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RESUMO

OLIVEIRA, Elizabeth Lopes de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2018. Extrato hidroalcodlico da folha de renealmia pycnostachys promove
vasodilatacdo peniana associada a reducdo de parametros espermaticos em
camundongos swisOrientador: Sérgio Luis Pinto da Matta.

O género Renealmia pertence a familia Zingiberaceae e abrange um conjunto de
espécies dadas como raras e ameacadas de extingdo. A d¥p@sieia
pycnostachys é representada apenas pelo espécime tipo coletado no Sudeste de
Minas Gerais e é utilizada na cultura popular como afrodisBaseado nessas
informacdes, tivemos como objetivo avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico da
folha deRenealmia pycnostachys sobre as por¢cdes gametogénica e androgénica
testicular, nos corpos cavernosos do pénis e nos niveis de testosterona sérica.
Camundongos Swiss adultos (n=28) foram divididos em 4 grupos: Controle
(dgua) e 3 grupos recebendo doses diarias do extrato da folha (100, 200 e 400
mg/Kg) por 42 dias. Observamos que 0 extrato nao alterou os parametros
biométricos, corporal e testicular, percentual e volume dos componentes tubulares
e indices tubulossomaético e epiteliossomatico. Nos grupos tratados com o extrato
da folha tivemos aumentos do didmetro tubular, altura do epitélio seminifero,
diametro de lume, area de tubulo, epitélio e lume e redugdo no comprimento de
tubulo seminifero total. Verificamaumento no namero corrigido de células de
Sertoli por grama de testiculo, enquanto que a capacidade suporte diminuiu
levando a uma reducao na producao espermatica diaria por testiculo e por grama
de testiculo. Somente a histopatologia leve do tubulo seminifero foi observado
Verificamosno intertibulo aumento no percentual do citoplasma de Leydig e de
células de Leydj, além de reducdo no percentual de tecido conjuntivo. Houve
aumento de goticulas de lipideos no citoplasma das células de Leydig.
Observamos o aumento da testosterona sérica, 6xido nitrico peniano e corpos
cavernosos no pénis. Podemos comprovar que a folRendalmia pycnostachys
apresenta efeito afrodisiaco sem causar danos a microestrutura testicular ou

desequilibrio redox.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Elizabeth Lopes de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2018. Hydroalcoolic extract from renealmia pycnostachys leaf promotes
peniana vasodilatation associated with the reduction of sperm parameters in
swiss mice Adviser: Sérgio Luis Pinto da Matta.

The Renealmia genus belongs to the Zingiberaceae family and covers a number of
rare and endangered species. The spé®esalmia pycnostachys is represented

only by the type of collective specimen in the Southeast of Minas Gerais and is
used in the popular culture as an aphrodisgased on these informations, we
aimed to evaluatehe effect of hydroalcoholic extract of the leaf Rénealmia
pycnostachys on the gametogenic and androgenic portions of the testicular,
cavernous bodies of the penis and serum testosterone levels. Adult Swiss mice (n
= 28) were divided into 4 groups: control (water) and three daily higher doses of
leaf extract (100, 200 and 400 mg / kg) for 42 days. We observed that the extract
did not alter the biometric parameters, body and testicular, percentage and volume
of tubular components and tubulesomatic and epitheliosomatic indexes. The
groups treated with the leaf extract had increases in the tubular diameter, height of
the seminiferous epithelium, lumen diameter, tubule area, epithelium and lume
and reduction in the length of the total seminiferous tubule. We found an increase
in the corrected number of Sertoli cells per gram of testis, while the support
capacity decreased, leading to a reduction in daily sperm production per testis and
gram of testis. Only the mild histopathology of the seminiferous tubule was
observed. We verified in the intertubule an increase in the percentage of the
Leydig cytoplasm and Leydig cells, in addition to a reduction in the percentage of
connective tissue. There was an increase in lipid droplets in the Leydig cell
cytoplasm. We observed increased serum testosterone, penile nitric oxide, and
cavernous bodies in the penis. We can verify that the leaReokalmia
pycnostachys presents aphrodisiac effect without causing damage to the testicular

microstructure or redox imbalance.
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1. Introducéo Geral

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), grande parte da
populacdo mundial depende de medicamentos de origem vegetal para os cuidados
primérios de saude (ALOKt al., 2013). Porén, para que as espécies vegetais sejam
consideradas medicinais, devem apresentar substancias de acdo farmacoldgica que
atuem, direta ou indiretamente como medicamento, sendo necessario que sua
autenticidade, integridade e pureza sejam comprovadas (MACHADO, 2009). Por essa
razdo, os pesquisadores voltaram a ateng@o @ estudo das plantas e seus possiveis
efeitos.

O uso de plantas como estimulante sexual se tornou uma pratica comum entre 0s
homens, principalmente para questdes associadas a disfuncéo erétil (DE), quando a
condicdo de atingir e manter a erecao se torna algo dificil (PAT&L 2011). Muitas
plantas brasileiras tém apresentado potencial farmacolégico promissor relacionado a
funcdes reprodutivas, atuando positivamente no tecido testicular e em células
espermaticas (FAROMBEt al., 2013). Por isso, a necessidade de regulamentar e
avaliar os efeitos no trato reprodutivo masculino dos compostos de origem ¥egetal
importante, pois, dependendo da pdapiode levara alteragbes na taxa de fertilidade
masculina (CREASY, 2003).

A procura por fitoterpicos que possuam efeito afrodisiaco e que ao mesmo tempo
reduam a producdo espermatica sem causar danos ao érgao reprodutor masculino é
muito grande. Este estudo visou avaliar os efeitos afrodisiadpedmia pycnostachys
seguindo indicacGes da populacdo local. Tendo em vista que esta @laitada como
provavelmente extinta (MAAS, 1977), sendo representada apenas pelo espécime tipo
coletado no Sudeste de Minas Gerais, entende-se a necessidade de se avaliar seus efeitos
e conhecer suas caracteristicas fitoquimigesim, este € o primeiro trabalho que
descreve os efeitos da folha em érgdos reprodutores masculinos, visando analisar a

biometria, estereologia, patologia e estresse oxidativo testicular.



2. Objetivos
2.1 Objetivos gerais

Avaliar os efeitos de doses crescentes do extrato hidroalcodlico da fokha de
pycnostachys em camundongos adultos, sobre as por¢cdes gametogénica e androgénica
testicular, nos corpos cavernosos do pénis e no saagravés de investigacao de

mudancas morfoldgicas, histométricas e hormonais.

2.2 Objetivos especificos

¢ Obter os extratos e liofilizados &epycnostachys;

e Medir o didmetro dos tubulos seminiferos, altura do epitélio seminifero,

didametro nuclear das de células de Leydig;

e Determinar a propor¢cao volumétrica e volume dos componentes dos tubulos
seminiferos e intertibulo e das células em estadio | do ciclo do epitélio
seminifero;

e Avaliar a morfometria de célula de Sertoli

e Calcular a area tubular, luminal e epitelial;

e Calcular os indices gonadossomético (IGS), parenquimossomatico (IPS),

tubulossomatico (ITS), epiteliossomatico (IES) e Leydigossomatico (ILS);

e Determinar o comprimento total dos tubulos seminifeeosa producéo

espermatica diaria por grama de testiculo;

e Avaliar alteracdes histopatolégicas no testiculo causadas pelo extrd&®o de
pycnostachys;

e Mensurar a atividade das enzimas antioxidantes, malondialdeido e éxido nitrico
(ON) nos testiculos;

¢ Analisar a morfometria do pénis, quantificar seus componentes e dosar o 6xido
nitrico;

¢ Medir a concentracdo da testosterona sérica.



3. Fundamentacao tedrica
3.1. Afrodisiacos

Os afrodisiacos tém sido utilizados desde as culturas antigas até os dias atuais,
de forma bastante ampla. Nas culturas antigas do Egito, China, Grécia, Roma e Arabia,
todos usaram uma certa quantidade de estimulantes em sua vida, mas a forma pela qual
eles eram administrados ainda permanece desconhecida (ELFERINK, 2000). Os povos
antigos Incas e Astecas levavam a moralidade sexual muito a sério, sendo a concepg¢éo o
centro de sua cultarAssim, a falta de filhos se tornaria uma desgraca para um casal e,
por tal motivo e também para melhorar o desempenho sexual, os afrodisiacos sempre
foram pesquisados e valorizados pela cultura popular da época (ELFERINK, 2000).

O termo afrodisiaco originou-se da palavra grega Afrodite, a Deusa do amor e da
beleza, sendo usado amplamente para quem busca melhorar a vida sexual e as
disfuncbes eréteis (DE), comumente chamadas de impoténcia (ALOK, 2013). Os
afrodisiacos séo divididos em duas clasaqueles que tém efeito através de estimulos
visuais, por tato, olfato e fonético, constituindo os estimulos psicofisiolégicos, e ainda
0S que séo preparados, como alimentos, bebidas e as famosas por¢cbes do amor
(MALVIYA etal., 2011; SINGHet al., 2013).

