidos
(Figuras 14L1; 14M). No entanto, as mesmas também apresentam pontos focais de degeneracao
citoplasmatica (Figura 14L1). Além disso, o epitélio germinativo possui alto indice de
degeneracdo, o qual é evidenciado pela presenca de varios espacos intercelulares (Figuras 14L1;
14M).

Os animais SHP possuem tubulos seminiferos com elevado grau de degeneracdo,
acompanhado de intensa separacdo intercelular, a qual abrange desde o contato entre células de
Sertoli @ membrana basal (Figura 14N) ao espaco entre as espermatides arredondadas (Figura
140). Por fim, suas espermatides dispdem de alteragdes nucleares ultraestruturais com ampla

variacdo em seu formato (Figuras 14P-Q).

4.4.2. Animais dos grupos SJI, SJIl, SHJI e SHJII

Nos grupos tratados com o extrato da casca de jabuticaba, as alteracfes histopatoldgicas
observadas nos grupos controle, ocorreram, porém, em menor intensidade (Figuras 15A-F). A
reducdo de corpos residuais atipicos, a auséncia de infiltrado inflamatério, focos necréticos e
atrofia tubular, assim como a visivel redu¢do da degeneracao tubular, pela qual apenas os estagios
| e 1l sdo observados, constituem algumas das diferencas entre os grupos controle e seus
respectivos tratados. Outra relevante caracteristica consiste na reducdo da proporcéo de células de
Leydig hipertrofiadas bem como na recuperacdo do formato tubular normal e constante ao longo
da tanica. (Figuras 15A-F).

Por sua vez, em relacdo as alteracdes ultraestruturais, 0os animais dos grupos tratados com o
extrato patenteado da casca da jabuticaba exibem a barreira hemato-testicular bem visivel no
compartimento basal tubular, com células de Sertoli integras assim como as células do processo

de espermatogénese (espermatogonias, espermatdcitos e espermatides) (Figuras 15G-S). Regibes



129

pontuais de separacdo celular sdo observadas por todas as regides dos compartimentos tubulares,
tanto entre as espermatogoénias e as células de Sertoli quanto entre as espermatides arredondas e
0s espermatdcitos (Figuras 15H; 15J-K; 15M-N). Além disso, alguns focos de degradacédo
citoplasmatica ainda sdo observados nos animais SJIl e SHJII (Figuras 15G-H; 15K), porém em

menor propor¢do que nos SJI, SHIII e SE.

4.5. Andlises Moleculares (Western Blotting)

45.1. AR

As analises de Western Blotting mostram uma evidente variacdo entre 0S grupos
experimentais. Entre os grupos controle, o AR apresentou redugéo significativa na densidade
relativa para os animais SE, quando comparados aos JV; e um aumento significativo no grupo
SHP, em relacdo ao SE. Entre 0s grupos tratados com o extrato da casca de jabuticaba, houve um
aumento significativo para os individuos SJI, SHJI, e SHJII comparados aos seus respectivos
controles, SE e SHP. Além disso, entre os grupos tratados, SHJI e SHJII, observou-se um aumento
significativo, dose dependente, na concentracdo de AR, sendo a mesma maior em SHJII, quando
comparada ao SHJI (Figura 16A).

4.5.2. ERa

Entre os grupos controle, a concentracdo de ERa acompanhou a variacdo do AR, de modo a
apresentar-se reduzida, significativamente, em SE, comparado ao JV; e elevada em SHP, em
relacdo a SE. O tratamento com o ECJ favoreceu o aumento, significativo, na concentracao de
ERa para os grupos SJI, SJII e SHIJII, ao serem comparados aos controles, SE e SHP,
respectivamente. Além disso, entre os grupos tratados, SJI e SJII, houve um significativo aumento,

dose dependente, na concentracdo de ERa, assim como entre SHIT e SHJII (Figura 16B).

4.5.3. Aromatase

Observou-se uma reducdo no nivel de aromatase para 0s animais SE, em comparacao aos
juvenis, ao passo que houve um aumento significativo no nivel da mesma para os animais do grupo
SHP, em relacdo aos individuos do grupo SE. Dentre os tratados com o extrato da casca de
jabuticaba, todos 0s grupos apresentaram um aumento nos niveis de aromatase em relacao a seus
respectivos controles, SE e SHP. Ademais, foi notado um aumento dose-dependente desta enzima
para os grupos SJII e SHJII em comparagdo aos grupos que receberam a dose | do extrato, SJI e

SHJI, respectivamente (Figura 16C).
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4.5.4. PCNA

Os grupos controles exibiram diferengas significativas na concentragdo de PCNA,
apresentando, o grupo SE, redugdo significativa neste marcador molecular, quando comparado ao
JV; enquanto o grupo SHP mostrou um aumento significativo, em relacdo ao SE. Por sua vez, 0s
grupos tratados com ECJ, SJII e SHIII, exibiram um aumento, significativo, na concentracdo de
PCNA, em comparacgdo aos seus respectivos controles, SE e SHP. Ademais, houve um aumento
significativo, dose dependente, na concentracdo de PCNA, entre SJI e SJII, bem como entre SHJI
e SHJII (Figura 16D).

5. DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo Morfomeétrica e Estereoldgica

As alteragBes histoldgicas testiculares mais notaveis tém sido documentadas através da
privacdo de andrégenos, por meio da castracdo, vasectomia, reposicao de testosterona-estradiol e
administracdo de EDS, um potente agente toxico para células de Leydig. Além disso, varios
compostos quimicos tém evidenciado atividade toxica a estrutura e funcao do testiculo (Vidal e
Whitney 2014). Contudo, as alteracdes morfométricas testiculares associadas a senescéncia e
obesidade sdo escassamente descritas na literatura, muitas das quais sdo provenientes de
referéncias consideradas ultrapassadas para a atualidade (Gaytan et al. 1986; Ichihara et al. 1993;
Horn et al. 1996; Harishankar et al. 2011; Vendramini et al. 2014). Em concordancia, o efeito do
extrato da casca de jabuticaba (ECJ) sob tais parametros ainda nao foi descrito, sendo este trabalho
0 pioneiro.

Inimeros estudos ja evidenciaram o envelhecimento e a obesidade como responsaveis pela
reducdo progressiva na biossintese androgénica (Harman et al. 2001; Veldhuis et al. 2007; Nielsen
et al. 2007; Chen et al. 2009; Perheentupa e Huhtaniemi 2009; Carreau et al. 2011; Banerjee et al.
2012; Marco-Jiménez e Vicent 2017). Dessa forma, como consequéncia de tais fatores, a privacao
hormonal de andrégenos, resulta na degeneracdo/atrofia tubular, na exfoliagdo das células
germinativas, ambas as quais conduzem a reducdo proporcional do epitélio seminifero e area
luminal, acompanhadas pelo aumento no volume intersticial (Horn et al. 1996; Kidd et al. 2001;
Pop et al. 2011). Alem disso, Horn et al. (1996) e Morales et al. (2004) ressaltam a regresséo do
epitélio seminifero como um processo progressivo, que inicia-se com a reducéo espermatogeénica,
e avanga com o atraso na maturacao celular, a qual converge a tubulos cujo conteudo principal sédo

as ceélulas de Sertoli. Esses dados corroboram os resultados obtidos no presente estudo, haja vista
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as caracteristicas histopatoldgicas testiculares bem como a reducdo no volume epitelial tubular em
associacdo ao aumento do volume intersticial, apresentados pelos animais senis em relacdo aos
jovens e demais grupos analisados.

No presente estudo, 0s animais senis exibiram um aumento significativo do espessamento da
lamina propria situada ao redor dos tubulos, em comparacdo aos individuos jovens. Estudos
prévios sugerem que este espessamento resulta da reducdo do comprimento, area total e didmetro
dos tabulos seminiferos (Johnson 1986; Johnson et al. 1988; Meacham e Murray 1994). Entretanto,
0 aumento da espessura da lamina propria tem sido observada antes do avangco degenerativo do
epitélio seminifero, de modo que, atualmente, 0 mesmo é associado ao declinio funcional da
barreira hemato-testicular, com o avancar da idade (Richardson et al. 1995; Fukuda et al. 2001,
Morales et al. 2004).

