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RESUMO

SOUZA-COSTA, Luiz Pedro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2020.
Efeito da exposicao subcronica do extrato etandlico de Athenaea velutina (Sendtn.) D'arcy
(Solanaceae) sobre parametros testiculares e epididimarios de ratos Wistar. Orientadora:
Mariana Machado Neves. Coorientador: Joao Paulo Viana Leite.

O uso de plantas com propriedades terapéuticas tem mostrado efeito positivo sobre func¢des
reprodutivas. O género Athenaea (Solanaceae) € encontrado principalmente em regides de Mata
Atlantica. A espécie Athenaea velutina (Sendtn.) D’arcy tem se mostrado promissora em
estudos recentes como fitoterdpico em modelo patolégico, sendo seu efeito associados aos
compostos vitanolideos encontrados no extrato. No entanto, ndo se tem estudos sobre sua a¢ao
na reproduc¢do, assim como seus possiveis efeitos toxicoldgicos, principalmente sobre 6rgaos
reprodutivos. Assim, o presente trabalho avaliou os efeitos do extrato etandlico da folha de A.
velutina sobre 6rgaos reprodutores masculinos de ratos Wistar. Animais adultos tratados por 28
dias foram divididos em seis grupos experimentais (n=5/grupo): controle, tratados com PBS e
1% de DMSO; e os tratamentos com 250, 500 e 1000 mg/kg do extrato de A. velutina (G250,
G500 e G1000). Dois grupos foram mantidos por mais 14 dias, sem o tratamento, para avaliacao
da ocorréncia tardia de possiveis efeitos toxicolégicos e foram denominados como: controle
recovery, inicialmente tratados com PBS e 1% de DMSO; e G1000R, inicialmente tratados com
1000 mg/kg do extrato de A. velutina. O extrato de A. velutina ndo mostrou causar alteragdes
em parametros clinicos e biométricos nos animais tratados. Em relacdo ao testiculo, a avaliagdo
microscopica evidenciou vacuolos na base e dpice do epitélio seminifero de alguns animais do
grupo G1000. Observou-se alteragdes em parametros morfométricos tubulares, como aumento
no percentual e volume da tdnica propria, na altura do epitélio e no indice epitéliossomaético,
assim como diminui¢do no percentual e didmetro do limen dos animais dos grupos G500 e
G1000. Os componentes intersticiais ndo apresentaram alteragdes nos animais tratados com A.
velutina. A estereologia e morfometria das células de Leydig mostrou aumento no diametro
nuclear e em seus componentes nos animais dos grupos G500 e G1000. A histologia e
morfometria do epididimo dos animais tratados com extrato de A. velutina ndo apresentou
alteracoes significativas. Em relagdo a atividade das enzimas antioxidantes, nenhuma alteracao
foi observada nos animais tratados. Por outro lado, o malondialdeido em animais dos grupos
G250 e G500 teve sua concentragdo reduzida. Este trabalho mostrou que, apesar de algumas
alteracOes estereoldgicas e morfométricas encontradas no testiculo, o extrato de A. velutina nao

gerou toxicidade neste 6rgdo, bem como no epididimo. Pelo contrdrio, o extrato regulou



positivamente as concentracdes de malondialdeido oriundas de processos oxidativos celulares,

mostrando um efeito benéfico para a reproducido masculina.

Palavras-chave: Solanaceae. Morfometria. Estresse oxidativo. Toxicologia reprodutiva.



ABSTRACT

SOUZA-COSTA, Luiz Pedro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, September, 2020. Effect
of subchronic exposure of the ethanolic extract of Athenaea velutina (Sendtn.) D'arcy
(Solanaceae) on testicular and epididymal parameters of Wistar rats. Adviser: Mariana
Machado Neves. Co-adviser: Joao Paulo Viana Leite.

The use of plants with therapeutic properties has shown a positive effect on reproductive
functions. The genus Athenaea (Solanaceae) is found mainly in Atlantic Forest regions.
Athenaea velutina (Sendtn.) D’arcy has shown promise in recent studies as an herbal medicine
in a pathological model, its effect being associated with the witanolide compounds found in the
extract. However, there are no studies on its action on reproduction, as well as its possible
toxicological effects, mainly on reproductive organs. Thus, the present work evaluated the
effects of the ethanolic extract of A. velutina leaf on male reproductive organs of Wistar rats.
Adult animals treated for 28 days were divided into six experimental groups (n=5/group):
control, treated with PBS and 1% DMSO; and treatments with 250, 500 and 1000 mg/kg of A.
velutina extract (G250, G500 and G1000). Two groups were maintained for another 14 days,
without treatment, to assess the late occurrence of possible toxicological effects and were
called: control recovery, initially treated with PBS and 1% DMSO; and G1000R, initially
treated with 1000 mg/kg of A. velutina extract. A. velutina extract has not been shown to cause
changes in clinical and biometric parameters in the treated animals. Regarding the testis,
microscopic evaluation revealed vacuoles at the base and apex of the seminiferous epithelium
of some animals in the G1000 group. Changes in tubular morphometric parameters were
observed, such as an increase in the percentage and volume of the propria tunica, in the height
of the epithelium and in the epithelosomatic index, as well as a decrease in the percentage and
diameter of the lumen of animals in groups G500 and G1000. The interstitial components
showed not changes in animals treated with A. velutina. The stereology and morphometry of
Leydig cells showed an increase in the nuclear diameter and its components in animals in groups
G500 and G1000. The histology and morphometry of the epididymis of the animals treated with
extract of A. velutina did not present significant alterations. Regarding the activity of
antioxidant enzymes, not changes were observed in the treated animals. On the other hand,
malondialdehyde in animals in groups G250 and G500 had its concentration reduced. This work
showed that, despite some stereological and morphometric changes found in the testis, the
extract of A. velutina did not generate toxicity in this organ, as well as in the epididymis. On
the contrary, the extract positively regulated the concentrations of malondialdehyde from

cellular oxidative processes, showing a beneficial effect for male reproduction.

Keywords: Solanaceae. Morphometry. Oxidative stress. Reproductive toxicology.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais possuem propriedades terapéuticas que podem aliviar sintomas
e tratar doencas, apesar de ocasionalmente apresentarem efeitos adversos (Trojan-Rodrigues
et al., 2012). Para uma planta medicina se tornar um medicamento fitoterapico € necessaria a
realizacdo de pesquisas que busquem identificar os componentes quimicos bioativos visando
a padronizacdo do extrato, ensaios de seguranca e de comprovacdo de eficdcia terapéutica
(Tribess et al., 2015).

Os compostos fitoquimicos de plantas medicinais podem atuar positivamente sobre as
fungdes reprodutivas masculinas (Farombi et al., 2013). A busca por fitoterdpicos que
melhorem os aspectos reprodutivos tem se tornado fonte de diversos estudos, pois 0s
compostos fitoquimicos de origem vegetal podem alterar positivamente as taxas de fertilidade
e regular as atividades dos componentes enzimaticos testiculares (Dias et al., 2019; Mouro et
al., 2020). Apesar dos efeitos benéficos, algumas plantas apresentam efeitos adversos na
reproducdo masculina, podendo afetar negativamente a producdo dos espermatozoides e
comprometer as fungdes testiculares e epididimarias (Dias et al., 2019). Por isso, existe a
necessidade de avaliar os possiveis efeitos positivos e negativos de uma planta sobre a
reproducdo masculina.

Dentre as plantas com potencial afrodisiaco e na reproducdo, algumas espécies
pertencentes a familia Solanaceae merecem atencdo, principalmente aquelas do género
Withania spp. que ja tiveram suas propriedades farmacoldgicas e afrodisiacas descritas na
literatura (Kumar et al., 2015a). Embora essas espécies sejam promissoras para as fungdes
reprodutivas, muitas delas ndo sdo encontradas no Brasil. Assim, existe a necessidade da busca
por plantas alternativas que possam ser utilizadas para a melhora da reproducado (Da Silva et
al, 2012). Athenaea velutina (Sendtn.) D’arcy faz parte do género Athenaea que pertence a
subtribo Withaninae, sendo descritas cerca de 12 espécies encontradas principalmente na Mata
Atlantica (Stehmann et al., 2015; Zamberlan et al., 2015; Kuhlmann, 2018). Apesar de ser
pouco conhecida pela ciéncia, Athenaea velutina tem se mostrado promissora em estudos
farmacoldgicos, principalmente por apresentar compostos bioativos pertencentes a classe de
esteroides vitanolideos, similares a espécie W. somnifera, conhecida pela medicina
Ayurvédica, como ginseng indiano (Olmstead et al., 2008).

Em estudo recente, o extrato de A. velutina diminuiu nimero de col6nias de melanoma
induzidos nos pulmdes de camundongos Black, sendo sua atividade associada aos vitanolideos

(Almeida, 2019). Outro estudo sugere que o extrato etandlico da folha de A. velutina, cujo os



15

marcadores fitoquimicos s@o os vitanolideos, ndo causou alteracdes clinicas sobre os
parametros bioquimicos, hematolégicos e histopatoldgicos hepdticos de ratos Wistar
(Prazeres, 2020). Ainda, os vitanolideos também foram descritos no extrato da folha de
Atheneae fasciculata e tiveram atividade leishmanicida contra a forma promastigota de L.
amazonenses (Lima et al., 2018).

Os vitanolideos sd@o metabdlitos secundarios esteroides oxigenados e sdo bastante
estudados, obtidos a partir dos géneros Withania e Physalis (Kumar et al., 2015; Huang et al.,
2019). Diversos estudos farmacoldgicos t€m sido realizados com vitanolideos, sendo que
esses compostos apresentaram atividades anticarcinogénica, anti-inflamatéria, antidepressiva,
hepatoproterora e imunomoduladora (Jayanthi et al., 2012; Malik et al., 2013; Yang et al.,
2017; Li et al., 2017; Kumar et al., 2019).

Apesar de ndo existirem estudos sobre os efeitos de A. velutina na reprodugdo
masculina, é possivel que a mesma possua efeitos positivos nos 6rgaos reprodutivos, ja que a
literatura mostra que Withania somnifera (L.) Dunal, pertencente a mesma subtribo de A.
velutina, € utilizada como um fitoterapico afrodisiaco na Asia e na Africa (Olmstead et al.,
2008). Estudos com extrato de W. somnifera descrevem um aumento na concentracdo de
espermatozoides em homens inférteis. Os estudos ainda mostraram que hd um aumento nas
concentracoes séricas de testosterona e hormonio luteinizante (LH), além disso, foi observado
uma melhora significativa na qualidade e motilidade espermdtica e nas concentracdes de
marcadores de estresse oxidativo (Ahmad et al., 2010; Rajashree et al., 2011; Ambiye et al.,
2013; Kaspate et al., 2015).

