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RESUMO

NASCIMENTO, Lidiane da Silva, D5c., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2017 Efeito do extrato hidroalcodlico da polpa de jucara Euterpe edulis
Martius) sobre a morfologia testicular de ratos adultos sadios e expostos a
cadmio. Orientador: Sérgio Luis Pinto da Matta.

O cadmio (Cd) € um metal pesado téxico aos organismos Wteacoes das
funcBes reprodutivas apds a exposicado ao Cd tem sidad®dconstantes pesquisas.
Deste modo, tem-se buscado estratégias seguras e efioazastaxicidade do Cd,
dentre estas, a avaliacdo de extratos vegetais. A polfraitdode Euterpe edulis
conhecida popularmente por acai da Mata Atlantica ou jpgara, apresenta
propriedades antioxidante e anti-inflamatoriy vitro e in vivo, devido
principalmente ao seu alto contetdo de antocian®astudo, pouco se sabe da acao
deste extrato sobre parametros reprodutivos masculinoste Neabalho foram
avaliados os efeitos de diferentes doses do extrato hidotiedcoa polpa de jucara
(EJ) sobre tubulo seminifero, intertibulo, atividade de eawiemntioxidantes e
produtos de peroxidacéao lipidica de ratos Wistar sadiohmetidos ao cadmidd
experimento inicial testou os efeitos de trés doses datexde jucara, 300 mg/kg,
600 mg/kg e 900 mg/kg sobre os parametros testiculares dos raios. $dal
segundo experimento, o extrato de jucara foi dado apés 48 d&ypda a exposican
dose unica de 1,2 mg/kg de cloreto de cad@®parametros biométricos, tubulares
e intertubulares dos grupos que receberam somente o Bpreentaram variacao
significativa em relacdo ao grupo controle. Também m@ave diferenca
significativa para a atividade das enzimas superoxido dism(&3P), catalase
(CAT) e glutationa S-transferase (GST), e para o maradelperoxidacao lipidica,
malondialdeido. Os animais expostos ao Cd apresentaramm a@nfol6gicos como
necrose e calcificacdo tubular, aumento do percentuafibdas colagenas no
intertibulo, reducdo da testosterona sérica, aumento meidagdo lipidicae
aumento da atividade das enzimas antioxidantes SOD e @ATextrato
hidroalcodlico da polpa de jucan@or sua vez, ndo promoveu recuperacao testicular
nos grupos expostos ao Cd. Além disto, o uso do EJ apo6s acéxpasiCd agravou
os danos testiculares como observado pela reducdo do tessmular e seu

parénquima e pelo aumento da atividade de enzimas antioxiG&®iee CAT.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Lidiane da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vi¢Bsbruary,
2017 Effect of the hydroalcoholic extract of jucara palm Euterpe edulidMartius)
pulp on the testicular morphology of healthy and cadmium-exposeWistar rats.
Adviser: Sérgio Luis Pinto da Matta.

Cadmium (Cd) is a toxic heavy metal to living organisms. Geann reproductive
functions after Cd exposure have been the focus of aan&search. In that sense
safe and effective strategies against Cd toxicity have beaght for instance by
evaluatng plant extractsEuterpe eduliswhich is commonly known a$Atlantic
Rainforest agaior ‘jucarapalm’, yields fruits whose pulp extract has antioxidant and
anti-inflammatory properties both in vitro and in vivo, duoainly to its high content

of anthocyanins. However, little is still known about #fiect of this extract on male
reproductive parameters. In this work, the effects ofedbfit doses of the
hydroalcoholic extract of jucara palm puldE(l on the seminiferous tubule,
intertubular spacgeactivity of antioxidant enzymes, and lipid peroxidation products
were evaluated in healthy a@tlexposed Wistar rats. The initial experiment tested
the effects of three JE doses, namely 300, 600, and 900 mg/kbe desticular
parameters of healthy rats. In the second experimestwete fed on JE 48 hours
after exposure to a single dose of 1.2 mg/kg body weightdrhicem chloride The
biometric, tubular, and intertubular parameters of grobps Wwere only fed odE
showed no significant variation in relation to the cohgroup. Neither was there
any significant differencén the activity of enzymes superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), and glutathione S-transferase (GST)n aontents of the lipid
peroxidation marker malondialdehyde The Cdexposed animals showed
morphological damage such as tubular necrosis and icatoh, increased
percentag®f collagen fibers in the intertubular spadecreased serum testosterone
and increased lipid peroxidation and SOD and CAT activitidgdroalcoholic
extract of jucara palm pulpn the other hand, promoted no testicular recovery in
Cd-exposed groups. In addition, the usdBhfter Cd exposure aggravated testicular
damage, as observed by the reductioresticular weight and in its parenchyma as

well as by the increased SOD and CAT activities.
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1. INTRODUCAO GERAL

A exposicao da populacdo a agentes toxicos, como 0s rpetados, tem
aumentado o numero de pesquisas sobre os impactos na saludsequmetais
podem causar na saude a longo prazo. Metais pesados,céomi, chumbo e
mercurio ndo sdo biodegradaveis, podem bioacumular-se ey@odisfuncdes em
diversos 6rgaos, dentre eles, os testiculos. Os npes@&los sdo encontrados em
toda a crosta terrestre em baixas concentracfes, anasse pela industria tem
aumentado consideravelmente seus niveis (Stankovic 2054).

Dentre os metais pesados, o cadmio (Cd) tem sido alestddos por causa
de seus efeitos toxicos em plantas, animais e humat® momento, seu Unico
papel na biologia foi encontrado em algumas diatomacessnhas onde, na
escassez do zinco, o Cd é utilizado no local catalitioonuke determinada classe de
anidrase carbdnica (Lane et al., 20@nbora este metal ndo participe de reacdes de
oxido-reducao, pesquisas sugerem sua acao indireta na inducdiesseesxidativo.

Ha uma série de componentes e processos celulares que smdaietados pelo Cd
para aumentar os niveis de espécies reativas de oxigémite dequais poeém ser
citados: deslocamento de metais essenciais de seusdsitiaggcao, reducdo dos
niveis de glutationa (GSHyiminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes e
inibicdo da cadeia de transporte de elétrons mitocor(@maith et al., 2013).

Estudos demonstraram que o cadmio induz efeitos prejudmiasistema
reprodutor, em particular, na interferéncia do procesgeremtogénico (Siu et al.,
2009; Pires et al., 2013Peste modo, tem crescido nos ultimos anos a busca por
substancias com efeito protetor ou atenuador dos efeitoso$déxio Cd. O acai
Euterpe edulidMartius, conhecido popularmente como palmeira jucassa iQu acai
da Mata Atlantica, tem sido objeto de estudos em funcamldo nutritivo da polpa
de seu fruto, sendo considerado um alimento nutracéutieoafaelevado teor de
polifendis, acidos graxos 6mega-6, 6mega-9 e alto conteledantocianinas
(Novello et al., 2015) As antocianinas sdo pigmentos naturais que conferem
coloracdo variando de vermelho ao azul. Embora asimgrmacdesn vivo sejam
incipientes, algumas evidéncias mostraram que as amitasatem grande potencial
antioxidante e anti-inflamatorio, devido a presenca deenudbador de elétrons na

sua estrutura quimica (He e Giusti, 2010).



Contudo, ainda néo foi documentado o efeito deste extgdesticulo de
animais expostos ao cadmio. Desse modo, o objetivo dedsehb foi avaliar os
efeitos do extrato hidroalcodlico da polpa de jucara sobrestisulos de ratos sadios

e expostos a dose Unica de 1,2 mg/kg de peso corporal de clorétinde. c

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Metais pesados

Os metais pesados sdo definidos como elementos quimicos que tém
densidade relativamente alta em comparacédo com a agua (§.ghguins destes
metais como o zinco (Zn), ferro (Fe), magnésio (Mganganés (Mn) e o selénio
(Se) séo considerados essenciais, uma vez que sao usilemadancdes bioquimicas
e fisiologicas. Por outro lado, outros metais comaduleo (Hg), arsénio (As), ouro
(Au), chumbo (Pb), litio (Li), niquel (Ni), prata (Ag)cadmio (Cd) ndo tém funcbes
biolégicas bem estabelecidas e s&o considerados comais nm&to essenciais
(Tchounwou et al., 2012).

Os metais pesados sdo encontrados em toda a crodsiréerrmas as
atividades antropogénicas como mineracao e fundicao, padhodstrial, além do
uso domeéstico e agricola de compostos contribuiram paam@nto destes no
ambiente. Tal aumento representa risco potencial psaade humana e animal uma
vez que as células ndo sédo capazes de elimina-los &fioeme, o que pode
contribuir para a bioacumulacdo de metais téxicos non@aiga (Wang e Shi, 2001;
He et al., 2005; Stankovic et al., 2014).

A toxicidade induzida por metais pesados envolve muitos caspe
bioquimicos, porém a escassez de comprovacdo cientificavo dificulta a
compreensao das formas de atuacdo destes agentes toxitnsloCmetais como o
Cd é sugerido imitar os metais essenciais unindo-se & disiplogicos que
normalmente seriam ocupados por estes (Martelli et2@06; Jaishankar et al.,
2014)

2.2 Cadmio: vias de toxicidade

O cadmio pertence ao grupo 12 da tabela periddica, nUmericatd8 e
peso atdbmico de 112,4. O Cd é um subproduto da mineragdo do zewwongenor
grau, do chumbo e dos minerais de eoldém disso, € liberado na atmosfera na

forma de 6xido de cadmio, cloreto de cadmio ou sulfetoadienio resultante de
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atividades industriais, como a fabricacdo de bater@graentos, fundicéo e refino
de metais e incineracdo de residuos (Martelli et al., 200@adthio € conhecido
pela sua toxicidade em animais e humanos uma vez que u@izado por estas
espécies. Até o0 momento, seu Unico papel na biologia foingaclo em algumas
diatomaceas marinhas, onde na escassez do zinco, o lizhdaino local catalitico
de uma determinada classe de anidrase carbonica (Lane2608a).

A entrada de cadmio no corpo pode ocorrer através dadcatie material
particulado proveniente de fumacas industriais ou do cigatrosia ingestdo de
alimentos e agua contaminados. A ingestdo alimentar éamaobmo principal

fonte de exposicao &d (WHO, 2010). A média de ingestdo de cadmio através dos

alimentos mais propicios a contaminacao do metal (amreris, legumes e batata)
varia entre 8 @5 ug por dia (Olsson et al., 2002; Llobet et al., 2008) limite de
ingestdo mensal toleravel de Cd estabelecido pela Orgamikagadial da Saude é
de 25 pg/kg de peso corporal (WHO, 2010). Para fumantes estima-se que 50% do
cadmio seja absorvido pepmlmao (cada cigarro possui aproximadamente 1 a 2 pg
de cadmio) (Maret e Moulis, 2013). Contudo, fatores comaadesutricional e a
genética do individuo influenciam na susceptibilidade aohGtélli et al., 2006).
Uma vez presente na corrente sanguinea, € sugerido queefa@bsorvido
pelas hemacias por transporte passivo e complexado ctatopmeteinas (Garty et
al., 1986) No plasma, o Cd pode se ligar a albumina, glutationa e opetédina
(Yonggia et al., 1992). Chegando ao figado, a albumina é degradadiaeio livre
induz a sintese de metalotioneinas (MT), proteina de Ip&go molecular, rica em
grupos sulfidrilicos, que se liga facilmente ao cadmio. EsseleamCd-MT passa
a ser lentamente liberado do figado para o plasma sanguawahegar nos rins €
fitrado através da membrana glomerular e quase todoplemen Cd-MT é
reabsorvido no tubulo proximal. Dentro das células do tgmdgimal, o complexo
Cd-MT sofre uma quebra e o cadmio livre é o responsaveldpoos renais. A
excrecdo de cadmio acontece principalmente pela urinampérém pequena
guantidade e lenta e, além disto, o aparecimento de dasosns pode alterar a
capacidade de eliminacdo renal de cadmio (Arroyo et al., 2@12heia vida
biolégica estimada para o Cd varia de 20-40 anos em humpadi&ularmente
devido ao maior acumulo de cadmio observado no figado e mo como
consequéncia da incapacidade das células exportarem o Cdligadlo a

metaloproteinas (Johri et al., 2010; Thévenod e Lee, 2013).



Dentro das células, a interagdo do Cd com macromo&celarotas
bioquimicas é bastante complexa. Com base nos conheggratoiais, € possivel
citar que a principal via de toxicidade do Cd é a competic&oretais essenciais
devido a sua semelhanca de estrutura quimica com metaisiassprincipalmente
0 zinco, cobre, célcio, manganés e ferk#arios componentes celulares foram
sugeridos estar envolvidos na captagédo, quelacdo, sequestporeagio do Cd
Dentre estes, os transportadores de ions metalicos desleomo ferro, zinco,
calcio e magnésio sao possiveis responsaveis pefdoitacdo de cadmio através da
membrana celular (Smith et al., 2018)ma via hipotética alternativa para a entrada
de Cd é a endocitose mediada por receptores de complexdsicosetcomo
metaloproteina (MT), glutationa (GSH) e cisteina (Cys).

2.2.1 Cadmio: inducao de estresse oxidativo

A geracao de espécies reativas de oxigénio, fisiologicsoué normalmente
equilibrada pela acdo dos antioxidantes enddgenos e exo@edesequilibrio entre
espécies reativas de oxigénio e antioxidantes resultatresse oxidativo, que causa
danos em muitos constituintes celulares, como lipigisaturados, proteinas e DNA
(Barbosa et al., 2010As espécies reativas sdo atomos, moléculas, ou ionsdiesiva
do oxigénio, que em sua maioria possuem pelo menos umnetitsemparelhado
em seus orbitais externos, e com isto alta reatividdddrés classes de compostos:
espécies reativas de oxigénio, espécies reativas de emxepécies reativas de
nitrogénio. As espécies reativas podem ainda ser didatitandé/ididas em dois
grupos: os radicais livres e 0os compostos ndo radicalaeesadicais livres podem
agir como aceptores ou doadores de elétrons, criaridoages no ambiente
molecular ao seu redor. Os compostos ndo radicalares Eb@®p (peréxido de
hidrogénio) e HOCI (acido hipocloroso), ndo possuem elétimes,| sendo portanto
menos instaveis que os radicais livres, mas também pagbagyin com moléculas na
sua redondeza (Halliwell, 2006).

Héa basicamente duas linhas de defesa para eliminacdo de £spétiias. A
primeira linha de defesa incluem vitamina C, vitamina E, ubididifp bem como
glutationa (GSH) e o sistema de tioredoxina (TRX) que atuapmav@nc¢ao contra a
producdo de radicais livres. Enquanto isso, as proteinas seldet metais
desempenham papéis chave no controle do nivel de ions pmtilies e assim

aumentam ou impedem a geracdo de espécies reativas ginioxpor metais
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essenciais livres, via reagbes de Fenton. Estas protémcasem ferritina,
transferrina metalotioneina, dentre outras. Por conseguinte, € miopada a
segunda linha de defesa através da remocdo enziméticaspmiases reativas. A
superoxido dismutase (SOD) é responsavel pela transformaganods superoxido
em peroxido de hidrogénio, que € posteriormente transformadixigénio e agua
pela catalase (CAT) ou em agua pela glutationa peroxidasé.(@Ex disto, as
glutationas-S-transferases (GSTs) sdo um grupo de enzm@gtantes desta
segunda fase e desempenham papel fisioldégico na iniciacétetdrificacdo de
potenciais agentes, incluindo compostos farmacologicanaintes e xenobibticos.
A reacdo de conjugacao do grupo sulfidrilico da glutationa (G&it) grupos
eletrofilicos dos compostos xenobioticos, catalisada @&l torna os produtos da
reagdo menos toxicos e mais soluveis em agua, fadoitarexcrecéo (Birben et al.,
2012).

O Cd € um metal divalente que nao participa de reacbes de-rexidoédo,
mas varias linhas de evidéncia mostram que este metaliquicetamente induzir
estresse oxidativo principalmente através do deslocantientoetais essenciais de
seus sitios de ligagdo em proteinas e enzimas (Lai e20dd,; Thévenod e Lee,
2013), reducéo dos niveis de GSH (Nigam et al., 1988jinuicdo das atividades
das enzimas antioxidantes (Ikediobi et al., 2004) e inikdgdoadeia de transporte de
elétrons mitocondrial (Wang et al., 2004).

Devido a semelhanca estrutural com metais divalentesy odierro e cobre,
€ sugerido que o Cd substitui sitios ativos destes metaisemzimas, como
superoxido dismutase (SOD) ou catalase (CAT), causando tumeda
disponibilidade destes ions nas células os quais, uma vez, lpodem catalisar a
decomposicao de @, via reacdo de Fenton, resultando em estresse oxidatve (
Loo, 2011; Thévenod e Lee, 2013). A alta afinidade do Cd aos gsupmsilas (-
SH) presentes em sequestradores de radicais livres, cghatationa (GSH), pode
impedir a acdo desta na eliminacdo dos radicais livresuiiNes al., 1999).

A atividade de enzimas antioxidantes € também alteradaantedixposicéo
ao cadmio, provavelmente pela ligacdo aos grupos sulfidulaela substituicdo de
sitios ativos de metais essenciais que fazem parte mamas Contudo, as
diferentes condicbes experimentais tém gerado vasagde niveis de atividades
destas enzimas. A atividade das enzimas superéxido dismutase, (Siddlase

(CAT), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (Gixjnuiram ou
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aumentaram em hepatécitos e testiculo de animais confaroese e duracdo da
exposicao (lkediobi et al., 2004; Pires et al., 2013; Ara#h €2014).

Outro provavel meio do Cd induzir o estresse oxidativo ravés do
comprometimento da transferéncia de elétrons no compléxmd mitocondrias.
Estudosin vitro mostraram que o Cd pode se ligar fortemente ao compléxo |
resultando na acumulacdo de semi-biquinonas instéayeés,entdo transferem um
elétron parap oxigénio molecular, resultando na formacdo de superoxidmg@vet
al., 2004).