Em contrapartida, os individuos senis tratados com dieta hiperlipidica exibiram um aumento
do volume epitelial e luminal tubular, em detrimento do espaco intersticial, contrariando 0s poucos
dados existentes a respeito da influéncia da obesidade sob tais parametros (Harishankar et al. 2011;
Trindade et al. 2013; Vendramini et al. 2014). Contudo, o0 aumento do didmetro tubular bem como
da vacuolizacgéo no epitélio seminifero, observado para esses animais, tém potencial para respaldar
a respectiva condi¢cdo morfométrica, uma vez que a formacdo de vacuolos epiteliais favorece o
aumento da proporcao epitelial, que, em associagdo com um limen ampliado, resulta no aumento
do didmetro tubular.

Conforme o envelhecimento avanca, ocorre uma série de alteracbes, fisioldgicas e
morfoldgicas, sequenciais, que abrangem o estreitamento do lumen tubular, o qual também torna-
se mais suscetivel a esclerose, o declinio da atividade espermatogénica, degeneracdo das células
germinativas, além da reducdo, em quantidade e funcdo, das células de Leydig, denominada de
atrofia (Kidd et al. 2001; Harris et al. 2011; Pop et al. 2011; Trindade et al. 2013). Assim, o
envelhecimento tem sido amplamente associado a diminuicdo, em volume e nimero, das células
de Leydig, pela maioria dos estudos reprodutivos (Kaler e Neaves 1978; Neaves et al. 1984;
Johnson 1986; Kidd et al. 2001; Harris et al. 2011; Pop et al. 2011), incluindo estudos
comparativos entre homens com idades de 20-48 e 50-76 anos, 0s quais mostraram que 0 nUmero
total médio foi reduzido em 44% no grupo mais velho (Neaves et al. 1984). Entretanto, algumas
pesquisas ja relataram o aumento na concentracdo e volume de tais células conforme a idade
avancga (Singer et al. 1990; Ichihara et al. 1993; Pop et al. 2011; Creasy et al. 2012), associando
este evento a elevagdo nos niveis de horménio luteinizante, a liberagdo de fatores paracrinos
estimulatorios no interior testicular, ou como resposta compensatéria ao declinio do processo

espermatogénico. Desse modo, tais evidéncias suportam os resultados obtidos no presente estudo,
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considerando o aumento significativo no volume nuclear e citoplasmatico das células de Leydig
apresentados pelos animais senis, em relacdo aos jovens. A hiperplasia das células de Leydig tem
sido observada em camundongos com “feminizacdo” testicular, isto ¢, baixa influéncia de
testosterona, e aqueles associados ao tratamento com estrogenos ou inibidores da 5-a-redutase
(Creasy et al. 2012; Trindade et al. 2013).

Ademais observamos que nao houve diferenca significativa entre o nimero de células de
Leydig por testiculo nos animais senis quando comparados aos niveis dos jovens. Similarmente,
Neves et al. (2017) ao estudar a influéncia do envelhecimento masculino sob a estereologia das
células de Leydig, notou que a quantidade de células de Leydig por testiculo ndo variou entre 0s
camundongos jovens e senis, assim como estudos realizados por Wang et al. (2012) e Chen et al.
(1994). Adicionalmente, Chen et al. (2009) e Koeva et al. (2009) observaram que durante o
envelhecimento as células de Leydig desenvolvem problemas nas vias esteroidogénica, resultando
na reducdo da producdo hormonal. No entanto, as diminui¢cdes nos niveis de testosterona sérica
ndo sdo acompanhadas por alteracdes nos niveis de LH sérico, e, portanto, devem ser causadas
pelo estimulo prejudicado das células de Leydig. A estimulacdo de LH tende a aumentar o volume
dessas células assim como o nimero de organelas como o reticulo endoplasmatico e mitocéndrias,
em contraste a privacdo a qual leva a hipotrofia na estrutura celular (Mendis-Handagama 1997).
Chen et al. (2002) ao realizarem um estudo com foco na influéncia do LH em culturas in vitro de
células jovens e senis, observaram que mesmo sob tais circunstancias as células senis foram
incapazes de sintetizar testosterona na mesma proporcao que as células jovens. Logo, concluiu-se
que as células de Leydig senis possuem defeitos na cascata de sinalizacdo LH-AMPCc, envolvida
na producdo de testosterona. O envelhecimento afeta diferentes aspectos intracelulares: reducao
nos niveis de AMPc, diminuicdo do transporte intracelular de colesterol pelas proteinas StAR e
reducdo na atividade de enzimas mitocondriais (CYP11A1; HSD3B) e do reticulo endoplasmatico
liso (HSD3B; CYP17A1; HSD17B) (Beattie et al. 2015). Estas condi¢cdes poderiam explicar o
aumento do volume nuclear e citoplasmatico, além do grande acumulo de goticulas de gordura
citoplasmaticas, o que observamos nas células de Leydig dos animais do grupo SE.

No presente estudo foram observadas diversas melhorias dos padrbes estereoldgicos
testiculares entre os grupos tratados SJI, SJII, SHJI, SHJII, dos quais destacam-se: 0 aumento do
epitélio germinativo, a reducdo da porgéo linfatica, intersticial, da concentracdo de macrofagos e
de vasos sanguineos, em comparagdo aos seus respectivos controles. Além disso, houve uma
melhora significativa nos volumes nuclear, citoplasmatico e total das células de Leydig, bem como

da concentracdo celulas por testiculo.
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Em consideracdo a tanto, varios estudos ja evidenciaram o potencial recuperativo do
tratamento de diferentes tipos de extratos naturais para o aparelho reprodutor masculino. Pires et
al. (2013) observaram que a ingestao diaria de uma dosagem de suco concentrado de uva de 2.36
g/kg melhorou a proporcdo e a morfologia dos tubulos seminiferos assim como o volume
intersticial. Similarmente, Lamas et al. (2015) relataram que o tratamento com suco concentrado
de uva melhorou a proporcdo e a ultraestrutura dos tdbulos seminiferos, em ratos Wistar
intoxicados com cloreto de cadmio. Além disso, a porcentagem e volume luminal dos tubulos
seminiferos aumentaram enquanto o volume intersticial testicular reduziu. Leite et al. (2012) ao
tratar ratos Wistar intoxicados com cloreto de cadmio observou que a administracdo de suco de
guarand auxiliou na recuperacéo do volume dos tubulos seminiferos bem como do intersticio, além
da morfologia celular. Gomes e colaboradores (2010) relataram que a administracdo diéria da
infusdo de Heteropterys aphrodisiaca (0.5 ml) durante oito semanas aumentou a propor¢édo de
epitélio germinativo saudavel bem como a proporcéo dos tubulos seminiferos nos testiculos de
ratos Wistar tratados com ciclosporina A. Predes et al. (2010) observaram que o tratamento com
extrato de Ginkgo biloba em ratos Wistar intoxicados com metais pesados favoreceu a melhora da
ultraestrutura testicular, 0 aumento da proporcdo de tubulos seminiferos e nestes a quantidade de
células de Sertoli saudaveis. Adicionalmente, estes trabalhos assim como o presente estudo
indicam que extratos naturais possuem elevado potencial anti-inflamatdrio e antioxidante, o que
favorece a reducdo do estresse oxidativo tecidual, de modo a auxiliar na recuperacdo da

homeostase tecidual, e, por conseguinte, da estrutura e ultraestrutura dos 6rgaos.