Para que uma planta seja utilizada como fitoterdpico na reproducdo, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa) adverte que pesquisas de toxicidade devem ser
avaliadas sobre doses repetidas em 6rgdos reprodutores (Anvisa, 2013). Diante do exposto,
observando os estudos com as espécies da familia Solanaceae e de alguns dados pré-existentes
sobre a planta, é possivel que Athenaea velutina (Sendtn.) D'arcy ndo seja toxica aos 6rgaos
reprodutivos e que a mesma possa ser utilizada como fitoterdpico. Assim, foram realizados
ensaios pré-clinicos para verificagcdo dos possiveis efeitos toxicolégicos do extrato de A.

velutina sobre a reproducdo de ratos machos.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1472648317306259?casa_token=rzfOseqEj_0AAAAA:Ki4bbkdGQIqJoWByFVMtsdyA6Dbzs3idAVC2w9vtnJkZiCp-JI3xxCe3acFo7j3c-_KhnL2kQDlb#bib0050
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1472648317306259?casa_token=rzfOseqEj_0AAAAA:Ki4bbkdGQIqJoWByFVMtsdyA6Dbzs3idAVC2w9vtnJkZiCp-JI3xxCe3acFo7j3c-_KhnL2kQDlb#bib0050
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2. OBIJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Avaliar os efeitos do extrato etandlico da folha de A. velutina sobre O6rgaos

reprodutores masculinos de ratos Wistar.

2.2. Objetivos especificos

e Verificar o efeito do extrato etandlico de A. velutina sobre os parametros biométricos
de ratos durante e apds o tratamento;

e Avaliar se o extrato etandlico de A. velutina altera parametros estereologicos e
morfométricos testiculares e epididimarios;

e Averiguar a presenca de possiveis danos morfologicos testiculares e epididimérios que
tenham sido causados pelo extrato etandlico de A. velutina;

e Verificar se o extrato etandlico de A. velutina altera a atividade das enzimas
antioxidantes que atuam no processo de estresse oxidativo, bem como outros

indicadores de dano oxidativo nos testiculos e epididimos de ratos.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 — Fitoterdpico e uso farmacoldgico

O uso de plantas para fins medicinais surgiu na antiguidade pelas civilizacdes da
China, India, Egito e Grécia. Atualmente, é assumido que a maior parte dos medicamentos
existentes foram desenvolvidos a partir de produtos naturais, sendo que em apenas 38 anos
diversos medicamentos anticarcinogénicos e antidiabaetes, por exemplo, testados e aprovados
foram derivados a partir desses produtos (Newmann & Gragg, 2020).

As plantas podem ser usadas de diferentes formas para a promog¢ao da saide, podendo
ser citadas seu uso de forma mais simples, como tratamento topico, e seu beneficiamento pelas
industrias cosmética, alimenticia e farmacéutica (Lorenzi & Matos, 2008). Porém, o uso de
plantas com finalidade terapéutica sem respaldo cientifico é uma prética perigosa e um
obstaculo para a implantacdo da fitoterapia. Por isso, é importante a abordagem cientifica para
comprovar a eficicia de uma planta como fitoterdpico (Beltran-Rodriguez et al., 2014).

A selec¢do de uma planta para pesquisa farmacoldgica é baseada em quatro abordagens
principais: quimiotaxondmica, etoldgica, etnodirigida e randdmica. A abordagem
quimiotaxonOmica constitui-se na selecao de espécies de uma familia ou género, onde haja

conhecimento fitoquimico de pelo menos uma espécie do grupo (Misra & Srivastava, 2016).
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A abordagem etol6gica € baseada nos estudos comportamentais de animais, como 0s primatas,
sob o consumo de determinada planta (Gaoue et al., 2017). A abordagem etnodirigida é
baseada na selecdo de espécies de acordo com a indicag¢do de uso por grupos populacionais
especificos, essa abordagem é conhecida também como etnofarmacoldgico, que parte do
principio do conhecimento tradicional (Gaoue et al., 2017). As investiga¢cdes randomicas
envolvem a coleta ao acaso de plantas para triagens fitoquimicas e farmacoldgicas, no entanto,
apesar de ser uma abordagem aleatdria, essa técnica aplica-se de forma criteriosa (Almeida et
al., 2020).

Para que uma planta se torne insumo farmacéutico ativo de fitoterdpico é necessdrio
que além de ser conhecido os compostos relacionados a atividade bioldgica, ter pesquisa de
seguranca e de comprovacao terapéutica. Essas atividades estdo diretamente relacionadas aos
metabolitos secundarios que sdo produzidos conforme as condigdes ambientais em que a
planta cresce, tais como temperatura, precipitacao, sazonalidade e o tipo de solo (Bianchini,
2011). Quando a planta é exposta a uma situacao de estresse ou afetada por algum patégeno,
ela ativa sistema de defesa quimica e passa a sintetizar moléculas conhecidas como
metabolitos secundarios. Essas moléculas, que também pode ser encontrada em bactérias e
fungos, sdo essenciais para a sobrevivéncia da planta, desempenhando um papel importante
em sua fisiologia e metabolismo. Para os seres humanos, esses metabdlitos podem ser
utilizados no tratamento de doencas (Taiz et al., 2017; Narsing Rao et al., 2017).

Virios metabolitos secundarios de origem vegetal apresentam grande importancia para
as industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia (Guerriero et al., 2018; Wink, 2018). Os
metabolitos secundédrios podem ser categorizados em quatro classes principais, sendo os
compostos fendlicos, terpenoides, compostos nitrogenados e compostos sulfatados (Vizzotto
et al., 2010; Ahmed et al., 2017).

Muitos destes compostos extraidos de plantas ja possuem atividades farmacoldgicas
bem descritas na literatura e alguns ja sdo utilizados como principios ativos de medicamentos,
constituindo assim, os fitofdrmacos. Compostos contendo nitrogénio, como os alcaloides,
podem  apresentar atividades leishmanicida, antimicrobiana, anti-inflamatdria,
anticarcinogénica, anti-HIV e outras atividades farmacoldgicas (Santos et al., 2016; Moreira
et al., 2018). Os flavonoides, pertencentes ao grupo dos compostos fendlicos, possuem
diversas atividades ja descritas como antioxidante, anti-inflamatdria, anticarcinogénica,
analgésica e outras (Sangeetha et al., 2016). Compostos contendo sulfato, como lectinas e

defensinas, por exemplo, possuem atividades imunomoduladoras, antimicrobiana e antiviral,
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as quais sdo muito importantes para o sistema imunolégico (Holly et al., 2017; Jandd et al.,
2017).

Os compostos vitanolideos fazem parte do grupo dos terpenoides, podendo ser
definidos como lactonas esteroidais, sendo os principais compostos quimiotaxondmicos
encontrados na familia Solanaceae (Sang-Ngern et al., 2016; Sathiyabama & Parthasarathy,
2018). Estudos com os vitanolideos mostram agdo supressora de linhagens celulares de
carcinoma (Cao et al., 2015; Sun et al., 2016), atividade anti-inflamatoéria com inibi¢ao da
producdo de oxido nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGE?2), oxido nitrico sintase inorganico
(INOS), ciclo-oxigenasse-2 (COX-2) e citocinas pré-inflamatérias (TNF-a , IL-1p e IL-6) (Li
et al., 2017), efeito antidiabético (Liu et al., 2010), atividade imunomoduladora, reducao da
producdo de NO em macréfagos estimulados com lipopolissacarideo (LPS) e interferon-y
(Soares et al., 2003), dentre outras atividades farmacoldgicas.

Os vitanolideos possuem grande importincia econdmica, seus estudos t€m sido
baseados sobretudo nos géneros da familia Solanaceae, sendo os principais Withania e
Physalis. (Kumar et al., 2015; Huang et al., 2019). Vitanolideos extraidos de P. pubescens
mostraram efeitos na supressdo de quatro linhas celulares de carcinoma de células renais
humanas (Chen et al., 2016). Efeitos antidiabéticos também foram descritos na espécie
P. alkekengi, em que a planta se mostrou eficiente na reducao das concentragdes da glicose,
do estresse oxidativo e na supressdo da atividade da a-glucosidase (Hu et al., 2018). Além
disso, atividades farmacoldgicas como imunorregulacdo, antimicrobiana, anti-inflamatdria,
tripanossomicida e leishmanicida foram descritas para o género Physalis, todas associadas aos
vitanolideos (Huang et al., 2019).

A raiz da planta W. somnifera € utilizada como suplemento alimentar para idosos e
gestantes. Em modelo animal com Alzheimer auxiliou na estimulagcdo da aprendizagem e da
memoria, forneceu defesa contra doengas e retardou o processo de envelhecimento (Dhanani
et al., 2017). Além disso, os vitanolideos extraidos de W. somnifera foram associados a
atividade hipoglicemiante melhorando a capacidade de absor¢do da glicose, sendo
considerados antidiabéticos (Gorelick et al., 2015). Outras atividades farmacoldgicas sao
associadas a essa espécie, como hepatoprotetora, antiepilética, anticarcinogénica,
antidepressiva, antioxidante e imunomoduladora (Jayanthi et al., 2012; Patel et al., 2013;
Soman et al., 2013; Malik et al., 2013; Ahmed et al., 2018; Kumar et al., 2019). Mesmo com

todos os resultados dos trabalhos supracitados, ainda sdo necessarios mais estudos sobre 0s
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compostos vitanolideos, principalmente aqueles encontrados em espécies endémicas do

Brasil.
3.2 — Athenaea velutina (Sendtn.) D'Arcy

As plantas com potencial farmacolégico encontradas na Mata Atlantica necessitam de
estudos mais detalhados acerca de suas propriedades medicinais. Diversas espécies de plantas
tém grande potencial terapéutico, podendo ser importantes para a aten¢do primdria a saide
(Tribess et al., 2015; Gomez et al., 2016).