A classificacdo dos afrodisiacos pode ser feita de acordo com o0 seu
funcionamento, e sao divididos em trés tipos: os que aumentam a libido, o prazer sexual
e a poténcia (SANDRONI, 2001). As substancias que melhoram o desempenho sexual
dos 6rgaos genitais, tanto masculinos como femininos, foram inclusas, ampliando a sua
definicdo (SHAMLOUL, 2010; MELNYK e MARCONE, 2011). Sua acao se da atravées
de substancias estimulantes, agindo no sistema nervoso central, onde o
neurotransmissor especifico ou concentragdes de hormoénios sexuais séo alterados. Estas
substancias provocam mudancas na fisiologia do pénis, induaimdsodilatacao e,
consequentemente, a erecdo. Em sua maioria, causam aumento de testosterona sendo
assim mais usadas pelos homens, porém podem ter eficacia em mulheres (SANDRONI
2001).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, o uso de afrodisiacos
sintéticos € lesivo a saudeseu uso indiscriminado pode provocar vasodilatacdo em
outras partes do corpo, causando dores de cabeca e desmaio, sendo que outros efeitos
podem ser observados se forem ingeridas doses maiores (AL@K 2013). Desse



modo, outras fontes naturais sdo necessarias e assim, grande parte da populagéo faz uso
de fitoterapicos como afrodisiacos, sendo necessario chamar a atencéo para que seja de

forma segura.

3.2. Plantas e reproducgao

O desempenho sexual € importante para a qualidade de vida e bem estar.
Atualmente, varios fatores como a obesidade, ansiedade e uso exagerado de
medicamentos sintéticos podem interferir e aumentar os riscos de desenvolver
problemas sexuais. Tais problemas estdo ligados ao desejo sexual e a disfuncao erétil
(DE) (ALOK et al., 2013). Vérias civilizagbes utilizavam plantas como uma fonte
natural, segura e valiosa na tentativa de melhorar ou resolver esses probledkast
al., 2013). Os historiadores registraram essas plantas que tinham o potencial afrodisiaco
e, através de experimentos, varias delas ja foram avaliadas, comprovando suas

propriedades no aumento da libido e do desempenho sexual (|INGH2013).

Podemos citar o extrato aquoso debulus terrestris (TT) que € muito
conhecida na China e na india pelas suas propriedades medidinanais que
utilizaram TT mostraram melhora do desempenho sexual, bem com o aumento da
frequéncia de monta (GAUTHAMAIst al., 2002). O extrato etandlico ééelmoschus
manihot apresentou efeitanabdlico e espermatogénico em camundongos albinos suicos
(REWATKAR et al., 2010), nas duas doses administradas, 100 mg/kg e 200 mg/kg,
houve o aumento na contagem de espermatozoides, erecdo do pénis e aumento da
frequéncia de monta. A dose de 200 mg/kg de peso corporal apresentou aumento das
funcdes sexuais sem qualquer efeito colateral.

Extratos aquosos e liofilizados das raize&gmrgos racemosus, Chlorophytum
borivilianum e o rizomade Curculigo orchioides tiveram efeito no ganho de peso
corporal e dos 6rgdos reprodutores, variagdo no comportamento sexual, ere¢cdo peniana
melhorada e o tempo de hesitacdo reduzido, indicando atracdo em relacdo as fémeas
(THAKUR et al., 2009). Sementes derminalia catappa estimularam acéao afrodisiaca
intensa, havendo o prolongamento da ejaculagcdo, mas nenhum efeito atuando na libido
embora, em doses maiores, inibiu reversivelmente todos o0s parametros
comportamentais sexuais (RATNASOORIVA e DHARMASIRI, 2000).

Embora muitas plantas tenham efeito afrodisiaco, algumas apresentam efeitos

inibidores da espermatogénese sendo cotadas como possiveis anticoncepcionais



masculinos. Estudos realizados com plantas mostraram resultados negativos a respeito
da fertilidade masculina, causando efeitos sobre os espermatokbiidezemplo disso

€ aPfaffia glomerata que promoveu reducdo do numero de espermatides resistentes
levando a um prejuizo na producdo de espermatozoides, culminando na diminuicdo de
espermatozoides no epidit, além de espermatozoides morfologicamente anormais o
que resultou em perda embrionaria (DIAS, 2018). No entanto outras plantas também ja
apresentaram este efeito comoHibiscus sabdariffa (ORISAKWE et al., 2004),
Cannabis sativa (MANDAL e DAS, 2010), Dendrophthoe falcata (GUPTA et al.,

2007) eAllium sativum (HAMMAMI et al., 2008), dentre outras.

Muitos acreditam que o uso das plantas como afrodisiacos € uma forma segura
por ndo possuirem efeitos colaterais (DUMESER&., 2002; VENHUISet al., 2008).
Porém, como 0 uso excessivo pode acarretar problemas, pesquisadores investigam o0s
efeitos das plantas com tal potencial, a fim de determinar seus efeitos e futuramente
desenvolver formulacdes naturais que possam ser eficazes em tratamentos relacionados

a disfuncéo sexual sem prejuizos a saude (AeCH(, 2013).

3.3. Renealmia pycnostachys

Renealmia pycnostachys pertence a familia Zingiberaceae e gériemaecalmia,
as espécies deste género sdo classificadas de acordo com as suas caracteristicas
morfologicas (JANNES, 2008). S&o plantas terrestres, medinda @eride altura, em
alguns casos podendo chegar a 6 m, estando quase todas irseregdes de floresta
Uumida e geralmente ocupando areas abertas (MASS,. BBt/gncontrados exemplares
deste género na Africa, México, Cuba, Bahamas e Brasil (MASS,1977). Foram
catalogadas 87 espécie deste género, sendo ao menos 14 conhecidas pela populacéo
devido ao seu uso medicinal (NEGRELLE, 2015). Os preparados medicinais incluem
toda a plantag os modos de utilizacdo sao variados, podendo ser feitos infusos, banhos,
extratos e pastas, e sua comercializagdo € em nivel regional (NEGRELLE, 2015). Em
geral, ha um amplo espago para o conhecimento quimico e farmacoldgico a ser
descoberto quando se refere as espéci@emlmia em tratamentos de enfermidades
(NEGRELLE, 2015.

De acordo com Mass (1977), um conjunto de espécies de plantas do género
Renealmia sdo dadas como raras, encontradas em ambientes de elevado grau de

deterioragdo, sendo classifiemdcomo ameacadas de exting@. pycnostachys €
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endémica no Brasil, com dominio fitogeografico na Mata Atlantica, sendo citada como
provavelmente extinta representada apenas pelo espécime tipo colem8adeste de
Minas Gerais (MASS, 1977). Na regido da Serra do Brigadeiro, municipio de Muriaé
(MG), R. pycnostachys € conhecida como pacova.

Pouco se sabe sobre a espéRiepycnostachys porém, de acordo com o
conhecimento popular, o fruto desta planta é muito utilizado por ter efeito afrodisiaco e
ser estimulante sexual masculino, pois suas sementes assemelham-se a espermatozoides,
pela etnobotéanica, essa semelhanca mostra onde a planta atagamsmo e outras
partes desta planta poderia ter efeitos semelhadtgsas plantas do género apresentam
efeito fitoterapico confirmado como analgésico, antiacido, antibruxiammauseante,
antifingico, calmante,cicatrizante, desinfetante de feridas, inseticida e laxante
(NEGRELLE, 2015).

Como ja foi citado, tem havido aumento na procura de tratamentos naturais pela
populacdo, devido ao fato de que as drogas sintéticas disponiveis no mercado para o
tratamento de disfuncdes sexuais masculinas apresentam efeitos colaterais indesejaveis,
um alto custo e por acreditarem que por serem naturais, os derivados vegetais nao
apresentam maleficios a saU@JIMESTRE et al., 2002; VENHUIS et al., 2008).

Diante disso, o estudo dos efeitosRigycnostachys se torna fundamental para que o

uso seja de forma sustentavel e haja a conservacdo da espécie, visto que ja havia sido
classificada como extiat(NEGRELLE, 2015). Assim, havera contribuicdo para o
conhecimento dos seus possiveis efeitos no orgarésgoi@is compostos secundarios
causam esses efeitos e, desta forma, ndo perder a fonte farmacoldgica que esta espécie

pode proporcionar

3.4 Organizacao testicular

Os testiculos sdo 6érgaos pares com atividade tanto exécrina como enddécrina,
sendo responsaveis pela producdo de espermatozoides e hormdnios que anantém
funcado reprodutiva e as caracteristicas masculinas (RUSSELL e FRANCA, 1995). Os
testiculos sdo envoltos pela albuginea, uma tdnica espessa constituida de tecido
conjuntivo denso, que envia septos para o interior do parénquima dividindo o testiculo
em lébulos (RUSSELLt al., 1990).