5.2. Histopatologia Testicular

Entre os animais analisados, desde os controles aos tratados com o0 ECJ, os grupos SE e SHP,
destacaram-se com maior intensidade de alteracdes histoldgicas. Os efeitos da senescéncia sob 0s
orgaos reprodutivos masculinos em mamiferos tém sido analisados principalmente nos testiculos.
Vaérios estudos ressaltam como consequéncia do processo de envelhecimento, o decréscimo
espermatogénico e esteroidogénico, além da perda acelerada de células germinativas, resultante
do aumento crescente de apoptose celular (Levy e Robaire 1999; Creasy 2001, Mahmood 2008;
Creasy et al. 2012). Tais modificacdes estdo intimamente relacionadas a reducdo nos niveis de
andrdégeno e/ou ao aumento do estresse oxidativo tecidual (Mahmood 2008; Creasy et al. 2012), o
que sustenta as alteragdes apresentadas pelos animais senis e aqueles senis alimentados com dieta
hiperlipidica, no presente estudo.

A patologia testicular mais predominante nos grupos SE e SHP é a degeneracédo/atrofia

tubular. Esta alteracdo esta diretamente associada a senescéncia, sendo caracterizada pela
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degeneracdo das células germinativas, retencdo espermatica, vacuolizacdo citoplasmatica das
células de Sertoli, ocorréncia de células germinativas multinucleadas e com grau varidvel de
desorganizacdo, além da exfoliacdo destas no limen tubular e posterior acumulo de detritos
celulares no lumen epididimal (Creasy et al. 2012; Vidal e Whitney 2014). Estudos prévios
demonstraram que a atrofia e degeneracédo tubular- idade relacionada, tanto em roedores quanto
em humanos, inicia-se focalmente, com tdbulos atréficos e degenerativos dispostos nas
proximidades de tubulos de normal processo espermatogénico (Lanning et al. 2002; Pop et al.
2011; Creasy et al. 2012; Vidal e Whitney 2014). Em concordancia, Mahmood (2008) sugere que
as mudancas idade-dependentes no epitélio seminifero sdo intrinsecas ao testiculo, ao invés de
decorrentes do declinio de fatores regulatérios extrinsecos, como niveis séricos hormonais. Assim,
considera-se que em roedores, a degeneracdo/atrofia tubular seja primariamente desencadeada pela
deplecéo das células espermatogénicas, em associacdo a alteracBGes vasculares testiculares bem
como a problemas funcionais das células de Sertoli, os quais resultam parcial- ou completamente
da reducdo na habilidade destas células em suportar a manutencgdo e diferenciacdo do epitélio
germinativo (Mahmood 2008; Creasy et al. 2012; Vidal e Whitney 2014). Por conseguinte, as
conclusdes prévias em relacdo a tal condicéo patoldgica respaldam os resultados atuais do presente
estudo, que evidenciaram em animais SE e SHP um elevado grau de desorganizacdo do conteido
tubular em associacao a vacuolizacao do epitélio germinativo tubular, em comparagdo aos grupos
tratados, SJI, SJII, SHJI, SHJII, entre os quais € notada uma visivel reducdo no processo
degenerativo tubular.

Em intima associacdo a degeneracdo/atrofia tubular, tem-se 0 processo de vacuoliza¢do do
epitélio seminifero, o qual compreende o indicador morfoldgico inicial de distarbios das células
de Sertoli (Creasy 2001; Creasy et al. 2012). Por conseguinte, neste estudo, os animais dos grupos
SE e SHP apresentaram evidente vacuolizacdo tubular, do tipo macrovacuolizacdo, caracterizada
pela ocorréncia de grandes vacuolos em qualquer nivel do epitélio tubular (Creasy et al. 2012). De
acordo com resultados prévios de Creasy (2001), apesar de a vacuolizacdo preceder a degeneracdo,
desorganizacdo e/ou exfoliacdo do epitélio seminifero, as alteracfes subsequentes das células
germinativas variam conforme o agente causador, sendo este de carater toxico ou ndo. Diversos
estudos j& relataram uma degeneracéao gradual e multifocal das células germinativas, acompanhada
de agregados espermaticos multinucleados bem como da perda de adesao das células germinativas
as celulas de Sertoli, decorrente da exposicdo de agentes toxicos (Creasy et al. 1998; Strandgaard
e Miller 1998; Nurmio et al. 2007; La et al. 2012; Heuser et al. 2013). Similarmente a estes, 0
envelhecimento bem como a ingestdo crénica de dieta hiperlipidica também mostram interferir na

estrutura seminifera, porém em menor proporcao que os eventos de intoxicagdo, considerando a
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ocorréncia de vacuolizagdo, degeneracdo tubular focal, deplecéo parcial e exfoliacdo de celulas
germinativas, observadas nos grupos SE e SHP do presente estudo. Em contrapartida, o tratamento
com o ECJ resultou na restauracdo da normalidade do epitélio seminifero, e menor extenséo dos
eventos patoldgicos descritos acima, podendo este indicar um efeito benéfico do extrato natural de
jabuticaba para a capacidade fértil masculina.

O desprendimento de células germinativas testiculares e seu consequente acimulo na luz
epididimal, da regido da cabeca e cauda, ocorre, nos animais em idade peripuberal, devido a
ineficiéncia dos primeiros ciclos espermatogénicos. Em contraposicéo, este evento pode resultar,
secundariamente, de lesdes no epitélio germinativo testicular, refletindo a continua degeneracéo e
atrofia testicular, ocasionadas pelo decréscimo androgénico durante o envelhecimento bem como
agentes toxicos (Creasy et al. 2012; Heuser et al. 2013; Vidal e Whitney 2014). Em associacao a
estes, € relatado o acumulo de corpos residuais atipicos no epitélio seminifero bem como na regido
luminal tubular, decorrentes da interrupcdo da maturacdo das espermatides alongadas, além do
processamento dos corpos residuais pelas células de Sertoli. Em condi¢des normais, 0s corpos
residuais representam o excesso de conteudo citoplasmatico descartado durante a espermiogénese,
sendo posteriormente transportados as células de Sertoli, pelas quais sdo fagocitados. Por outro
lado, o processamento interrompido do remanescente citoplasmatico resulta em corpos residuais
atipicos, indicando, pois, perda funcional pelas células de Sertoli. Drogas, agentes toxicos, e o
envelhecimento estdo intimamente relacionados a esta condicdo patoldgica testicular (Creasy
2001; Mahmood 2008; Creasy et al. 2012; Vidal e Whitney 2014). Esses caracteres corroboram a
histologia observada nos testiculos dos grupos JV, SE e SHP, bem como em seus respectivos
tratados, entre os quais € notada uma reducdo no acimulo de corpos residuais atipicos nos tubulos
seminiferos.

O processo inflamatdrio consiste, geralmente, na resposta a necrose ou dano tecidual, que no
testiculo ocorre secundariamente ao rompimento da barreira hemato-testicular (Creasy et al. 2012;
Kempinas e Klinefelter 2014). Inimeros graus de inflamag&o ja foram relacionados a danos
testiculares, os quais variam desde acumulacdo focal a difusa, com abrangéncia intersticial,
epitelial e/ou luminal (Creasy et al. 2012). Os infiltrados inflamatorios, em especial, correspondem
ao pequeno acumulo focal de células inflamatérias, geralmente linfécitos, neutrofilos e
plasmacitos, no intersticio testicular. Dessa forma, a presenca de infiltrados inflamatérios no grupo
SHP, evidencia o inicio do desequilibrio na homeostase testicular ocasionada pelo envelhecimento
e sua associacdo a uma dieta hiperlipidica (Creasy 2001; Foley 2001; Creasy et al. 2012; Vidal e
Whitney 2014). Em contrapartida, a redugéo dessas desordens nos grupos tratados com ECJ, pode

ser atribuida aos compostos fendlicos concentrados no extrato, cujas propriedades anti-
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inflamatdrias atuam em inimeros processos biologicos, desde a atividade estrogénica, peroxidagéo
lipidica e inibicdo enziméatica ao aumento da producéo de citocinas reguladoras da resposta imune
pela inibi¢do da via de NF-kB (Tsuda et al. 2003; Brito et al. 2007; Defuria et al. 2009; Wu et al.
2012), o que ja foi observado nos animais SJI, SJII, SHJIl e SHJII (resultados e discussao
organizados no artigo namero 1).