A familia Solanaceae € composta por 97 géneros, com cerca de 2700 espécies divididas
em 9 subfamilias que s@o subdivididas em tribos, sendo vdrias espécies descritas com
potencial farmacolégico (Olmstead et al., 2008; Shah et al., 2013). Dentre os gé€neros, existe
0 Athenaea, o qual contém 12 espécies, encontradas principalmente nas regides sul e sudeste
Brasil. Dentre essas espécies, existe Athenaea velutina (Sendtn.) D'Arcy, nome legitimo e
aceito para a nomenclatura taxondmica anterior Aureliana velutina Sendtn., que para a ser
uma sinonimia (Rodrigues et al., 2019).

A Athenaea velutina (Sendtn) D'arcy, conhecida como jurubeba-de-morcego, faz parte
da subtribo Withaninae, da qual diversas plantas se destacam pela sua notdria importancia
econOmica para fins alimenticios, ornamentais ou farmacoldgicos (Zamberlan et al., 2015;
Kuhlmann, 2018; Rodrigues et al., 2019). As caracteristicas morfoldgicas de A. velutina sdao
caule cilindrico (Figura 1A) com tricomas simples. As folhas sdo acuminadas no dpice e
atenuadas na base (Figura 1B). As corolas apresentam manchas verdes (Figura 1C). Os frutos
apresentam coloracdo esverdeada quando imaturo e verde-amarelado quando maduro (Figura
1D) (Carvalho et al., 2001). Entre os dominios fitogeograficos, A. velutina € encontrada

predominantemente na Mata Atlantica e Cerrado (Figura 1E).
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Figura 1. Athenaea velutina (individuo encontrado na Estacdo de Pesquisa, Treinamento e

Educacdo Ambiental (EPTEA)). Imagens: Alisson A. Almeida.

A espécie de Athenaea velutina € pouco estudada em relacdo ao seu perfil fitoquimico

e farmacoldgico. Apenas recentemente seu perfil fitoquimico foi analisado por Almeida

(2019) e Prazeres (2020), sendo o vitanolideo A acetilado, o aurelianolideo B e o vitanolideo

diacetilado os componentes majoritarios (Fig. 2). Estes estudos comprovam outros trabalhos

que trouxeram a elucidacdo do perfil fitoquimico da espécie Athenaea fasciculata (Vell)

(Almeida-Lafeta et al., 2010; Lima et al., 2018).
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Figura 2. Vitanolideos encontrados no extrato da folha de A. velutina. Prazeres (2020).

O perfil citotéxico de macréfagos J774 foi avaliado por Lima et al. (2018), os autores
observaram atividade citotéxica significativa do vitanolideo A e aurelianolideo B. Almeida
(2019) utilizando extrato de A. velutina e avaliando a atividade antimelanoma observaram
resultados positivos na diminui¢do dos tumores. Além disso, o estudo de Prazeres (2020)
mostrou que o extrato de A. velutina ndo é t6xico quanto aos pardmetros bioquimicos,
hematolégicos e histopatoldgicos hepaticos em modelo animal. Apesar dos estudos citados, a
literatura ainda € escassa em relagdo ao potencial farmacoldgico de A. velutina, havendo

necessidade de mais estudos.
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3.3 — Histofisiologia testicular

Os testiculos sdo Orgdos responsdveis pela producdo do gameta masculino
(espermatozoide) e do hormonio testosterona, além disso, tem a fun¢do exdcrina e enddcrina,
as quais mantém a fun¢do reprodutiva e as caracteristicas sexuais secundarias (Russell &
Franca, 1995). E um 6rgdo envolto externamente por uma cépsula conhecida como tinica
albuginea, a qual possui coloracdo tendendo ao branco, sendo constituida por tecido
conjuntivo denso (Griswold, 2015). A partir dessa cdpsula, septos fibrosos estendem-se para
o interior do 6rgdo até o mediastino, subdividindo o testiculo em 16bulos. O testiculo €
subdividido em dois compartimentos: intersticial, constituido por células intersticiais (de
Leydig), e tubular, constituido por células que fazem parte da espermatogénese (Sharpe,
1994).

Os tubulos seminiferos sdo revestidos pela tinica propria, que contém elementos
acelulares e as células mioides, que possuem caracteristicas de células musculares lisas e
participam do movimento contratil do tibulo seminifero e ddo suporte estrutural as células do
epitélio seminifero (Ross & Pawlina, 2016; Rooij, 2017). O epitélio seminifero € constituido
por duas populacOes de c€lulas, sdo essas as células germinativas e as c€lulas de Sertoli
(células somdticas) (Amann, 2008). O epitélio seminifero € subdivido em dois
compartimentos, um contendo as espermatogdnias e os espermatdcitos primarios em pré-
leptéteno (ambiente basal) e o outro contendo os espermatdcitos primérios e secundarios e
espermadtides em diferentes fases da espermiogénese (ambiente adluminal) (Meistrich & Hess,
2013; Griswold, 2015; Morais et al., 2016).

As células de Sertoli sdo células epiteliais colunares altas, estendem-se desde a base
até o limen dos tibulos seminiferos, sendo o nicleo mais evidente, pois € grande e capaz de
mudar de forma através do ciclo do epitélio seminifero, geralmente exibindo profundas
invaginagdes no envoltdrio nuclear (Hess & Vogl, 2015; Franga et al., 2016). Suas principais
funcdes sdo a formacdo da barreira formado por células de Sertoli, que € responsavel pela
protecao das células germinativas controlando a passagem de moléculas e células do sistema
imunolégico; suporte estrutural e nutricional as células germinativas; fagocitose de corpos
residuais e de células germinativas degeneradas; producdo de fluidos testiculares e
espermiacao e a produgdo e liberacao de fatores regulatérios. Além disso, as células de Sertoli
possuem importante papel na manuteng¢io da espermatogénese (Griswold, 2015; Oliveira &

Alves, 2015; Franca et al., 2016).
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A espermatogénese € constituida por trés fases, sendo a primeira fase chamada de
proliferativa, na qual ocorre a multiplicacio de espermatogdnias por mitose; a segunda de fase
meidtica, a qual caracteriza-se pela recombinacdo e segregacdo do material genético; e a
terceira fase ¢ denominada de espermiogénese, na qual ocorre a citodiferenciacdo das
espermdtides arredondadas em espermatozoides (Chiarini-Garcia et al., 2003; O’Donnell,
2014; Nihi et al., 2017).

Outro compartimento importante € o intersticio, que é constituido por tecido
conjuntivo frouxo, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e uma populacdo de células. As
principais células sdo os fibroblastos, os macréfagos e as células de Leydig, sendo estas
responsaveis pela producdo e secrecdo da testosterona (Ross & Pawlina, 2016).

As células de Leydig possuem nucleo de formato arredondado ou poligonal,
normalmente bem evidente e citoplasma rico em reticulo endoplasmatico liso (REL) e
mitocOndrias, isso se deve a sua atividade esteroidogénica. Elas encontram-se na regido
intersticial testicular, tendo como principal fun¢do a producdo de testosterona, a partir da
conversdo do colesterol em pregnenolona, para a regulacdo pardcrina da espermatogénese no
testiculo e para os varios processos enddcrinos sistémicos, androgénicos e anabolicos, fora do
testiculo (Teerds & Huhtaniemi, 2015; Wang et al., 2017).

A linhagem de células de Leydig adulta passa por quatro estdgios de diferenciacao
durante seu processo de maturacdo: células-tronco Leydig (CTLs), células progenitoras de
Leydig (CPLs), células imaturas de Leydig (CILs) e células adultas de Leydig (CALs), € na
fase adulta sdo responsédveis pela producdo de testosterona e manutencdo da fungdo
reprodutiva masculina (Chen et al., 2009).

Para que o processo espermatogénico ocorra € necessario que determinados hormoénios
regulem as funcdes das células de Sertoli e das células de Leydig, esses hormonios sdo o FSH
(hormonio foliculo estimulante) e o LH (hormdnio luteinizante) (Ross & Pawlina, 2016). O
hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH), produzido no hipotdlamo, estimula a secre¢io
de FSH e LH pela adeno-hipdfise. A sintese da proteina ligante de andrégeno (ABP) produzida
pela célula de Sertoli € estimulada pelo FSH e a producdo de FSH € estimulada pelo hormonio
ativina e regulada pelo hormonio peptideo inibina, que sdo produzidas pela célula de Sertoli
atuando através de um feedback positivo e feedback negativo, respectivamente (Hafez et al.,
2004). Ja o LH estimula a sintese de testosterona nas células de Leydig e a testosterona por
sua vez atua na hipéfise diminuindo a sintese de LH, ou até mesmo diminui a sintese de GnRH,

por meio do feedback negativo (Saltzman et al., 2010).
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Apesar de um controle rigido para o equilibrio homeostatico nos testiculos, alguns
fatores exdgenos, por exemplo, moléculas quimicas provenientes de plantas e/ou metais
pesados, podem afetar negativamente as fungdes reprodutivas levando a um total
desequilibrio. Tais fatores podem alterar o peso do 6rgdo, as propor¢des e didmetros dos
tdbulos seminiferos e dos componentes intersticiais, podendo levar ao comprometimento da

espermatogénese (Souza et al., 2016a; Dias et al., 2019).
3.3 — Histofisiologia epididimdria

Quando os espermatozoides saem do testiculo eles sdo imaturos e incapazes de
fecundar o odcito. Para que essa fecundacdo ocorra é necessario que os espermatozoides
adquiram motilidade e sejam capacitados, esses processos ocorrem nos compartimentos do
epididimo (Dacheux & Dacheux, 2014). O epididimo consiste em um longo ducto em formato
de meia-lua, altamente enovelado e contorcido, que conecta os canais eferentes ao ducto
deferente, localiza-se na regido superior e posterior do testiculo. O epididimo consiste em
ductulos eferentes, que ocupam o segmento inicial e a cabeca do epididimo; e ducto do
epididimo, que ocupa o corpo € a cauda (Ross & Pawlina, 2016). Esta regionalizacao é
baseada no estudo da altura do epitélio, do didmetro tubular e da variacdo na frequéncia dos
diferentes tipos celulares que compdem seu epitélio (Sullivan, 2004; Cornwall, 2009).

A microestrutura tecidual do epididimo consiste em um epitélio pseudoestratificado
colunar, cuja altura € diferente ao longo do ducto epididimario. O epitélio pseudoestratificado
€ formado por células denominadas de células principais, basais, apicais, estreitas, claras e
fagdcitos migratorios que eventualmente sdo encontrados no epitélio (Franca et al., 2005;
Sullivan, 2004). Além disso, a regido intersticial do epididimo € constituida por uma camada
muscular que fica ao redor do ducto, auxiliando no transporte dos espermatozoides; por tecido
conjuntivo; vasos sanguineos e células do sistema imunolégico (Ross & Pawlina, 2016).