2.3 Testiculo: Morfologia e os efeitos téxicos do cadmio

Os testiculos podem ser divididos anatomicamente e fusloi@nte em duas
partes: tubulos seminiferos e intertdbulo, responseds espermatogénese e pela
esteroidogénese, respectivamente. Os tubulos seminig@msconstituidos pela
tunica propria, epitélio seminifero e lume. Na tunica propéa observadas as
células midides ou peritubulares, a membrana basal ibras €olagenas. O tubulo
seminifero é composto pelas células germinativas e célele&ertoli, esta ultima
responsavel pela protecdo e nutricdo das células da linhggemnatia. Além
disto, a célula de Sertoli divide o epitélio seminiferodois ambientes funcionais
distintos: o basal, onde se localizam as espermatog@nias espermatocitos
primarios na fase inicial da profase meidtica (preleptsea leptotenos), e o
adluminal, onde se encontram 0s espermatocitos primaripartir da fase de
zigoteno, espermatocitos secundarios e espermgRdssell et al., 1990).

O intertubulo de ratoé constituido por vasos sanguineos e linfaticos, células
de Leydig e células do tecido conjuntivo, como macréfagibsoblastos e suas
fibras colagenas (Creasy, 2004)célula de Leydig é o tipo celular mais frequente,
responsavel pela producdo de andrégenos, principalmente destasta qual pode
ser posteriormente convertida em uma variedade de oastesoides (Teerds e
Huhtaniemi, 2015)A densidade e a orientacdo das células de Leydig variam de
acordo com a espécie. Em ratos, o intertubulo aprepentzas fibras colagenas e
grandes espacos linfaticos. As células de Leydig ficam ddatespacos linfaticas
agrupadas em torno de vasos sanguineos. Assim, 0 espagooli@fiportante para
manter o equilibrio do fluido intertubular além de faerenutrientes e andrégenos
para os tubulos seminiferos (Fawcett et al., 1973; Foley, 20at)o tipo celular

bastante comum no intertibulo de ratos sdo os macrofaggsiais constituem cerca

6



de 12% da populagéo das células intertubulares e martiéma fielagéo celular com
as células de Leydig (Dirami, 1991). E discutido que o codiegto entre estas duas
células permite que o macrofago regule a producdo de testwstgela célula de
Leydig e, em contrapartida, a célula de Leydig regutdimero,a diferenciacao e
funcdo dos macroéfagos testiculares (Hutson, 1998).

Estudos utilizando o Cd tém descrito diversas alterac@afoldgicas e
bioquimicas nos testiculos de mamiferos. De modo geral,aapqsosicao ao Cd foi
verificado menor peso dos testiculos e diminuicdo deafurenddcrina, reducdo da
espermatogénese, reducdo da motilidade dos espermatozoidesneicdo da
fertilidade (Blanco et al., 2007; Predes et al., 2010; Pire$,e2013) Estudo com
intoxicagdo subcrdnica de ratos por via subcutanea, na(jédegmg/dia de Cd
durante 6 semanas, mostrou que a concentracdo de Cdtimdaggumentou mais
de 100 vezes que no soro depois de 2 semanas, sugerindacativalacdo Cd no
testiculo Aoyagi et al., 2002). Além disto, ha indicios de que a c@ntiotelial €
alvo primario do Cd. Considerando que a principal via de toxicidad€d € a
competicdo com metais essenciais devido a sua semeltlangstrutura quimica,
sugerese que este metal possa substituir o céalcio nos locaigalgio as caderinas,
moléculas envolvidas na adeséo celular, alterando aepbiidade endotelial, o que
contribui para o aumento da entrada do Cd no tecidziéirok et al., 2008). O Cd
pode também ocupar o local do zinco ou manganés no transpttB8opresente
nas ceélulas endoteliais de animais sensiveis ao Cd, omghéntacausa lesdo destas
células devido a acumulacdo do metal (Dalton et al, 2Q@530 das células
endoteliais resulta em extravasamento de globulognelbos e obstrucéo
plaquetéria, causando em ultima instancia, isquemia seguidacdaese (Kumar et
al., 2010).

2.4 Extratos vegetaisEuterpe edulivartius

Nas ultimas décadas tem aumentado o consumo de alimentmsidados
funcionais por apresentarem alto valor nutritivo e miapem efeitos benéficos a
saude. As frutas, vegetais e grdos tém despertado ieteness vez que, além de
conter nutrientes essenciais e micronutrientes comaasnébras e vitaminas, tém
também diversos compostos secundarios de natureza #&ndéoominados

polifendis (Harborne e Williams, 2000)



Embora estudos clinicos em animais e humanos sslagdes dos polifendis
para a saude ainda estejam em curso, inUmeros trabaklmdos com extratos
vegetais contendo compostos fendlicos, especialmenkavosdides (antoxantinas e
antocianinas) tém mostrado uma série de efeitos besgfiomo protecdo vascular
(Stoclet et al., 2004) e atenuacdo do quadro inflamatoério etimwidaresentes na
obesidade (Wang et al, 2014) e em doengas neurodegenerd@ivaliar e
Rupasinghe, 2013Nestas pesquisas ha indicacdes de que parte das acdesalsenéfi
dos polifendis deve estar relacionada a sua capacidadeamgter radicais livres
devido a presenca de nucleo doador de elétrons na sua edjuitniea (Pandey e
Rizvi, 2009) exercendo atividade antioxidante. Segundo Lee et al. (201¢palas
polifendis na protecéo celular ocorre de forma dieeiradireta. Direta por agir como
antioxidante e reduzir as espécies reativas de oxigénio (E&i@direta, por inibir a
ativacao do fator de transcricdo nuclédif;kp, o que reduziria os niveis de citocinas
inflamatorias e moléculas de adesé&o, atenuando os damzivos. Além disto,
alguns polifendis podem exercer agédo antioxidante através t@ueale ions de
metais de transicdo, impedindo, portanto, de participatameacdo de Fentpn
geradora de radicais livres.

O extrato da polpa de jucaauterpe edulisviart) tem sido objeto de estudo
devido sua elevada concentracdo de polifendis, em parties| antocianinasi
espécieE. edulisMart. € uma palmeira pertencente a familia Arecaceaes tujtos
sdo pequenos, arredondados e de coloracdo roxo-escurmgn fia presenca das
antocianinasEuterpe eduli® conhecida popularmente por palmeira jucara, jicara ou
acai da Mata Atlantica. Esta palmeira € encontradacipalmente em areas
remanescentes de Mata Atlantica do Brasil e em cogi@rao acai da Amazonia
(Euterpe oleraceaVartius), € pouco explorada para consumo (Fisch e2@D0Q)
Brito et al. (2007), analisando o conteddo de antocianinasxtfato de jucara
(Euterpe edulis e de outras frutas, tais como acerdidalphigia emarginaty
jamboldo Byzygium cumihie guajiri Chrysobalanus icado verificaram maior
guantidade de antocianinas no extrato de jucara. Este Glinimita 2956 mg de
antocianinas/100g, seguido pelo guajiru (958 mg/100g), jambolédonign0g),
clone de acerola 1147/1(528mg /100g) e acerola roxinha (261 mg /100g).

As antocianinas sao pigmentos naturais que conferem cadogagivariam
de vermelho ao azul. Possuem estrutura geral com umlesqugenilpropano

(C6C3C6), isto €, dois anéis benzénicos (denominados aeednkl B) unidos por
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um heterociclo que contém um atomo de oxigénio (aneb&).classificadas como
flavonoides por conter um grupo hidroxila na posicao C3 do @neQuando
encontradas na forma livre sdo chamadas agliconas ouaaddtas, porém s&o
mais encontradas ligadas a moléculas de aclUcares cammsegliamnose, galactose,
xilose e arabinose. As principais agliconas presentedruias e vegetais sao as
cianidinas, pelargonidinas, delfinidinas, petunidinas, peonié@nasvidinas. Elas se
distinguem pelos diferentes grupos substituintes que amiforepea coloracéo que
elas proporcionam aos alimentos (He e Giusti, 2@i@Xp et al. (2007) e Novello et
al. (2015) identificaram a presenca de varios tipos deciamioas no extrato de
jucara: cianidina 3-O-glucosideo, cianidina 3-O-rutinosidedgnidina 3-O-
sambubioside, peonidina 3-O-glucosideo, pelargonidina 3ifbsitleo e
delfinidina 3-O-glucosideo. As duas primeiras foram majgas, sendo qua
cianidina 3-O-rutinosideo alcancou 63,12% e a cianidina 3-(gjldeo 36,88% de

representatividade das antocianinas totais.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo gerd:

Avaliar os efeitos de doses crescentes do extrato hidréiacata polpa de jucara
(Euterpe edulisno compartimento tubular e intertubular do testiculoaties adultos

sadios e expost@® cadmio.

3.2 Objetivos especificas

e Avaliar os efeitos de diferentes doses (300 mg/kg, 600 mg/kg e 900 naigrkg)
extrato hidroalcodlico da polpa de jucara sobre a morfeanitsticular de ratos
adultos sadios (Artigo 1).

e Avaliar os efeitos de diferentes dog860 mg/kg, 600 mg/kg e 900 mg/kg) do
extrato hidroalcodlico da polpa de jucara sobre a atividdeeenzimas
antioxidantes como catalase, superoxido dismutase, ghaeatitransferase e
produto de peroxidacéo lipidica (malondialdeido) de ratoscadshdios (Artigo
1).

e Avaliar os efeitos de diferentes doses (300 mg/kg, 600 mg/kg e 900 mg/kg) do

extrato hidroalcodlico da polpa de jucara sobre a morfianietsticular de ratos
adultos submetidos a dose Unica inicial de 1,2 mg/kg de cloretidddo (Artigo
2).



e Avaliar os efeitos de diferentes doses (300 mg/kg, 600 mg/kg e 900 mg/kg) do
extrato hidroalcodlico da polpa de jucara sobre a atividadeerd@mas
antioxidantes como catalase, superdxido dismutase, ghaagidransferase e
produto de peroxidacgdo lipidica (malondialdeido) de ratodcadsubmetidos a
dose Unica inicial de 1,2 mg/kg de cloreto de cadmio (Artigo 2).
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O extrato hidroalcodlico da polpa jucara Euterpe edulisvartiug ndo afeta a

morfofisiologia testicular de ratos Wistar adultos sadios
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O extrato hidroalcoolico da polpa jucara(Euterpe edulisviartius)ndo afeta a

morfofisiologia testicular de ratos Wistar adultos sadios

RESUMO

O extrato da polpa dos frutos da palmdiaerpe edulisconhecida popularmente
por jucara, apresenta alta concentragdo de antocianinadogoamparada a outras
frutas tropicais. Estudom vitro tém mostrado que o extrato de jucara apresenta
propriedades antioxidante e anti-inflamatéria, contudo @mecsabe da agéo deste
extrato sobre parametros reprodutivos masculinos. Oiabjeeste trabalho foi
analisar os efeitos do extrato hidroalcodlico da polpaickrq sobre os testiculos de
ratos Wistar adultos atraves de analises morfométdcasividades das enzimas
superoxido dismutase, catalase, glutati@i@ransferase e marcador de peroxidacao
lipidica (malondialdeido). Os animais foram divididosagratro grupos, sendo que o
grupo controle recebeu &agua destilada e os grupos tratadebenssu,
respectivamente, 300, 600 e 900 mg/kg de peso corporal de extratochidiioalda
polpa de jucara, via gavagem, durante 56 dias consecutivos. r@sep®s
biométricos, tubulares e intertubulares dos grupossoEEXw € Edoo Nao
apresentaram variacdo significativa em relacdo ao groptrote. Também néo
houve variacdo nas atividades das enzimas superoxido dismuatsdase,
glutationaS-transferase e malondialdeido. N&o foram observadaragites
patolégicas ou comportamentais em nenhum dos animais qben@teo extrato de
jucara. Os dados sugerem que o extrato de jucara nas dosadasvalio apresentou

indicios de toxicidade que comprometesse 0 processo espgémab.

Palavras-chave: antocianinas, espermatogénese, enzimaglantes.

INTRODUCAO

H& relatos que o consumo diario de alimentos contendopasios
antioxidantes promove agao protetora contra 0s proces&lzivos que ocorrem no
organismo [1, 2]. Frutas, vegetais em geral e condimeobo$ém nutrientes
essenciais e micronutrientes como minerais, fibrasaminas, além de diversos
compostos secundarios de natureza fendlica, especialmeritavonoided3; 4].
Deste modo, o consumo de frutas tropicais aumentou rio®silanos devido, em

parte, ao seu valor nutricional e seus beneficios a 4&lfidslo Brasil, dentre as
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frutas comercializadas, destaca-se o acai da AmazZbBuiarpe oleraceaVartius)

gue vem ganhando espaco no mercado brasileiro e internacionaC@éjtudo, na
regido da Mata Atlantica pode-se obter fruto semelhanégaicda Amazonia a partir
da espécic€uterpe edulisMartius, popularmente conhecida por jucara, sendo seu
fruto também chamado de acgai da Mata Atlantica [7].

A polpa de jucara é nutricionalmente rica, apresentaetode acidos graxos
insaturados e minerais, além de conter compostos bioataissomo antocianinas,
qguercetina, rutina e &cidos fendlicos [8,9]. As antocianisde pigmentos
pertencentes a categoria de metabdlitos secundariozl@gti@esentes em frutos com
espectro de cor que varia do vermelho ao azul. A estrigdéica das antocianinas
confere atividade antioxidante através de doacdo ou transterd@a elétrons dos
atomos de hidrogénio e atividade anti-inflamatodria provaveknatriavés da sua
capacidade de inibir fatores de transcricdo e/ou protemendvalas na inducao da
resposta inflamatoria [1]. Novello et al. [8], ao supdamar dieta de camundongos
knockout para apolipoproteina E com 2% e 6% de extrato deajugbservaram
melhora do perfil lipidico, acdo hipoglicemiante e favorerito da atividade
antioxidante hepatica, ndo sendo encontrados indicioshapatotoxicidade e
nefrotoxicidade.

No entanto, ndo ha registros de experimentacdo cgendfraliando a acéo
dos frutos deE. edulissobre parametros reprodutivos masculinos. O testiculo é
responsavel pela producdo de espermatozoides e androgenos.c&3s@rale
espermatogénese, sob regéncia da célula de Sertoli, noaroenpartimento tubular,
enquanto que a producao de andrégenos ocorre no compartintentabular, onde
se encontram as células de Leydig, produtoras de testustdo intertibulo ainda
estdo presentes células do conjuntivo (macrofagdsabfastos), vasos sanguineos e
linfaticos [10] Apesar das baixas tensdes de oxigénio que caracterizam o
microambiente testicular, este tecido permanece vulekry estresse oxidativo
devido a abundéancia de acidos graxos altamente insatuedbspresenca de
potencial de geradores de espécies reativas de oxigénio [1dfe Blentexto, o
objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos do extmmimalcodlico da polpa de
jucara E. eduli§ sobre os testiculos de ratos Wistar adultos atrdeéanalises
morfolégicas e morfométricas de tubulo e intertubuldag andlises da atividade de

enzimas antioxidantes e marcador de peroxidacao lipidica.
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METODOLOGIA

Obtencao e beneficiamento dos frutos de jucara, Euterpe edulis Martius

Os frutos foram coletados no entorno do Parque Estadual ma &
Brigadeiro (PESB), localizado na regido da Zona da Matestado de Minas Gerais
(20°42°S; 42°29°W) a 1375 m de altitude. A coleta foi realizada no periodo de
floracao e frutificagéo dE. edulis entre os meses de agosto a novembro [12].

Os frutos de jucara foram despolpados no prazo maximo de 24 &opds a
colheita devidoa sua alta perecibilidade, passando pelas fases de benefi@ament
Assim, os frutos foram imersos em agua para a retirada deelpague para facilitar
o despolpamento foram colocados na agua’&,50or um periodo de 30 minutos.
Para esterilizacdo dos frutos foi utilizado 35 ppm de cidinw, por cerca de 30
minutos, sendo posteriormente retirado por meio da lavagenagua potavel. Estas
etapas séo importantes para evitar a contaminacao miogibados frutos [13].

Para extracdo da polpa foram pesados 100g do fruto e adicidstadds de
alcool 70% (proporcao fruto: solvente 2:1) acrescido de 0,3gide éitrico, como
agente acidulante, a fim de manter o pH < 4,0 que é impenpand a estabilizacdo
das moléculas de antocianinas [8]. Em seguida a preparacé@mnsferida para
despolpadeira industrial e homogeneizada durante 4 minutos. Aca&xtrfoi
realizada em triplicata. Finalmente, o extrato hidradico da polpa do fruto foi
liofilizado no Departamento de Zootecnia da UFV e armazenadiasoos ambar,
em freezer a - 20°C. Todo o processo foi realizado asmuzes apagadas devido a

fotossensibilidade das antocianinas.

Quantificacdo das antocianinas totais no extrato de jucara

O conteudo de antocianinas foi determinado pelo método debahsar de
pH diferencial [14]. A analise foi realizada em triplecgoara cada extrato. Em dois
béqueres pesaram-se 0,059 de polpa de jucara liofilizada solidiéna 50 mL de
tampéo pH=1,0 (cloreto de potéassio, 0,025M) e 50 mL de tampdo pHacktato
de sédio, 0,4M), obtendo fator de diluicdo de 1000x para as des880 e 600
mg/kg e 2000x para a dose de 900mg/kg. As amostras foram deixadas ssmuitra
para homogeneizacdo durante 30 minutos (Hielscher, Ringwood)étsay, USA).
Apés este periodo, as amostras foram filtradas e tradedguara baldo volumétrico

de 50 mL, completando-se com o tampao correspondente. b@#ta volumeétrico
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ficou em repouso durante 30 minutos em temperatura ambigmtgegido da luz,
sendo posteriormente realizadas leituras de absorb@kizganos comprimentos de
onda 510 nm e 700 nm. A diferenca dos valores das absorbange$=e1,0 e pH=
4,5 é diretamente proporcional a concentracdo de antoesa O calculo € baseado
na cianidina-3-glicosideo, com massa molecular (MM) de 44|, diluicdo
utilizada (D) e absortividade molar (¢) de 26.900 L.mol/cm. Os resultados sio
expressos como miligramas equivalentes de cianidina @sgdieo por litro de polpa
de jucara.