A andlise qualitativa testicular deste estudo permite, portanto, apontar o envelhecimento e a
dieta hiperlipidica como fatores favorecedores de lesdes testiculares, visto que os animais senis, e
aqueles senis tratados com dieta hiperlipidica apresentaram etapas iniciais de diferentes desordens
testiculares, variando desde a vacuolizacdo epitelial tubular a formacdo de corpos residuais
atipicos. Dessa maneira, as patologias aqui observadas corroboram os dados ja existentes na
literatura em relacdo a injdria tecidual no testiculo (Creasy 2001; Foley 2001; Lanning et al. 2002;
La et al. 2012; Heuser et al. 2013; Vidal e Whitney 2014).

Os animais que receberam o ECJ apresentaram estrutura tecidual testicular com ndmero e
intensidade reduzidos de alteracBes em contraposicdo aos grupos controle, SE e SHP. E de
conhecimento geral que a jabuticaba consiste em uma rica fonte de compostos fenélicos, tais como
as antocianinas, altamente concentrados em sua casca (Alezandro et al. 2013). A ingestdo cronica
dos respectivos compostos esta diretamente relacionada a efeitos positivos no metabolismo
orgénico (Mullen et al. 2002; Macedo et al. 2013). Este evento deve-se a acdo inibitoria dos
polifenois sobre enzimas pré-inflamatorias, oxidativas e fatores de proliferacéo celular, de modo
a serem associados, diretamente, as atividades anti-fingica, antioxidante, anti-tumoral, anti-
hemorragica e anti-inflamatoria (Brito et al. 2007; Tsuda et al. 2003; Defuria et al. 2009; Wu et al.
2012; Veggi et al. 2014). Assim, em consideragdo ao estimulo de processos inflamatorios e de
estresse oxidativo pela obesidade e senescéncia, e em contrapartida, as propriedades fendlicas
presentes na casca da jabuticaba, podemos afirmar que a administracdo do ECJ amenizou os efeitos
negativos teciduais nos testiculos dos animais senis e dagueles senis alimentados com dieta
hiperlipidica.

Ademais, assim como este, outros estudos ja associaram a ingestdo de compostos
antioxidantes a reducdo de alteraces histopatologicas testiculares. Um estudo realizado por Sayed
et al. (2014) relatou que a administracdo do extrato de Nigella sativa em ratos da linhagem
Sprague-Daweley intoxicados com cloreto de cadmio reduziu os niveis de edema intersticial e
degeneracdo testicular assim como a quantidade de espermatides multinucleadas. Similarmente
Obianime e Roberts (2009) observaram que o0 pré-tratamento com a combinacao de antioxidantes
(vitamina C+ vitamina E + selénio) em ratos Wistar adultos reverteu inumeras condi¢des

testiculares causadas pela intoxicagcdo com cloreto de cadmio, tais como edema e vacuolizacéo
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tubular, necrose de células germinativas, e reducédo da espermatogénese. Portanto, isso evidencia
ainda mais a relevancia da utilizacdo de compostos fitoterdpicos antioxidantes no tratamento de
alteracOes testiculares de vérias causalidades, desde intoxicacdo a obesidade e o processo natural

de envelhecimento do corpo.

5.3. Ultraestrutura Testicular

Nesta pesquisa, observamos que o envelhecimento provoca inUmeras alteracoes
ultraestruturais testiculares. As células de Sertoli apresentaram acimulo de granulos de lipofuscina
além da presenca de grandes vacuolos citoplasmaticos. De fato, varias modificacGes
ultraestruturais e histoldgicas foram descritas para as células de Sertoli em individuos senis.
Humphreys (1977) relatou que em ratos senis as células de Sertoli perdiam muitas extensées
citoplasmaticas (os pseuddpodes), as quais normalmente sao responsaveis por manter a salde e a
sobrevivéncia das células germinativas, o que poderia explicar a falha na espermatogénese bem
como na fagocitose dos corpos residuais dos espermatozoides. Segundo Levy et al. (1999) as
células de Sertoli de ratos Brown Norway idosos também mostraram uma perda das variacoes
ciclicas das organelas. O nucleo das células é propenso a se tornar mais irregular e perder sua
localizacdo tipica, estando presente em varios niveis do epitélio seminifero. Além disso, vesiculas
citoplasmaticas que sdo comuns ao redor da area nuclear de células de Sertoli tendem a ser mais
longas em animais mais velhos. Esse aumento vesicular parece estar diretamente relacionado a
reducdo da area total do reticulo endoplasmatico das células de Sertoli associada a idade. Ademais,
Levy et al. (1999) verificou que conforme o individuo envelhece o reticulo endoplasmatico
comporta-se como uma rede vesicular e solta, ao invés da tipica rede elaborada, tubular e altamente
interconectada observada em células de Sertoli de animais jovens. Similarmente, Jiang et al. (2014)
relatou alteracGes similares a estas para os tubulos seminiferos de homens idosos, cujas células de
Sertoli exibiam nucleos sem formato definido, reticulo endoplasmatico vesicular e lisossomos
irregulares. Alguns destes apresentam-se associados a inclusdes lipidicas, enquanto outros estdo
associados a membrana. Adicionalmente, foram observados pela literatura o desenvolvimento de
inimeros espacos intercelulares grandes e vazios, 0s quais possivelmente eram ocupados pelas
células germinativas em desenvolvimento, assim como observamos neste estudo para 0s animais
do grupo SE. Segundo, Levy et al. (1999) tais focos de separacao resultam da perda da capacidade
das células de Sertoli em decompor os residuos celulares. Sendo assim, a presenca dessas regides
parece refletir a redugédo das funcdes biologicas desse tipo celular com o envelhecimento.

Granulos de lipofuscina foram observados no citoplasma tanto das células de Sertoli como

das células germinativas dos animais SE. Em relacdo a isso, Levy et al. (1999) enfatiza que essa
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caracteristica possa decorrer da inabilidade dos lisossomos em degradar os nutrientes e eliminar
0s produtos dessa digestdo parcial e/ou como resultado do acimulo de estresse oxidativo. Tais
alteracbes também j& foram relatadas para o epididimo de ratos Brown Norway idosos (Serre e
Robaire 1998, 1999).

As juncOes celulares das células de Sertoli também parecem perder sua aparéncia
caracteristica. Em células de Sertoli de individuos idosos, as jun¢des oclusivas, a base estrutural
da barreira hemato-testicular, sdo mais raras e frequentemente substituidas por pontos de contato
focais (Levy et al. 1999; Jiang et al. 2014). Esta degeneracdo juncional sugere a presenca de uma
barreira hemato-testicular danificada, comprometendo o microambiente especifico no qual ocorre
a espermatogénese. Dessa forma, inimeras células germinativas sdo submetidas ao processo de
degeneracéo e sao perdidas pelo epitélio seminifero (Levy et al. 1999).