As células principais constituem 80% das células do epitélio e caracterizam-se por
abundancia de reticulo endoplasmatico rugoso (RER), Golgi e granulos secretdrios, o que
reflete sua alta atividade exocitica, principalmente nas regides da cabeca e do corpo, e
atividade endocitica na regido da cauda, promovendo a reabsorcao de varios componentes do
liquido epididimario (Zhou et al., 2018).

As células basais estdo intimamente ligadas a membrana basal e as células principais.
Elas possuem a capacidade de modificar a sua forma para ajustar o volume e a pressao luminal,

0 que caracteriza uma protecdo da integridade estrutural do limen (Zhou et al., 2018). Além
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disso, as células basais possuem a capacidade de estender projecdes citoplasmadticas até o
limen, além de poder atravessar a barreira da juncdo, auxiliando na defesa imunolédgica e na
acidificac@o luminal via receptor de angiotensina II tipo 2 (Shum et al., 2008, 2014).

As células apicais possuem uma morfologia curta em forma de cone no lado luminal
do epitélio. Ainda ndo existem muitos estudos em relacdo a sua func¢do, mas sabe-se que elas
possuem a capacidade de endocitose de moléculas do limen (Robaire et al., 2006; Kujala et
al., 2007).

As células claras e estreitas possuem a mesma fun¢do endocitica das células principais
na regido caudal. Além disso, elas possuem atividade ATP4sica, auxiliando na acidifica¢io
luminal via bombeamento de prétons, essa acidificagdo e a baixa concentragio de bicarbonato
(HCO3") auxiliam a manter os espermatozoides em estado de repouso durante sua maturacao
e armazenamento no epididimo (Shum et al., 2011).

Distribuidos por todas as regides do epididimo, os fagdcitos migratdrios, por exemplo,
células dendriticas e macrofagos, foram descritos como estando associados as células
epiteliais epididimdrias, dando suporte e capacidade de apresentacdo de antigenos (Da Silva
et al., 2011; Shum et al., 2014).

O tempo de passagem do espermatozoide € crucial para a maturacdo, em média a
passagem pelo ducto epididimario varia de 3 a 15 dias, dependendo da espécie (Cosentino e
Cockett, 1986). Varios processos ocorrem durante esse periodo, como a inserc¢ao de proteinas
na superficie espermdtica via epididimossomo, como proteinas ligadas a
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e ricas em cisteinas (CRISPs), dentre outras. Essas proteinas
conferem resisténcia e motilidade ao espermatozoide para que possam realizar a fecundagao
no odcito e sobreviverem ao sistema imunoldgico da vagina (Dacheux & Dacheux, 2014;
Martin-DelLeon, 2015; Hu et al., 2018).

O transporte do espermatozoide pelo ducto epididimario € essencial para o processo
de maturagdo espermadtica, uma redu¢@o no tempo de transito pode interferir neste processo,
afetando a quantidade e a capacidade fértil dos espermatozoides disponiveis para a ejaculacio
(Klinefelter, 2002; Ross & Pawlina, 2016).

Apesar de todo o controle fisiolgico e apesar de o epididimo ser um 6rgdo bastante
resistente, compostos quimicos podem comprometer as estruturas e funcdes desse 6rgdo, o
que leva a ndo capacitacdo dos espermatozoides, podendo causar infertilidade (Ghosal et al.,

2013; Souza et al., 2016b).
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3.4 — Planta e 6rgdos reprodutivos

Tem-se mostrado atualmente que vérios fatores como obesidade, ansiedade e uso
exagerado de medicamentos sintéticos podem interferir e aumentar os riscos de desenvolver
problemas sexuais (Alok et al., 2013). Por outro lado, diversas plantas t€m mostrado potencial
farmacol6gico promissor relacionado a fun¢des reprodutivas, regulando positivamente a
estrutura tecidual testicular e as células esperméticas (Farombi et al., 2013).

Em relacdo aos efeitos de plantas sobre as fungdes reprodutivas, o testiculo € o
principal 6rgao afetado, por ter a maior sensibilidade a agentes xenobidticos. Foi observado
em um estudo recente que a combinacgao de Anacyclus pyrethrum (AP) com Tribulus terrestris
(TT) elevou significativamente as concentracdes de testosterona, melhorando as fungdes
reprodutivas sexuais. Além disso, houve aumento significativo do numero de
espermatogonias, espermdtides, células de Leydig e células de Sertoli e na espessura do
epitélio seminifero dos animais (Haghmorad et al., 2019).

O aumento no ndmero de células de Leydig e células de Sertoli tem sido associado a
elevagdo das concentragdes hormonais (Machado-Neves et al., 2018). Um estudo baseado na
dieta contendo sementes de Mucuna pruriens mostrou que as concentragdes séricas de
testosterona, hormonio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) foram
aumentadas. Além disso, houve melhora da defesa antioxidante testicular e da qualidade do
espermatozoide  epididimario, sem que houvessem  alteracdes degenerativas
testiculares (Ashidi et al., 2019).

Embora as plantas possam trazer beneficios para as funcdes reprodutivas, algumas
possuem efeitos colaterais sobre a reproducdo masculina, principalmente sobre as fungdes
testiculares (Qureshi et al., 2006). O estudo de Dias et al. (2019) com extrato de Pfaffia
glomerata mostrou que o extrato da planta promoveu reducdo do nimero de espermatides
residentes, o que levou a um prejuizo na produgdo de espermatozoides, além de anomalias
morfolégicas nos espermatozoides, o que acarretou em perda embriondria.

Outros estudos também mostraram efeitos deletérios de plantas sobre os testiculos. Os
efeitos observados foram vacuolizagdo intraepitelial, redug@o da area das células de Sertoli e
de Leydig, degeneracao tubular, reduc@o no didmetro dos tubulos seminiferos e da altura do
epitélio, além de afetar negativamente a produgao de espermatozoides (Mishra & Singh, 2005,
2009; Gupta et al., 2007).

O epididimo, mesmo sendo resistente, também pode ser afetado por agentes externos.

Um estudo com Hypoxis hemerocallidea mostrou um aumento da quantidade de
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espermatozoides e na motilidade espermatica, o que resultou na melhora na fertilidade dos
animais tratados (Tiya et al., 2016). O extrato etandlico de Abelmoschus manihot apresentou
efeito anabdlico e espermatogénico em camundongos, principalmente nas doses de 100 e 200
mg/kg, houve também um aumento na contagem de espermatozoides na cauda do epididimo,
prolongacdo da erecdo do pénis e melhora do comportamento sexual (Rewatkar et al., 2010).

Embora algumas plantas possuam efeitos positivos sobre o epididimo, outras podem
ter efeito contrario. Um estudo com o extrato de Hypericum humifusum mostrou que a
administracdo de 200 e 400 mg/kg diminui a produgdo espermdtica do epididimo e a
viabilidade espermadtica nos animais tratados (Hammami et al., 2017).

Apesar de ja existirem estudos a respeito do perfil fitoquimico de Athenaea velutina
(Almeida, 2019; Prazeres, 2020), nenhum estudo relativo a seu efeito sobre as fungdes
reprodutivas foi descrito. No entanto, com base nos estudos utilizando a espécie W. somnifera,
que pertence a mesma subtribo (Withaninae), é possivel que A. velutina possua o mesmo efeito
afrodisiaco e ndo cause toxicidade nos testiculos e epididimos.

A espécie W. somnifera (L.) Dunal é bastante conhecida na Asia e na Africa por suas
propriedades afrodisfacas. O estudo de Ahmad et al. (2010) descreve que o extrato de W.
somnifera aumenta a concentracdo e motilidade esperméticas em homens inférteis. O estudo
ainda mostra que houve um aumento das concentracdes séricas de testosterona e LH, além
disso, foi observado uma melhora significativa na qualidade espermadtica. Outro estudo
avaliou os mesmos parametros que Ahmad et al. (2010) em homens inférteis tratados com
extrato de W. somnifera e foi observado aumento de 167 % na concentracdo de
espermatozoides. Ainda, o estudo mostrou que o extrato da planta melhorou a motilidade
espermdtica em 57 % e o volume de s€émen em 53 %, além de aumentar os niveis de
testosterona e LH (Ambiye et al., 2013).

Os estudos de Bhargavan et al (2015) e Kumar et al. (2015b) descreveram a reversao
dos danos testiculares em ratos induzidos com &lcool e arsénio, respectivamente. O trabalho
de Kumar et al. (2015b) mostra que a contagem e a motilidade de espermatozoides no grupo
submetido ao arsénio e tratado com W. somnifera aumentou consideravelmente, além disso,
as concentracoes de testosterona e LH aumentaram. Em relacdo ao estudo de Bhargavan et al.
(2015) foi observado uma redugdo nas anormalidades nos espermatozoides induzidas pelo
alcool 50 %, além de melhora da motilidade espermaética, quando os animais foram tratados

com W. somnifera.
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3.5 — Estresse oxidativo na reprodugdo

Muitas plantas podem ter compostos que afetam o equilibrio redox das células,
interferindo nos parametros reprodutivos. Por isso, para que a a¢ao fitoterdpica das mesmas
seja avaliada € necessdrio estimar a atividade de algumas enzimas e mensurar a concentracao
de marcadores relacionados ao estresse oxidativo nos modelos animais utilizados (Siewert et
al., 2019).

O estresse oxidativo ocorre pela producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou

nitrogénio (ERNs), que sdo neutralizadas pelas defesas antioxidantes do organismo (Schieber
& Chandel, 2014). As EROs, como peréxido de hidrogénio (H20>), anion superdxido (O2°) e
hidroxila (OH"), atacam macromoléculas celulares incluindo DNA, proteinas e lipidios,

podendo gerar uma série de danos celulares e fisiopatoldgicos, por isso € necessario o processo
de desintoxicacdo para que os danos as macromoléculas ndo ocorram de modo excessivo
(Ribeiro et al., 2005).

Nos 6rgdos reprodutivos, a produ¢do de EROs pode ser proveniente das mitocondrias
e de uma variedade de enzimas, tais como as xantinas, citocromo P450 e NADPH oxidase
(Aitken & Roman, 2008). O sistema antioxidante enzimadtico € responsavel por manter o
equilibrio das concentracdes das EROs dentro dos limites fisioldgicos. Desse sistema fazem
parte as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e enzimas do ciclo redutor da
glutationa, tais como a glutationa S-transferase (GST) e a glutationa peroxidase (GPx)
(Andrade Junior et al., 2005; Ribeiro et al., 2005).