Em cada l6bulo encontramos os tubulos seminiferos que sdo constituidos pela
tunica propria contendo as células mioides, epitélio seminifero, limen tubular e o fluido

secretado pelas células de Sertoli. Duas populacdes distintas de células compdem o
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epitélio seminifero: as células germinativas e as células de Sertoli (KARL e CAPEL,
1998). As células germinativas formam os espermatozoides, enquanto que as células de
Sertoli sustentam o processo da espermatogénese (RUSFRANCA, 1995) Como

0s tubulos seminiferos ndo séo vascularizados ou inervados, as células de Sertoli nutrem
as células germinativas em desenvolvimento e as células mioides, que possuem
caracteristicas de célula muscular lisa, sdo responsaveis pela contragcdo dos tubulos
seminiferos (RUSSELEt al., 1990 OLIVEIRA e ALVES, 2015).

O compartimento intertubular € constituido por tecido conjuntivo frouxo,
possuindo vasos sanguineos e linfaticos, nervos, células de Leydig e células préprias
deste tecido, como os fibroblastos e macréfagos. Os tubulos sdo responséaveis pela
producdo de espermatozoides, estabelecendo sua funcdo exdcrina (NAVGARRO
2004), enquanto que as células de Leydig sé@o responsaveis pela producao e secrecdo da
testosterona, responséavel pela manutencao da espermatogénese edehRditdadieste
hormbénio vai para a circulagdo sanguinea e mantém as caracteristicas sexuais
secundarias masculinas, sendo responsavel pela funcdo endocrina do testiculo
(SHARPEet al., 1990).

3.5 Espermatogénese

Os espermatozoides sdo produzidos dentro dos tubulos seminiferos através do
processo denominado espermatogéné&ste processo envolve divisées mitbticas e
meioticas, remodelacdo celular, sendo dividido em trés etapas ou fases: a fase
proliferativa, onde as espermatog6nias se dividem por divisbes mitGticas; meiotica,
onde cada espermatdécito da origem a 4 espermatides; e a espermiogénese, orade ocorre
diferenciacédo das esperméatides em espermatozoides (RUSEaLL1990; SHARPE,
1994;SHARMA e AGARWAL, 2011).

As células de Sertoli contribuem para a adequacao de um ambiente especializado
para que a espermatogénese oc(pfa KRETSERet al., 1999. Elas se apresentam
ligadas por juncdes de ocluséo constituindo a barreira de célula de Sertoli, separando o
epitélio em dois ambierdeo primeiro chamado ambiente basal onde se encontram as
espermatogbnias espermatoécitos primarios em preleptéteno e o segundo, chamado
ambiente adluminal, onde encontram-se 0s espermatoécitos primarios, secundarios e as
espermatides em diferentes niveis de diferenciacdo (RUS&REL|.1990; MORAISEet
al., 2016.



Todo o processo da espermatogénese é regulado por horménios. O hormdnio
liberador da gonadotrofina (GnRH) é produzido no hipotalamo e estimula a secre¢éo do
horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) na hipofise. O FSH
monitora as funcdes das células de Sertoli, estimulando a sintese da proteina ligante de
andrégeno (ABP), ativina e inibina. O LH estimula a producdo de testosterona pelas
células de Leydig. A secrecdo da inibina produzida pelas células de Sertolainibe
secrecdo de FSH, enquanto a testosterona atua na hipoéfise diminuindo a liberacéo de LH
(O’DONNELL et al., 2001; KIERSZENBAUM, 2008; SALTZMANt al., 2010).

3.6. Estresse Oxidativo

O conceito de estresse oxidativo é definido como desequilibrio entre as espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO/ERN) (SIES, 1985) e a neutralizacdo dos seus
efeitos € realizada pelos sistema de defesa antioxidante do organismo (PERSSON
2014). EROs / ERNs sao utilizadas coletivamente para definir radicais fortemente
reativos de oxigénio e nitrogénio, assim como os derivados néo radicais. (6CGD)C
2014). Os radicais livres sdo os atomos ou moléculas que possuam um ou mais elétrons
desemparelhado na ultima camada de valéncia, tornando-o altamente reativo, fazendo
com que reajam com outros elementos ou estruturas celulares. S&o constituidos pela
perda ou ganho de um elétron de outro componente (VANNU@CH| 1998).

A hidroxila (OH) é o radical livre mais deletério ao organismo, sendo formado
pela reacdo de peréxido de hidrogénio, causando danos ao DNA, RNA, proteinas,
lipidios e membranas celulares. O radical superof@39 atua na producéo do radical
hidroxila, porém, também atua na defesa do organismo contra infec¢cdes. O perdxido de
hidrogénio(H20,) atravessa facilmente as membranas celulares e pode gerar o radical
OH'". O 6xido nitrico ON) por si s6 ndo causa danos a célula, porém pode reagir com o
O, e gerar agentes com capacidade de alterar a estrutura de proteinas (BARBREIROS
al., 2006).

Existem no organismos trés sistemas de enzimas antioxidantes: superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase &$d) meio destes
sistemas, a concentracdo de EROs é mantida dentro dos limites fisiologicos, formando
assim o mecanismo antioxidante enzimatico (RIBEI®Ql., 2005). SOD catalisa
enzimaticamente ©em HO, (DROGE, 2002), ao passo que CAT é encarregada de
decompor HO, em HO e Q (AEBI, 1984). GST participa da desintoxicacao celular
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contra substancias exégenas, por meio de conjugados de glutationa com xenobioticos e
produtos aldeidicos que s&o produzidos na peroxidacao lipidica (H&BIG 1974;
HERMES-LIMA, 2004).

O malondialdeido (MDA), produzido pela oxidacao lipidica, € um importante
sinalizador de estresse oxidativo, pois, a producdo de peroxido e superoxidos de
hidrogénio comeca pela formacdo de radicais de &cidos graxos. Por isso, o MDA é

utilizado para quantificar a peroxidacéo lipidica em amostras (JANERO, 1990).
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Extrato hidroalcodlico da folha deRenealmia pycnostachys
promove vasodilatacdo peniana associada a reducdo de parametros

espermaticos em camundongos Swiss

Elizabeth Oliveira; Sérgio da Matta e colaboradores.

INTRODUCAO

O uso de plantas como fitoterapicos para tratar de doencas sempre foi uma
atividade corriqueira, mas a farmacologia sintética rompeu essa conexao entre as plantas
e a sociedade, criando uma dependéncia de medicamentos sintéticos (RASKIN e
RIPOLL, 2004). Certamente houve melhora no sistema de saude, podendo estender
assim, a vida humana em consequéncia deste fato. Por outro lado, a medicina passou a
considerar o uso de fitoterapicos como um meio alternativo e néo cientifico para
tratamento de varias disfuncbes (CARMONA e PEREIRA, 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), boa parcela da
populacdo mundial depende de medicamentos de origem vegetal para os cuidados
primarios de saude, embora este seja considerado um meio alternativo, éABDOK
2013). Porén, para serem consideradas medignas plantas devem apresentar
substancias de acdo farmacolégica que atuem, direta ou indiretancento
medicamento, sendo necessario que sua autenticidade, integridade e pureza sejam
comprovadas (MACHADO, 2009). Por essa razdo, os pesquisadores voltaram sua
atencdo para o estudo das plantas e seus possiveis efeitos.

Orientagbes regulamentares discorrem sobre a necessidade de avaliagdes
sensiveis e direcionadas ao trato reprodutor masculino para potenciais efeitos toxicos
dos compostos administrados, mesmo os de origem vegetal, que podem levar a
alteracbes da taxa de fertilidade (CREASY, 2003). Muitas plantas brasileiras tém
apresentado potencial farmacolégico promissor relacionado a func¢des reprodutivas,
atuando positivamente no tecido testicular (FAROMB&AI ., 2013). O uso de plantas
como estimulante sexual se tornou uma paatomum, principalmente entre 0s
homens, existindo plantas que sdo afrodisiacas efgito benéfico para o organismo,
como as raizes dAsparagus racemosus, Chlorophytum borivilianum e o rizomade
Curculigo orchioides (THAKUR et al., 2009. Outras plantas ndo sao afrodisiacas, mas
possuem efeito na reversibilidade da espermatogénese, como por ekieppplihae
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rhamnoides (GOEL et al., 2006) eApium graveolens L. que melhora o processo
espermatogénico e também a fertilidade (HARDANI et. al., 2015).

Porém, grande parte dos compostos quimicos podem se manifestar de forma
toxica no organismo, interferindo nas vias metabdlicas ou superando a auséncia de um
produto metabdlico, sendo responsaveis por causar danos (&@EL2006). H& ainda
plantas que diminuem a espermatogénese, mas causam danos a0 mesmo tempo, como a
Aegle marmelos que afeta a estrutura e funcdo das células de Sertoli e de Leydig
(CHAUHAN e AGARWAL, 2008). G xenobioticos podem desencadear lesdes
teciduais através da desregulacdo do equilibrio redox, levando a um quadro chamado
estresse oxidativo, que € o desequilibrio entre os niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e/ou nitrogénidERNS) e as defesas antioxidantes celulares. Quando em baixas
concentracdes, as EROS funcionam como mediadores de ajustes celulares. Porém,
quando estdo em concentracdes elevadas provocam injarias celulares por meio de
oxidacao de proteinas, lipidios e DNA, causando degeneracdo que pode evoluir para a
morte celular (RIBEIRCt al., 2005).