Teor de Antocianinas (mg/L):

[(Abs 510 — Abs 700) 511 — (Abs 510 — Abs 700) 45 ] X MM x D x 1000 /¢

Identificacé&o dos tipos de antocianinas no extrato de jucara

A identificacdo das antocianinas do extrato de jucaraitiafib foi realizada
para uma amostra geral, representativa a 100g de extralizalid. Através da
cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector dargorde diodos (CLAE-
DAD), modelo SCL 10AT VP (Shimadzu, Kyoto Japan), utilizou-se@wicbes
propostas por Schauss et al.][1&om adaptacOes descritas a seguir. As separacdes
foram realizadas usando Phenomenex Gemini RBum; 250 x 4,6 mm) com pré-
coluna Phenomenex ODS (C18, S5um; 4 x 3 mm). As fases moveis consistiram de
89% de agua ultrapura acidificada com acido formico até pH=2,0% dd
acetonitrila (fase A) e 100% de acetonitrila (fase B), oo de 1 mL/minuto. A
injecdo do volume foi de 50 uL e o tempo de corrida correspondeu a 45 minutos,
sendo a leitura feita a 520nm.

O extrato de jucara liofilizado (0,019g) foi ressuspendido em BlenHCI 1%.
Como padrdo externo utilizaram-se as antocianinas: ciankif@-glucosideo
(Cloreto de curomanina, Sigma-Aldrich) e cianidina -3-Oangideo (Keracyanin
chloride, Sigma-Aldrich). Suas absortividades molares nfpraespectivamente,
26900 mol/cm e 28840 mol/cm. Finalizando, injetou-se um mix dos padrdes para

observar o tempo de retencdo de cada antocianina.

Animais
Todos os procedimentos envolvidos no protocolo experiindotam
aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEURegartamento de

Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa,egsacn® 030/2010. O
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experimento foi conduzido em conformidade com os Princiftgos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional Cdetrole de
Experimenta¢cdo Animal CONCEA.

Ratos Wistar machos adultos, com 80 dias de idade e 349tafrias de
peso corporal (PC), foram obtidos do Biotério Central Gentro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vi¢coGa,Byhsil. Os animais
foram mantidos em temperatura controlada de 22+2°C e iluGunagm ciclos
claro/escuro de 12 horasom livre acesso a agua e racao. Todos 0s animais
passaram por um periodo de aclimatacdo correspondente & 3Mtdia do inicio do
experimento. O periodo experimental durou 56 dias consecutmsespondente a

duracéo do ciclo do epitélio seminifero em ratos [10].

Tratamentos

Os animais foram pesados e distribuidos em 4 grupos exp&imémn=5).
Trés grupos receberam diferentes doses de extrato hattbedcde jucara (EJ): o
grupo Edoo recebeu 1,5 mL/dia de 300 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jugara,
grupo Edoo recebeu 1,5 mL/dia de 600 mg/kg de extrato hidroalcoodlico de jugara e
grupo Edoo recebeu 1,5 mL/dia de 900 mg/kg de extrato hidroalcoodlico de jU@ara.
grupo controle recebeu diariamente 1,5 mL de agua destiladeodeshos grupos o
tratamento foi realizado por gavagem e as solucfes foabouladas com base no
peso corporal de cada animal (PC).

A dose de 300 mg/kg de EJ foi determinada a partir de dosagenadasliz
em estudos prévios com extratos vegetais (100-500 mg/kg) [16, 1@ litrss doses

corresponderam, respectivamente, ao dobro e trés velpse anicial utilizada.

Coleta e preparacéo histologica

Ao término do periodo experimental os animais foram pesadosanasiados
por inalacdo de CO Os testiculos foram rapidamente removidos e pesados em
balanca de precisdo (BEL Mark 160 classe 2) (0,001g). Parandeieo peso do
parénquima do testiculo, a albuginea de um dos testiailostirada e pesada,
descontando seu peso daquele obtido para um testiculo iQdisticulo direito de
cada animal foi fixado em solucdo de Karnovsky [18] para asahisstoldgicas e
histoquimicas e para o calculo do percentual liquido no u&stienquanto o

testiculo esquerdo foi primeiramente congelado em nitroglkmgiodo e depois
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mantido em freezer -80°C para as analises de estresstvoxiBaseado nos pesos
corporais e testiculares foi calculado o indice gossoméatico (IGS) a partir da
formula: 1IGS = PG/PC x 100, onde PG = peso total das gbnadas e geGo=
corporal. O IGS corresponde ao percentual do peso corpocaldalem testiculo
[19].

ApoOs fixacdo durante 24 horas, os testiculos foram tréshséepara alcool
70%, desidratados em série etandlica crescente e irgleitoglicol metacrilato
(Historesin®, Leica). Sec¢des de 3 um de espessura foram obtidas em microtomo
rotativo (Reichert-Jung, Alemanha) usando navalhas de vidra.eRitar a repeticao
das andlises de uma mesma regido, as seccdes fordasal# modo semisseriado
respeitandae intervalos de 40 um e colocadas em laminas histoldgicas. Finalmente,
as seccoes foram coradas com azul de toluidina/boratodite 1% e hematoxilina -
eosina para analises morfolégicamerfomeétricas. As preparagdes foram montadas

com Entellan® (Merck, Frankfurt, Alemanha).

Percentual liquido no testiculo

O percentual liquido de agua por unidade de peso de tecido tedtinlig)
foi feita pela relacdo da massa fresca (b@ de fragmento testicular fixado em
Karnovsky) e a massa seca do 6rgdo (peso umido - peso s&wi), a massa seca
obtida apds secagem do fragmento de testiculo em @8it@aaté atingir peso seco

constante (durante 7 dias) [20].

Analises morfométricas tubulares

Todas as analises morfométricas foram realizadasamilz-se o software
Image Pro Plus 4.5® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA) projetada
uma grade contendo 266 pontos sobre 15 imagens de camposdmpaaracaso em
objetiva de 20X (Olympus AX 70 TRF), totalizando 3990 pontos por ankoaam
computados o0s pontos coincidentes sobre tubulos seminifemogsa( propria,
epitélio seminifero e lume) e intertibulo e, em segudiulado o percentual dos
pontos sobre cada componente. O volume dos tubulos seosnéedo intertibulo
foram estimados a partir do conhecimento do percentuglado pelos mesmos no
testiculo e do conhecimento do volume do parénquima doulestO valor deste
ultimo foi obtido subtraindo-se o peso de um testipelo peso da albuginelz um

7

testiculo. Como a densidade do testiculo € igual a 1 [2fgso do testiculo foi
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considerado igual ao seu volume. A fim de quantificar o inwestio em tubulos
seminiferos em relacdo a massa corporal, foi calcutadiedice tubulossomatico
(ITS) a partir da férmula: ITS = VTS/PC x 100, onde VTS clume de tubulo
seminifero e PC = peso corporal. Também foi calculado indice
parenquimossomatico (IPS) com o objetivo de verificarineestimento em
parénquima testicular em relacdo a massa corporal. EOIRB = parénquima dos
dois testiculos/PC x 100.

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partimdnsuragéo de 20
seccdes transversais de tubulos seminiferos que aprasentantorno o mais
circular possivel. Estas medidas ndo levaram em coaséite 0 estadio do ciclé\
altura do epitélio seminifero foi mensurada na mesmaigdcgnsversal em que foi
aferido o diametro dos tubulos seminiferos. Neste caswmiderou-se a distancia d
tunica propria até a borda luminal, tomando-se duas mediaiagtralmente opostas
em cada seccdao transversal, sendo considerada condamegtesentativa a média
das duas. O comprimento total de tubulos seminiferos (&pe€so em metros, foi
estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pddafs seminiferos em
um testiculo e do diametro tubular médio obtido pada @imala partir da formula
CT = VTSAR? onde: VTS= volume de tubulo seminifero ¢ nR?= &rea da seccao
transversal dos tubulos seminiferos (R = diametro tuRjila

As populacbes de células germinativas e de células de iStentam
estimadas pela contagem de 20 seccdes transversais des t8buiiniferos no
estadio 1 segundo o método da morfologia tubular [22]. Qsrges tipos celulares
foram contados: espermatogbnias do tipo A (SGA), especitdprimarios em
preleptéteno/leptoteno (PLL) e paquiteno (PQ), espermatidedoadadas (AR) e
células de Sertoli (CS) com nucléolos bem evidentes. @metlios nucleares e
nucleolares médios (DM), os ultimos somente paraasidé Sertoli, foram obtidos
pela mensuracdo de 30 nudcleos ou nucléolos em cada tiplar celipracitado.
Devido a espessura do corte, a contagem dos diferenteseipteres foi corrigida

pela formula proposta por Abercrombie [23] modificadafmann e Almquist [2}

Niimero corrigido = contagem obtida x espessura do corte

espessura do corte + (DM.--E)2 — (DM/4)
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Baseado em valores corrigidos, foi possivel quantificar seguintes
coeficientes: mitose espermatogonial (PLL/SGA), rendimeneidtico (AR/PQ),
rendimento geral da espermatogénese (AR/SGA), indice dea cdtl Sertoli
(AR/CS) e capacidade total de suporte da célula de Se8GAN¢ PLL + PQ + AR)
/CS). O numero total de células de Sertoli foi determinattoiemero corrigido de
nucléolos de célula de Sertoli por seccdo transversalillgot seminifero e o
comprimento total de tibulos seminiferos [25].

A producdo espermética diaria (PED) foi calculada dedacoom Amann
[19] e Amann e Almquist [24

Volume total do tibulo seminifero (um?) X Ntimero corrigido de espermatides arredondadas

PED =
Duraglaf) .do cn:llo' ) X Area da seccdo transversal do X espessura do
do epitélio seminifero . e - . . .
(dias) tibulo seminifero no estadio 1 corte histolégico
1as . o . \
do ciclo do epitélio seminifero (um)

()
A duracao do ciclo do epitélio seminifero em ratos Wistate 12,8 dias
[10], sendo esta uma constante bioldgica espécie-especifi
A reserva espermatica do testiculo (RET) foi calculadan base na
populacdo deespermatides arredondadas (ARylaptando-se a férmula descrita por
Amann [19] e Berndtson [22], na qual RET= (comprimento total tlimilos

seminiferos/espessura do corte) x (nUmero corrigido de AR).

Analises morfométricas intertubulares

Para cada animal foram quantificados 1000 pontos sobre intlertub
utilizando-se uma grade projetada contendo 266 pontos sobre 15ngmage
intertubulares capturadas ao acaso em objetiva de 40X (OlyAyus0 TRF).
Foram registrados os pontos coincidentes sobre nucleogMltpplasma de célula
de Leydig (CL), fibras colagenas/fibroblastos (FCHacrofagos (MC), vasos
sanguineos (VS) e espaco linfatico (EL) e, em seguideuladb o percentual dos
pontos sobre cada componente. O volume de cada elemenitdertobulo foi
determinado a partir do percentual do elemento e 0 peso dogpen@ de um
testiculo.

Para morfometria das células de Leydig foram medid®eatros nucleares
de 20 células de Leydig em imagens capturadas com objetd@xgdescolhendo-se

0s nlcleos que apresentavam contorno circular, cromaginauclear e nucléolos
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evidentes. O volume nuclear de Leydig (VNL) foi obtidoaatip da formula VNL =
4/3r x R® onde R = raio nuclear. Para célculo do volume citopdtiso de Leydig
(VCL) utilizou-se a férmula: VCL = (%CL x VNL)/%NL, onde CL percentual de
citoplasma de Leydig, VNL = volume nuclear de Leydig e Hlpercentual de
nucleo de Leydig. O volume celular de Leydig (VL) fotidb somando-se VNL e
VCL. Estes valores foram expressos em micrdmetros cubicos (um?). O célculo do
volume que as células de Leydig ocupam por testiculo \\faiTfeito a partir da
formula: (VLT)= (%CLPPAR x PPAR)/100, onde CLPPAR = percelntigacélula
de Leydig no parénquima e PPAR= peso do parénquima de ucaltest fim de se
guantificar o investimento em células de Leydig, emcéslaa massa corporal, foi
calculado o indice Leydigossomatico (ILS), utilizandoasseguinte férmula: ILS =
(VLT/PC)x100. Para calculo do nimero de células de Leydigr)itilizou a
formula: CLT =VLT/VL, onde VL= volume de célula deydig (um?).

Enzimas antioxidantes e malondialdeido

Amostras de 200 mg de testiculos congelados foram homogerserada
tampéo fosfato de sodio (pH 7,4), centrifugadas a 12000 rpm a #°D poinutos.
Em seguida foi retirado o sobrenadante para analise iddade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutatiotrarSferase (GST), bem
como a concentracdo do produto de peroxidacéo lipidicanaialdeido (MDA) e a
concentracdo de proteina total (PRT). As analises fogalizadas no Laboratorio de
Ecofisiologia do Departamento de Biologia Animal da UFV.

Inicialmente foi mensurada a concentracdo de proteinadottdsticulo de
acordo com Lowry et al. [26], utilizando-se albumina do dmp@ino como curva
padrdo. Este dado foi usado na conversdo da unidade de meditisidiade das
enzimas SOD, CAT e para MDA em miligrama de proteina por goengecido
testicular.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pela taxa dengsasicdo do
peréxido de hidrogénio (@,) em espectrofotbmetro a 240 nm durante 60 s [27].
atividade da CAT foi expressa em U CAT/ mg prt. Ja a atividkdsuperdxido
dismutase (SOD) foi determinada em leitor de Elisa a 57728} baseado na
capacidade desta enzima em catalisar a reacdo do superéxiem Peroxido de
hidrogénio e, assim, diminuir a razdo de auto-oxidacdo do piodahtividade da
SOD foi expressa em U SOD/ mg prt. A atividade da glutatietrasisferase (GST)
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foi mensurada através da formacdo do conjugado glutatiordirtrbbenzeno e
estimada pela variacdo da absorbancia em 340 nm por 60 fermacéo do
conjugado ocorre espontaneamente no substrato 1-cloror&réloknzeno (CDNB)
em reacdo nao enzimatica, sendo acelerada pela atividaglezimea GST. Uma
unidade (U) de GST equivale a quantidade de enzima que forma 1 cmjdgado
glutationa-2,4-dinitrobenzeno por minuto. O coeficiente dmgio molar do CDNB
340 = 9,6 mNM.cm® foi utilizado para os célculos [29]. A atividade da GST foi
expressa em pmol min™.g™.

Para determinacdo dos metabdlitos da acdo de espédastesi (indicativo
da peroxidacéo lipidica) foi feita a mensuracdo da caraggio de malondialdeido
(MDA) nas amostras de tecido homogeneizadas em tamp&dofdpH 7,4). O
sobrenadante foi centrifugado (10000 g por 10 min), adicionaligéd® TBARS
(acido tricloroacético 15% e 0,375% de &cido tiobarbituricéiGL 0,25 N) em
banho-maria por 15 minutos, resfriado, centrifugado a 1000&r g0 minutos e o
sobrenadante mensurado em espectrofotometro a 535 nmO8@alculos foram
feitos utilizando-se o coeficiente de extingdo molaB61X 10° M cm'. A

concentracdo de MDA foi expressa em nmol/mg de proteina.

Analise estatistica

Utilizou-se o programa GraphPad Prism 6.01 para realizarsandie
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Student NewmarlsK€SNK) para
comparar meédias entre 0s grupos experimentais. Todoseswdtados foram
expressos em média + desvio padrao. O nivel de signifecénosiderado foi dp <
0,05.

RESULTADOS

Quantificacao e identificacdo de antocianinas

O contetdo de antocianinas totais encontrado na polda é@eulisfoi de
2348 mg por 100 g de polpa de jucara. As dosagens de 300 mg/kg, 600 mg/kg e 900
mg/kg de extrato de jucara (EJ) apresentaram, respectivgniéning, 119 mg e 133
mg de antocianinas totais. Para os dois tipos de antociami@asdina 3-O-
glucosideo e cianidina 3-O-rutinosideo foram encontracespectivamente, 988

mg/100g e 1103 mg/100g de polpa de jucara.
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Dados biométricos

Para peso corporal inicial (PCl) peso corporal fin@@KR peso testicular
(PT), peso de albuginea testicular (PAT), peso do parénq(MRAR) indice
gonadossomatico (IGS), indice parenquimossomético (IP&)centual liquido (PL)
ndo foram observadas diferencas significativas dos grifies Ekoo € Edoo €m

relacdo ao grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1.Parametros biométricos corporais, testiculares e indice ges@datico de ratos
Wistar adultos do grupo controle e grupos tratados com diferdoses de extrato de jucara
(EJ) Euterpe edulidartius).

CS E‘JBOO E‘JGOO EJQOO
PClg 365425 337429 34636 34717
PCRy 39667 402420 358,29 40210
PTg 1,51+0,10 1,52+0,09 1,38+0,08 1,490,10
PAT) 0,04+0,004 0,05+0,0% 0,04+0,0% 0,05+0,0%
PPARy 1,4620,09 1,47+0,09 1,340,058 1,45+0,10
IG S 0,76+0,1% 0,76+0,08 0,77+0,09 0,74+0,04
IPS ) 0,73+0,09 0,73+0,07 0,74+0,08 0,72+0,05
PL @) 82+0,0F 82+0,02 830,07 820,07

CS=controle salina; Bgh= 300mg/kg de extrato hidroalcodlico de jucarap&EI600 mg/kg de extrato hidroalcodlico
de jucara; Esy= 900 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jucara. PCl= peso rpucial; PCF= peso corporal
final; PT= peso referente a um testiculo; PAT= peso da imbageferente a um testiculo, PPAR= peso do
parénquima referente a um testiculo; IGS= indice gonadossoméiS= indice parenquimossomatidel=
percentual de liquido no testiculo. Dados expressos coadiasup. Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenga estatistica entre os grupos (p < 0,05).