A SOD faz parte de um grupo de metaloenzimas, juntamente com a CAT, que em meio
aquoso, catalisa a reacdo de dismutacdao do O2" em H2O2 em células aerdbicas. Além disso, o
Oy atua na producao do radical hidroxila (OH"), porém, também atua na defesa do organismo
contra infeccoes. O OH" reage amplamente com aminodcidos, dcido desoxirribonucleico
(DNA) e 4cido ribonucleico (RNA) (Rahman et al., 2006). Ao passo seguinte, a CAT atua na
decomposi¢cdo do H>O», formado pela acdo da SOD, em H20 e Oz (Andrade Junior et al.,
2005). O H20, é extremamente deletério, pois participa de reacdes que produzem o OH", esse
composto possui meia-vida longa e € capaz de atravessar camadas lipidicas e reagir com
metais de transicdo e algumas hemoproteinas. O H20O: pode ainda induzir alteracOes
cromossOmicas, romper a coluna do DNA e, na auséncia de catalisadores, oxidar compostos
sulfidrila (Ferreira & Matsubara, 1997; Comhair & Erzurum, 2002).

A GST estd envolvida na desintoxicac@o da célula contra substancias exégenas, por

meio de conjugados de glutationa com xenobidticos e produtos aldeidicos que sao produzidos
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na peroxidacgdo lipidica (Hermes-lima, 2004). Além disso, também pode iniciar a oxidagdo
dos 4cidos graxos poli-insaturados das membranas celulares (lipoperoxidacdo) (Andrade
Junior et al., 2005; Valko et al., 2007). A GPx € a principal peroxidase em vertebrados, quando
a CAT estd saturada ou sua atividade esta prejudicada, a GPx € a principal enzima responsavel
pela conversdo de H202 em 4gua e Oz nos 6rgios reprodutivos (Kaur et al., 2006). E uma
enzima que contém selénio em seu sitio ativo e € responsdvel pela redugdo dos peréxidos,
utilizando glutationa reduzida (GSH) como substrato doador de elétron, transformando-a em
glutationa oxidada (Damasceno et al., 2002; Kinnula, 2005).

Além da atividade das enzimas antioxidantes, existem outros marcadores de estresse
oxidativo nos 6rgdos reprodutivos como, por exemplo, as substancias reativas ao dcido
tiobarbitarico (TBARS) e proteina carbonilada (PC). Os ensaios de TBARS mensuram a
concentracdo de malondialdeido (MDA), esta molécula € um sinalizador de estresse
oxidativo, que é formado a partir de peroxidagao lipidica no tecido (Janero, 1990). A proteina
carbonilada (PC) ¢ utilizada como marcador pelo fato de ocorrerem fragmentacdo das cadeias
proteicas e oxidagdo de aminodcidos durante o estresse oxidativo, no caso, essas reagdes
produzem compostos carbonilados como produto final (Vasconcelos et al., 2007).

Os primeiros estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos com A. velutina ainda estdo
sendo elucidados. Além disso, poucos estudos sdo descritos com extrato de W. somnifera,
avaliando as enzimas e os marcadores de estresse oxidativo no tecido testicular ou
epididimadrio (Segupta et al., 2019). Bhargavan et al. (2015) descreveram que o extrato
etandlico de W. somnifera regula positivamente a atividade da SOD e negativamente as
concentracdes de MDA nos animais submetidos a solucdo alcodlica. O estudo de Kumar et al.
(2015) mostra que as concentragdes de MDA nos animais expostos ao arsénio e tratados com
W. somnifera diminuiram, o que resultou na recuperagdo da espermatogénese.

Apesar dos beneficios que as plantas trazem a reproducdo masculina, ainda ¢é
necessario avaliar seus efeitos toxicoldgicos sobre os érgaos reprodutivos, principalmente de
plantas proveniente da biodiversidade brasileira. Embora existam ainda poucos estudos com
Athenaea velutina, a planta tem-se mostrado promissora, podendo possuir efeitos
significativos na reproducao masculina, j4 que pertence a mesma filogenia de plantas que t€ém
efeitos benéficos na reproducdo. Dessa forma, A. velutina podera ser utilizada futuramente

para fins terapéuticos na reprodugao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 — Dados randomicos e coleta das folhas de A. velutina

A principio, a coleta do material vegetal foi realizada por Almeida et al. (2020)
juntamente com o grupo de Bioprospec¢do Molecular no uso Sustentdvel da Biodiversidade
(BIOPROS), coordenado pelo Prof. Dr. Jodo Paulo Viana Leite do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa. Este trabalho foi
realizado em parceria com o grupo BIOPROS, onde parte do estudo visou o efeito do extrato
de Athenaea velutina sobre parametros reprodutivos.

As folhas de A. velutina foram coletadas em dois lugares distintos: o primeiro foi na
Estacdo de Pesquisa, Treinamento e Educacdo Ambiental (EPTEA) na Mata do Paraiso
(Vicosa, Minas Gerais, Brasil), pertencente a Universidade Federal de Vigosa — UFV; o outro
foi no Parque Estadual do Itacolomi (Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil). As exsicatas foram
depositadas no Herbario VIC da UFV e no Herbario “Professor José Badini”, da Universidade
Federal de Ouro Preto - UFOP, sob os registros VIC 047742 e OUPR 32617, respectivamente.
O cadastro do acesso ao patrimodnio genético foi obtido junto ao Conselho de Gestdao do
Patrim6nio Genético - CGEN (n° ADG6EI1F9), como também autorizacdo do acesso ao
patrimdnio genético na Unidade de Conservagao do Parque do Itacolomi foi obtido pelo

Instituto Estadual de Florestas - IEF (n° 011/2019).

4.2 — Preparo do extrato etandlico da A. velutina

ApOs a coleta, as folhas foram lavadas, selecionadas e secadas em estufa (PEG100,
Pardal®) em ventilagdo circular a 40 °C, por um periodo de 48h. Posteriormente, o material
vegetal seco foi pulverizado em moinho de facas (MA680, Marconi®). O material pulverizado
foi embebido empregando como solvente extrator o dlcool etilico 99,5% por 2 horas.
Posteriormente, foi submetido a extragdo por percolacdo exaustiva, onde o solvente foi
removido com o auxilio de um evaporador rotativo sob pressdo reduzida (R-200 e R-3,
Biichi®), obtendo-se, ao final, o extrato etandlico seco. Os procedimentos foram realizados no
laboratério do BIOPROS, conforme metodologia de rotina (Prazeres, 2020). Em seguida, o
extrato foi liofilizado para a completa remocao do solvente no laboratério de nutricao animal

do Departamento de Zootecnia da UFV.
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4.3 — Delineamento experimental

Para o estudo in vivo foram utilizados 30 ratos machos da linhagem Wistar adultos (60
dias), 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/escuro) e temperatura
(21£2°C). Os animais foram mantidos em caixas separadas para verificacdo do consumo de
racdo e dgua. O ganho de massa corporal (g) dos animais foi verificado semanalmente, assim
como as condicdes de saude e possiveis evidéncias clinicas de toxicidade durante o
tratamento, tais como alteracdes na pelagem, nos olhos e nas mucosas, respiracdo incomum,
presenca de secre¢des, lacrimagdo, presenca de movimentos involuntérios, limpeza corporal
excessiva andar em circulos repetitivos, caminhar para trds e automutilagdo (Malone &
Robichaud, 1962). Os procedimentos experimentais seguiram os protocolos determinados
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), aprovado pela
Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa - UFV
sob o protocolo n° 82/2018.

Os animais foram aleatoriamente divididos em 6 grupos experimentais (n = 5/grupo),
e depois tratados durante 28 dias por gavagem, seguindo o protocolo da ANVISA (2013) para
estudos clinicos de dose repetida, sendo dois grupos mantidos por mais 14 dias para avaliar a
reversibilidade, a persisténcia ou o atraso na ocorréncia dos possiveis efeitos toxicoldgicos
(Oecd, 2008). As doses foram definidas de acordo com as diretrizes da ANVISA (2013), onde
a dose maxima sugerida € de 1000 mg/kg/dia, estabelecendo uma sequéncia de dose
decrescente na frequéncia de 2 a 4 vezes para defini¢do das doses. O extrato foi ressuspenso
em phosphate buffered saline (PBS) (600uL) e 1% dimetilsulféxido (DMSQO), com auxilio de
ultrassom a 60° C.

Os grupos foram denominados da seguinte forma: controle, animais tratados com o
veiculo (PBS) (600uL) e 1% de DMSO; G250, animais tratados com 250 mg/kg do extrato
etandlico; G500, animais tratados com 500mg/kg do extrato etandlico; G1000: animais
tratados com 1000 mg/kg do extrato etandlico. Outros dois grupos de animais, que foram
mantidos por mais 14 dias apds o tratamento, foram denominados de recovery: controle
recovery, inicialmente tratado com PBS (600uL) e DMSO (1%); G1000R, inicialmente

tratado com 1000 mg/kg do extrato etandlico.



32

4.4 — Coleta do material bioldgico e biometria testicular

Ap06s o periodo de tratamento, os animais foram sedados e anestesiados com xilazina
10 mg/kg/ip e cloridrato de quetamina 150 mg/kg/ip. Primeiramente, as amostras de sangue
foram obtidas por puncdo cardiaca, sendo centrifugadas por 15 minutos a 4.119 x g. O soro
foi recuperado e congelado a -20 °C. Ja os O6rgdos, testiculos, epididimos e glandulas
acessorias, foram removidos, dissecados e pesados (g) em balanca analitica. O testiculo e
epididimo esquerdo, apds serem separados, foram fixados por 24h em solugao fixadora de
Karnovsky (1965) com tampao cacodilato e destinados para avaliacdes histomorfométricas.
O testiculo e o epididimo direito foram removidos para andlises de estresse oxidativo,
congelados em nitrogénio liquido e mantidos no ultrafreezer a -80 ° C até a realizacdo da
analise.

Logo apos a fixagdo, o testiculo esquerdo foi cortado e a albuginea retirada e pesada,
subtraindo-a da massa (g) do testiculo inteiro (Souza et al., 2016a). Com a massa corporal e
testicular foi possivel calcular o indice gonadossomatico (IGS), que representa o percentual
da massa corporal alocado em gonadas, a partir da férmula:

IGS (%) = (MG / PC) x 100; massa corporal (MG); massa total das gonadas (MG).