Tem havido grande procura por fitoterapicos que possuam efeitos afrodisiacos,
que reduzam a producédo de espermatozoides, mas que nao danifiquem a estrutura
testicular, permitindo a reversibilidade. No municipio de Muriaé, Sudeste de Minas
Gerais, populares utiliza embebido na cachaca partes da planta popularmente conhecida
como pacova, de nome cientifi@nealmia pycnostachys, e afirmam que esta possui
efeito afrodisiacoR. pycnostachys pertence a familia Zingiberaceae, género Renealmia
e é classificada como provavelmente extinta, existindo apenas nesta localidade (MASS,
1977).

N&o h& estudos dos efeitosRlgycnostachys e tdo pouco de seus constituintes
fitoquimicos, porém outras espécies deste género ja foram estudadas e apresentaram
efeitos benéficos a salude, como analgésico, antiacido, antribruxismo, antinauseante,
antifangico, calmante, cicatrizante, desinfetante de feridas, inseticida e laxante
(NEGRELLE, 2015). Baseado na utilizacdo popular Rlepycnostachys para o
tratamento das disfungcbes sexuais, este estudo visou avaliar e conhecer 0s seus
potenciais efeitos terapéuticos e a sua possivel toxicidade na reproducdo de
camundongos Swiss adultos machos.

Para isto foram realizadas andlises biométricas, morfométricas, estereoldgicas e
patolégicas do testiculo, além de avaliar o estresse oxidativo testicular, morfometria do

pénis e dosagem de testosterona seérica.
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MATERIAL E METODOS

Coleta e preparacéo do extrato

As amostras das folhas &e pycnostachys foram coletadas na fazenda Lar dos
Muriquis na Serra do Brigadeir@((°54’S - 42°32°W) em altitudes variando de 1.010 a
1.380 m, sendo um fragmentos de Floresta Ombrofila Densa Montana, pertencente ao
bioma Floresta Atlantica localizado no municipio de Muriaé, MG. A preparacdo do
extrato hidroalcodlico da folha foi realizada no Laboratorio de Biodiversidade do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa.
A folha foi desidratada em estufa (37°C) e colocada em alcool etilico 95% por 48 horas.
Em seguida foi submetida percolacdo exaustiva com o mesmo solvente, que foi
removido com o auxilio de um evaporador rotativo de presséo reduzida. O extrato foi
liofilizado para a completa remocgdo do solvente no laboratério de nutricdo animal do

Departamento de Zootecnia da UFV.

Grupos experimentais

Todos os procedimentos experimentais seguiram os padrdes determinados pelo
CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal, sendo
aprovado pela CEUA UFV (Comissédo de Etica em Uso de Animais) da Universidade
Federal de Vigosa (protocolo N° 057/2017). Foram utilizados 28 camundongos Swiss
machos e aduls provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude da Universidade Federal de Vicosa. Os animais foram mantidos no Biotério
do Departamento de Biologia Geral com controle de iluminacdo ambiente (12h claro/
12h escuro) e temperatura (22+2°C). Os animais foram divididos em 4 grupos
experimentais (n=7/grupo). Animais do grupo controle receberam 0,5 ml de agua e os
animais tratados receberam 0,5 ml do extrato hidroalcoodlico da Rolpgcnostachys
(EHRP) nas dosagens de 100, 200 emfkg, num volume de 0,5ml. As doses diarias
foram ofertadas por gavagem e ajustadas semanalmente através da pesagem dos
animas. O tratamento foi feito por 42 dias, correspondendo ao ciclo reprodutivo do

animal.
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Coleta do material biolégico

Apds 24 horas da ultima gavagem os animais foram pesados em baanca d
precisao 0,01g (AS500, Marte), anestesiados com tiopental intraperitonealgRmog/
sangue foi retirado popuncédo cardiaca e foram eutanasiados por exsanguir@cao
sangue foi imediatamente centrifugado para obtencdo do soro que foi armazenado em
microtubos e congelado 20-C.

Os testiculos e pénis foram removidos, sendo o testiculo esquerdo fixado em
Karnovsky para analises histologicas e o testiculo direito congelado em nitrogénio
liguido e mantido em ultrafreezer (-80°C) para analise do estado oxidativo. O pénis foi
dividido ao meio, sendo corpo utilizado para andlise histologica e a base para a dosagem

do 6xido nitrico ON).

Microscopia de luz

Fragmentos do pénis e testiculo foram desidratados em concentracdes crescentes
de etanol e incluidos em 2-hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica). Seccbes de 3um
de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo (RM 2255, Leica), respeieando-
intervalos de 39um entre os corteg coradas com azul de toluidina - borato de sédio
1%. As imagens foram obtidas em fotomicroscépio de campo claro (Olympus BX -53,
Tokyo, Japan) equipado com camera digital (Olympus AX 70 TRF, Tokyo, Japan) e a
morfometria foi realizada através do software Image J (National Institute of Health,
USA).

Biometria corporal e testicular

Apos fixado, o testiculo foi pesado, a albuginea retirada e pesada, descontando
seu peso do testiculo inteiro. Com o0 peso corporal e testicular foi calculado entdo o
indice gonadossomaético (IGS), que representa o percentual de peso corporal alocado em
gbnadas, a partir da formula: IGS (%) = (PG / PC) x 100, na qual PC é peso corporal e
PG peso total das gbnadas.

Através do peso do parénquima testicular (peso testicglaso da albuginea) e
do peso corporal foi calculado o indice parenquimossomatico (IPS) através da equacao:
IPS (%)= (PP/PC) x 10@nde PP é o peso do parénquima dos dois testiculos.
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Morfometria testicular

Para calcular a proporcdo volumétrica dos componentes testiculares foram
contados, para cada animal, um total de 2.600 pontos, sendo computados 266 pontos em
10 campos aleatorios das preparacdes histologicas. Os pontos contabilizados estavam
sobre a tunica prépria, epitélio seminifero, limen e intertdbulo. Para calcular a
proporcao volumétrica dos componentes testiculares foi utilizada a seguinte férmula:
Proporcéao volumétrica (%) = (NT / NTT) x 100, onde NT= Registro do niumero de
pontos contados sobre o componente e NTT= Numero de pontos totais contados.

Os indices tubulossomético (ITS) e epiteliossomatico (IES) foram calculados
pelas seguintes formulas: ITS = VIS / PC x 1®0ES = VES / PC x 100
respectivamente, onde VTS= volume de tdbulo seminifero e VES= volume de epitélio
seminifero. O volume (mL) de cada componente testicular foi estimado considerando o
percentual ocupado por cada constituinte multiplicado pelo volume do parénquima
testicular.

Para obter o diametro tubular médio foram medidos, aleatoriamente, 20 tubulos
seminiferos que apresentavam forma mais circular possivel. Para a altura do epitélio
seminifero, a mensuracdo se deu pela distancia da tlnica propria até o limen, em duas
medidas diametralmente opostas, utilizando-se as mesmas secc¢des transversais usadas
para medir o diametro tubular.

Para os calculos das éareas tubular (ART), luminal (ARL) e epitelial (ARE)
foram utilizadas as seguintes equaces: ARTRT? , onde RT= raio tubular; ARL=
n.RL?, onde RL= raio luminal; ArE = ArF ArLU e a Relac&o T/E= ArT/ArE.

O comprimento total dos tubulos seminiferos, em metros, foi estimado a partir
do conhecimento do volume ocupado pelos mesmos nos testiculos e do diametro tubular
médio obtido para cada animal (DORST e SAJONSKI, 1974). O comprimento total de
tubulo por grama de testiculo foi calculado a partir da formula: CTT/g = Comprimento
total de tubulos /Peso bruto dos testiculos (Q).