Morfometria tubular

O indice tubulossomatico (ITS), percentual e o volum&itdaelo seminifero
(TS), epitélio seminifero (ES), tdnica prépria (TP), lutnbular (LT), altura de
epitélio seminifero (AES), diametro de tubulo semiwiféddT) e comprimento total
de tubulo seminifero (CT) dos grupBssoo, Edboo € Edoo Ndo diferiram do grupo
controle (Tabela 2). Ao microscopio de luz, as secqaii@sldres dos testiculos dos
animais do grupo controle e dos gruposs&JEXw € Edoo apresentaram
caracteristicas morfolégicas normais tipicas. Osloglbseminiferos se apresentaram

com contorno bem delimitado e definido, possuindo epitélimigativo organizado
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em camadas concéntricas da base para luz tubular, essim luz tubular bem

definida (Figura 1).

Tabela 2 Parametros tubulares do testiculo de ratos Wistar adultos doayopole e grupos

tratados com diferentes doses de extrato de jucaraBt&®rpe edulidartius).

CS EJ300 EJGOO E'J900
ITSes 0,330,05° 0,31 +0,04 0,32 +0,05 0,3120,0F
TS o 88,28+0,87 87,88+1,21 88,91+1,08 87,97+0,99
ESw) 77,49+1,08 78,26+2,19 79,95+1,92 77,65+0,93
TPus 1,0240,53 1,0040,44 1,1240,20 1,01+0,08
LT s 9,77+1,19 8,62+1,42 7,85+1,07 9,31+1,1%
VTS (m) 1,29+0,09 1,29+0,07 1,1940,17 1,2740,08
VESymy) 1,13+0,07 1,15+0,06 1,0740,14 1,1240,08
VTP (m) 0,01%0,0% 0,01%0,0% 0,02+0,008 0,02+0,002
VL iy 0,14+0,02 0,13+0,02 0,11#0,0% 0,13+0,0%
AESyumy 90,93+6,14 90,96+2,40 93,05+4,64 91,50+4,76
DT um 296,9+12,9 293,3+17,7 296,7+13,4 293,4+8,79
CToad) 18,69+0,76 19,31+2,34 17,38+3,32 18,90+2,02

CS=controle salina; Bg= 300mg/kg de extrato hidroalcodlico de jugara;&I600 mg/kg de extrato hidroalcodlico
de jucaraEdo~ 900 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jugara. ITS= indice tuboioético; TS= percentual de
tubulo seminifero; ES= percentual de epitélio seminjféP= percentual de tlnica propria; LT= percentual de lume;
VTS= volume de tabulo seminifer®ES= volume de epitélio seminifero; VTP= volume de tlmiodpria; LT=
volume de lume; AES= altura do epitélio seminifero; DT=+ifio de tibulo seminifero; CT= comprimento total de
tubulo seminifero em metros (¥)0Dados expressos como média+dp. Letras diferentes smankénha indicam
diferenca estatist entre os grupos (p <0,05).

A contagem das células germinativas no Estadio |, assimo os indices
mitotico (IMit) e meidtico (IMei), e o rendimento geral da espermatogénese)(RG
dos grupoEkoo, EXoo € Edoo A0 sofreram alteracdo em relacdo ao grupo controle
(Tabela 3). Quanto aos dados de célula de Sertoli, o n((G&) o indice (ICS), a
capacidade total de suporte (CTCS) e o numero de célul@ertidi por testiculo
(CSIT) dos grupos Edo, Edoo € Edoo ndo diferiram do grupo controle. Os calculos
da producdo espermatica diaria (PED) e reserva espermatitestitulo (RET)
também ndo apresentaram varig8@nificativas entre 0s grupos experimentais
(Tabela 3).
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Tabela 3.Numero corrigido de células espermatogénicas e células tbdi,Sazdes entre os
nuameros celulares, indice de célula de Sertoli, producéseeva espermatica do testiculo de
ratos Wistar adultos do grupo controle e grupos tratados corerdée doses de extrato de
jucara (EJ) Euterpe edulidMartius).

CS E~]300 E~J600 E~J900
SGA 1,41+0,04 1,39 0,04 1,42 0,04 1,43%0,07
PLL 30,56+0,36 29,91+0,79  30,05+1,54 31,61+0,93
PQ 33,93+0,7% 34,080,19  33,93:0,61 33,95+0,90
AR 87,752,08 86,81+2,09  88,06+1,47 88,12+1,52
IMit 21,69+0,72 21,61+0,90  21,34+1,2% 22,15+1,76
IMei 2,59+0,03 2,550,068 2,60+0,09 2,59+0,08
RG 62,28%3,02 62,80+1,27  62,56+1,6% 61,701,283
CS 12,76+0,2% 13,24+0,38  12,84+0,38 13,540,668
ICS 6,88+0,07 6,5620,09 6,87+0,17 6,51+0,25
CTCS 12,04+0,09 11,5@0,25  11,97+0,3% 11,47+0,50
CS/Myao) 79,83+2,32 82,6519,42 71,4445,38 84,60+7,28
PEDyc) 85,71+2,26 84,55+4,48  76,80+2,98 85,92+2,9%
RETad) 1130,85+28°  1114,78+56,9 1014853 1135,25+86,4%

CS=controle salina; Bgk= 300mg/kg de extrato hidroalcodlico de jugara&I600 mg/kg de extrato hidroalcodlico
de jucara; BEsj= 900 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jucara. SGA= Esperaimgdo tipo A; PLL=
Espermatécito primario em preleptoteno/leptoteé?@;: Espermatdcito primario em paquiteno; AR= Espermatides
arredondadas; IMit = indice mitéticéMei = Indice meidtico; RG = Rendimento geral da espergéatese CS=
células de Sertoli; ICS= indice de célula de SertoliCSF Capacidade total de suporte das células de S&Sli=
NGmero de célula de Sertoli por testiculo 1PED:= Producdo espermatica didria J1(RET= Reserva
espermatica do testiculo ()0 Dados expressos como médiatdp. Letras diferentes senanknha indicam
diferenca etatistica entre os grupos (p < 0,05).
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Figura 1. Fotomicrografias de secgdes do testiculo de ratos Médtdtos mostrando tlbulos seminiferos com
epitélio preservado no grupo controle (CS) e nos grupos g@beraen diferentes dosagens de extrato
hidroalcodlico de jucara (EJ) (300 mg/kg, 600 mg/kg e 900 nugkgd). TS: tibulo seminifero; IT: intertibulo.

Morfometria intertubular

N&o houve diferenca significativa do percentual e voldmeterttbulo (IT),
fibras colagenas/fibroblastos (FCF), vasos sanguineos €¢paco linfatico (EL) e
macréfago (MC) dos grupdSkoo, EJoo € Edoo €em relacdo ao controle (Tabeln A
regido do intertubulo de todos os grupos apresentou mgidotientro dos padrdes
para ratos, 0os quais apresentam grandes espacos linfagcogamento de células

de Leydig em torno de vasos sanguineos e poucas fibrgecata(Figura)2
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Tabela 4.Parametros intertubulares do testiculo de ratos Wistar adultosigo controle e
grupos tratados com diferentes doses de extrato de jucar&(Epe edulidMartius).

Cs EJsoo EJsoo EJsoo
IT o5 11,73+0,87  12,13x12f  11,08+1,98 12,03+0,99
FCRy,) 3,82+2,49 2,560,838 3,09+0,64 2,99+0,56
VS 10,391,960  9,29+1,32 8,89+2,05 8,66+2,76
ELwy 26,95+4,47 28,037,984  2539+11 41 26,39+13,42
MCse) 10,43+2,48  8,50+0,63 9,01+4,6 10,18+2,8
VIT (i) 0,17+0,02 0,18+0,08 0,15+0,04 0,17+0,02
VFCFm) 0,06+0,04 0,04+0,0% 0,04+0,0% 0,04+0,0%
VVS(m) 0,15+0,03 0,14+0,02 0,12+0,08 0,13+0,05
VEL i) 0,39+0,08 0,41+0,1% 0,33+0,18 0,39+0,2%
VMC (1) 0,15+0,04 0,13+0,0% 0,12+0,04 0,15+0,04

CS=controle salina; Bgi= 300mg/kg de extrato hidroalcodlico de jugara&I600 mg/kg de extrato hidroalcodlico
de jucara; By 900 mg/kg de extrato hidroalcoodlico de jugara. IT= percenwiahtértibulo; FCF = percentual de
fibras colagenas/fibroblasto; VS= percentual de vaso samguihe= percentual de espaco linfatico; MC= percentual
de macrdéfagos; VIT= volume de intertibulo; VFCF= volume deafi colagenas/ fibroblasto; VVS= volume de vaso
sanguineo; VEL = volume de espaco linfatico; VMC= volureengacréfagos. Dados expressos como média+dp.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica entre os grupos (p < 0,05).

Para o percentual e volume de citoplasma de Leydig (Cicjem de Leydig
(NL), total de células de Leydig (L)Jndice Leydigossomatico (ILS), volume de
células de Leydig por testiculo (VLT), diametro do nudes células de Leydig
(DNL) e namero de células de Leydig por testiculo (Cbh@p foram observadas
diferencas significativas dos grupBoo, EJoo € Edoo €m relagéo ao grupo controle
(Tabela 5.
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Tabela 5Parametros estereoldgicos de células de Leydig de ratos Wistasathg grupo
controle e grupos tratados com diferentes doses de extrato de (HEJa Euterpe edulis

Martius).
CS EJSOO EJ600 E'-]900
CLw) 39,16+6,50 41,55+7,84 45,12+13,9 42,41+15,1
NL s6) 9,25+0,42 10,07+1,88 8,50+1,17 9,37+0,61
L (o) 48,416,568 51,62+7,36 53,62+13,53 51,78+15,42
ILS o) 0,021+0,0% 0,022+0,0% 0,02320,01 0,019+0,01
VCL () 562,6+96 567,6+99 598,1+38 521,691
VNL () 133,3+13 137,6+23 120,4+10 120,3+12
VL () 695,9+99 705,2+94 718,5+30 641,9+76
VLT () 0,0820,0% 0,09+0,02 0,08+0,03 0,08+0,03
CLTa0) 119,8+18 132,7+3% 113,6+50 118,6+27
DNL () 6,330,271 6,39+0,36 6,0720,66 6,11+0,34

CS=controle salina; Bgi= 300mg/kg de extrato hidroalcodlico de jugara;EI600 mg/kg de extrato hidroalcodlico
de jucara; Bj= 900 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jugara. CL= percemteatitoplasma de Leydig; NL =
percentual de nicleo de Leydig; L= percentual de célulaegidi@; ILS = indice Leydigossomatico; VCL= volume
de citoplasma de Leydig; VNL = volume de nucleo de Leydig; Valeme de células de Leydig; VLT = volume de
célula de Leydig por testiculo; CLT (@6 niimero de célula de Leydig por testiculo; DNL = diameaaticleo da
célula de Leydig. Dados expressos como médiatdp. Letrasrtde na mesma linha indicam diferenca estatistica
entre os grupos (p < 0,05).
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Figura 2. Fotomicrografias de secgdes do compartimento intertuldl@latesticulo de ratos Wistar adultos
mostrando morfologia e composi¢éo preservada dos compoietdsbulares no grupo controle (CS) e nos
grupos que receberam diferentes dosagens de extrato hidloala®e jucara (EJ) (300 mg/kg, 600 mg/kg e
900 mg/kg de EJ). TS: tabulo seminifero; L: célula de Leydi@; macrofago; EL: espaco linfatico; VS: vaso
sanguineo.

Enzimas antioxidantes e malondialdeido

N&o foi observada diferenca significativa da atividadeseégsliintes enzimas:
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutatlBrteansferase (GSTg
para concentracdo de malondialdeido (MDA), produto de perowidggéica dos

gruposkE oo EJoo € Edooem relagéo ao grupo controle (Figura 3).
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Figura 3. Atividade de enzimas antioxidantes e marcador de peroxidipgdica no tecido testicular
de ratos Wistar ratos Wistar adultos do grupo controle (G®segrupos que receberam diferentes
dosagens de extrato hidroalcodlico de jucara (EJ) (300 mg/kg, ¢0@ ®m 900 mg/kg de EJ). A=
superoxido dismutase (SOD), B= catalase (CAT), C= glutat®reansferase (GST), D=
concentracdo de malondialdeido (MDA). Letras diferenteélicam diferenca estatistica entre os
grupos (p <0,05).

DISCUSSAO

A polpa deE. edulistem sido objeto de estudo em funcéo de seu elevado teor
de antocianinas comparado a outras frutas tais como pmibaitigameldo [31k
acerola [7]. Neste trabalho, o teor de antocianinas to2848,9 mg/100g, foi
semelhante aos encontrados por Brito et al. [7] e Moeelal. [8], respectivamente
2956 mg/100g e 2471,4 mg/100gstes autores também quantificaram cianidina 3-
O-glucosideo e cianidina 3-O-rutinosideo, além de ouipms de antocianinas,
contudo, estes dois tipos constituiram cerca de 90% rdasianinas do extrato
hidroalcodlico da polpa de jucara (EJ). Hassimotto et dld8idaram a absorcéo e
metabolismo da cianidina-3-O-glucosideo e da cianidina-3-iBesitleo e
demonstraram que, mesmo uma pequena absor¢do de antociamirseese\Wistar

foi suficiente para aumentar a capacidade antioxidanpéadma.
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O extrato de jugara nao ocasionou mortalidade ou alteragégmrtamentais
em nenhum dos animais durante os 56 dias de experimento. Ogppstalcdos
animais dos grupos kd, EXoo € Edoo ndo diferiu do grupo controle. De modo
similar, também ndo apresentaram variacdo no peso corporabrmdandongos
tratados com 2% de EJ [8, 31] e 6% [8]. Diagnostico ihsndre danos a funcéo
espermatogénica pode ser feito através do peso testionkanar quex maior parte
do parénquima testicular € composta por tubulos seminifercasis de producao
espermatica [10, 19]. Os grupossgJEXoo € Edoondo sofreram alteracdo no peso
testicular, assim como ndo houve variagdo para o peswadmquima testicular
(PPAR), peso da albuginea (AT) e para o percentual de pesoral alocado em
massa testicular (IGS) em relagdo ao grupo cantidsim, o tratamento com
diferentes doses de extratoEleedulisndo causou danos morfolégicos aparentes nos
testiculos dos animais.

Alteracdes no processo espermatogénico podem ser constatpdetir dos
parametros tubulares, principalmente aqueles relaciormgosducdo espermatica,
como medida do diametro tubular (DT), altura do epitékmninifero (AES)e
comprimento total tubular (CT) [10]. Como observado por Raokhi et al.[33], a
administracdo de diferentes doses de extrato aquoso deopdamespéci€’hoenix
dactyliferaem ratos provocou reducdo do diametro tubular, como qoéseia da
reducdo da populacdo de células germinativas. Neste tralmdhgrupos que
receberam o EJ apresentaram todos os parametrosrégbufecluindo os valores
referentes a DT, AES e CT, dentro dos limites médiogrghdos para o grupo
controle, podendo assim inferir que o tratamento com &Jmérferiu no processo
espermatogénico. Tal inferéncia foi confirmada pela auséheialteragcdes no
namero de células de Sertoli e células germinativas néliepgeminifero de ratos
expostos a diferentes doses do EJ em relacdo contmiteidid, os indices mitético
(IMit) e meidtico (IMet), e rendimento geral da espatogénese (RG) ndo variaram
entre 0s grupos experimentais. Os parametros que avaliieiéaaa funcional das
células de Sertoli, como o indice da célula de Sel@8) e a capacidade total de
suporte das células de Sertoli (CTCS), também nédo anastrdiferenca significativa
entre 0s grupos experimentais. Estes dados mostram qgleaoEfetou as fases de
desenvolvimento das células germinativas e na relacdo destascélula de Sertoli.
Portanto, o EJ ndo apresentou efeito estimulador nem inikddo processo

espermatogénico e da producdo espermatica, como foi mogtetl@uséncia de
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alteracdo nas estimativas da producdo espermatica diBE®) e reserva
espermética do testiculo (RET).

No intertibulo dos mamiferos, a célula de Leydig aprespofaulacédo
frequente, sendo responsavel pela producdo de andrégenas, dalé estar
diretamente relacionadao macréfago, outro tipo celular bastante comum no
compartimento intertubular [34]. No presente estudo, os gr&deo, EJoo € Edoo
ndo apresentaram alteracdes nas proporcoes destépamiselulares. Em ratoss a
células de Leydig e macréfagos estdo banhadas pelo flafdtico, sendo que as
células de Leydig, em particular, geralmente ficam agrupadasorno dos vasos
sanguineos [35]0 fluido linfatico tem grande importancia na nutricdentrega de
substancias para os tubulos seminiferos, dessa formeacalb no equilibrio de
fluidos no intertbulo causa sérios impactos a funcéo respegénica. Fatores como
o0 aumento de fibras colagenas/fibroblastos ou entradasescete fluidos podem
comprometer o transporte de andrégenos e outras subst@mtire intertubulo e
tubulo [36-38]. Nos grupos que receberam o EJ, além de ndo ocorreca@nms
percentuais e volumes de fibras colagenas/fibroblastog (F&$os sanguineos (VS)
e espaco linfatico (EL), também nédo houve variacapencentual liquido (PL). Com
isto, o uso do EJ, nas doses testadas neste estuddettioa dinamica e volume do
fluido intertubular, e provavelmente nao interferimdofornecimento de nutrientes,
fatores de crescimento e andrégenos, essenciais no desaewdd das células
germinativas.