No presente estudo, observamos, nos tabulos seminiferos de animais senis, varias regies
irregulares e espessadas da membrana basal, especialmente aquelas em contato com as células de
Sertoli. Apesar de a membrana basal ser de fundamental para a manutencdo estrutural e a
integridade funcional do tecido germinativo, as informacGes de alteracbes morfoldgicas dessa
estrutura ocorridas ao longo do envelhecimento sdo contraditdrias. Alguns estudos apontam que
ndo ha modificacbes na membrana basal com a senescéncia (Honoré 1978; Johnson et al. 1986).
Por outro lado, espessamento e herniacdo de tal estrutura ja foram descritos para homens idosos
(Neaves et al. 1984; Jiang et al. 2014), camundongos (Gosden et al. 1982) e outros mamiferos
(Elcock e Schoning 1984; Nistal et al. 1986). Um aumento estatisticamente significativo na
espessura da membrana basal tubular diretamente correlacionada com a idade foi encontrado nos
tecidos epiteliais testiculares e capilares em humanos (Xi et al. 1982) similarmente ao que foi
encontrado na presente pesquisa. Um estudo histomorfométrico realizado em testiculos em
homens de 29 a 102 anos revelou que, em casos de espermatogénese interrompida, ocorre também
um espessamento da membrana basal (Dakouane et al. 2005). Levy et al. (1999) também destacou
0 espessamento da membrana basal tubular como uma das consequéncias do envelhecimento em
ratos Brown Norway. Esse espessamento parece estar relacionado também as mudancas na barreira
hemato-testicular em regides nas quais as células germinativas estdo em deplecdo decorrente do
processo experimental de vasectomia (Alexander e Tung 1979) e regressédo testicular natural
(Pelletier 1986). De acordo com Jiang et al. (2014), células de Sertoli sdo as principais
participantes para a producdo e deposicdo de membrana basal no testiculo, e dessa forma a
alteracéo fisioldgica das mesmas decorrente do envelhecimento pode ocasionar no espessamento
e dobras em tal estrutura basal. Ademais, Serre e Robaire (1998) ja ressaltaram que a deplecéo

hormonal decorrente do processo de envelhecimento somado ao espessamento membranar
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favorece ao desenvolvimento de pseuddpodes das células principais e basais no epitélio
epididimal, resultando em dobras na membrana basal. 1sso porque a membrana basal espessa
dificulta a captagdo hormonal necesséria para o funcionamento celular, de modo que tais células
acabam desenvolvendo prolongamentos celulares, o que ocasiona irregularidades membranares
peritubulares. Similar a tanto, Kondarewicz et al. (2011) ao administrar inibidor de aromatase
mimetizou a deple¢do de hormdnios esteroides em ratos Wistar tipica da senescéncia e relatou
alteragBes na estrutura da membrana basal dos tibulos seminiferos como o espessamento e
herniacBes. Assim, essa alteracdo artificial indica que a deplecdo hormonal consequente do
envelhecimento tende a ser a causa dessas anomalias na membrana basal. Surpreendentemente,
um estudo de Pop et al. (2011) mostrou que a espessura da membrana basal aparentemente
diminuiu com a idade em homens, contrariando os outros estudos anteriores. Esse resultado pode
ser devido ao uso da técnica de imunomarcacéo utilizando anticorpos especificos para membranas
basais, ao invés de fixar sais de prata nas fibras de reticulina ou devido a utilizacdo de software de
medicdo em imagens microscopicas digitalizadas, evitando erros humanos, para uma anéalise mais
precisa. Contudo, este estudo usou amostras cirurgicas de tecido testicular de pacientes com
adenocarcinoma de prostata, fator que deve ser contabilizado para uma relevante fonte de vies.

Em relacdo as alteracOes ultraestruturais decorrentes do envelhecimento associadas a ingestdo
de dieta hiperlipidica, ndo ha estudos, o que destaca nossa pesquisa como a primeira neste campo.
Observamos que os animais do grupo SHP apresentam varios agravamentos das condi¢oes
histopatoldgicas estruturais e ultraestruturais exibidas pelos animais senis. Tais animais exibiram
um aumento ndo sO nos niveis histopatoldgicos de degeneracdo celular como também na presenca
de regides de separacdo intercelular. Esses dados convergem com o0 aumento na proporc¢ao do
epitélio e limen tubulares em comparacdo aos animais senis.

Sabe-se que a obesidade esta intimamente relacionada a ativacdo e aumento de processos
inflamatdrios locais e sistémicos (Angelopoulou et al., 2009; Adewoyin et al., 2017), através da
sintese de citocinas pro-inflamatorias, como TNFa e IL-17, bem como ao aumento do estresse
oxidativo, como ja fora observado no artigo numero 1 deste trabalho, além de amplamente
discutido na literatura (Vigueras-Villasefior 2011; Sharma et al. 2015; Asadi et al. 2017; Fan et al.
2018). Em concordancia, a inflamagéo agravada pela condicdo de sobrepeso leva a um aumento
na geracdo de espécies reativas de oxigénio, que sobrecarregam a atividade antioxidante enddgena
e, consequentemente, 0 aumento do estresse oxidativo. Portanto, por essa via, 0 sobrepeso afeta
toda a homeostase intracelular, resultando no aumento dos espacos de separacdo intercelular assim

como na degeneracdo das células germinativas.



140

Em nosso estudo, observamos que o tratamento com o extrato da casca de jabuticaba
reestabeleceu a integridade do epitélio germinativo nos camundongos senis. Dessa forma, os
animais dos grupos SJI, SJIl, SHJI e SHJII apresentaram melhoras no tamanho e na regularidade
da membrana basal, reducéo na proporcéo dos espacos intercelulares, bem como na presenca de
vacuolos citoplasmaticos nas células de Sertoli e germinativas. Adicionalmente, a barreira hemato-
testicular e as juncGes oclusivas entre as células de Sertoli adjacentes aparecem mais bem
estruturadas nesses grupos.

Além disso, é possivel observar mais integridade das estruturas acima discutidas de maneira
dose-dependente, ou seja, os testiculos dos animais SJII e SHJIl exibiram menor nivel de
degeneracdo quando comparados aos animais SJI e SHJI, respectivamente. Dessa forma, as
andlises ultraestruturais acompanham os resultados histopatolégicos, de modo que a ingestdo da
dose dobrada do extrato da casca de jabuticaba favorece uma melhor recuperagdo testicular
ultraestrutural e patoldgica.

Muitas investigacOes foram feitas sobre o efeito de compostos ricos em polifenois na
integridade do sistema reprodutor masculino (Gomes et al. 2011; Predes et al. 2011; Lamas et al.,
2015, 2017; Zheng-mei et al., 2015; Simas et al., 2017). No entanto, a maioria dos que tomam essa
abordagem se concentra no efeito dos compostos fendlicos na melhoria do sistema antioxidante
enddgeno, bem como na contagem e viabilidade espermaética (Reddy et al. 2016; Adewoyin et al.
2017; Simas et al. 2017). Gomes et al. (2011) relatou que a ingestdo diaria do cha de Heteropterys
afrodisiaca por 56 dias, melhorou a contagem de células germinativas bem como células de Sertoli
combinadas a reducdo no indice apoptético bem como nos niveis de estresse oxidativo testicular
para os ratos Wistar adultos tratados com ciclosporina A. Predes et al. (2011) observaram que a
ingestdo diaria do extrato de Ginko biloba durante 56 dias reduziu a degeneracdo dos tubulos
seminiferos assim como o nivel de vacuolizacdo nas células de Sertoli e germinativas nos testiculos
de ratos Wistar adultos intoxicados com cloreto de Cadmio. Lamas et al. (2015) relataram que o
suco de uva concentrado reduziu os espagos intercelulares no epitélio germinativo, assim como a
quantidade e o tamanho dos vacuolos citoplasmaticos nas celulas de Sertoli em ratos Wistar
adultos intoxicados com cloreto de cadmio. Além disso, a administracdo de suco de uva melhorou
a integridade da barreira hemato-testicular além das jungdes oclusivas entre células de Sertoli
adjacentes (Lamas et al. 2015). Similarmente, Lamas et al. (2017) evidenciou que o tratamento
crénico com suco de uva concentrado favoreceu a reducdo de pontos focais de separacdo
intercelular no epitélio epididimal de ratos Wistar adultos intoxicados com cloreto de cadmio, além
de reduzir o grau de ma-formacdo espermética e o nivel de peroxidacdo lipidica neste

microambiente analisado. Reddy et al. (2016) observaram que a administracdo de resveratrol
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melhorou a atividade antioxidante endégena nos testiculos e epididimos, bem como a contagem
de espermatozoides e a viabilidade em ratos Wistar contaminados com cisplatina. Da mesma
forma, Simas et al. (2017) observaram que a administracdo de resveratrol melhorou os niveis de
oxido nitrico e malonaldeido nos tecidos reprodutivos, bem como a contagem de espermatozoides
e morfologia em ratos Wistar com diabetes tipo I. Por sua vez, Zheng mei et al. (2015) relataram
que a administracdo de compostos fendlicos em camundongos obesos reduziu a inflamagéo, bem

como os niveis de estresse oxidativo no tecido adiposo branco do epididimo.