A partir da massa do parénquima testicular (massa testicular — massa da albuginea) e
da massa corporal foi calculado o indice parenquimossomatico (IPS) por meio da equacdo:

IPS (%) = (MP /MC) x 100, sendo MP a massa do parénquima dos dois testiculos.
4.5 — Processamento histolégico dos orgaos reprodutores

Um fragmento testicular e da regido da cabega e cauda do epididimo fixado foi
desidratado em série crescente de etanol (70, 80, 90 e 100%) e incluido em 2-hidroxietil
metacrilato (Historesin, Leica Microsystems, Nussloch, Germany). Cortes histologicos semi-
seriados de 3 um foram obtidos usando micrétomo rotativo (RM 2255, Leica Biosystems,
Nussloch, Germany) e corados com azul de toluidina-borato de s6dio 1%. Primeiramente, os
cortes histologicos foram avaliados qualitativamente em microscopia de luz, sendo avaliados

os aspectos gerais da arquitetura tecidual caracteristica para cada 6rgao.
4.6 — Analises histopatoldgicas testicular e epididimaria

Logo apds o processo de montagem das laminas histoldgicas, foram realizadas as
andlises histopatoldgicas, sendo observados 200 tuibulos aleatoriamente nas preparagdes

histolégicas de cada animal (Picut et al., 2017). Segundo Johnsen (1970), as patologias sdo
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classificadas da seguinte forma: Nivel 1 - tibulos integros, com células germinativas dispostas
no seu sitio de localiza¢do normal e poucos vacuolos; Nivel 2 - espacos vacuolares na base do
epitélio; Nivel 3 - espacos vacuolares no dpice do epitélio; Nivel 4 - espacos vacuolares na
base e no dpice do epitélio; Nivel 5 - células espermatogénicas no interior do limen e presenga
de células em processo de degeneracdo visivel; Nivel 6 - tibulos apenas com células basais;
Nivel 7 - tibulos apenas com células de Sertoli; Nivel 8 - tibulos seminiferos desprovidos de
células de Sertoli ou germinativas, caracterizando um estado irreversivel de degeneracdo. Por
sua vez, Dias et al. (2019) agruparam estes niveis em normal (nivel 1), leve (niveis 2 e 3),
moderado (niveis 4 e 5) e severo (niveis 6, 7 e 8). Na histopatologia do epididimo foram
observados os aspectos gerais como degeneragdo tubular, vacuolizacdo no epitélio, auséncia
de espermatozoides no lumen, presenca de células germinativas no limen e infiltrado

inflamatorio (Kempinas & Klinefelter, 2014).
4.7 — Morfometria testicular

As andlises morfométricas testiculares foram realizadas usando imagens digitais
obtidas em fotomicroscopio Leica DMS500 (Microsystems-Wetziar, Alemanha) acoplado a
uma camera digital (Leica ICC50W, Alemanha). As imagens foram analisadas utilizando o
software Image J® (National Institute of Health, USA). As proporcdes volumétricas dos
componentes testiculares (%) foram computadas a partir da contagem de 266 pontos em 10
campos aleatdrios, totalizando 2.660 pontos em cada preparacdo histolégica por animal. Os
pontos foram registrados ao coincidirem sobre a tinica propria, epitélio, limen e intertibulo
(Dias et al., 2019; Souza et al.,, 2016a). Para determinar a propor¢do volumétrica dos
componentes testiculares foi utilizada a férmula:

Proporg¢do volumétrica (%) = (NT / NTT) x 100, onde NT = Registro do niimero de
pontos contados sobre o componente e NTT = Niimero de pontos totais contados.

As propor¢des dos componentes testiculares (mL) foram calculadas levando em
consideragdo o percentual de ocupacdo de cada elemento multiplicado pelo volume do
parénquima testicular. A avaliagdo dos indices tubulossomdtico (ITS) e epiteliossomatico
(IES) foram avaliados pelas seguintes formulas:

ITS = VIS / PC x 100 e IES = VES / PC x 100, respectivamente, onde VIS = volume
de tiibulo seminifero, VES= volume de epitélio seminifero e PC = peso corporal.

Para obten¢do do didmetro tubular médio foram medidos, de forma aleatéria, 30

tubulos seminiferos que apresentaram forma orbicular. Para a avaliagdo da altura do epitélio
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seminifero, a mensuracdo foi pela distancia da tunica propria até o limen, em duas medidas
diametralmente opostas, utilizando-se as mesmas seccdes transversais usadas para medir o
diametro tubular (Franca & Russell, 1998). O comprimento total dos tibulos seminiferos
(CTT/T), medida em metros, foi estimado a partir do conhecimento da capacidade ocupada
pelos mesmos nos testiculos e do diametro tubular médio (DTM) obtido para cada animal
(Dorst e Sajonski, 1974). O comprimento total de tibulo por grama de testiculo (CTT/Tg) foi
calculado a partir da férmula: CTT/Tg = Comprimento total de tiibulos / Peso bruto dos
testiculos (g).

Para avaliacdo das dreas tubular (ART), epitelial (ARE) e luminal (ARL) foram
utilizadas as equacdes: ART = RT2, onde RT = raio tubular; ARL = RL2, onde RL = raio
luminal; ARE = ART — ARL e a Relagcdo T/E = ART / ARE (Dias et al., 2019).

Para as andlises dos elementos do intertubulo foi definida a contagem de 1000 pontos
por animal, a partir de imagens obtidas em aumento de 400X, sendo contabilizados os pontos
incidentes sob os componentes do tecido conjuntivo, macréfagos, vasos linféticos, vasos
sanguineos, nucleo das células de Leydig e citoplasma das células de Leydig (Souza et al.,
2016a). O calculo utilizado foi da seguinte forma:

Proporcdo volumétrica (%) = (% propor¢cdo volumétrica de intertiibulo x %
propor¢do volumétrica do componente no intertiibulo) / 100. O volume (mL) dos componentes
do intertiibulo nos testiculos foi calculado pela equacdo: Volume = % do elemento nos
testiculos x PPT / 100, onde: PPT = peso do parénquima testicular total.

A partir do diametro nuclear da célula de Leydig, 30 nucleos estéricos, com nucléolo
e cromatina perinuclear bem definidos, foram analisados para entio calcular os volumes (um?)
nuclear (VNL), citoplasmatico (VCL) e de cada célula de Leydig (VL) por meio da férmula:
VNL = 4/3 nR3, onde R= Raio nuclear; VCL = % de citoplasma x VNL / % de niicleo, VL=
VNL + VCL.

O célculo realizado em razdo do volume ocupado pelas células de Leydig no testiculo
(VLT) foi analisado pela equacdo: NL = VLT / VL, onde: VLT = Volume de Leydig por
testiculo e VL= Volume de uma célula de Leydig. NLg/T = NL/ PT, onde PT= Peso testicular
total.

A determinacgdo do indice Leydigossomatico (ILS), que € o percentual de peso corporal
alocado em células de Leydig, foi calculado utilizando a férmula: ILS = volume que a célula

de Leydig ocupa nos testiculos / PC x 100, onde PC = peso corporal.

4.8 — Morfometria epididimaria



35

As andlises morfométricas epididimdrias foram realizadas usando imagens digitais
obtidas em fotomicroscopio Leica DM500 (Microsystems-Wetziar, Alemanha) acoplado a
uma camera digital (Leica ICC50W, Alemanha). As imagens foram analisadas utilizando o
software Image J® (National Institute of Health, USA). A anélise morfométrica foi realizada
a partir de 10 campos aleatérios das duas regides avaliadas (cabeca e cauda) por animal,
usando 20 seccdes tubulares que apresentaram forma orbicular. A partir dessas sec¢des foram
analisados o didmetro tubular, didmetro luminal e a altura do epitélio, que foi obtida da lamina
basal até o lumen tubular, sendo feita uma média de quatro medidas da altura do epitélio e

area diametral do ducto (Souza et al. 2016b).
4.9 — Atividade de enzimas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo

As andlises enzimaticas foram realizadas no laboratorio de Imunoquimica e
Glicobiologia, coordenado pelo Prof. Dr. Leandro Licursi de Oliveira do Departamento de
Biologia Geral da Universidade Federal de Vicosa — UFV. O procedimento ocorreu com a
homogeneizagao do testiculo e epididimo em 1000uL de solugao tampao fosfato de potéssio
(pH 7,4) e centrifugados a 12000 rpm, 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para
dosagem das enzimas antioxidantes testiculares como superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase (GST); e dos marcadores de
estresse oxidativo como malondialdeido (MDA) e proteina carbonilada (PC). Os dados
bioquimicos foram normalizados por meio da concentracio de proteinas total no
sobrenadante. A atividade enzimdtica foi determinada em duplicata usando um
espectrofotometro (UV-Mini 1240, Shimadzu) ou um leitor ELISA (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA) (Lima et al., 2018).

A determinacdo da atividade da SOD no sobrenadante foi realizada conforme o
método descrito por Del Maestro e Mcdonald (1985), onde foram pipetadas 10 pL das
amostras nos pogos € em quatro pocos da microplaca foram pipetados 10 uLL de tampa@o fosfato
de pH 7,8 para a controle. Realizou-se leitura de absorbincia pela primeira vez em
comprimento de onda de 320 nm. Logo apds, foram adicionados em todas as amostras 20 pLL
da solugdo de pirogalol e encubado por 30 min a 37°C no escuro, posteriormente, foi lido a
320 nm. A atividade de CAT foi avaliada a partir da taxa de decomposi¢ao de H>O> medida
no tempo 0,3 e 60 segundos, como definido por Aebi (1984). Para a obten¢ao da curva padrao
foram selecionados oito pontos, onde no primeiro ponto foi pipetado 100 uL da solugdo de

H>03, no segundo ponto foi pipetado 100 uL. de tampao fosfato mais 100 uL. de H2O>. Em
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seguida, nos outros pontos foram feitas dilui¢des seriadas, retirando 100 uL do ponto anterior,
ao fim, foi pipetado 150 uL de molibdato de amonio ((NH4)sM07024) em todos os pogos da
curva. Para as amostras, foi pipetado 5 uL de cada em dois pogos, em um dos pogos foi
adicionado 100 puL de solu¢do de tampao fosfato (branco), depois adicionado 150 uL de
molibdato de amo6nio. No outro poco foi adicionado 100 puL de solu¢do de H>O: e
cronometrado conforme o tempo descrito anteriormente, e apds foi lido em 374 nm.