Estudos com extratos vegetais tém mostrado efeitosivogsi negativos
sobre as células de Leydig. Chieregatto [39], testanadeitss de 25g dos extratos
de duas plantas conhecidas popularmente como afrodisfaeappaegma arvense
e Heteropterys aphrodisia¢abservou aumento no percentual e volume de nucleo e
citoplasma de célula de Leydig, além de aumento no diareetmume total de
células de Leydig em ratos adultos. Por outro lado, Gdd® observou em ratos
tratados com infusdo de 36mg e 72mgrdehilia catigua(catuaba) reducéo destes
mesmos parametros de Leydig citados anteriormé&nterente destes trabalhos, os
grupos que receberam o EJ ndo apresentaram quaisquer \Rra@Ei@o aos
parametros de célula de Leydig que pudessem indicar prejuiz@nbas sobre este
tipo celular.

A manutencdo das caracteristicas morfologicas e meétfices séo

corroboradas com a auséncia de danos oxidativos, a exdmpkroxidacao lipidica
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(MDA), ou de alteragcdo da atividade das enzimas antioxidastperoxido
dismutase (SOD), catalase (T)e glutationa-S-transferase (GST) no testiculo dos
grupos Egbo, EJoo € Edooem relacdo ao grupo controle. O extrato de jucara possui
propriedade antioxidante vitro e, como demonstrado em alguns trabalho@vo
[8,31]. Novello et al. [8] utilizaram 2% e 6% &e edulisem dietas de camundongos
ApoE -/- durante 75 dias e verificaram redugdo das enzimésxidantes,
superodxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) no tecido ibepéista reducao foi
relacionada a modulacdo negativa destas enzimas pelagarede antioxidantes
naturais no extrato de jucara. A atividade inalterada da alwidias enzimas
antioxidantes nos grupos que receberam o EJ pode ter retagéa auséncia de
fatores indutores de estresse oxidativomg@ observado anteriormente no trabalho
de Novello et al. [8]ps camundongos ApoE -/- estavam sob constante situacéo de
estresse oxidativo. Este modelo animal € deficientelidapgoteina ApoE que
importante no transporte e metabolismo de colesteraliagilglicerol. Assim
camundongos deficientes em ApoE possuem niveis de colesi@rados devido a
ineficiente remocao das lipoproteinas, gerando um quadro mssesioxidativo e
ativacdo das cascatas de reacdo de citocinas inflaasafél]. Diferentemente, no
presente estudo, 0os animais dos grupas,BElkoo € Edoo N0 apresentavam nenhum
desafio metabdlico indutor de estresse oxidativo que faesseca modulacdo das
respostas das enzimas antioxidantes.

Os dados indicam que o extrato de juc&aedulid ndo influenciou de forma
significativa os parametros morfométricos testiculargzesar de ndo promover a
estimulacao da espermatogénese e das células de Legdigato de jucara também
nao induziu efeitos tdxicos no testiculo, mostrando-gareeseu consumo nas doses

avaliadas.
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O extrato hidroalcoolico da polpa de jucara(Euterpe edulisviartius)ndo atenua

os efeitos do cadmio no testiculo de ratos Wistar adultos

RESUMO

Dentre os metais pesados, o cadmio (Cd) tem sido alvstd@gos por causa de seus
efeitos téxicos em animais, plantas e humanos. O Cd pmandbiodegradavel, pode
bioacumular-se e promover uma série de disfuncdediversos 6rgaos, dentre eles,
nos testiculos. Em contrapartida, tem crescido nasnagt anos a busca por
substancias com efeito protetor ou atenuador dos efeitooddédic Cd sobre o
sistema reprodutor, particularmente sobre danos a edpgénase. A polpa dos
frutos da palmeir&uterpe edulisconhecida popularmente por jucara, tem mostrado
propriedades antioxidante e anti-inflamatériy vitro e in vivo, devido
principalmente ao seu alto conteudo de antocianinas. O pessnido avaliou 0s
efeitos de doses crescentes do extrato hidroalcodlico Ida ge jucara (EJ) sobre
tubulo seminifero, intertdbulo, atividades de enzimas antoxé@s e produtos de
peroxidacao lipidica no testiculo de ratos Wistar subnmetidaose Unica de 1,2
mg/kg de peso corporal de cloreto de cadmio. Os animais foxaaidds em cinco
grupos: grupo controle, grupo cadmio, grupo cadmio + 300 mg/kg dgrigd
cadmio + 600 mg/kg de Eglgrupo cadmio + 900 mg/kg de EJ. Apos 48 horas da
exposicao ao cloreto de cadmio, foi iniciado o tratamensogavagem, com doses
crescentes do extrato hidroalcodlico de jucara. A maiote pdos parametros
tubulares e intertubulares dos grupos exposto ao cadomo,ecsem a oferta do
extrato hidroalcodlico de jucara, sofreram reducdo devidociose e calcificacdo
tubular observada nestes grupos. Estas lesdes testicidaam consistentes com o
aumento da peroxidacao lipidica. No entanto, nos grupos celeeram o extrato de
jucara apds a exposicdo ao cadmio apresentaram, aimdladoe do peso e
parénquima testicular e do volume e comprimento de tukerangfero quando
comparados ao grupo cadmideste modog extrato de jucara, nas doses utilizadas,
nao promoveu recuperacgao testicular e provavelmentejsseapds a exposicdo ao

cadmio, potencializou os danos testiculamegatos Wistar.

Palavras-chave: antocianinas, metais pesados, reproducgao
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INTRODUCAO

O céadmio (Cd) é um metal de transicdo tdéxico, preseritgataente em
rochas sedimentares e obtido comercialmente como subprdalutgfino de zinco,
cobre e chumbo. Este metal é conhecido pela sua takicigia plantas, animais e
humanos. Apenas uma diatomacea mariftalassiosira weissflogiiutiliza o Cd
em processos biolégicos. Esta espécie apresenta unexglosivo de anidrase
carb6nica com sitio catalitico especifico para o CdéleMorel 2000).

Os alimentos séo citados como principal fonte de exposigdod. A média
de ingestédo de cadmio através dos alimentos mais progicmstaminacdo do metal
(como cereais, legumes e batata) varia entr&8 & por dia (Olsson et al. 2002;
Llobet et al. 2003). Conforme a Organizacdo Mundial da Saldeite de ingestao
mensal toleravel ¢ de 25 pg/kg de peso corporal (WHO 2010). O cadmio na agua
potavel, assim como no ar, contribui apenas com uma peqoecentagem da dose
total absorvida, a ndo ser em areas contaminadas, ondelégueos, rios e o ar
possam estar substancialmente contaminados, mesmo apésr@mento da fonte
emissora (Hogervorst et al. 2007). O tabagismo é outra iemgertfonte de
exposicdo ao Cdpois as folhas de tabaco podem acumular uma quantidade
significativa destecadmio. Um cigarro pode conter de 1 a 2 pg de cadmio,
dependendo do tipo e da marca, sendo que cerca de 10% doc¢éadnile € inalado
e desses, aproximadamente 50% chegam aos pulmdes. Contudefibilkiade ao
Cd depende também de outros fatores como genética, setade eatricional do
individuo, além da dosedo tempo de exposicdo (Maret e Moulis 2013).

A principal hipotese de toxicidade do Cd se baseia na competigimetais
essenciais, devida sua semelhanca estrutural com metais essenciais desalkera
alta afinidade com grupos sulfidrilas (-SH)em sido mostrado que o Cd pode
competir com magnésio (M, zinco (Zr1), ferro (Fe**®, calcio (Ca’") e cobre
(CU?") em sitios ativos de proteinas, enzimas antioxidantes ¢ransportadores de
membrana (Nigam et al. 1999; Smith et al. 2013). Diante dedf@®€ncias, €
suposto que o Cd tenha um papel importante na inducdo de eskidss®o, uma
vez que pode inibir ou reduzir a atividade de enzimas antioxgl@Nigam et al.
1999). Sabesetambém que o Cd pode se ligar fortemente ao complexia kbdeia
transportadora de elétrons, o que causa acumulacédo ddigeimonas instaveis,

gue por fim transferem um elétron paoaoxigénio molecular, resultando na
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formacgdo de superdxido (Wang et al. 2004). Contudo, a mai@ gastestudos tem
sido in vitro e, com isto, a escassez de evidéntiagvo torna-se um empecilho
para a melhor compreenséo da forma de atuagdo do cadmio.

Alteracbes das funcdes reprodutivas ap0s exposicao aenCdido foco de
constantes pesquisas. A exposicao ao Cd, mesmo em bais@s, causa varios
danos em ratos e camundongos, como reducdo do peso destiglainco et al.
2007), diminuicdo da qualidade do sémen, reducdo da contagem egpe(Katet
al. 2003), dos niveis de testosterona (Pires et al. 2013)a¢ivittade de enzimas
antioxidantes (Cuypers et al. 2010; Cupertino et al. 2013)n Aiéto, ha uma linha
de pesquisa que sugere que a célula endotelial seja o ahaiprdn Cd, uma vez
gue este metal pode substituir o calcio nos locais deiligag caderinas, o que pode
alterar a permeabilidade endotelial, e assim contribua paumento da entrada de
Cd no tecido (Aoki e Hoffer 1978; Aoyagi et al. 2002; Prozialet al. 2008). De
outro modo, o Cd também pode competir com o0 zinco ou magmnEsdo
transportador ZIP8, observado nas células endoteliatgame@ndongos com necrose
testicular, causando lesdo nestas células (Daltdn20G5).

Deste modo, o desenvolvimento de estratégias seguras e ®ftarnea a
toxicidade do Cd € uma éarea de investigacdo em curso (Sain2@D8; Pires et al.
2013). O fruto deeuterpe edulidMartius, conhecido popularmente como palmeira
jucara, icara ou acai da Mata Atlantica, tem sido obget estudos em funcéo do
valor nutritivo, sendo considerado um alimento nutracéutice ao elevado teor de
polifendis, acidos graxos 6mega-6, 6mega-9 e alto conteladantocianinas
(Sant’Ana 2014). O seu despolpamento gera um produto nutricionalmente
semelhante a polpa do acai da Amaz{materpe oleracer (Brito et al. 2007).
Antocianinas sao flavonoides, uma classe de compostoficeen@om potencial
antioxidante e anti-inflamatério demonstrado principalmentegitro e em alguns
trabalhosin vivo (He e Giusti 2010). Contudo, ainda ndo foram documentados os
efeitos deste extrato no testiculo de animais expostosagmia Neste trabalho
foram avaliados os efeitos de dosagens crescentes de édraalcodlico da polpa
deE. edulissobre tubulo seminifero e intertubulo, atividade de esziamtioxidantes
e produtos de peroxidacdo lipidica no testiculo de ratotaMésibmetidos a dose

Unica de 1,2 mg/kg de peso corporal de cloreto de cadmio.
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METODOLOGIA

Obtencao e beneficiamento dos frutos de jucara, Euterpe édarisis

A coleta dos frutos foi realizada no entorno do Parquedistala Serra do
Brigadeiro (PESB), localizado na regido da Zona da Matestado de Minas Gerais
(20°42°S; 42°29°W) a 1375 m de altitude. A coleta foi realizada no periodo de
floracao e frutificacdo dE. edulis entre os meses de agoataovembro (Fisch et al.
2000).

Os frutos de jucara foram despolpados no prazo maximo de 2l dmia a
colheita devido a sua alta perecibilidade, passando pelasdadasneficiamento.
Assim, os frutos foram imersos em agua para a retirada deeinaysue para facilitar
o despolpamento foram colocados na agua®&,50or um periodo de 30 minutos.
Para esterilizacdo dos frutos foi utilizado 35 ppm de cidinmw, por cerca de 30
minutos, sendo posteriormente retirado por meio da lavagenagua potavel. Estas
etapas sao importantes para evitar a contaminacdo midgba dos frutos
(EMBRAPA 2010).

Para extracdo da polpa foram pesados 100g do fruto e adicidtadus de
alcool 70% (proporcgéao fruto: solvente 2:1) acrescido de 0,3gide éitrico, como
agente acidulante, a fim de manter o pH < 4,0 que é impenpana a estabilizacdo
das moléculas de antocianinas (Novello et al. 2015). Em seguywaparacao foi
transferida para despolpadeira industrial e homogeneizadatdu4 minutos. A
extracao foi realizada em triplicata. Finalmente, oatathidroalcodlico da polpa do
fruto foi liofilizado no Departamento de Zootecnia da UFV eaaenado em frascos
ambar, em freezer a - 20°C. Todo o processo foi relmlizam as luzes apagadas

devido a fotossensibilidade das antocianinas.

Quantificacdo das antocianinas totais no extrato de jucara

O conteudo de antocianinas foi determinado pelo método debahsa@r de
pH diferencial (Giusti e Wrolstad 2001). A andlise foi real& em triplicata para
cada extrato. Em dois béqueres pesaram-se 0,05g de polpa delipfieada
solubilizada em 50 mL de tampao pH=1,0 (cloreto de potassio, 0,25MmL de
tampéo pH= 4,5 (acetato de sodio, 0,4M), obtesefator de diluicdo de 1000x para
as concentracdes de 300 e 600 mg/kg e 2000x para a concentr@f@ondékg. As

amostras foram deixadas no ultrassom (Hielscher, Ringwided, Jersey, USA)
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para homogeneizacdo durante 30 minutos. Apds este perio@moasras fona
filtradas e transferidas para baldo volumétrico de B0completando-se com o
tamp&o correspondente. Cada baldo volumétrico ficou epouso durante 30
minutos em temperatura ambiente e protegido da luz, sendoreatdadas leituras
de absorbanciadps) nos comprimentos de onda 510 nm e 700 nm. A diferenga dos
valores das absorbancias em pH= 1,0 e pH= 4,5 é diretamenergonal a
concentracdo de antocianinas. O calculo € baseado ndirgaBiglicosideo, com
massa molecular (MM) de 449,2 g/mol, diluicdo utilizada (@jpsortividade molar
(e) de 26.900 L.mol/cm. Os resultados sdo expressos como miligramas equivalentes
de cianidina 3-glicosideo por litro de polpa de jucara.

Teor de Antocianinas (mg/L):

[(Abs 510 — Abs 700) 1 — (Abs 510 — Abs 700) ,45] X MM x D x 1000 /¢

Identificacé&o dos tipos de antocianinas no extrato de jucara

A identificacdo das antocianinas do extrato de jucardizedo foi realizada
para amostra referente a 100g de extrato liofilizado. Agrale@ cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de dig@hs\E-DAD), modelo
SCL 10AT VP (Shimadzu, Kyoto Japan) utilizou-se as condig@iepostas por
Schauss et al (2006), com adaptacdes descritas a segusepAsacdes foram
realizadas usando Phenomenex GeminilRPSum; 250 x 4,6 mm) com pré-coluna
Phenomenex ODS (C18, 5um; 4 x 3 mm). As fases moveis consistiram de 89% de
agua ultrapura acidificada com acido férmico até pH=2,0 e 11&cetenitrila (fase
A), e 100% de acetonitrila (fase B), com fluxo de 1 mL/minAtmjecao do volume
foi de 50 puL. O tempo de corrida correspondeu a 45 minutos, sendo a leitura feita a
520nm.

O extrato de jucara liofilizado (0,019) foi ressuspendido em BlenHCI 1%.
Como padrdo externo utilizaram-se as antocianinas: ciankif@-glucosideo
(Cloreto de curomanina, Sigma-Aldrich) e cianidina - 3-Oangideo (Keracyanin
chloride, Sigma-Aldrich). Estas foram ressuspendidas s#graente em solucédo de
HCI 1% (10 mg do padrdo em 5 mL de HCI 1%) e as absortividad&ses foram
respectivamente 26900 e 28840. A identificacdo e a quantificdgdaipos de
antocianinas basearam-se nas suas caracteristicagaspetémpo de retencdo em

comparagédo com os padrdes.
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Animais

Todos os procedimentos envolvidos no protocolo experiindgotam
aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEURegartamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa,egsacn® 030/2010
experimento foi conduzido em conformidade com os Princifgos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional detrdle de
Experimentacdo Animal CONCEA.

Ratos Wistar machos adultos, com 80 dias de idade e 346gtaB¥s de
peso corporal (PC), foram obtidos do Biotério Central Gentro de Ciéncias
Biol6gicas e da Saude da Universidade Federal de VigoGa,Bvasil. Os animais
foram mantidos em temperatura controlada de 22+2°C e iludunagm ciclos
claro/escuro de 12 horas e com livre acesso a agua e fagdms 0S animais
passaram por um periodo de aclimatacéo correspondente a 2Mteis do inicio do
experimento. O periodo experimental durou 56 dias consecutivospresponde a
duracéo do ciclo do epitélio seminifero em ratos (Russall 2990).