5.4. Analises Moleculares de Western Blotting: ERa, AR, Aromatase e PCNA

Os estrégenos e andrdgenos sdo considerados os reguladores mais relevantes para um bom
desenvolvimento e manutencdo do aparelho reprodutor masculino. Por sua vez, os efeitos
fisioldgicos do estradiol e testosterona sdo modulados pelos receptores de estrégeno (ER) e
androgeno (AR), respectivamente (Lazari et al. 2009; Carreau et al. 2011; Joseph et al. 2011;
Banerjee et al. 2012). No testiculo, o ERa e AR estdo expressivamente presentes nas células de
Sertoli e Leydig, nas quais sdo fundamentais para a homeostase celular bem como a sobrevivéncia
e proliferacdo, e, por conseguinte, a funcionalidade do processo espermatogénico. Desse modo,
ambos sdo de suma relevancia para a manutencao do epitélio germinativo testicular (Wang et al.
2005).

Estudos anteriores propdem uma correlacdo direta entre o envelhecimento e decréscimo na
producdo de testosterona sérica e intratesticular (Syntin e Robaire 2001; Perrheentupa e
Huhtaniemi 2009), resultando na reducdo esteroidogénica pelas células de Leydig. Contudo,
poucos séo o0s estudos que abrangem a influéncia do envelhecimento na expressao e atividade dos
receptores hormonais (AR e ERa). Banerjee et al. (2012) associam o declinio nos niveis de
testosterona sérica em camundongos senis ao aumento da taxa apoptética de células germinativas,
e assim ao declinio espermatogénico assim como proposto por Wang et al. (2005). Além disso,
Banerjee e colaboradores (2012) propdem uma significante correlagdo entre as mudancas nos
niveis de testosterona circulante com a expressdo de ERa no testiculo de animais senis. Segundo
estes, o declinio de ERa € responsavel pelo aumento de apoptose celular, resultando na reducéo
do epitélio germinativo.

No presente estudo, os animais senis exibiram uma reducdo nos niveis de ERa, AR,
Aromatase bem como da taxa proliferativa (medido pelo PCNA). A diminuicdo dos receptores de
androgeno pode ser usada como indicativo da queda nos niveis de testosterona intratesticular,
considerando que os primeiros respondem diretamente as alteragbes na concentracdo de

androgenos, circulante e tecidual (Nelson et al. 1975; Handelsman et al. 2006; Santiago et al.
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2018). Por fim, a deplecdo esteroidogénica resultou no desenvolvimento de severas alteracfes
ultraestruturais e histopatoldgicas testiculares. Essa cascata de eventos envolve uma diminuicao
do efeito estimulatério androgénico na manutencdo do epitélio germinativo, o que reduz o efeito
protetor celular contra a apoptose e resulta em uma reducéo progressiva da funcionalidade epitelial
e um aumento na taxa de morte celular.

Apesar da evidente importancia da aromatase para o aparelho reprodutor masculino, poucos
séo os estudos acerca de problemas na sua funcionalidade, dos quais se destacam os estudos com
camundongos knockout para esta enzima (ArKO). Robertson et al. (1999) ao desenvolverem
camundongos machos ArKO observaram que estes eram inicialmente férteis, porém tornaram-se
inférteis progressivamente até que que sua capacidade de gerar espermatozoides fosse severamente
prejudicada. Além disso, a espermatogénese dos machos ArKO ficou parada no inicio dos estagios
espermiogénicos a partir 4 meses e meio de idade. Esse evento foi acompanhado de hiperplasia e
hipertrofia das células de Leydig, provavelmente como consequéncia do aumento do LH
circulante. Similarmente, Smith e colaboradores (1994) associaram a deficiéncia em aromatase a
deficiéncia em ERo com atrofia testicular, baixa taxa de motilidade e contagem de
espermatozoides em homens na idade reprodutiva assim como Hess et al. (1997). Bilezikian et al.
(1998) ressaltaram que homens deficientes em aromatase apresentam baixa densidade 6ssea bem
como resisténcia a insulina. Sendo assim, a funcionalidade da aromatase parece ser fundamental
para toda a fisiologia masculina, ndo apenas para o aparelho reprodutor. No entanto, a relacdo entre
essas alteracdes € pouco compreendida.

Inimeros estudos ja relataram a importancia das células de Sertoli para a espermatogénese
(Walker et al. 1995; Lucas et al. 2008; Shupe et al. 2011; Royer et al. 2012; Bulun et al. 2014). De
acordo com Royer et al. (2012), o ERa, através da regulagdo por estradiol, ativa a via SRC-
MAPK3/1, que por sua vez, exerce uma relevante funcdo na fisiologia das células de Sertoli. Lucas
et al. (2010) observaram que a ativacdo da via SCR/MAPK3/1 esta envolvida na proliferacdo e
apoptose das células de Sertoli, bem como na liberacdo luminal dos espermatozoides. Em
associacdo, a fosforilacdo de MAPK3/1 (via das proteinas quinases 1/3 ativadas por mitdgeno),
induzida pelo ERa, esta diretamente envolvida na manutengéo das jungdes Sertoli-Sertoli, Sertoli-
matriz e Sertoli-células germinativas (Chapin et al. 2001), promovendo a estruturacdo do epitélio
germinativo. Além disso, outros trabalhos relataram a paralisacdo da espermatogénese em
camundongos knockout para ERa (Eddy et al. 1996; Lazari et al. 2009). Em concordéancia, no
presente estudo, foi observado, que a reducao de ERa nos testiculos de camundongos senis esta
intimamente associada a uma elevada degeneracdo do epitélio germinativo, acompanhada por

menor contagem de espermatozoides. Esses resultados tornam mais evidente a necessidade da
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sinalizagdo ERa-dependente para a viabilidade das células germinativas, provavelmente por
suportarem a homeostase do microambiente das células de Sertoli.

Em suma, fendtipos de machos knockout para ERa e aromatase indicam o papel critico do
estrégeno na producdo e funcdo espermatica bem como na estruturacdo testicular. No entanto,
devido a quantidade extremamente limitada de estudos em homens com mutacfes na aromatase
ou nos genes do ERa, as fungdes do estrégeno no aparelho reprodutor masculino ainda ndo sao
bem compreendidas.

Como ja discutido anteriormente, o balanco entre os receptores de androgeno e estrégeno
(ERa) ¢ essencial para uma equilibrada reabsor¢ao de fluidos pelo epitélio epididimal. A reducéo
na densidade de ambos favorece alteragdes funcionais que resultam em consequéncias
histopatoldgicas testiculares (Hess e Nakai 2000; Joseph et al. 2011; Hess et al. 2014). De acordo
com Hess et al. (2014) a diminuicdo na atividade de ambos o0s receptores resulta em um
desequilibrio i6nico de Na+/Cl- no fluido luminal do epididimo, o que contribui para a maior
diluicdo de seu conteudo. Com essa falha, a capacidade de drenagem dos ductos eferentes ao
epididimo é excedida, de modo a refletir em um aumento na pressao de fluidos para o limen dos
tubulos seminiferos. Assim, esse processo favorece a atrofia e dilatacdo dos tubulos testiculares,
como também foi observada no presente trabalho frente a redu¢do de AR ¢ ERa.