O numero de células que constituem o epitélio seminifero no estadio 1 do ciclo
foi obtido a partir da contagem dos nucleos das células germinativas e de nucléolos das
células de Sertoli, em 20 secgdes transversais de tubulos seminiferos para cada animal,
sendo contados 0s nucleos dos seguintes tipos celulares: espermatogbnias do tipo A
(SGA), espermatdcitos primarios na transicdo de preleptéteno para leptotenq (PL/L)
espermatocitos primarios em paquiteno (PAQ) e espermatides arredondadas (EAR)
além dos nucléolos de células de Sertoli (SER).
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As contagens obtidas foram corrigidas para o diametro nuclear médio de 30
células e espessura do corte histologico, excetuando-se as células de Sertoli, das quais
foram utilizados os diametros nucleolares também de 30 células, utilizando-se a
seguinte férmula:

espessura do corte

espessura do corte + \/ (%)2 - (%)2

N¢ corrigido = contagem obtida X

Onde DM = didametro nuclear (nucleolar) médio

Com a finalidade de se avaliar a eficiéncia do processo espermatogénico e das
células de Sertoli, foram estimadas as razfes entre 0os numeros corrigidos de células da
linhagem espermatogénica e entre estes numeros e o numero de células de Sertoli no
estadio | do ciclo do epitélio seminifero. As seguintes razGes foram utilizadas:
coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais (PL/L:SGA); rendimento geral da
espermatogénese (EAR: SGA); indice meidtico (EAR:PAQ); indice de célula de Sertoli
(EAR: SER); capacidade total de suporte da célula de Sertoli (SGA + PL/L + PAQ +
EAR:SER).

O numero de células de Sertoli foi estimado a partir do nimero corrigido de
nucléolos de Sertoli por seccdo transversal de tdubulo seminifero no estadio | e do
comprimento total de tubulos seminiferos segundo a férmula: NCS = Comprimento
total de tubulos seminiferogrfi) x Nimero corrigido de nucléolos de células de Sertoli
por secc¢do transversal / Espessura do cang. (A partir desse célculo, foi estimado o
namero de células de Sertoli por grama de testiculo.

A producdo espermatica diaria (PED) foi calculada segundo AMANN
ALMQUIST (1961), de acordo com a formula: PED Volume total do tubulo
seminifero (uf) x Numero corrigido de espermatides arredondadas / Duragéo do ciclo
do epitélio seminifero (dias) x Area da seccdo transversal do tGbulo seminifero no
estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero ) espessura do corte histoldgico (Lm).

Os valores por grama de testiculo foram estimados dividindo a PDE pelo peso

testicular.
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Histopatologia

A andlise histopatolégica dos tubulos seminiferos se deu pela contagem, ao
acaso, de 200 seccOes das preparacfes histologicas. Os tubulos que apresentaram
alteracbes em sua morfologia foram considerados com patologia. A classificacdo das
patologias se deu pelo score de JOHNSEN (1970) modificado, sendo dividido em 8
niveis: Nivel 1-integros, com células germinativas dispostas no seu sitio de localizacao
normal e poucos vacuololljvel 2- vacuolos na base do epitélidivel 3- vacuolos no
apice do epitélioNivel 4 vacuolos na base e no apice do epitdlojel 5 células
espermatogénicas no interior do lumen e presenca de células em processo de
degeneracadylivel 6- tibulos apenas com células bashiivel 7- tbulos apenas com
células de SertqliNivel 8- tubulos seminiferos desprovidos de células de Sertoli ou

germinativas, caracterizando um estado irreversivel de degeneracéo.

Estresse oxidativo

Para as analises do estresse oxidativo, o testiculo direito e o pénis foram
removidos, congelados em nitrogénio liquido e mantidos no ultrafreezer a -80 ° C até a
andlise ser realizada. O testiculo e pénis foram pesados e homogeneizados em 1000uL
de solugdo tampao fosfato de potéassio (pH & ggntrifugadosa 12000 rpm, 4°C, por
10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para dosagem de 6xido nitrico (ON) no pénis e
de enzimas antioxidantes testiculares superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa-S-transferase (GST); concentracdo de 6xido nit@dd); (Malondialdeido
(MDA) e niveis de proteina total. Os dados bioquimicos foram normalizados em relagéo
aos niveis de proteina total no sobrenadante. Todas as atividades enzimaticas foram
determinada®m duplicata usando um espectrofotdmetro (UV-Mini 1240, Shimadzu)
ou um leitor ELISA (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

A atividade de CAT foi avaliada de acordo com o método descrito por AEBI
(1984), onde a taxa de decomposicdo d@®.Hoi medida nos tempos 0, 30 e 60
segundos. A atividade da SOD foi determinada nos sobrenadantes conforme o método
descrito por DEL MAESTRCe MCDONALD (1985) e da glutationa S-transferase
(GST) pela formacédo conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDAS8)iveis de
malondialdeido (MDA, que é o resultado da peroxidacao lipagdforam determinados
utilizando a solucdo TBARS (acido tricloroacético 15% / &cido tiobarbitarico 0,375% /
acido cloridrico 0,25M). Os niveis totais de MDA em cada amostra foram determinados

por meio de curva padrdao a partir de concentracbes conhecidas de 1,1,3,3-
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tetramethoxypropane (TMPO) (WALLIN, 1993). A concentracdo do oxido nit@éy) (

foi determinada indiretamente atraves do teor de nitrito/nitrato pela reagédo de Griess
(RICART-JANE et al., 2002). A proteina total foi mensurada utilizando albumina do
soro bovino como curva padrao (LOWRW al., 1951), e utilizada para

homogeneizagdo dos dados de estresse

Morfometria Intertubular

A proporcdo volumétrica dos elementos do intertibulo foi estabelecida pela
contagem de 1000 pontos por animal, em imagens do intertibulo obtidas dos preparados
histoldgicos. Foram contabilizados os pontos incidentes sobre os elementos do tecido
conjuntivo, macrofagos, vasos linfaticos, vasos sanguineos, nucleo e citoplasma de
Leydig. Para o calculo utilizou-se a seguinte féormieoporcao volumétrica (%) = (%
proporcao volumétrica de intertibulo x % propor¢cdo volumétrica do componente no
intertdbulo) / 100. O volume (mL) dos componentes do intertibulo nos testiculos foi
calculado pela equacédo: Volume = % do elemento nos testiculos x PPT / 1Q0, onde
PPT= peso do parénquima testicular.

Para o célculo do diametro nuclear da célula de Leydig foram medidos 30
nucleos esféricos, com nucléolo e cromatina perinuclear bem defiRid@sn entdo
calculados os volumes (ums3) nuclear (VNL), citoplasmatico (VCL) e de cada célula de
Leydig (VL) através das seguintes equacdes: VNL =m&®%3 onde R= Raio nuclear;
VCL=% de citoplasma x VNL/% de nucleo, VCL= VNL +CL.

O volume ocupado pelas células de Leydig por testiculo (VLT) foi calculado
pela seguinte equacdo: VLT (UE Proporcdo volumétrica da célula de Leydig no
parénquima testicular x Peso do parénquima testicular (PPT) / 100. O volume das
células de Leydig por grama de testiculo (VL/gT) foi obtido pela equacéo: (VL/gT)=
volume ocupado pela célula de Leydig por testiculo (VLT)/ peso bruto dos testiculos
(PT). Os numeros de células de Leydig por testiculo (NLT) e por grama de testiculo
(NLg/T) foram calculados pelas formulas: NLT=VLT (mVL(um®) e NLg/T = NLT
/ PT.

O indice Leydigossomatico (ILS), que determina o percentual de massa
corporal alocado em células de Leydioi calculado utilizando férmula: ILS=volume

gue a célula de Leydig ocupa nos testiculos / PC x 100, onde PC=peso corporal.
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Testosterona sérica

As concentracbes plasm&ide testosterona foram obtidas pelo método de
quimiluminescéncia. Utilizou-se o kit Access® Testosterone (Beckman, USA), e as
leituras foram realizadas em aparelho Access Il (Beckman, USA) sendo os resultados

expressos em ng/dL.

Morfometria do pénis

As proporc¢des volumétricas de corpos cavernosos e de tecido conjuntivo foram
estimadas a partir da contagem de 2.660 pontos projetados sobre imagens capturadas,
utilizando objetiva de 10X, totalizando 10 campos aleatdrios nas preparacdes
histol6gicas transversais do pénis de cada animal. Foram quantificados tecido

conjuntivo e corpo cavernoso.

Analises Estatisticas

Os resultas foram submetidos a avaliacdo de normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk e em seguida feita analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student
Newman-Keuls. Foi utilizado o software STATISTICA for WINDOWS 3.11, sendo o
nivel de significancia considerado de p < 0,05. Todos os resultados foram expressos em

média + desvio padrao.

RESULTADOS

Biometria corporal e testicular

Os dados biométricos, corporal e testicular estdo representados na Tabela 1. Os
grupos experimentais nao apresentaram quaisquer alteracbes significativas nos

parametros avaliados.

23



Tabela 1.Pardmetros biométricos, corporaigsticulares de camundongos Swiss tratados com
extrato hidroalcoolico da folha dRenealmia pycnostachys (EHRP).

Controle EHRP 100 mgkg  EHRP 200 mgKg EHRP 400mgkg

PC (9) 41,97+4,00 46,48+2,36 44,11+3,99 42,54+2,02
PT(g) 0,24+0,03 0,27+0,03 0,24+0,02 0,22+0,03'

PA (9) 0,024+0,004 0,028+0,012 0,037+0,016 0,028+0,00%8
PP (g) 0,21+0,03 0,24+0,03 0,20+0,03' 0,19+0,03
IGS (%) 0,56+0,05' 0,58+0,09" 0,55+0,07 0,53+0,07
IPS (%) 0,51+0,05' 0,52+0,07 0,47+0,08' 0,46+0,07

PC- Peso corporal; PF Peso testicular; PA Peso da albuginea; PFPeso do parénquima testicular; IG$dice
gonadossomatico; IPS indice parenquimossomatico. Dados expressos como média+DP. litgrastes, entre

tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05).