Tratamentos

Os animais foram pesados e distribuidos em cinco gruposiregpeais
(n=5) conforme descrito na tabela 1. A preparacdo dastssise deu de acordo
com o peso corporal do animal (PC). O cloreto de cadmi€lCFluka/Sigma, St
Louis, MO, USA) foi dissolvido em agua destilada e aplicadodese Unica, via
intraperitoneal (IP), no inicio do tratamento, na dos&,dang/kg em quatro grupos,
enquanto o controle salina (CS) recebeu dose intrapeaitdaed,2 mg/kg de solucéo
salina. A dose de 1,2 mg/kg de cloreto de cadmio corresponde @ dd cadmio,
sendo a menor dosagem capaz de causar alteracdes gigagficas parametros
morfométricos e morfolégicos dos testiculos de ratastal adultos em estudos
realizados por Predes et al. (2010) e Cupertino (2012). Apterd8 foi iniciado o

tratamento, via gavagem, com doses crescentes do exttedaltwolico de jucara

(300mg/kg, 600mg/kg e 900mg/kg). A dose de 300 mg/kg de EJ foi determinada a

partir de dosagens utilizadas em estudos com extratos ge@Ed@-500 mg/kg)
(Silva et al. 2006; Lourenco et al. 2010). As outras doses spmmderam,

respectivamente, ao dobro e trés vezes a dose iniciahdéili

44



Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais e tratamentos

Grupos Tratamentos

CS 1,2 mg/kg de solugdo salina (dose Unica IP) + 1,5 mL/dia de agiladiest

CdCh 1,2 mg/kg de cloreto de cadmio (Cd@ldose Unica IP) + 1,5 mL/dia de &t
destilada

CdCh+EXy 1,2 mg/kg CdG (dose unica IP) + 1,5 mL/dia de 300 mg/kg de ext
hidroalcodlico de jucara (EJ)

CdCh+EXy 1,2 mg/kg CdG (dose Unica IP) + 1,5 mL/dia de 600 mg/kg de ext
hidroalcodlico de jucara (E2J)

CdCh+EXe 1,2 mg/kg CdG (dose Unica IP) + 1,5 mL/dia de 900 mg/kg de ext
hidroalcodlico de jucara ()

1300mg/kg= 70,1 mg de antocianinas
2600mg/kg= 119,7 mg de antocianinas
3900mg/kg= 133,6 mg de antocianinas

Coleta e preparacéo histologica

Ao término do periodo experimental, os animais foram pea&saeo
eutanasiados por inalacdo desLO sangue foi coletado através de puncao cardiaca,
centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm e o soro foi mantido esadr -80°C para
analise de testosterona seérica. Os testiculos foragdarapnte removidos e pesados
em balanca de precisdo (BEL Mark 160 classe 2) (0,001g). Rarangt&r o peso
do parénquima do testiculo, a albuginea de um dos testifmilretirada e pesada,
descontando seu peso daquele obtido para um testiculo iQeiesticulo direito de
cada animal foi fixado em solucdo de Karnovsky (Karnov4l®g5) para analises
histologicas e histoquimicas e para o calculo do percehituadio no testiculo,
enquanto o testiculo esquerdo foi primeiramente congeladoitesgénio liquido e
depois mantido em freezer -80°C para as analises de esixgdativo. Baseado nos
pesos corporais e testiculares foi calculado o indicedgssamatico (IGS) a partir
da férmula: IGS = PG/PC x 100, onde PG = peso total das gbnadas &0
corporal. O IGS corresponde a proporcdo do peso corporadmloem testiculo
(Amann 1970).

Apés fixacdo durante 24 horas, os testiculos foram trashesepara alcool
70%, desidratados em série etandlica crescente e ingleitoglicol metacrilato
(Historesin®, Leica). Sec¢des de 3 um de espessura foram obtidas em micrétomo
rotativo (Reichert-Jung, Alemanha) usando navalhas de vidra.eRitar a repeticao
das analises de uma mesma regido, as seccdes foridasal# modo semisseriado

respeitandee intervalos de 40 pum. As sec¢des foram coradas com azul de
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toluidina/borato de sédio 1% e hematoxilina - eosina parasesanorfolégicas e
morfométricas. Para analises histoquimicas, fragmentastieudos foram incluidos
em parafina, sendo realizados cortes histologicos semisseriados de 4 pm de
espessura. Posteriormente, estas preparacdes foramasopelo método de
Picrosirius (Tolosa et al. 2003) para identificacdo dea§i colagenas e pela técnica
de Von Kossa (Carson e Hladik 2009) para detectar deposicéalaie testicular.
As preparacoes foram montadas com Entellan® (Merck, fendnRlemanha).

Percentual liquido no testiculo

O percentual liquido de agua por unidade de peso de tecido tegticluig)
foi feita pela relacdo da massa fresca (100 mg de fragntesticular fixado em
Karnovsky) e a massa seca do 6rgéo (peso umido - peso s&ui), a massa seca
obtida apds secagem do fragmento de testiculo em est@aa#®atingir peso seco
constante (durante 7 dias) (Cupertino 2012).

Analises morfométricas tubulares

Todas as analises morfométricas foram realizadagamilpb-se o software
Image Pro Plus 4.5® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUWA) projetada
uma grade contendo 266 pontos sobre 15 imagens de camposdmpaaracaso em
objetiva de 20X (Olympus AX 70 TRF), totalizando 3990 pontos por anioahm
computados os pontos coincidentes sobre tubulos seminifgnoisa préopria e
epitélio seminifero) e intertubulo e, em seguida,utatlo o percentual dos pontos
sobre cada componente. Ponto sobre do lenze medida da altura de epitélio
seminifero ndo foram analisados, pois os tubulos dosaaniuos tratamentos CaCl
CdChb+EX}p € CdCh+Exe € CdChb+Exoo estavam preenchidos com material
amorfo, o que ocasionou a oclusao luminal. O volume dogoikaminiferos e do
intertibulo foram estimados a partir do conheciment@etcentual ocupado pelos
mesmos no testiculo e do conhecimento do volume do panédesticularO valor
deste ultimo foi obtido subtraindo-se o peso de um tdstfielo peso da albuginea
de um testiculo. Como a densidade do testiculo é igliglJahnson et al. 1981), o
peso do testiculo foi considerado igual ao seu volumdimAde quantificar o
investimento em tubulos seminiferos em relacdo a n@sparal, foi calculado o
indice tubulossomético (ITS) a partir da formula: ITSES/PC x 100, onde VTS =

volume de tubulo seminifero e PC = peso corporal. Tanfbécalculado o indice
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parenquimossomatico (IPS) com o objetivo de obter o iimvesto em parénquima
testicular em relagdo a massa corporal. Formula #PBarénquima dos dois
testiculos/PC x 100.

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partirndensuracao, ao
acaso, de 20 secc0Oes transversais de tubulos seminiferaprgeentaram contorno
0 mais circular possivel. Estas medidas ndo levaramossideracdo o estadio do
ciclo. O comprimento total (CT) dos tubulos seminiferopresso em metros, foi
estimado a partir do conhecimento do volume ocupado padas seminiferos em
um testiculo e do didmetro tubular médio obtido pada emimal a partir da formula
CT = VTShR? onde: VTS= volume de tibulo seminifero e nR?= &rea da secgao
transversal dos tubulos seminiferos (R = diametro anta)!

As populacdes de células germinativas e de células de Sentad também
os indices que quantificam o processo espermatogénicionado estimados porque

causa da necrose tubular nos grupos tratados.

Analises morfométricas intertubulares

Foram quantificados, por animal, 1000 pontos sobre intertubiipando-se
uma grade projetada sobre 15 imagens intertubulares caguaadacaso em
objetiva de 40X (Olympus AX 70 TRF). Foram registrados os pomtimsidentes
sobre ndcleo (NL) e citoplasma de célula de Leydig (Clfjpras
colagenas/fibroblastos (FGHpnacrofagos (MC), vasos sanguineos (VS) e espaco
linfatico (EL) e, em seguida, calculado o percentual dostoposobre cada
componente. O volume de cada elemento no intertubutiteterminado a partir do
percentual do elemento e o peso do parénquima de um testiculo

Para morfometria das células de Leydig foram medid®eatros nucleares
de 20 células de Leydig em imagens capturadas com objetd@xdescolhendo-se
0S nucleos que apresentavam contorno circular, cromap#nauclear e nucléolos
evidentes. O volume nuclear de Leydig (VNL) foi obtidoastip da formula VNL =
4/3r x R® onde R = raio nuclear. Para célculo do volume citopdéiso de Leydig
(VCL) utilizou-se a formula: VCL = (%CL x VNL)/%NL, onde CL percentual de
citoplasma de Leydig, VNL = volume nuclear de Leydig e Nlpercentual de
nucleo de Leydig. O volume celular de Leydig (VL) foiidbtsomando-se VNL e
VCL. Estes valores foram expressos em micrometros atibien®). O célculo do

volume que as células de Leydig ocupam por testiculo \\faiTfeito a partir da
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formula: (VLT)= (%CLPPAR x PPAR)/100, onde CLPPAR= percelntleacélula de
Leydig no parénquima e PPAR= peso do parénquima de uitutestA fim de se
guantificar o investimento em células de Leydig, em¢Belad massa corporal, foi
calculado o indice Leydigossomatico (ILS), utilizandoasseguinte férmula: ILS =
(VLT/PC)x100. Para calculo do numero de células de Leydigr)ditilizou a
formula: CLT =VLT/VL, onde VL= volume de célula deydig (um?).

Andlises histopatolégicas

Para se estimar as proporc¢des de tubulos seminiferos sa@rpatolégicos
foram contados 200 tubulos por animal em campos aleatésoslteracdes foram
classificadas de acordo com as observagdes realizadosgamy@t al (2012), com
adaptacdes descritas a seguir:p EStubulo seminifero com epitélio seminifero
integro; TS;= tubulo seminifero necrodticoTS, = tubulo seminifero necrotico
atrofiado com células inflamatérias (macrofagos).

Para identificacdo da deposicdo de calcio testiculalisarem-se laminas
histologicas coradas pela técnica de Von Kossa. Nestzdéenregido calcificada
aparece em negro como resultado da reacdo quimica do ecégeato de prata)
com o fosfato de célcio presente no material analisadoobjetiva de 4X foram
guantificados 200 tubulos seminiferos por animal. Os tubulos Berom foram
classificados nos seguintes niveis: FSCQubulo seminifero integro e sem
calcificacdo; TSg= tubulo seminifero necrético sem calcificaca@C,= tubulo
seminifero necrotico com menos de 50% do material aneaitificado; TSG=
tubulo seminifero necrdtico com mais de 50% de matenmrfo calcificado. Nao
foi observada deposicdo de calcio no interttbulo.

Para analise de mastdcitos, as seccoes testicubaams €oradas com azul de
toluidina. A especificidade deste método baseou-se nasqutages metacromaticas
dos granulos de mastdcitos, que sao ricos em porcdes quiamcascas que
modificam o azul do corante inicial e adquirem uma ma escura (Kulka e
Metcalfe 2010). Em objetiva de 40X foram analisados 15 camposldgisios
totalizando uma &rea de 3,79 fmem microscépio de luz CX40® (Olympus, Tokyo,
Japdao). O calculo da densidade de mastdcitos foi realdigidindo-se a quantidade
de células pela area amostrada, sendo expressa em riemslalas por mf

Os tipos de fibras coldgenas foram identificadas pelo médedPicrosirius

sob luz polarizada. Uma grade contendo 150 pontos foi projetdmia 10 imagens
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de campos capturados ao acaso, em objetiva de 20X (Olympus AKRFY
totalizando 1500 pontos por animal. A analise foi realizada adeda com a
propriedade de birrefringéncia das fibras, uma vez queugagtolarizada, as fibras
de colageno tipo | (FCI) aparecem em tons de cordwhtés que vao do vermelho
ao amarelo, enquanto que as fibras colageno tipo llllljF&arecem em verde
brilhante. Foram computados os pontos coincidentes sobrBp@s de fibras
colagenas e, em seguida, calculados os percentuais. @evédi calculado a partir
do percentual do elemento multiplicado pelo peso do parénaigimen testiculo, e o
valor obtido dividido por 100.

Enzimas antioxidantes e malondialdeido

Amostras de 200 mg de testiculos congelados foram homogersezada
tampéo fosfato de sodio (pH 7,4), centrifugadas a 12000 rpm ao4°D pninutos.
Em seguida foi retirado o sobrenadante para analise ddade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutatiotrarSferase (GST), bem
como a concentracdo do produto de peroxidacao lipidicandialdeido (MDA) e
concentracdo de proteina total (PRT). As analises fogalizadas no Laboratoério de
Ecofisiologia do Departamento de Biologia Animal da UFV.

Inicialmente foi mensurada a concentracdo de proteinadottdsticulo de
acordo com Lowry et al (1951), utilizando-se albumina do sokno como curva
padrdo. Este dado foi usado na conversédo da unidade de meditaidide das
enzimas SOD, CAT e para MDA em miligrama de proteina por gdamgecido
testicular.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pela taxa dengsasicdo do
peréxido de hidrogénio (#0D,) em espectrofotdmetro a 240 nm durante 60 s (Aebi et
al. 1984). A atividade da CAT foi expressa em U CAT/ mg prt.tidade da
superoxido dismutase (SOD) foi determinada em leitor de & nm (Dieterich
et al. 2000), baseado na capacidade desta enzima em catadiagfio do superdxido
O, em peroxido de hidrogénio e, assim, diminuir a razdo de aidagdio do
pirogalol. A atividade da SOD foi expressa em U SOD/ mg prt.

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi mensuedavés da
formacdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno e eddirpala variacdo da
absorbancia em 340 nm por 60 s. A formacdo do conjugado ocorréassEomente

no substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em reat@m-enzimatica, sendo
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acelerada pela atividade da enzima GST. Uma unidade (U) de GST ecauival
guantidade de enzima que forma 1 mol do conjugado glutationariiokenzeno
por minuto. O coeficiente de extingdo molar do CDNB 340 = 9,6'raM" foi
utilizado para os calculos (Habig et al. 1976). A atividade da @5&xpressa em
umol min™t.g.

Para determinacdo dos metabolitos da acdo de espéciestesitiadicativo
da peroxidacéo lipidica) foi feita a mensuracdo da coragio de malondialdeido
(MDA) nas amostras de tecido homogeneizadas em tamp&dofdpH 7,4). O
sobrenadante foi centrifugado (10000 g por 10 min), adicionallgéd® TBARS
(acido tricloroacético 15% e 0,375% de acido tiobarbitariciG 0,25 N) em
banho-maria por 15 minutos, resfriado, centrifugado a 1008& g0 minutos e o
sobrenadante mensurado em espectrofotdmetro a 535 nm (Béege E378). Os
célculos foram feitos utilizando-se o coeficiente dinesio molar 1,56 X 10M cmi

! A concentracéio do MDA foi expressa em nmol/mg prt.

Testosterona sérica

A concentracdo plasmatica de testosterona foi obtida psitodo de
guimioluminescéncia, utilizando-se kit Access® Testoste(@aekman,USA). As
leituras foram realizadas em aparelho Access Il (Beokd&A) e os resultados

foram expressos em ng/dL.

Anadlise estatistica

Utilizou-se o programa GraphPad Prism 6.01 para realizarsandie
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Student NewmanlsK€SNK) para
comparar meédias entre 0s grupos experimentais. Todosesagtados foram

expressos em média + desvio padrdo. O nivel de significancia considerado foi de p <

0,05.

RESULTADOS
Quantificacao e identificacdo de antocianinas
O contetdo de antocianinas totais encontrado na polda éeulisfoi de
2348 mg por 100 g de polpa de jucara. As dosagens de 300 mg/kg, 600 mg/kg e 900
mg/kg de extrato de jucara (EJ) apresentaram, respectivaniiéning, 119 mg e 133

mg de antocianinas totais. Para os dois tipos de antociardizasdina 3-O-
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glucosideo e cianidina 3-O-rutinosideo foram encontradespectivamente, 988

mg/100g e 1103 mg/100g de polpa de jucara.

Dados biométricos

N&o houve diferenca significativa para peso corporaiaini@Cl), peso
corporal final (PCF) e peso de albuginea testicular (PAE)ahimais dos grupos
expostos ao cadmio, com e sem a oferta dogedndo comparados ao grupo
controle. Quanto ao peso testicular (PT), peso do paréaq(fRAR, indice
gonadossomatico (IGS), indice parenquimossomético (IP&)centual liquido (PL)
foi observada reducdo em todos os grupos em relac&untole, considerando que
nos grupos CAdGtE X oo, CACh+EXgo € CdCh+EXoo0s valores de P& PPAR foram

menores que os valores do grupo GdTabela 2).

Tabela 2.Parametros biométricos corporais, testiculagefndices, gonadossomatice
parenquimossomatico, de ratos Wistar adultos dos grupos controleostosxpo CdG)
associados ou nao a diferentes dosagens de extrato de jucdEu(&pe edulidMartius).

CS CdCl, CdCly+EJ3q0 CdCly+EJs00 CdClIy+EJggo

PClg 365+25,6  335:23,9  346%28,9 342+28,8 351+46,3
PCRg 396+57,6  433+33,f  384,7+37,3 383+34,3 359+53,6
PATgy 0,040,004 0,06:0,02  0,06+0,04 0,06+0,02 0,05+0,02
PTy 1,51+0,10  0,61+0,02  0,51+0,0% 0,43+0,02 0,42+0,03
PPARy 1,460,089 0,55:0,02  0,45:0,0% 0,37+0,02 0,37+0,02
IGS ) 0,76+0,1%  0,28+0,12  0,270,10 0,22+0,02 0,230,038
IPS () 0,73t0,08  0,25:0,12  0,23+0,08 0,19+0,02 0,20+0,0%
PL (% 79+0,08 630,08 69+0,08 72+0,07 69+0,02

CS=controle salina; Cd&t 1,2 mg/kg de cloreto de cadmio; CetHko= CdCh+ 300mg/kg de extrato
hidroalcodlico de jucara; Cd8iEJ.,= CdChL+600 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jugara; GHELq=
CdChL+900 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jucara. PCl= peso @rpucial; PCF= peso corporal final; PAT=
peso da albuginea referente a um testiculo; PT= peso tefaram testiculo; PPAR= peso do parénquima referente a
um testiculo; IGS= indice gonadossomético; IPS= indice pareagsdmatico. PL= percentual liquido no testiculo
Dados expressos como médiatdp. Letras diferentes na riekmandicam diferenca estatistica entre os gsype&
0,05).

51



Morfometria e histopatologia tubular

O percentual de tubulo seminifero (TS) e volume de tunigaripr/TP) nos
grupos CdGl CdCh+EXps, CACh+EXg € CdChL+EXo ndo diferiu em relagcdo ao
grupo controle. Porém, o indice tubulossoméatico (ITS)votume de tubulo
seminifero (VTS), o didmetro de tubulo seminifero (DT)@mprimento de tubulo
seminifero (CT) nestes grupos reduziram quando comparadgsupo controle
Sendo que os valores de VTS e CT dos grupos £HGh, e CdCh+E g foram
inferiores quando comparados aos do grupo SeElCdC+EXq (Tabela 3). Quanto
ao percentual de tanica propria (TP), os grupos expostos ae, @d€ticiados ou nao
ao EJ apresentaram aumento significativo quando comparado ao gargrole
(Figura 1; Figura 4), sendo os maiores valores enawgraos grupos CdCe
CdCb+EXqo(Tabela 3.