Embora as anélises de taxa apoptotica ndo tenham sido realizadas até o atual momento, foi
observada uma expressiva correlagdo entre a reducdo de ERa, PCNA testicular, e inimeros
padrdes histopatoldgicos. O PCNA consiste em um marcador molecular nuclear para a proliferacao
celular, que, em tecidos como o testiculo, com altas taxas mitoticas, normalmente apresentaria
elevada concentragdo. No entanto, os animais senis exibiram uma redugéo na densidade de PCNA,
resultado este que concorda com os caracteres morfométricos e histopatoldgicos testiculares,
ressaltando a degeneracdo tubular, em diferentes graus, associada a reducdo na altura do epitélio
tubular bem como a marcante deplecao de células germinativas. Dessa forma, é possivel enfatizar
aclaraeficiéncia da acao dos receptores de androgenos e estrogeno a na preservacao de um epitélio
germinativo regular necessario para a manutencao da fungéo reprodutiva e fertilidade masculina.

Em contrapartida ao resultado obtido pelos individuos senis, 0s animais que receberam uma
dieta hiperlipidica exibiram um aumento, significativo, na densidade de AR, ERa, Aromatase ¢
PCNA no tecido testicular. Essa condicdo pode ser atribuida, assim como para o epididimo, a
alimentacdo rica em gordura saturada, pela qual maior sera a oferta de moléculas de colesterol
necessarias para a sintese de esteroides, contribuindo, assim, para uma maior sintese de receptores
de androgeno e estrogeno. Contudo, este dado ndo pode ser considerado um indicativo de

recuperacdo estrutural e fisioldgica testicular, uma vez que tanto individuos senis como 0s senis
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com sobrepeso compartilharam pardmetros patologicos e ultraestruturais muito similares. Apesar
da visivel correlacdo entre sobrepeso, aumento na concentracdo de receptores hormonais e
alteracdes testiculares funcionais, ndo existem estudos que abordem tal associa¢do. Dessa maneira,
o0 presente trabalho pode ser ressaltado como o pioneiro nesse ambito de pesquisa.

Por sua vez, o tratamento com o ECJ melhorou os niveis de AR, ERo, Aromatase e PCNA.
Somando-se a estes resultados, observamos também que os animais que receberam o extrato
apresentaram testiculos com uma morfologia mais integra, com menor proporcéo de degeneracao
bem como de edema intersticial, além de exibir um epitélio germinativo com células saudaveis e
com as interacBes célula-célula bem visiveis. Sendo assim, a administracio com o ECJ

proporcionou melhoras desde intracelulares aos hormonais, o que refletiu na homeostase tecidual.
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Figuras e Legendas

Tabela 3. Biometria animal e testicular (média + desvio padréo).

PARAMETROS JV SE SHP SJI SJl SHJI SHJII

Ganho flje( p)eso %3;%25 ;_r 1,354 + 1.333a* 10.20 +0.8848b*** -2.553+0.9765  -3.280+1544  3.336+0.7204c* 0.01333 + 1,01c***

corporal (g :

]E’_GS? (co)rporal %9;;% ;_, 3570 + 1.306a%**  43.66+0.9713b** 315+0.8352b*  30.82+0.9593b* 38.34+ 1433c*  34.66 + 1.575¢**
inal (g :

Peso absoluto 1109+ 9491 + 4.558a* 106.5+2.411b* 8514+ 8.866 84.7 + 8.803 96.38+2562  94.64 % 3.302c*

icular (g) 3.751
testicular (g :
IGS (%) 06333351 0.2707 + 0.0258a*** 0.2571+0.0087  0.2996 + 0.0246  (3160+0.0089 0.2835%0.0154 0.2874 +0.0183

IGS, indice gonadossomatico; JV, grupo jovem; SE, grupo senil; SHP, grupo senil+dieta hiperlipidica; SHJI, grupo senil+dieta hiperlipidica+ECJ,
dosel; SHJII, grupo senil+dieta hiperlipidica+ECJ, dose2; SJI, grupo senil+ECJ, dosel; SJII, grupo senil+ECJ, dose2. (n=8). Diferenga significativa
foi encontrada para os seguintes: @relativo ao grupo JV; Prelativo ao grupo SE; ‘relativo ao grupo SHP. Considerar: *p<0.05; **p<0.01 and ***
p<0.001.

ALTURA DO EPITELIO DIAMETRO TUBULAR
100- ~ * 250-
* C
80- b 2+ [ 200 P
2 - 7
e 7 £ 150} %
=¥ =
= 40| 1004 /
20- 50 %
ot — — 0- = //
S & 629 & 9,5\\ ,529\ 6&\\ - G}g o 95\\ 039\ ,529\\

Figura 11. Diametro e altura tubular média do testiculo dos grupos experimentais. Diferenca significativa:
3relativo ao grupo JV; Prelativo ao grupo SE; %" relativo ao SJI; ‘relativo ao grupo SHP. Considerar: *p<0.05;
**p<0.01 and *** p<0.001.
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Figura 12. Dados estereoldgicos testicular dos grupos experimentais. (A): Proporcdo média do epitélio germinativo. (B): Propor¢édo
média do lGmen tubular. (C): Proporcdo média do intersticio. Diferenca significativa: 2relativo ao grupo JV; Prelativo ao grupo SE;
®relativo ao SJI; °relativo ao grupo SHP; <relativo ao SHJI. Considerar: *p<0.05; **p<0.01 and *** p<0.001.
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Figura 13. Analise estereoldgica dos componentes intersticiais do testiculo nos grupos experimentais. (A): Propor¢do dos tdbulos
seminiferos. (B): Proporcao de lamina propria. (C): Proporcao de tecido linfatico. (D): Proporcdo de macrofagos. (E): Proporcao de
células de Leydig. (F): Proporcdo de vasos sanguineos. Diferenca significativa: arelativo ao grupo JV; relativo ao grupo SE;
Yrelativo ao SJI; ‘relativo ao grupo SHP; ¢relativo ao SHJI. Considerar: *p<0.05; **p<0.01 and *** p<0.001.
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Parametros JV SE SHP SJI SJII SHJI SHJII
Nucleo
pm3 432,8 £ 78,16 584,8 + 62,43 a* 765,6 + 123 b* 384,9 £ 111,8 b* 323,1 + 72,68 b** 420,1 £ 66,27 c***  405,5 + 20,16 c***
% 24,21 + 4,301 27,41 1,083 30,08 + 1,384 b* 26,79 + 3,955 29,60 + 4,618 30,32 2,224 27,83 + 4,530
Citoplasma
pmé 1177 + 158,5 1604 + 247 a* 1981 +219,4 1357 + 342,2 b* 711,2 £ 203,3 b** 1019 + 248,1 ¢*** 1198 + 110,2 c**
% 64,99 + 13,55 72,36 £ 1,074 a* 70,38 £ 1,421 b* 73,21 £ 3,955 71,14 £ 4,750 69,68 £ 2,224 72,17 £ 4,53
Volume
individual da
célula de Leydig
um3 1593 + 224,1 2189 + 329,3 a* 2752 + 325,2 1756 + 378,9 1006 + 289,6 b** b*” 1439 + 313 c*** 1499 + 226,7 c***
Ne° de células de
Leydig/Testiculo
108 7,035 + 1,842 7,546 + 1,676 4,201 +0,8711 b** 11,68 + 1,860 b* 10,14 £ 1,171 10,12 £ 0,2706 c*** 10,65 + 1,131 c***
Ne° de células de
Leydig/g de
testiculo
108 68,94 + 23,44 84,17 £ 11,31 38,71 + 6,234 b*** 112,8 £1,258 99,21 + 25,34 102,1 £ 21,28 c*** 105,7 £ 10,74 c***

Diferenca significativa: arelativo ao grupo JV; Prelativo ao grupo SE; ®’relativo ao SJI; ‘relativo ao grupo SHP; relativo ao SHJI.