Histomorfometria testicular

A microestrutura testicular encontrava-se integra e apresentava todos os
elementos em todos os grgpA estrutura tecidual pode ser observada na Figura 1.

Os percentuais e volumes dos componentes tubulares, além dos indices
epiteliossoméatico e tubulossomatico, ndo apresentaram variacdes entre 0S grupos

experimenta (Tabela 2).

Controle
B4/3wp0T dyHI

EHRP 200mg/kg
8%/3w0o0Y d¥H3

Figura 1: Fotomicrografia testicular dos grupos controle e tratados cowoextr
hidroalcodlico da folha dBenealmia pycnostachys (EHRP) L- Lume; Ep- Epitélio seminifero;
I- Intertubulo; T- Tdnica prépria. Barra: 25um.
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Tabela 2. Percentual e volume dos componentes tubulares e indices tubulossomatico e

epiteliossomaticode camundongos Swiss tratados com extrato hidroalcodlico da folha de

Renealmia pychostachys (EHRP).

Controle EHRP 100 mgkg  EHRP 200 mgKg EHRP 400mgkg

T (%) 88,41+2,58 90,11+0,68 87,09+3,13 87,38+2,79
E (%) 80,72+2,3C 82,27+1,52 79,60+2,8TF 79,00+40°
TP (%) 1,70+0,38 1,69+0,12 1,68+0,18 1,65+0,08
L (%) 5,99+1,33 6,15+0,74 5,81+1,05' 6,74+0,57
VT (mL) 0,19+0,03 0,22+0,02 0,18+0,02' 0,17+0,03
VE (mL) 0,17+0,02 0,20+0,02' 0,16+0,02 0,15+0,03

VTP (mL) 0,0036+0,0016  0,0041+0,0007 0,0034+0,0005 0,0032+0,0008

VL (mL) 0,013+0,004 0,015+0,003 0,012+0,002 0,013+0,003
ITS (%) 0,45+0,05' 0,46+0,06' 0,40+0,06' 0,40+0,07
IES (%) 0,36+0,04 0,38+0,05" 0,32+0,04 0,30+0,05"

T- percentual de Tubulo seminifero; E - percentual de epitélio senainifP— Percentual de Tunica Prépria; L-
Percentual de Lume; VF Volume de tibulo seminifero; VE Volume de Epitélio; VTP- Volume de Tuanica
Propria; VL— Volume de Lume; ITS- indice Tubulossomaético; IES indice Epiteliossomético. Dados expressos
como médiatDP. Letras diferentes, entre tratamentos, diferem significatieaemére 5(p<0,05) (Student Newman

Keuls).

Os parametros morfométricos tubulares estdo representados na Tal@la 3.
diametro do tabulo seminifero e a altura do epitélio seminifero aumentaram nos grupos
tratados com as doses de EHRP 200Kmg EHRP 400mg/kg, mas o diametro do
lume aumentou apenas no grupo EHRP 400mg/kg. O comprimento total de tdbulo
seminifero reduziu nos grupos EHRP 200 Kogé EHRP 400mg/kg, porém quando
avaliado por grama de testiculo ndo houve alteracdo no comprimento. As areas de
tubulo e de epitélio aumentaram nos grupos EHRP 20Bgegy/EHRP 400mg/kg e a
area do lume aumentou apenas no grupo EHRP 400mg/kg, ndo apresentando alteragédo

na relacéo tubulo/epitélio.
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Tabela 3.Morfometria de tabulo seminifero de camundongos Stkassdos com extrato
hidroalcodlico da folha dBenealmia pycnostachys (EHRP).

Controle EHRP 100 mgKg EHRP 200 mgKg EHRP 400mgkg

DT (um) 239,24+10,88 241,17+8,14 325,06+14,88 306,51+53,38

AE(um) 98,04+4,60 92,44+2 84 132,38+12,76 120,24+21,43

DL(um) 43,169,9F 56,28+4,37 60,30+12,03 66,03+14,93
CTS/t (m) 4,17+0,52 4,72+0,48 2,13+-0,12 2,54x1,24
CTS/gT (m/g) 17,751,460 17,73+0,86 8,87+0,65 11,30+4,99

Area do tibulo  45005,17+4057,32 45695,76+3114,03 83078,02+7512,61 75536,44+23301,21

(Lm*x10%)
Area do lume 1524,07+678,97 2497,651383,76b 2939,3911220,5%’ 3562,1111549,3%
(Lm*x10%)
Area do epitélio 43481,10+3656,74 43198,11+2830,62 80138,6318526,00 71974,34+22116,96
(um?x10%
RTE ¢ 1,22+0,05 1,30+0,02 1,23+0,07 1,28+0,05

DT — Diametro de tdbulo; AE- altura do Epitélio; DL- Diametro de Lu@&S/t- Comprimento total de tabulo
seminifero; CTS/g- Comprimento total de tdbulo seminifero por gramatteile® RET- Relagdo Tubulo/Epitélio.
Dados expressos como médiatDP. Letras diferentes,tentr@entos, diferem significativamente entre si (p<0,05)
(Student Newman Keuls).

Contagem de células no estadio 1

Na Tabela 4 estdo representados o numero corrigido das células germinativas no
estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero, indices espermaticos, numero de células de
Sertoli e producdo espermética diara numero corrigido de células de Sertoli
aumentou no EHRP 400 mg/Kg, o numero de células de Sertoli por grama de testiculo
diminuiu no EHRP 200 mg/Kg, enquanto que no EHRP 400mg/kg a capacidade de
suporte da célula de Sertoli diminuiu. Essas alteracbes levaram a uma reducdo na

producdo espermaética diaria por testiculo e por grama de testiculo no grupo EHRP 200
mg/Kg e EHRP 400mg/kg.
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Tabela 4.Numero corrigido de células no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero, extées

os tipos celulares, numero de células de Sertoli e producédo espermatica diariajramogos

Swiss tratados com extrato hidroalcodlico da folh&e®al mia pycnostachys (EHRP).

Controle EHRP 100 mgKg EHRP 200 mgKg EHRP 400mgkg
SGA 2,98+0,81 2,88+0,53 3,06+0,58" 2,54+0,47
PL/L 46,8415,1F 48,05+4,63 42,383, 7T 46,57+3,6T
PAQ 70,78+4,94 65,64+3,1% 63,57+4,97 59,79+4,8C
EAR 111,84+14,9% 118,03+12,26 116,73+5,02 117,54+14,38
SER 3,66+0,77 3,21+0,98 3,36+0,49 6,21+1,38
IMI 18,54+7,68 16,81+3,72 14,733,006 18,69+2,87
IME 2,00£0,17 2,25+0,27 2,29+0,16' 2,44+0,26
ICS 23,90+7,3% 27,14+12,53 24,13+4,8¢ 13,66%4,66
SER/Ts  3,60x10+5,49x10°®  3,89x10+1,25x16%  1,80x10+4,11x10®  3,91x106+1,72x10°?
SER/gt  15,8x10+2,18x10%  14,7x16+4,75x162  7,59x10+1,54x16°  17,3x106+6,86x16*
CSS 45,13+13,46 49,83+22,36 43,46x7,56 24,47+7,78
RGE 49,02+21,32 44,69+6,50 43,44+11,42 51,59+13,99
PED/t 8,84 x106+1,57x10% 10,66 x 16+1,23x16® 4,50x106+0,47x16°  5,66x16+3,10x10°"
PED/gt  37,4x106+5,96x16®  40,3x16+2,91x10%  19,2x106+1,94x16°  25,1x106+1,19x10"

SGA - Espermatogodnia A; PL/L-Preleptéteno/ Leptoteno; PARaquiteno; EAR- Espermatide arredondada; SER
— Célula de Sertoli; IM}- indice Mitético; IME— indice meiético; ICS- indice de célula de Sertoli; SER/NUmero

de célula de Sertoli por testiculo; SER/glUmero de célula de Sertoli por grama e testiculo; €88pacidade de

suporte de Sertoli; RGE Rendimento geral da espermatogéne&)/P- Producéo espermatica diaria por testiculo;

PED/gt — Producéo espermética diaria por grama de testiBiddos expressos como médiatDP. Letras diferentes,

entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).
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Histopatologia

A Figura 2 apresenta os dados da analise de tubulos patolégicos, obseerando-
aumento de patologias leves no grupo EHRP 100 mg/Kg, porém sem haver alteracédo

guanto ao numero de patologias moderadas e severas.