O grupo controle manteve-se com as caracteristicas Iogidas tubulares
dentro dos padrdes normais () $Tabela 3; Figura 1). No grupo exposto ao Cd
78,9% dos TS sofreram necrose do epitélio seminiferg) @21,1% dos TS além
eram necroticos e atrofiados e continham dentro e@aoeslor células inflamatoérias
(macréfagos)(Tg. Proporcoes semelhantes foram observadas nos animais do
grupos CAdGHE %o, CACh+E X0 e CACh+Edg (Tabela 3; Figura 1).

Foi possivel observar deposicdo de calcio nos testidalssanimais dos
grupos CdGl CdCh+E X, CACh+Edoo € CdCh+Edoopor meio da técnica de Von
Kossa. Nestes grupos, cerca de 19% dos TS necroticos nasenagvam
calcificacdo (TSQ, 25% dos TS necroticos possuiam menos de 50% do material
amorfo calcificado (TS, 56% dos TS necréticos possuiam mais de 50% do
material amorfo calcificado (TS O grupo controle apresentou TS integro e sem
calcificacdo (TSg) (Tabela 3; Figura 2).
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Tabela 3.Pardmetros tubulares e histopatologicos do testiculo de ratog Adsitos dos
grupos controle e expostos ao Cg@ssociados ou nédo a diferentes dosagens de extrato de
jucara (EJ) Euterpe edulidMartius).

CS CdCl, CdCl,+EJdspo  CdCl+EJgey  CACI+Edgno
TS ) 88,27+0,87 75,10+¢8,1%  82,19+6,38  73,37x11,3 78,98+12,3
IT S 0,33+0,08 0,09+0,001  0,10+0,0f8 0,07 +0,02 0,08 0,02
TP 1,02+0,58  3,57+0,52  3,01x0,77°  2,20+0,4%1  2,27+0,3%

VTS (my) 1,29+0,09  0,41+0,03 0,37+0,06  0,28+0,08  0,29+0,05

VTP 0,01£0,0f 0,02+0,008 0,01+0,003 0,01+0,00f 0,01+0,002
DT um 296,9+12,9 207,0+20,8 216,147,386  204,6+10,4 207,5+10,8

CTead) 18,69+0,76 12,39+3,0}  10,10+1,32  8,36+2,3f1  8,70+1,7%
TSow) 100+0,06  0,00+0,00 0,00+0,06  0,00+0,06 0,000,006
TS10) 0,00+0,06  78,9+5,88 74,248,14  75,1+10,18  78,0+16,8
TSxw) 0,000,060  21,146,62 25,8+6,52 24,948,702  22,0+9,08

TSCow) 100+0,06  0,00+0,008 0,00£0,06  0,00+0,06  0,00+0,00

TSCi ) 100+0,00  18,2+3,96 20,1+#59%  17,9+7,52  18,9+5,90

TSCow) 0,000,086  25,67,30 22,3858  25,1+8,37  27,1+10,2

TSGaw) 0,000,086  56,2+10,3 57,6+8,38  57,0+7,08 54,048,968

CS=controle salina; Cd&t 1,2 mg/kg de cloreto de cadmio; CetEko= CdCh+ 300mg/kg de extrato
hidroalcodlico de jugara; Cd8iEJ.,~ CdChL+600 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jugara; GHEL—
CdChL+900 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jucara. TS= percerdealtibulo seminifero ITS= indice
tubulossomético; TP= percentual de tunica propria; VTS= weldm tibulo seminifefo/TP= volume de tunica
prépria; DT= diametro de tibulo seminifero; CT= comprimeotal de tibulo seminifero (X0 TS, = percentual
de tubulo seminifero com epitélio integis, = percentual de tubulo seminifero necroticop FSpercentual de
tubulo seminifero necrético e atrofiado com células inftanes (macréfagos); TSE percentual de tabulo
seminifero integro e sem calcificacdo; TSCpercentual de tubulo seminifero necrético sem calcigatSG,
=percentual de tubulo seminifero com menos de 50% do elatendrfo calcificado; TS& percentual de tdbulo
seminifero com mais de 50% do material amorfo cadadfic Dados expressos como médiatdp. Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenca estatistica entrewgsog(p < 0,05).
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Figura 1. Fotomicrografias de secgBes do testiculo de ratos Médigdtos mostrando tdbulo seminifero com
epitélio seminifero integro (TBno grupo contide (A), tibulo seminifero necrético (TSe tubulo seminifero
necrotico atrofiado com células inflamatérias {TSos grupos expostos ao cadmio, independente da oferta do
extrato de jucaraH)) (B-E). Nestes gruposs tlbulos seminiferos necroticos eram preenchidos com iadater
amorfo (detalhe em B), apresentaram aumento de tdnicag(detalhe em C) e reacdo inflamatériaTi®y,
podendo ser visualizadaformacgéo de células gigantes multinucleadas pelos ragosd{detalhe em E). TS:
tabulo seminifero; IT: intertdbulo; MA: material amarfdP: tdnica prépria; MC: macréfago. Coloragéo:
Hematoxilina-eosina e azul de toluidina.
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CdCl+Edqg,

cdcl,

V<

Figura 2. Morfologia externa efotomicrografias de seccdes do testiculo de ratos Waestlattos
evidenciando a deposicao de célcio (marcacdo em pretworfdlogia externa ilustra a reducdo do peso
testicular e depdsito de calcio (seta preta) nos grugmsis ao cadmio, independente da oferta do extrato
de jucaraEJ) (A). Tubulo seminifero integro e sem calcificaci8@) foi observado no grupo controle (B),
tubulo seminifero necrético sem calcificacdo (TS®@ibulo seminifero necrético com menos de 50% do
material amorfo calcificado (TSE e tubulo seminifero necrético com mais 50% do matenmbrfo
calcificado (TSG) foram observados nos grupos expostos ao cadmio com e sfemaado EJ (C-F). TS:
tubulo seminifero; IT: intertibulo. Coloracgéo: técnica/de Kossa.
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Morfometria e histopatologia intertubular

Para percentual de intertibulo (IT) houve aumento erostaxs grupos
expostos ao Cdglcom oferta ou ndo do extrato de jugara. Por outro adojume
de IT (VIT) nestes grupos foi menor em relagcdo ao can{fbhbela 4). Os grupos
CdChL e CdCL/EXooapresentaram maiores percentuais de IT quando comparados ao
grupos CAGIEJpoe CACL/EJgo. Contudo, o VIT foi menor nos grupos Ce€l koo,
CdChL+EXpoe CdCh+EXgoquando comparado ao grupo CgCThbela 4).

O percentual e o volume de fibras colagenas/fibroblasiG§)(dos animais
expostos ao Cdglcom ou sem a oferta do EJ aumentaram significagwée em
relacdo ao controle (Figura 3). No entanto, o volumelatadicolagenas/fibroblastos
(VFCF) dos grupos CdetEXq e CdCh+Edg foi menor que o VFCF do grupo
CdCL (Tabela 4). O percentual de vasos sanguineos (VS) naerioesliferenca
significativa dos grupos Cd£ | CdCh+EJy, CACh+Eko € CdCh+Edge quando
comparado ao controle, porém o seu volume (VVS) reduzitodos os tratamentos
Ainda em relacdo ao VS, foram observados capilares com puesnchido com
hemacias densamente compactadas (Figuras 3B; 3C; 3E) etautieecolageno na
parede de arteriolas (Figura 3[Para espaco linfatico (EL) e macrofago (MC) tanto
o percentual quanto do volume, reduziu nos grupos£88ChL+E Xy, CACh+EE0o
e CdCb+EXoo em relacdo ao controle (Tabela 4).

Através da andlise histopatolégica foi observada presengaastocitos (MT)
no intertubulo dos grupos expostos ao Gdddependente da oferta do EJ (Figura
3B; 3E). Nao houve diferenca significativa na densidade MTeesstes grupos
(Tabela 4). No grupo controle, por sua vez, ndo foi vadfa presenca de MT no
intertibulo (Tabela 4; Figura 3JA0 aumento de fibras colagenas/fibrobla$tGR)
nos grupos Cdgl CdCh+EXkos, CACh+Ekg € CdCh+EJo foi evidenciado pel
método de Picrosirius em luz polarizada (Figura 4), seddatificadas fibras
colagenas do tipo | (FCI). Nao houve diferenca significadvgpercentual e volume
de FCI entre os grupos CdOCdCh+E Lo, CACh+E Joo € CACL+E X0 (Tabela 4).
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Tabela 4.Parametros intertubulares e histopatol6gicos do testiculo deWastar adultos

dos grupos controle e expostos ao Gd@kssociados ou ndo a diferentes dosagens de extrato

de jucara (EJ)Huterpe edulidartius).

CS CdCl, CdCl;+EJse  CdCI+EJsee  CACI+EJego

ITew  11,73#0,87 24,90+3,1% 17,81+1,64  26,63+3,27 21,027,885
FCFw  3,82£2,49 39,76+540 45,666,27  42,36x7,28  38,68+5,38
VSw ~ 10,39+1,90 15,60+6,43 11,55#5,3?  12,35#3,78  13,50+1,52
ELw  26,95+4,47 22204743 19,617,189  19,20+7,08  23,81+3,09
MCwy  10,43+2,4% 4,80+1,79  5,18+1,83 5,91+3,5% 5,50+3,78
VITm. 0,17 #0,02 0,13+0,02 0,08+0,0f 0,10+0,0f 0,08 0,08
VFCFmy 0,06£0,04  0,22+0,08  0,20+0,03°  0,16x0,04 0,15+0,04
WSy  0,15+0,08  0,08%0,03  0,05+0,03 0,05+0,02 0,05+0,0%
VEL@my 0,390,086  0,12+0,08 0,090,083 0,07+0,02 0,09+0,0%
VMC(, 0,1520,04 0,030,028  0,02+0,0% 0,02+0,0% 0,02+0,0%
DMT (@) 0,00£0,08  1,28+0,77  1,14+0,27 1,12+0,62 1,39+0,17
FClw  0,99+0,18  7,57+3,82  8,32+4,53 8,83+0,76 9,00+0,82
VFCl@my 0,01£0,008  0,04+0,02  0,04+0,02 0,03+0,0% 0,03+0,0%

CS=controle salina; Cd&i 1,2 mg/kg de cloreto de cadmio; CelelELo= CdCh+ 300mg/kg de extrato
hidroalcodlico de jugara; Cd8IEX,~= CdCL+600 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jucara; GHELy~
CdChL+900 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jugara. IT= percermtedhtertibulo; FCF = percentual de fibras
colagenas/fibroblasto; VS= percentual de vaso sanguines; fgelrcentual de espaco linfatico; MC= percentual de
macréfagos; VIT= volume de intertibulo; VFCF = volume deafibcoldgenas/fibroblasto; VVS= volume de vaso
sanguineo; VEL = volume de espacgo linfatico; VMC= volumerderdfagos. DMT= nimero de mastdcitos por
mn?; FCI= percentual de fibras légenas tipo I; VFCl=volume de fibras colagenas tipo |. lsetfierentes na
mesma linha indicam diferenca estatistica entre os gtpp00,05).
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Figura 3. Fotomicrografias de sec¢des dompartimento intertubular do testiculo de ratos Wistart@slul
mostrando a integridade do intertibulo de animais controlee (Bresenca de mastécitos, aumento de fibras
colagenas, vasos sanguineos com aglutinacéo eritro@téoen deposicédo de colageno nos grupos expostos ao
cadmio, independente da oferta do extrato de ju€a)dB-E). TS: tubulo seminifero; L: célula de Leydig; MC:
macroéfago; F: fibroblasto; MT: mastécito; NE: neutrdéfild;: Bspaco linfatico; VS: vaso sanguineo. Coloragao:
Hematoxilina-eosina e azul de toluidina.
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CACI,+EJqg0 CACI,+EJggo

Figura 4. Fotomicrografias de secc¢des ®@sticulo de ratos Wistar adultos mostrando fibraggeolas do tipo |
(em vermelhogmmenor quantidade no grupo controle @9umento de fibras colagenas do tipo | no interttbulo
e tlnica propria dos grupos expostos ao cadmio, independenferdgado extrato de jucar&] (B-D). TS:
tubulo seminifero; FCI: fibras colagenas tipo I; IT: rhdbulo; TP: tanica propria. Coloracdo: método de Picro

sirius na luz polarizada.
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Em relacdo aos dados morfométricos das células deg.,.dgcam observadas

reducbes nos percentuais e volumes do citoplasma (CL)on{ile e no total de

células de Leydig (L) nos grupos tratados em relac&matyole (Tabela 5). Houve

ainda reducédo do indice Leydigossomatico (ILS), do veld® células de Leydig
por testiculo (VLT), do didmetro do nucleo das células dgdlg (DNL) e do
numero de células de Leydig por testiculo (CLT) nos gragatados em relacdo ao

controle. Contudo, os grupos CdElky e CACL/Edoo apresentaram menor CLT

guando comparados ao grupo Cgd@éo diferindo do grupo Cd{lE koo (Tabela 5).

Tabela 5.Parametros estereolégicos das células de Leydig de ratos Wisttosados
grupos controle e expostos ao Cg@issociados ou ndo a diferentes dosagens de extrato de
jucara (EJ) Euterpe eduligVartius).

CS CdCl, CdClI+EJspy  CdACl,+EJsoe  CACI+EJggo

CLw  39,1626,50 13,40+3,38 13,74#4,90  14,58+2,5)  13,25+0,88
NL (%) 9,25+0,42  4,24+0,52  4,27+1,02 5,60+2,07 5,26+0,78
L o) 48,41+6,56 17,64+3,40 18,01#522  20,18+3,57  18,51+0,7%

ILSw  0,02¢0,0f 0,01+0,002 0,004+0,001 0,01+0,002  0,004+0,001
VCLymy  562,6£96  220,26+79  261,8+93 202,2+40 179,11+38
VNL(n3  133,3%13 68,16+3,33  79,89+17 74,51+12 69,55+4,18
VLgm) ~ 695,9+99  288,4+82 341,7+99 276,9+32 248,7+38
VLT,  0,08+0,0f 0,02+0,004 0,01+0,008  0,02+0,002  0,01+0,00%
CLTuo)  119,8+18  82,34+19 44,3717 69,88+11%° 59,76+28
DNL,m  6,33x0,2f 5,07+0,08  5,33%0,38 5,21+0,27 5,10+0,16

CS=controle salina; Cd&t 1,2 mg/kg de cloreto de cadmio; CetHko= CdCh+ 300mg/kg de extrato
hidroalcodlico de jugara; Cd8iEJ.,= CdChL+600 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jugara; GHEL«=
CdChL+900 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jugcara. CL= percedaitoplasma de Leydig; NL = percentual de
nlcleo de Leydig; L= percentual de célula de Leydig; ILS = indizydigossomatico; VCL= volume de citoplasma
de Leydig; VNL = volume de nucleo de Leydig; VL= volume dtules de Leydig; VLT = volume de célula de
Leydig por testiculo; CLT (x19= nimero de célula de Leydig por testiculo; DNL = diamétraticleo da célula de

Leydig. Dados expressos como médiatdp. Letras difereat@sesma linha indicam diferenca estatistica entre os
grupos (p <0,05).
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Enzimas antioxidantes e malondialdeido

Para atividade da superéxido dismutase (SOD) e catalase) (8AT
observado aumento nos grupos tratados em relagcdo aoleo@ontudo, a atividade
de SOD nos grupos CdZEXq, CACh+E L e CdCh+EXoofoi maior que no grupo
gue recebeu somente CdQFigura 5A). Para CAT, os grupos Ce€HXoo e
CdChL+E X apresentaram maiores valores quando comparado aos dos Qa4
e CdC}+Exy (Figura 5B). Quanto a atividade da glutatid®aransferase (GST),
nao foi observada diferenca significativa entre osamnantos (Figura 5C). Para
malondialdeido (MDA), produto de peroxidacao lipidica, foi okmdo aumento nos

grupos tratados em relagéo ao controle (Figura 5D
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Figura 5 Atividade de enzimas antioxidantes e produto de peroxidacabcéipimalondialdeido
(MDA) no tecido testicular de ratos Wistar. A= superéxido disisel (SOD), B= catalase (CAT), C=
glutationa-S-transferase (GST), D= produto de peroxidagdo lipidica (MDAxcGStrole salina;
CdChL= 1,2 mg/kg de cloreto de cadmio; CgtE L= CdCh+ 300mg/kg de extrato hidroalcodlico de
jucara; CdGHE Xy~ CdCL+600 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jucara; GHELy= CdChL+900
mg/kg de extrato hidroalcodlico de jucara. Letras dife®nndicam diferenca estatistica entre os
grupos (p < 0,05).
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Testosterona sérica

Houve reducdo dos niveis de testosterona sérica em tedgeupos que
receberam Cd, independente de terem sido tratados comoBtud€, o grupo
CdCb+EJq, obteve menor valor quando comparado aos demais grupos (Bjgura

Testosterona— ng/dl

N
o

ol
o®

Figura 6. Niveis de testosterona sérica em ratos Washaltos dos grupos controle e expostos ao
CdCl, associados ou ndo a diferentes dosagens de extratoade (HJ) Euterpe edulisvartius).
CS=controle salina; Cdgt 1,2 mg/kg de cloreto de cadmio; Cgttky= CdChL+ 300mg/kg de
extrato hidroalcodlico de jucara; Cd€EJ.~= CdCL+600 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jucara;
CdCL+EJe= CdCL+900 mg/kg de extrato hidroalcodlico de jucara. Letras difeseiindicam
diferenga estatistica entre os grupos (p < 0,05).