A atividade da GPx foi determinada com base em Cichoski et al. (2012). Para a anélise,
foram utilizados 15 pL. de homogeanato de cada 6rgdo e pipetados nos pogos da microplaca.
Para o controle, foram utilizados 15 puL. de tampao fosfato a 60 mM com azida sédica (1,0
mM) e EDTA (0,5 mM), pH 7,0 (tampao reacional). O objetivo da adicdo de azida sddica foi
inibir a atividade da catalase (Keilin & Hartree, 1934). O meio de reacdo era composto por
243 uL de tampao reacional, contendo glutationa reduzida (1,12 mM), NADPH (0,2 mM) e
glutationa-redutase (0,243 U). Para que a reacdo ocorresse, foram adicionados ao meio 42 uLL
do substrato H>O> a 0,72 mM. Houve incubacdo por 15 min a 37 °C e o decaimento da
absorbancia do NADPH a 340 nm foi mensurado por 5 min. Uma unidade de atividade de
GPx foi definida indiretamente como sendo a quantidade necessaria da enzima para oxidar 1
nM de NADPH a NADP+ por minuto. A glutationa S-transferase (GST) foi realizada pela
formacdo de conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em cubeta com 5 pL da
amostra, o tempo total do ensaio foi de 60s, sendo desprezados os 30s iniciais. As amostras
foram lidas no espectrofotometro a 340 nm (Habig et al., 1974).

Os resultados da peroxidagao lipidica, que sdo as concentracdes de malondialdeido
(MDA), foram avaliados utilizando a solucdo TBARS (4cido tricloroacético 15%/4cido
tiobarbiturico 0,375% /4cido cloridrico 0,25M). As concentracdes totais de MDA foram feitas
utilizando 200 pL das amostras que reagiram com 400 pL solucdo TBARS (15% de 4cido
tricloroacético, 0,375% de écido tiobarbitdrico, 0,25N HCL) por 40 minutos em banho-maria
a 90° C. A formacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico foi monitorada a 535 nm
(Wallin, 1993). As concentracdes de proteinas carboniladas foram medidas pela adicdo de 500
uL da solucdo de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) aos granulos do tecido. O dano proteico
foi determinado no sobrenadante final, com base nos grupos carbonila da reacdo DNPH, e
medido em espectrofotometria a 370 nm (Levine et al., 1990). A proteina total foi mensurada
utilizando albumina do soro bovino como curva padrdo (Lowry et al., 1951), e utilizada para

homogeneizagdo dos dados de estresse.
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4.10 — Analise estatistica

Os resultados dos animais tratados por 28 dias (controle, G250, G500 e G1000) foram
submetidos a avaliacdo de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Logo apds, as varidveis
paramétricas foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey,
e para as varidveis ndo paramétricas foi realizado o teste de Kruskal Wallis, seguido pelo teste
de Dunn’s, para comparacdo entre os grupos. Para os tratamentos recovery (controle recovery
e GIO00R) foi utilizado o teste T, para comparar a média entre dois grupos. Todos os
resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (SEM), sendo o nivel de
significancia considerado de p < 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas pelo software

GraphPad Prism (versao 7.0).

5. RESULTADOS

5.1 — Condigdes clinicas e consumo de dgua e ragdo

Durante todo o periodo de tratamento, as condicdes clinicas e o consumo de dgua e
racdo foram avaliados diariamente. Os sinais clinicos nos animais, que podem indicar
toxicidade, ndo foram observados durante o periodo de tratamento.

Os valores do consumo didrio de dgua (mL) e ragdo (mg) foram agrupados
semanalmente para a realizac@o da estatistica. Os animais tratados por 28 dias (G250, G500 e
G1000) ndo apresentaram diferenca estatistica, em relagdo ao controle, no consumo de dgua
(Fig. 3A) e racdo (Fig. 3B) (p > 0,05). Os animais tratados durante 28 dias e observados
durante 14 dias (recovery) também nao apresentaram diferenca significativa no consumo de

agua (Fig. 3C) e ragdo (Fig. 3D) semanal (p > 0,05).
5.2 — Massa corporal e dos 6rgaos reprodutivos

A estatistica da massa corporal dos animais tratados por 28 dias (controle, G250, G500
e G1000) foi feita da massa final ao término do tratamento, assim como dos animais recovery
(controle recovery e G1000R) que foi feita apos o término dos 14 dias de observacdo. Em
todos os grupos tratados nao houve diferenca significativa da massa corporal em relagdao aos
respectivos controles (Tab.1; p > 0,05).

Os parametros biométricos (g) dos 6rgaos reprodutivo e os indices gonadossomético
e parenquimossomdtico (%), ndo apresentaram diferenca significativa entre os animais

tratados e os controles (Tab. 1; p > 0,05).
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Figura 3. Efeito da administrac@o por via oral do extrato de A. velutina em ratos Wistar sobre o consumo de dgua (mL/dia/animal)
e racdo (mg/dia/animal) durante periodo de 28 dias (n=5/grupo) (A e B) e 28 dias + 14 dias de recuperagdo (n=5/grupo) (C e D),
avaliados semanalmente. Controle: 600 pL de PBS e 1% de DMSO; G250: 250 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G500:
500 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G1000: 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; Controle recovery: 600 pL
de PBS e 1% de DMSO; G1000R: 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina. Média £ SEM. Os valores foram comparados
pelo teste de Tukey (controle, G250, G500 e G1000) e teste T (controle recovery e G1000) (p > 0,05).
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Tabela 1. Parametro biométrico corporal e dos érgaos reprodutores masculinos dos ratos Wistar tratados com A. velutina.
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Parametro Controle G250 G500 G1000 Controle recovery G1000R
Massa corporal (g)* 332,80 +£29,59 337,20+12,03 330,80 +10,89 3352+ 12,76 350,8 £ 15,57 359,0 £ 12,87
Testiculo (g)* 1,79 £ 0,01 1,74 £ 0,07 1,88 £ 0,08 1,77 £ 0,04 1,74 £ 0,07 1,81 £ 0,01
Ttnica albuginea (g)* 0,36 + 0,10 0,27 £ 0,03 0,27 £ 0,07 0,28 + 0,01 0,34 + 0,07 0,32 £ 0,05
Parénquima testicular (g) 3,22+0,12 3,22 +0,15 3,49 £0,15 3,26 £ 0,10 3,14 £0,15 3,29 £ 0,06
Epididimo (g) 0,84 + 0,08 0,71 £0,03 0,75+ 0,03 0,70 £ 0,01 0,73 £ 0,02 0,73 +£0,01
Vesicula seminal (g) 1,52 + 0,08 1,31 £ 0,08 1,77 £ 0,08 1,53 £ 0,07 1,61 +0,07 1,70 £ 0,10
Préstata (g) 1,09 £ 0,10 1,18 £ 0,19 0,90 + 0,02 0,98 + 0,06 0,98 +0,12 0,96 + 0,07
Indice gonadossomatico (%) 1,12+0,11 1,04 + 0,04 1,13 £ 0,03 1,06 + 0,04 1,00 + 0,05 1,00 = 0,03
Indice parenquimossomatico (%) 0,90 + 0,005 0,95 + 0,041 1,05 £ 0,031 0,97 0,047 0,90 + 0,05 0,92 +0,03

Dados expressos como média + SEM (p > 0,05). Teste de Tukey e Dunn’s*: controle, 600 uL. de PBS e 1% de DMSO; G250, 250 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G500, 500
mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G1000, 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias). Teste T: controle recovery, 600 uL de PBS e 1% de DMSO; G1000R, 1000
mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias + 14 dias de recuperagdo).
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5.1. — Histopatologia testicular e epididimédria

Os animais do grupo controle apresentaram tibulos seminiferos normais, compostos por
tinica propria, epitélio seminifero bem definido, com as células da linhagem germinativas
dispostas uniformemente (Fig. 5). A porcentagem de patologias leves, moderadas e severas,
associadas ao tubulo seminifero, ndo evidenciou alteragdes significativas nos animais dos
grupos G250 e G500, em relag@o ao controle (Fig. 4; p > 0,05). No entanto, foi observado um
aumento nas patologias moderadas, principalmente vaciolos na base e no dpice do epitélio
seminifero dos animais G1000 (Fig. 4; p = 0,03).

Em relacdo aos animais do grupo controle recovery, a microestrutura tecidual
apresentou-se normal, com tdbulos seminiferos sem alteracdes e as células do epitélio
germinativo disposta uniformemente (Fig. 5). As patologias leves, moderadas e severas ndo
foram significativas nos animais do grupo G1000R, sendo observadas apenas alguns vacuolos
na base do epitélio (Fig. 5).

A arquitetura tecidual do intersticio dos animais controle, G250, G500 e G1000, assim
como os animais do controle recovery e GI000R, apresentaram-se normais, sendo observados
a tunica propria, que separa a regido basal da intersticial, o nucleo das células de Leydig com
nucléolo evidente, regido citoplasmaética sem alteracdo, a presenca de células fagocitérias, vasos
sanguineos e o espago linfatico (Fig. 5).