Considerar: *p<0.05; **p<0.01 and *** p<0.001.
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Figura 14. Micrografias de luz e eletrénicas de transmissdo do testiculo dos grupos experimentais deste
estudo. (A-F): Micrografias de luz. (A-B): Grupo JV. (C-D): Grupo SE. (E-F): Grupo SHP. (G-Q):
Micrografias eletrénicas de transmisséo. (G-J): Grupo JV. Notar a integridade do epitélio germinativo e
da barreira hemato-testicular (seta fina). (K-M): Grupo SE. Notar a degeneracgéo do epitélio germinativo,
considerando a presenca de granulos de lipofuscina (Lf), grandes vacuolos citoplasmaticos (asterisco),
varios focos de separacéo intercelular (seta grossa) e herniagdes na membrana basal (cabeca de seta).
(L3): Espermaétide alongada com danos na por¢do nuclear. (N-Q): Grupo SHP. Notar a degeneragdo
epitelial, desde a base do tbulo seminifero com numerosos focos de separacgdo celular (seta grossa). Bb
(corpo basal); Dt (tubulo em degeneracgdo); Eg (epitélio germinativo); Es (espermatides alongadas); Gc
(complexo de Golgi); Gn (espermatogonias); Is (espermatides arredondadas); L (Iimen); Mc (célula
mioide); ReR (reticulo endoplasmatico rugoso); St (célula de Sertolli); Sto (Espermatdcito);. V
(vacuolizagdo).
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Figura 15. Micrografias de luz e eletrnicas de transmissdo do testiculo dos grupos experimentais deste
estudo. (A-F): Micrografias de luz. (A): Grupo SJI. (B): Grupo SJIl. (C-D): Grupo SHJI. (E-F): Grupo SHJII.
(G-S): Micrografias eletronicas de transmissdo. (G-1): Grupo SJI. Notar a integridade do epitélio germinativo
e da barreira hemato-testicular (seta fina). (J-L): Grupo SJII. Notar alguns pontos focais de separacéo celular
na base tubular (seta grossa) além da integridade da barreira hemato-testicular (seta fina) e da presenca de
espermatogdnias com visiveis complexos sinaptonémicos ainda presentes na cromatina (cabega de seta). (M-
0): Grupo SHJI. Notar melhora na integridade epitelial assim como na morfologia celular. (P-S): Grupo
SHIJII. Notar integridade epitelial, incluindo a barreira hemato-testicular (seta fina). Dt (tubulo em
degeneracdo); Ge (epitélio germinativo); Ec (esfoliacdo celular); Es (espermatides alongadas); Gn
(espermatogonias); Is (espermatides arredondadas); L (Iimen); Mc (célula mioide); St (célula de Sertolli); Sto
(Espermatdcito).
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Figura 16. Analise em Western blotting dos niveis de ERa, AR, Aromatase ¢ PCNA no testiculo dos
grupos experimentais. (A): AR. (B): ERa. (C): Aromatase. (D): PCNA. Diferenca significativa: ®relativo
ao grupo JV; relativo ao grupo SE; “relativo ao SJI; ‘relativo ao grupo SHP; <relativo ao SHJI.
Considerar: *p<0.05; **p<0.01 and *** p<0.001.
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6. CONSIDERACOES GERAIS DA TESE

e O envelhecimento provocou uma série de alteracGes nos 6rgdos estudados. Alteracbes estas
que abrangem:
(1). Ma formacao espermatica; espessamento da membrana basal dos tabulos seminiferos bem
como do epitélio epididimal (tanto na cabeca como na cauda); separagdo celular difusa tanto
no testiculo como no epididimo, e desintegracdo da barreira hemato-testicular e hemato-
epididiméria. Além disso, um acumulo de grénulos de lipofuscina foi observada nas células
de Sertoli e nas células epididimais (principais e clara).
(2): Intensificacdo de varias alteracGes histopatoldgicas como vacuolizacdo epitelial (no
testiculo e epididimo); necrose celular, infiltrados inflamatérios, hipertrofia de células clara e
cariomegalia (no epididimo).
(3). Reducdo na atividade das enzimas do sistema antioxidante enddgeno, que somada ao
aumento da peroxidacéo lipidica provocou o0 aumento do estresse oxidativo.
(4). Aumento do processo inflamatério tecidual, pelo aumento nos niveis de IL-17, NF-xB,
TNF-a, os quais somados ao aumento nos niveis de COX-2 e ao estresse oxidativo, provocou

toda a série de disfunc@es e alteracdes morfoldgicas observadas no testiculo e epididimo.

e A ingestdo de uma dieta hiperlipidica pelos animais idosos agravou algumas disfuncdes ja

acarretadas pelo envelhecimento:
(1). Altura epitelial epididimal ndo uniforme; aumento na deposicdo de detritos celulares no

[men do epididimo.
(2). Aumento da peroxidacdo lipidica que juntamente com o aumento nos niveis de IL-17,
NF-kB e TNF-a, indicam um aumento no processo inflamatorio tecidual.
(3). Aumento na atividade da enzima aromatase, juntamente com os niveis de AR e ERao,
indicando que a ma alimentacdo somada ao sobrepeso, afetam o processo de aromatizacao da

testosterona em estrdgeno, o que pode favorecer a condi¢do de hipogonadismo.

e O tratamento com o extrato da casca de jabuticaba melhorou em diferentes aspectos os 6rgédos
analisados:
(1). Reduziu o processo inflamatdrio, pela diminuigdo nos niveis de IL-17, NF-xB, TNF-a.
(2). Reduziu os niveis de peroxidacéo lipidica, juntamente aos niveis de COX-2, além de ter
aumentado os niveis das enzimas antioxidantes enddgenas, o que por sua vez reduziu o

processo de estresse oxidativo.
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(3). Reestabeleceu os niveis de aromatase, de ERa e PCNA para proximo dos niveis
apresentados pelos animais jovens.

(4). Reestabeleceu a quantidade bem como o volume das células de Leydig para proximo dos
valores exibidos pelos animais jovens.

(3). Reduziu a proporcéo das condi¢des histopatoldgicas, tanto epididimais como testiculares.
(4). Melhorou a ultraestrutura tanto do epitélio testicular como epididimal, bem como dos

espermatozoides.

Dessa forma, a administracdo do extrato da casca de jabuticaba pode potencialmente atuar
como um tratamento para melhorar as condigdes funcionais do testiculo e epididimo ao longo
do envelhecimento, o qual por se tratar de compostos fitoterapicos, pode ser aplicado para 0s
seres humanos. Especialmente a fim de melhorar a qualidade de vida de individuos, cuja
expectativa de vida tem aumentado progressivamente. Além disso, esse tipo de tratamento
auxiliaria no processo de concepcdo, especialmente por conta dos casais estarem
gradativamente adiando o inicio da paternidade e maternidade. Adicionalmente, esse tipo de
tratamento auxiliaria, ndo s6 na manutencdo de um microambiente viavel para a reproducéo
como para a geragao de espermatozoides saudaveis e com menos interferéncias dos processos
inflamatorios e oxidativos, comumentes intensificados pelo envelhecimento, os quais tendem
a prejudicar o desenvolvimento espermatico, e gerar proles com problemas de salude apds o

nascimento.
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Certificamos que o projeto intitulado "AVALIACAO DO EFEITO TERAPEUTICO DO
EXTRATO DA CASCA DE JABUTICABA FRENTE A SENESCENCIA E OBESIDADE
SOBRE O TESTICULO E EPIDIDIMO DE_ CAMUNDONGOS (FVB)", protocolo n° 4038-1,
sob a responsabilidade de Profa. Dra. Mary Anne Heidi Dolder / Livia Cuquetto Leite, que
envolve a produgédo, manutengéo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica ou ensino, encontra-se
de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais e do DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal - CONCEA, e foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de
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de 2015.
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Espécie/Linhagem: Camundongo isogénico / FVB/JUnib
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