DISCUSSAO

Estudos tém mostrado que extratos vegetais com propriedatesidantes
podem ser uma alternativa na protecdo ou atenuacdo osnttanos oxidativos e
morfoldgicos induzidos pela exposicdo ao cadmio (CdggRit al. 2013; Arafa et al.
2014; S6nmez e Tascioglu 2015). O extrato hidroalcodlico de j(€dyaapresenta
alto conteudo de antocianinas, um dos polifendis mais abiesdaas frutas e
vegetais,e que possui propriedades antioxidante e anti-inflamatoria g H&usti
2010;Sant’Ana 2014; Novello et al. 2015). Neste estudo, os rendimentos de extracao
das antocianinas cianidina 3-O-glucosideo e cianidina @t@esideo do EJ foram
similares aos encontrados por Brito et al (2007) e Novelal €015). De acordo
com Brito et al (2007), as cianidina 3-O-glucosideo aidiaa 3-O-rutinosideo

correspondem a 90% dos tipos de antocianinas presentes .ndEsklos
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preliminares, em nosso laboratorio, mostraram que a atraigdo das doses 300
mg/kg, 600 mg/kg e 900 mg/kg do EJ durante 56 dias ndo causou danos testicula
emratos Wistar. Sant'/Ana (2014) e Novello et al (20&5pliando outros 6rgaos,
tais como rim e figado, também n&o encontraramosfédxicos do EJ. Com isto, o
uso do EJ foi considerado seguro uma vez que ndo alteraugbaré biomeétricos e
histolégicos testiculares que indicassem comprometimewkmd processo
espermatogénico

O parénquima testicular de mamiferos eutérios sexualmentderasa é
composto por 70 a 90% de tabulos seminiferos e, deste modo, egésdar pode
fornecer diagnoéstico inicial de danos ao processo espegdnico causados por
agentes toéxicos (Russell et al. 1990), como o Cd. Neste estwmdnimais do grupo
CdCL apresentaram reducdo do peso testicular (E®)jparénquima testicular
(PPAR)e do indice gonadossomatico (IGS) como consequéncia da cedieigaaior
parte dos parametros tubularelunto a esta alteracdes houve aumento da
peroxidacdo lipidica (MDA) e aumento da atividade das erziamioxidantes
superoxido dismutase (SOD) e catalase (GARbora a atividade da glutationa S-
transferase (GST) tenha sido semelhante a do grupo leolistes dados estéo de
acordo com os encontrados na literatura, onde as atdgdie CAT, SOD e GST séao
mantidas ou aumentadas, em baixas concentracdes de @d éPiral. 2013)
enquanto que altas dosagens e a exposicao frequente ao Gdastls enzimas no
tecido testicular (Arafa et al. 2014). Em conjunto, eatesacfes mostraram que a
exposicao ao Cd causou danos no tecido testicular provavi pela inducédo do
aumento de espécies reativas de oxigénio, comprovado pefensu de
malondialdeido (MDA), um produto da peroxidacado lipidica B p&imento das
enzimas antioxidantes endégenas CAT e SOD.

Todavia, 0os animais dos grupos que receberam diferentes dosésagos a
exposicdo ao Cd ndo apresentaram atenuacdo dos dandsaiteccitados
anteriormente. Os grupos Cd€Eko, CACh+Eke € CAdCh+Ele alcancaram
menores valores de PT, PPAR e dos parametros tubwglanes volume de tubulo
seminifero (VTS) e comprimento total de tubulo semini{€®d), e maior atividade
de SOD e de CAT quando comparados ao grupo LdCbnsiderando as
propriedades antioxidantes atribuidas ao EJ, este anmdardtividade das enzimas
SOD e CAT nao era esperado,. Em trabalhos com camundomgtedo para estudo

da aterosclerose foi observada reducdo da atividade dasasna&@D e CAT
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hepaticas, sugerindo-se que a atividade enzimética foi suprpaldgpresenca de
antioxidantes do extrato de jucara (Novello et al. 2015). Pesqiasn mostrado que
os polifendis, como as antocianinas, podem ter acdoxat@nte direta através da
captura de espécies reativas de oxigénio, ou indireta paemila ativacdo do fator
de transcricdo nucleaNF-xf, o que reduziria os niveis de citocinas inflamatoérias e
moléculas de adesdo, atenuando o estresse oxidativet(aée2013). Deste modo,
independente das propriedades antioxidantes do EJ, sua adwméusinas dosagens
e formas utilizadas, ndo atenuou os danos teciduais.

E provavel que o uso do EJ apds a expos@ddCd tenha, até mesmo,
agravado os danos testiculares. Existe a possibilidade gifienpsl atuem como
pré-oxidantes, sob certas condicdes, como em altas dos@a presenca de ions
metalicos (Yordi et al. 2012; Eghbaliferiz e Iranshahi 203&)oi demonstrado que
polifendis formram um complexo com cobreC(l) ou ferro Fe), reduzindo-s e, ao
mesmo tempo, formando uma ou mais espécies oxidadas am@slifEstes metais
no estado reduzido formam radical hidroxila via reacdo dagoRe enquanto as
espécies oxidadas de polifendis, na presenca de oxigénio, podear fadical
superoxido. Este ultimo pode reagir com outra molécudectiatde polifenol e formar
peréxido de hidrogénio (Li e Trush 1995; Yamanaka et al. 1997; Ahmad2€0al;
Sakihama et al. 200Zghbaliferiz e Iranshahi 2016patué-Gracia et al (1997)
demonstraram que as antocianinas, delfinidina e cianidimaptépriedades pro-
oxidantes em lipoproteinas humanas de baixa densidade (LDkjrigueas de
lecitina-lipossoma, quando se utiliza cobre como catalisgdonsiderando que ions
metalicos como Cu e Fe ficam livres devido a ocupacaoddoo€ seus sitios ativos
em enzimas e proteinas (Maret e Moulis 2013), é possifelrigue o EJ tenha
exercido efeito pro-oxidativo devido as interacfes dascmminas com metais
essenciais livres, agravando os danos testiculares. di#a) as duas maiores doses
do EJ poém ter exacerbado este quadro como bem observado na piatguches
parametros nos grupos Cg€l koo e CAdCh+EJo0.

Em ratos, os tdbulos seminiferos sdo envolvidos pela tgomigaria que
consiste de células midides ou peritubulares, membrasa bafibras colagenas
(Russell et al. 1990). Neste estutlouve aumento do percentual de TP nos grupos
tratados em relacdo ao grupo corrsendo que nos grupos Cd€@ICdCi+ELqo, 0
percentual foi maior quando comparado com os grupos,&8E&d, e CdCh+E boo.

Até o0 momento ndo foi determinado se o aumento de Beuhdario aos danos na
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espermatogénese ou se desenvolve primariamente, induzindosfancao
espermatogénica. Porém é sugerido que o aumento de TP enaartesiiculares de
homens infertéis seja resultado da elevada producdo de filmiagemas,
provavelmente estimulada por uma glicoproteina, a decoemaplvida na
fibrilogénese (Bhide et al. 2005; Orgel et al. 2009; Adam e2Cdl1). Em adicgo
Kampfer et al (2012) observaram, também em amostrasutasts de homens
inférteis, que as células peritubulares aumentaramdagéio de CAT como resposta
adaptativa ao aumento de,®. Com base nisto, o aumento de TP nos grupos
expostos ao Cd, independente da oferta do EJ, poddagfiacecom o aumento do
estresse oxidativo, o qual induznodificagBes na tunica propria.

Como visto anteriormente, 0s animais expostos ao Cd, game oferta do
EJ, apresentaram reducdo significativa dos parametros regwaaumento dos
danos oxidativosEstas alteracdes foram reflexos da necrose tubularaeada
observada nestes animais. Estudos utilizaadoesma dose de CdClo mesmo
periodo de experimentad a mesma linhagem de rato que os deste estudo,
observaram danos tubulares tais como atrofia, grandegolos e tubulos com
apenas células de Sertoli e algumas regidbes com ne(Poedes et al. 2010,
Cupertino 2012, Pires et al. 2013; Lamas et al. 2015). Notentaeste trabalho, o
grupo CdC] apresentou além de necrose tubular, calcificacdo der ipaite dos
tbulos seminiferos. E discutido que a sensibilidade ao Sshmstar principalmente
ligada a fatores genéticos (Liu et al. 2001; Dalton et al. 20Qd6)et al (2001),
estudando diferentes linhagens de camundongos, constataraatgguoms, mesmo
em doses altas de CdChao manifestavam danos testicakwvisiveis, sendo a base
genética apontada como uma das causas possivelmentenadias cono nivel de
alteracdes Atenuacdo dos danos tubulares ndo foi observada nos grupos
CdChb+EXs CdACh+EXo € CdCh+EXos, € da mesma forma que o grupo GdCl
apresentaram necrose tubular generalizada e calcificagiidar A causa da
calcificacdo de tecidos moles ndo é perfeitamente cemgpida Todavia, a
deposicdo anormal de sais de calcio é um processo atbsezmn tecidos mortos ou
gue estdo morrendo (Doherty et al. 2003; Khan et al. 2010). Qestelgprocesso
ocorre na auséncia de perturbacées no metabolismo do, gldenominado de
calcificacdo distréfica (Kumar et al 2010). Em condic@edologicas, tem-se

discutido que a mineralizacdo € um processo que ocorre enstesp@erda de
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moléculas inibitérias osteogénicas, em vez de uma @A mMineral passiva
(Chihara et al. 2014).

A dindmica e a frequéncia dos componentes intertubularebém foram
afetadas apos a exposicdo ao Cd. O compartimento intentaleuiatos é constituido
de vasos sanguineos e linfaticos, células de Leydiduéasélo tecido conjuntivo,
como macrofagos, fibroblastos e suas fibras colagenasaiGaytal. 1994). No
intertibulo do grupo Cdgfoi observado aumento de fibroblastos e fibras coladgenas
Outros trabalhos também encontraram essas variag@etertibulo de ratos Wistar
apos 56 dias da exposicdo a dose Unica de 1,2 mg/kg de(Edstles et al. 2010;
Cupertino 2012). O tratamento com o EJ, por sua vez, nao peanaoreducdo de
fibras coladgenas. Embora os grupos GtlElLy e CdC}+E oo tenham apresentado
menores volumes de fibras colagenas quando comparadogrigos CdCl e
CdChL+EXo, 0 percentual e volume de fibras colagenas do tipo | ii@dudentre
estes grupos. A proliferacéo de fibroblastos e a producéolatgeao tipo | tem sido
associada ao aumento de mastocitos (MT) no intertideilcatos e homens com
problema de infertilidade (Gaytan et al. 1986; Frungieri eR@D2; Adam et al.
2011). Com efeito, mastdcitos foram apenas observadagaertibulo dos animais
dos grupos Cd@| CdCh+EJzp0, CAdCh+E X0 € CdCl+E Do &0 havendo, entretanto,
diferenca entre estes grupos. Dentre as varias mataclmuladas no citoplasma
dos mastocitos, a triptase é sugerida estimular a pegléer de fibroblastos pelo
aumento da producdo de prostaglandina (PGE2) e da expressficogaoteina
decorina em amostras testiculares de homens inféiigdgsn et al. 2011; Adam et al.
2012).

O aumento de fibras coladgenas tem grande impacto na agaadizentre
componentes de tubulo e intertibulo, uma vez que pode afet@ovimento de
fluidos e horménios (Predes et al. 2010; Adam et al. 2012teNkmbalho, todos os
grupos expostos ao Cd, com e sem oferta do EJ, tiveramécediocpercentual e
volume do espaco linfatico, além de perda de agua no texstioular. Em ratos, o
compartimento intertubular consiste em grandes espacogiclisfae pouca
guantidade de colageno e, com isto, as substanciasifs@édidhs nos espacos
linfaticos e entregues aos tubulos seminiferos (Foley, 208).implica queo
aumento de colageno possivelmente afetou a comunicacavimamntre as células
e a entrega de substancias aos tubulos seminiferos. Ratlugddume de vasos

sanguineos (VVS) foi também observado nos animais dos grupog,, CdC
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CdCb+EJ, CdCh+Edee € CACL+EJee Os VS, além de apresentarem hemécias
aglutinadas no lume, mostraram aumento de colageno, o quéep@ferir que
houve dano endotelial. De modo geral, lesdo das célm@stediais resulta em
extravasamento de globulos vermelhos e obstrucdo plaiguesusando em ultima
instancia, isquemia seguida de necrose tecidual (Kumar, &04D). Estes danos,
por sua vez, ndo foram atenuados com o uso do EJ. Héinlmaale pesquisa que
tenta demonstrar que a célula endotelial é o alvo printri€d, uma vez que é
sugerido que este metal pode substituir o célcio nos lamaiigacdo com as
caderinas, 0 que pode alterar a permeabilidade endoteliaijrecsgribuir para o
aumento da entrada do Cd no tecido (Aoki e Hoffer 1978; Aoga@l. 2002;
Prozialeck et al 2008). Além disto, foi demonstrado que o Cd pedacumulado
nas células endoteliais devido a sua importacdo por umainaqZIP8- codificada
pelo gene Sic3938expressa somente nas células endoteliais de linhagens de
camundongos sensiveis ao Cd (Dalton et al. 2005).

Vérios trabalhos tém descrito as relacdes entre astlde Leydig e
macrofagos (Gaytan et al. 1994; Schlatt et al. 1995; Hutson 20G6&ytan et al
(1994) verificaram em ratos que a atividade mitotica dos rfeaoe so atingiu seu
pico quando se iniciou o periodo de proliferacdo das célieldseydig. Com base
nestas interacdes, pode-se inferir que a reducdo de ngafas grupos Cdg&|
CdCb+E X CACh+EXqo e CdCl+EXoo pode ter relagdo, pelo menos em parte, com
0 menor percentual e volume de células de Leydig. Hfpse também, em estudos
in vitro, a possibilidade do Cd afetar diretamente os macrofagwk(@borty et al.
2014) e as células de Leydig (Yang et al. 2003), reduzmibilidade das mesmas
Nos macrofagos, em particular, foi observada atividade ptéanarEtoria
(Chakraborty et al. 2014), a qual em condicbes normasspéimida pela acéo
conjunta das células de Sertoli e células de Leydig (Gaftal. 1994). De fato, os
animais dos grupos CdCe tratados com EJ apresentaram macrofagos dentro e na
periferia de tubulos seminiferos atrofiados, sendo tambbsereada fusdo de
macréfagos formando células gigantes multinucleadas.

A queda geral nos parametros das células de Leydig fotreetsisem todos
0S grupos expostos ao CdGhdependente da oferta do EJ. Reducéo dos parametros
de células de Leydig foi também observado por Cuperfifg@2) e por Pires et al
(2013) em ratos, apos 56 dias de exposicdo a dose Unica de 1,2 md@kg C
Contudo, o numero de células de Leydig por testiculo J@b$ grupos CAGHE Lo
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e CdCi+Edoo foi menor que o grupo CdCICom efeito,a reducéo geral dos
parametros de célula de Leydig foi consistente @diminuicdo dos niveis de
testosterona nestes grupos. Pires et al (2013), expondo Wadter a0 mesmo
periodo experimenta a mesma dosagem de CgQ@ue os utilizados neste estudo,
observaram reducdo dos niveis plasmaticos de testostdtstes autores ainda
relataram que 2,36 g/kg de suco concentrado de uva foi capaaigeregms niveis
de testosterona e atenuar os danos causados pelo Cd, @ doieveéficado para os
animais que receberam o extrato de jucara.

Neste trabalhoo extrato da polpa de jucara, nas doses utilizadas, ndwoate
os danos causados pelo Cd e, provavelmente sua utilizacsia axposicdo aGd
agravou os danos testiculares dos ratos Wistar, comortostnado pela reducao do
peso testicular e seu parénqujmpala reducdo do volume e comprimento de tubulo
seminifero e pelo aumento da atividade das enzimas antibesdasuperoxido

dismutase e catalase.
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DADOS SUPLEMENTARES

v' Quantidade de antocianinas totais obtidas pela extracdodtmml 70° com
acido citrico 0,3% em relacdo a 100g de extrato de jucailazéidd.

Amostras 300mg 600mg 900 mg
Amostra 1 68,47 113,55 126,91
Amostra 2 71,81 116,9 140,27
Amostra 3 70,14 128,58 133,60
Média 70,14 119,68 133,60

300 mg= 300mg/100g de extrato hidroalcodlico da polpa de jucara; 66060@ mg/100g de
extrato hidroalcodlico da polpa de jucara; 900 n89& mg/100g de extrato hidroalcodlico da
polpa de jucara.
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Cromatograma das antocianinas do extrato de acai liofiliZ2@I@: cianidina 3-
O-glucosideo e C3R: cianidina 3-O-rutinosideo
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CONCLUSOES GERAIS

v O extrato hidroalcodlico da polpa de jugara, nas doses de 300 89kgyg/kg
e 900 mg/kg, ndo apresentou efeitos negativos sobre a ngiafelonorfometria
tubular e intertubular no testiculo de ratos Wistartadidadios;

v O extrato hidroalcodlico da polpa de jugara, nas doses de 300 89tkgyg/kg
e 900 mg/kg, ndo aumentou peroxidacdo lipidica (MDA) e néeroal a
atividade das enzimas superéxido dismutase, catalase eoglat&titransferase
no testiculo de ratos Wistar adultos sadios;

v" O uso do extrato hidroalcodlico da polpa de jucara apés asiedipaa dose Unica
de 1,2 mg/kg de cloreto de cadmio ndo atenuou os danos tubelares
intertubulares induzidos pelo metal no testiculo de tisgar adultos;

v' O uso do extrato hidroalcodlico da polpa de jucara apés aie&paoa dose Unica
de 1,2 mg/kg de cloreto de cadmio ndo atenuou a peroxidacdoalipiduzida

pelo metal no testiculo de ratos Wistar adultos;

v O uso do extrato hidroalcodlico da polpa de jucara potencializodanss
causados pelo cadmio, reduzindo o peso e parénquima testmuwaiume e
comprimento tubular e aumentando a atividade de enziniagidantes de ratos

Wistar adultos.
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