B controle
A 40 Bl EHRP 100 mg/Kg
Bl EHRP 200 ma/Ka
-g% 30+ Bl EHRP 400 mg/Kg
E 20+
i 10
0-
B Leve Moderado Severo
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Figura 2: A— proporcao de tabulos seminiferos patolégicos; B- Seccdo histolégica de
testiculo de animais tratados com extrato hidroalcodlico da follReral mia pycnostachys
evidenciando as patologias encontradas. Controle (Agua); EHRP 100, 200 e 40Mogés (
diarias). D- Degeneracéao; *- Tubulos apenas com células basais; Seta- Vd&Rdiolbs. 100

pum.
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Histomorfometria Intertubular

Na Tabela 5 sdo apresentados os dados referentes aos percentuais e volumetria dos

componentes intertubulares. O percentual do citoplasma de Leydig e de célula de

Leydig aumentou no grupo EHRP 200 Kg/ enquanto o percentual de tecido

conjuntivo diminuiu nos grupos EHRP 100 #g/e EHRP 400mg/kg o volume de

tecido conjuntivo reduziu no grupo EHRP 400mg/kg.

Tabela 5.Percentual e Volume dos componentes do intertibulo de camundongos Swiss tratados

com extrato hidroalcodlico da folha Benealmia pycnostachys (EHRP).

Controle EHRP 100 mgKg EHRP 200 mgKg EHRP 400mgkg

Intertabulo (%) 11,59+2 58 9,96+0,44 12,57+1,26 10,761,172
Vaso sanguineo (%) 0,54+0,51% 0,60+0,317 0,49+0,39 0,23+0,24
Espaco Linfatico (%) 1,04+0,87 0,66+0,42 0,30+0,38 0,72+0,95'
Nucleo de Leydig 1,10+0,38 0,95+0,20" 1,25+0,3C0° 1,20+0,17

(%)
Citoplasma de 8,41+1,8T 7,58+0,56' 10,22+0,74 8,38+0,68
Leydig (%)

Leydig (%) 9,52+ 2,09 8,53 + 0,56 11,47 + 0,92 9,58 + 0,77
Conjuntivo (%) 0,49+0,13 0,18+0,08 0,30+0,10°® 0,22+0,09

Intertibulo (mL)

Vaso sanguineo (mL)

Espaco Linfatico
(mL)
Nucleo de Leydig
(mL)
Citoplasma de
Leydig (mL)
Conjuntivo (mL)

2,43x107+0,49x1 0?2
1,20x10*+1,20x10*
2,1X10%1,83%10°?
2270x10*4,93x10"?
17,64x10%3,24x10°2

10,23x10*2 53x10%a

2,39x102+0,30x10? ®
14,12x10+6,09x10™
1,64x10%+1,10x10°2
2298x10%6,64x10*?
18,15x10%1,93x10°?

4,34x1042 52 x10%

2,52x10%+0,51x10?®
9,87x108,1210*?
6,64x10'8,76x10"?
24,68x10%5,75x10"?
2044x10°3,85x10°2

6,00x10*+1,90 x10™

2,08x102+0,24x1 0?2
4,47x10%4 88102
13%10°%1,87%10°?
2319x10%2,28x10"?
16,24x10*1,73x10°?

4,27x10%1 51x10*°

Controle (agug)EHRP 100, 200 e 400mg/kg (doses diarados expressos como médiatDP. Letras diferentes,

entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).

Os parametros morfométricos e estereoldgicos das células de Leydig estédo

apresentados na Tabela 6. N&o houve alteragfes no diametro nuclear, na volumetria e no
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namero de células de Leydig, como também no indice Leydigossomético entre os

grupos experimentais.

Tabela & Parametros morfométricos e estereoldgicos das células de Leydig de camundongos

Swiss tratados com extrato hidroalcodlico da folh&eealmia pycnostachys (EHRP).

Controle EHRP 100 mgKg EHRP 200 mgKg EHRP 400mgkg
Diametro Nuclear de 6,69+ 0,58 7,12+0,26% 8,12+0,73" 7,78 +0,68°
Leydig(um®)
Volume do Nicleo de 159,42 + 44,46 189,34 + 20,25° 285,42 + 82,422 250,63 + 70,052
Leydig(um®)
Volume do citoplasma e 1221,06 + 186,442  1548,03+224,66% 2419,93+696,30% 1772,22 +599,74%
Leydig(um®)
Volume de célula de 1380,48 +212,23%  1737,37+210,16% 2705,35 + 754,45 2022,85 + 668,81 %"
Leydig(pm®)
Volume de Leydig/ t (x16) 0,020 + 0,003 2 0,020 + 0,002 2 0,023 + 0,004 2 0,019 + 0,002 2
Volume de Leydig/ gt (x16) 0,086 + 0,019 % 0,235+0,360° 0,097 +0,011° 0,084 + 0,006 2
2,41+5,402 2,60+6,012 1,29 +2,892

Nuamero de célula de Leydig 2,65+592°2

It (x10P)
Namero de célula de Leydig 61,60+5,70°
/ gt (x10P)
indice Leydigossomatico 0,048 + 0,008 *
(%)

130,83 + 194,022

0,044 + 0,007 *

38,39+ 12,06°

0,053 +0,010°

44,55+ 12,65°

0,044 + 0,004 ®

Controle (agua); EHRP 100, 200 e 400mg/kg (doses diarias). Dadossagoomo médiatDP. Letras diferentes,
entretratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05) (Student Newman Keuls).

As células de Leydig apresentavam-se morfologicamente normais, apresentando

nos grupos tratados um nuamero elevado de goticulas de lipideos, sendo esse quadro

mais evidente no grupo EHRP 200mg/kg (Figura 3).
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Figura 3: Fotomicrografia da estrutura e composicéo intertubular de animais controle e
tratadbs com extrato hidroalcodlico da folha Benealmia pycnostachys. NL- Nucleo de Célula
de Leydig; *- Citoplasma de Célula de Leydig; Estrela- Espaco linfatico; VS S&asguineo.
Barra: 10um.

Estresse Oxidativo Testicular

A Figura 4 representa os graficos da acdo das enzimas antioxidantes (CAT, SOD e
GTS), doON e MDA. Nao foram observadas alteracbes nestes parametros em qualquer

grupo experimental.
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Figura 4 Atividade das enzimas antioxidantes Catalase (CAT), Superéxido disni8@B¢ e Glutationa (GT$)0xido nitrico ON) e malondialdeido (MDA) em testiculo de
camundongos Swiss tratados com extrato hidroalcodlico da folRenda mia pycnostachys (EHRP).
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Testosterona

A Figura 5 mostra os niveis de testosterona sérica nos animaisdratado
Houve aumento de aproximadamente 69% no grupo EHRP 400mg/kg.

Testosteronang/dl

Controle EHRP 160 mg/kg EHRP 200 mg/kg EHRP 400mg/kg

Figura 5: Concentracdo de testosterona sérica de camundongos Swiss tratados com
extrato hidroalcodlico da folha dRenealmia pycnostachys (EHRP).

Oxido Nitrico peniano

A concentracdo de o6xido nitrico peniano aumentou nos grupos EHRP
100 mg/Kg e EHRP 200 mg/Kg (Figura 6

Controle EHRP 160 mg/kg EHRP 200 mg/kg EHRP 400mg/kg

Figura 6: Concentragdo de 6xido nitrico no pénis de camundongos Swiss tratados com
extrato hidroalcodlico da folha dRenealmia pycnostachys (EHRP).
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Morfometria dos corpos cavernosos

Osresultados encontradas na morfometria do pénis estdo apresentados na Figura
7. A proporcgédo de tecido conjuntivo reduziu nos trés grupos experimentais (EHRP 100
mg/Kg, EHRP 200 mg/Kg, e EHRP 400rkg), enquanto o percentual de corpos

cavernosos aumentou nos trés grupos.
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Figura 7: A - Proporgéo de tecido conjuntivo; B- propor¢ao de corpos cavernos@egao
histologica de pénis de animais tratados com extrato hidroalcodlico da folRene#mia
pycnostachys. Seta— Uretra;VD — Vaso dorsal; *- Corpo cavernoso. Corte de 3 um corados
com HE/Azul de toluidina. Barra = 200 pum.

DISCUSSAO
Em conjunto, nossos achados indicam que a folhBedealmia pycnostachys

causou alteracbes morfoldgicas, hormonais e em corpos cavernosos penianos de
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camundongos adultos. Em consonancia com um modelo continuo e prolongado de

exposicdo a uma planta, com propriedades estimulantes sexuais, ocorreu aumento dos
COrpos cavernosos, e de testosterona sé@mchora o tratamento tenha causado reducao

na producdo espermatica diaria, sem maiores comprometimentos a microestrutura

testicular.

O EHRR nao alterou os dados biométricos, corporal e testicular, mostrando que
0 extrato possivelmente ndo apresenta caracteristicas toxicas. Estes dados foram
semelhantes aos resultados obtidos com o extrdfaahapferia parviflora, em que nao
houve alteracdo no peso testicular (CHATURAPANIGH al., 2008). Porém,
camundongos Swiss tratados com o extrato etandlicoAlmmoschus manihot
apresentaram aumento no peso corporal e testicular (REWAEKAR 2010).

Os percentuais e volumes de parametros tubulares ndo foram alterados. Estes
achados sdo semelhantes aos encontrassanimais tratados com infusdo de
Heteropterys aphrodisiaca, 0s quais ndo alteraram o percentual de tubulo seminifero
(GOMES et al, 2011ynas diferem daqueles observados em animais tratados com o
extrato deTynnanthus fasciculatus, que mostraram aumento do percentual e volume de
tubulo seminifero (MELO et al, 2010).

A reducdo do comprimento de tdbulos seminiferos ocasiona o aumento do
diametro tubulg que é justificado pelo aumento da altura do epitélio e do didmetro do
[imen. O epitélio seminifero € um ambiente altamente especializado e organizado, onde
integra as células germinativas e as células de Sertoli. Essas células ddo suporte para a
ocorréncia da espermatogénese (LARAal., 2018) e, por esse motivo, o0s tubulos
seminiferos sdo as principais estruturas a serem estudadas na reproducdo. Como
consequéncia do aumento do didametro de tabulo, altura do epitélio e diametro do limen
observou-se aumento das areas de tubulo, epitélio e lume e assim a manutencdo da
relacdo tubulo-epitélio. Alguns autores sugerem que o0 aumento das areas, diametro
tubular e altura do epitélio esteja relacionado com o aumento de células germinativas,
como foi observado em animais tratados com o extrato aquoApiwta graveolens,
em que o aumento didmetro tubular e altura de epitélio foi devido ao maiandzo
de espermatogobnias, espermatocitos e espermatozoides (HARDANRO15).

Animais que receberam a maior dose de EHRP mostraram aumento do numero
das células de Sertoli, mas a populacdo de células germinativas foi mantida, o que
resultou na reducdo na capacidade de suporte das células de Sertoli e reducdo na

producdo espermatica diéria. A analise da funcionalidade do processo espermatogénico,
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a estimativa da producao espermatica e o conhecimento da cinética espermatogonial sdo
possiveis de serem conhecidos através da quantificacdo de diferentes tipos celulares por
seccao transversal de tubulo seminifero, nos diversos estadios do ciclo (LEBLOND
CLERMONT, 1972; FRANCA, 1991). Segundo Russell (1990), as células de Sertoli
sdo capazes de detectar anormalidades qualitativas nas células germinativas, podendo
fagocitar células defeituosas. Esta acdo gera alteracdo quantitativa nas células
germinativas que, consequentemente, € refletida na redugcdo do numero de
espermatozoides produzidos. Por anos acreditou-se que a proliferacdo das células de
Sertoli acontecia apenas em testiculos imaturos sexualmente. Em roedores de
laboratério, o pico de proliferagcdo destas células comeca antes do nascimento e a
divisdo é encerrada antes da puberdade, e assim, mantem-se numericamente imutavel
por toda a vida do animal (STEINBERGER e STEINBERGER,1971). Entretanto, foi
revelado recentemente que a proliferacdo de células de Sertoli em uma espécie de
roedor ocorreu além do periodo perinatal e até mesmo na vida adulta, na regidao de
transicdo entre os tubulos seminiferos com a rede testicular (FIGUEIRERQ

2016).

Embora as maiores doses do EHRP aemHiminuido a producéo espermatica,
pelas andlises histopatologicas podemos observar que o tratamento ndo causou
alteracOes severas a microestrutura tecidual. Este fato, juntamente com a analise do
estado oxidativo, indica que esta planta ndo danifica as estruturas testiculares e nao
promove estresse oxidativo. Isto é justificado pela manutencdo dos valores de CAT,
SOD e GSH em todos os grupos de tratamento, indicando acéo efetiva anti-estresse.
Este estresse ocorre quando ha instabilidade entre agentes oxidantes e antioxidantes,
havendo grande producédo de espécies reativas (EROs) (FERREIRA E MATSUBARA,
1997).

Com relacdo aos parametros intertubulares houve aumento no percentual de
células de Leydig e do seu citoplasma no grupo de dose intermediaria. Animais tratados
com extrato etandlico deolebrookea oppositifolia tiveram reducdo das @aenucleare
citoplasmatica das células de Leydig, o que interferiu na espermatogénese, pois a sintese
hormonal esta diretamente ligada ao volume total de células de Leydig (G&RITA
2001).

O ILS é um parametro que visa quantificar o investimento em células de Leydig,

com relacdo ao peso corpofalvalor estimado de ILS para camundongos é de 0,03%
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(RUSSELL, 1996), como os valores observados neste trabalho foram de 0,048, entende-
se que estdo dentro da normalidade para a espécie. Alteracbes nesses parametros séo
consideradas como um indicativo no aumento da producéo de testosterona, pois foi
sugerido que a producdo deste androgeno esteja ligada diretamente as mitocondrias e
reticulo endoplasmatico liso, mais do que com o tamanho e a quantidade desta célula
(VYAS e RAVAL, 2016). No entanto, os niveis de testosterona ndo sofram alteracfes
no grupo EHRP 200 mg/Kg, embora tenha aumentado no grupo de maior dose (EHRP
400 mg/Kg). A testosterona € essencial para manter a espermatogénese em varios
niveis. Na auséncia de testosterona ou do receptor de andrégeno (AR), a formacao da
barreira da célula de Sertoli € comprometida, as células germinativas sédo incapazes de
progredir na meiose, as células germinativas imaturas sdo prematuramente deslocadas
das células de Sertoli e os espermatozoides maduros ndo sao liberados das células de
Sertoli. A interrup¢éo de qualquer uma destas etapas dependentes de testosterona resulta
na falha da espermatogénese, o que pode levar a infertilidade (WALKER e CHENG,
2005).

GUO et al.(2005) sugeriram que a inibicdo de cAMP reduz o transporte de
colesterol para a membrana interna das mitocéndrias, onde é convertido principalmente
em pregnenolona, o que causa acumulo no citoplasma da célula de Leydig. Por esta
razdo houve aumento no percentual de citoplasma de Leydig, devido ao acumulo de
goticulas de gordura no grupo EHRP 200 ngg/Bossivelmente promovendo 0 ndo
aumento da testosterona pela deficiéncia na sintese.

Observou-se aumento d®N no pénis dos animais tratados com extrato
hidroalcodlico da folha d&enealmia pycnostachys nas concentracbes de 100 e 200
mg/Kg. O ON regula diversas funcdes fisioldgicas sendo o principal vasodilatador dos
corpos cavernosos penianos (DUSE&Eal,, 2003). Porém, a funcdo erétil € uma
combinacdo complexa de acdes nervosas, vasculares e enddécrinas, com fisiologia pouco
descrita, que trabalham em conjunto para produzir mudancas estruturais de forma
coordenada. O musculo liso dos corpos cavernosos, o endotélio e as comunicacfes
célula-célula através de juncBes gap séo essenciais para a erecao e, portantoiaa patolog
em qualquer um desses componentes pode levar a disfuncdo erétil (DE) (CHUNG,
2006).

Como reflexo do aumento @&N nos grupos tratados com as doses de 100 e 200
mg/Kg, encontramos também o aumento dos corpos cavernosos, o ON néo foi alterado

na dose de 400 mg/Kg, porém, houve aumento nos corpos cavernosos. Embora o 6xido
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nitrico seja o principal responsavel pela vasodilatacdo dos corpos cavernosos, outros
gases endogenos ja foram descobertos, por exemplo o monoxido de carbonod(CO). H
evidéncias de que o CO estimula o guanilato ciclase soltuvel (sGC) e aumenta os niveis
celulares de GMP ciclico (MAINES, 1997; MORITA et al.,, 1995), produzindo
relaxamento da musculatura lisa (ABDEL AZIZ, 2005).

Alguns estudos realizados demostraram os efeitos de extratos vegetais ou de
seus constituintes isolados sobre a ere¢do peniana comprovando sua acédo sobre as
células musculares vasculares, tendo um efeito relaxante e melhorando o mecanismo da
erecdo (ABDELWAHABEet al, 2012; Ll et al, 2012). Assim, o musculo liso deve
relaxar para manter a ere¢do, aumentando a pressao intracavernosa durante o processo
(COSTAEet al, 20089.

CONCLUSOES

O tratamento com o extrato hidroalcodlico da folhaRd@ycnostachys causa
reducdo na producdo espermatica diaria quando administrado em doses de 200 e 400
mg/Kg. Promove aumento de testosterona na maior dose, além do aumento de oxido
nitrico peniano com consequente aumento dos corpos cavernosos. Assimefiesapat
acao erectogénica do extrato, apesar de mostrar reducdo na producdo espermética

porém sem causar danos severos a estrutura tecidual ou ao equilibrio redox.
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