Na arquitetura tecidual epididiméria dos animais tratados por 28 dias (controle, G250,
G500 e G1000), assim como dos animais recovery observados por 14 dias apos tratamento
(controle recovery e G1000R), foi observada a preservagdo das estruturas, tanto tubular quanto
intersticial. O compartimento tubular apresentou-se normal. Na regido luminal do epididimo
dos mesmos animais niao foram observadas alteracdes, sendo observado o conteido luminal
intacto (Fig. 6). Igualmente, a microestrutura tecidual da regido intersticial epididimaria dos
animais tratados foram similares, sendo observada a preservagdo dos componentes do tecido

conjuntivo (Fig. 6).
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Figura 4. Proporcdo de tibulos seminiferos patoldgicos de ratos Wistar tratados por 28 dias via oral com extrato de A. velutina.
Leve (niveis 2 e 3), moderado (niveis 4 e 5) e severo (niveis 6, 7 e 8), de acordo com Dias et al. (2019). Controle: 600 uLL de PBS e
1% de DMSO; G250: 250 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G500: 500 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G1000:
1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; Controle recovery: 600 uL de PBS e 1% de DMSO; G1000R: 1000 mg/kg de extrato
etandlico de A. velutina. Média + SEM. *° Diferentes letras indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (controle, G250,
G500 e G1000) e teste T (controle recovery e G1000) (p < 0,05).
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Controle

Intersticio

Figura 5. Secc¢oes histologicas dos testiculos de ratos Wistar adultos. Regides tubular e intersticial. Controle: 600 uL de PBS e 1% de DMSO; G250: 250
mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G500: 500 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G1000: 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28
dias) (n=5/grupo); Controle recovery: 600 pL de PBS e 1% de DMSO; G1000R: 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias + 14 dias de
recuper¢do) (n=5/grupo). E = epitélio, L = limen, In = intersticio; cabeca de seta = vactolos; NL = niucleo de Leydig; V = vaso sanguineo; EL = espago
linfatico; M = macréfagos; * = citoplasma de células de Leydig; seta = tinica propria. Coloragdao de azul de toluidina. Barras de escala: tibulo = 100 pum;
intersticio = 10 pm.
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Figura 6. Seccdes histoldgicas do epididimo de ratos Wistar adultos. Regides da cabeca e cauda. Controle: 600 pL de PBS e 1% de DMSO; G250: 250
mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G500: 500 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G1000: 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina
(28 dias) (n=5/grupo); Controle recovery: 600 pL de PBS e 1% de DMSO; G1000R: 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias + 14 dias de
recuperacdo) (n=5/grupo). E = epitélio, L = limen; * = tecido conjuntivo no intersticio. Coloracao de azul de toluidina. Barras de escala = 100 pm.
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5.3 — Morfometria testicular

Os percentuais e volumes de testiculo, epitélio e tdbulo assim como o indice
tubulossomatico dos animais tratados por 28 dias (G250, G500 e G1000) ndo apresentaram
diferenca significativa em comparacio ao controle (Tab. 2; p > 0,05). Entretanto, o percentual
e o volume da tdnica prépria apresentaram aumento significativo nos animais dos grupos G500
(p = 0,002; p = 0,004; respectivamente) e G1000 (p = 0,006; p = 0,03; respectivamente). Além
disso, foi observada diminui¢do no percentual do limen nesses mesmos grupos, G500 (p =
0,02) e G1000 (p = 0,03). O indice epitéliossomatico apresentou aumento significativo nos
animais G500 (p = 0,01). J4& os percentuais, volumes e indices tubulossomético e
epitéliossomético dos animais recovery nao houve diferenca significativa entre os grupos (Tab.
2; p > 0,05).

Em relacdo aos dados morfométricos do tubulo seminifero, dos animais tratados por 28
dias, ndo foi observada diferenca no diametro tubular (p > 0,05). Por outro lado, a altura do
epitélio dos animais do grupo G500 (P = 0,005) e G1000 (p = 0,02) teve aumento significativo,
embora apenas nos animais G500 foi observada diminui¢do do didmetro luminal (p = 0,01)
(Tab. 3).

O comprimento total de tubulos (CTT/T), de tubulos por grama de testiculo (CTT/Tg),
area do tdbulo e drea do epitélio nao tiveram diferencga significativa em relacdo ao controle (p
> 0,05; Tab. 3). Entretanto, observou-se diminuicdo da drea do limen dos animais do grupo
G500 (p = 0,01), assim como a relacao entre tubulo/epitélio, que teve diminui¢do nos grupos
G500 (p <0,0001) e G1000 (p = 0,0005) (Tab. 3). Em relacao aos tratamentos recovery nao foi

observada diferenca significativa entre os grupos (Tab. 3; p > 0,05).



Tabela 2. Percentual e volume de tibulo seminifero e seus componentes em ratos Wistar tratados com extrato etandlico de A. velutina.
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Parametro Controle G250 G500 G1000 Controle recovery G1000R
Tidbulo (%) 92,47 £0,91 94,20 £ 0,69 92,98 £0,31 92,71 £ 0,80 92,18 £ 0,80 93,56 +£ 0,85
Epitélio (%) 69,93 + 1,10 70,82 + 0,89 70,76 + 0,84 70,58 + 0,67 67,23 + 1,09 68,48 + 1,01
Tinica propria (%) 4,13 £ 0,742 5,81 £0,142 7,22 +£0,27° 6,94 £0,61° 8,13 +£0,28 7,94 + 0,24
Limen (%) 18,41 + 1,152 17,57 £ 0,632 14,99 + 0,38 15,19 £ 0,58 16,82 + 0,54 17,14 £ 0,75
Volume de tibulo (mL) 3,00 0,11 3,03+0,14 3,24 +0,14 3,02+0,10 2,89 +£0,13 3,08 £ 0,05
Volume de epitélio (mL) 2,25 +£0,06 2,28 +0,11 2,46 £ 0,10 2,30 £ 0,07 2,11 £0,11 2,25 +0,05
Volume de tinica propria (mL) 0,15+0,012 0,18 = 0,002 0,25 +0,01P 0,22 +0,02P 0,25 +0,01 0,26 + 0,01
Volume luminal (mL) 0,59 £ 0,05 0,56 £ 0,03 0,52 £ 0,02 0,49 + 0,02 0,52 £ 0,01 0,56 £0,01
Indice tubulossomatico (%) 0,84 + 0,006 0,90 £ 0,03 0,98 £ 0,02 0,90 £ 0,04 0,83 £ 0,04 0,86 £+ 0,02
Indice epiteliossomético (%) 0,62 + 0,002 0,67 + 0,022 0,74 +0,02P 0,68 + 0,022 0,60 + 0,04 0,63 +0,02

Dados expressos como média = SEM (p<0,05). *® Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos tratado e controle. Teste de Tukey: controle, 600 uL de PBS € 1%
de DMSO; G250, 250 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G500, 500 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G1000, 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias)
(n=5/grupo). Teste T: controle recovery, 600 pL de PBS e 1% de DMSO; G1000R, 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias + 14 dias de recuperagdo) (n=5/grupo).



Tabela 3. Morfometria de tOubulo seminifero de ratos Wistar tratados com extrato etandlico de A. velutina.
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Parametro Controle G250 G500 G1000 Controle recovery G1000R
Diametro tubular (um) 357,90 + 6,95 359,6 + 8,62 333,8 £ 10,87 344,8 + 5,87 350,3 £ 9,28 350,7 + 8,61
Altura de epitélio (um) 79,61 £1,732 78,50 £0,312 91,22 £2,93P 89,00 + 1,89P 81,08 £ 2,28 78,46 £ 1,20
Diametro luminal (um) 278,2 £6,132 2789 +£7,17* 242,5 + 8,96P 255,8 £5,242 269,2 £ 7,39 2722 +£749
CTT/T (m/g) 30,16 £2,10 29,98 +£1,58 37,42 £2.29 32,61 £2,19 30,17 £ 1,74 32,14 £ 1,65
CTT/Tg (m/g) 8,40 £ 0,57 8,58 £ 0,36 10,02 £ 0,72 9,17+ 0,41 8,71 £0,58 8,88 £ 0,51
Area do tibulo 100681,0 £3940,0  101742,0 £491,0 87812,0£5711,0  93452,0 +£3133,0 96590,0 £5078,0 96781,0 + 4633,0
(um?x10%)

Area do limen 60894,0 £2671,08  61218,0 +£3144,0*0  46425,0 £3397,0" 51465,0 +2064,0? 57064,0 £3102,0 58355,0 +3110,0
(um?x10%)

Area do epitélio 39787,0 £ 1477,0  40525,0+1972,0  41386,0 £2535,0  41987,0 £ 1362,0 39526,0 £2080,0 38426,0 + 1536,0
(um2x10%)*

Relagdo T/E 2,53 £ 0,042 2,51 £ 0,042 2,12 £ 0,04 2,22 £0,03P 2,44 + 0,03 2,51 £0,02

Dados expressos como média + SEM (p<0,05). * b Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos tratado e controle. CTT/T: Comprimento total de tibulo
seminifero; CTT/Tg: Comprimento total de tibulo seminifero por grama de testiculo. Teste de Tukey e Dunn’s*: controle, 600 uL de PBS e 1% de DMSO; G250, 250 mg/kg de
extrato etandlico de A. velutina; G500, 500 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G1000, 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias) (n=5/grupo). Teste T: controle
recovery, 600 uL de PBS e 1% de DMSO; G1000R, 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias + 14 dias de recuperagdo) (n=5/grupo).
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5.2 — Morfometria intersticial

Em relacdo ao percentual e volume de intersticio, vasos sanguineos, espacgo linfético,
conjuntivo, macréfagos, células de Leydig e seu nicleo e citoplasma, dos animais dos grupos
G250, G500 e G1000, ndo foram observadas diferencas significativas (Tab. 4; p > 0,05). Os
mesmos percentuais € volumes também ndo tiveram diferenca significativa nos animais do
grupo recovery (Tab. 4; p > 0,05).

Nos parametros morfométricos e estereoldgicos da célula de Leydig, houve aumento
significativo no didmetro nuclear da célula de Leydig nos animais do grupo G1000 (p = 0,02),
bem como no seu volume nuclear (p = 0,03) (Tab. 5). Ainda, foi observado aumento no volume
citoplasmatico da célula de Leydig nos animais do grupo G500 (p = 0,01), assim como aumento
do volume de célula de Leydig nesses (p = 0,007) (Tab. 5). Entretanto, ndo foram observadas
diferencgas significativas nos outros parametros (p > 0,05). Para os animais recovery nao houve
diferenca em quaisquer parametros morfométricos e estereoldgicos da célula de Leydig (Tab.

5:p > 0,05).
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Parametro Controle G250 G500 G1000 Controle recovery G1000R
Intersticio (%) 7,02 £0,27 5,61 £0,68 6,94 £ 0,29 7,19 £0,86 7,92 £ 1,68 6,65 £ 1,83
Vaso sanguineo (%) 0,38 £ 0,08 0,40 £ 0,06 0,53 £ 0,07 0,48 £ 0,07 0,45 £0,24 0,33 £0,12
Espaco linfético (%) 2,20 £ 0,22 1,25+ 0,19 2,04 £041 2,10+ 0,88 1,54 + 0,17 1,960 £ 0,80
Nicleo de Leydig (%)* 0,48 £ 0,04 0,42 £ 0,06 0,41 £0,05 0,51 £0,02 0,55 +£0,13 0,49 £0,13
Citoplasma de Leydig (%) 3,14 £ 0,05 2,79 £ 0,36 3,12+0,16 3,23 +0,37 3,89 £ 0,86 2,92 +0,84
Células de Leydig (%) 3,62 £0,07 3,22 £0,41 3,54 £0,21 3,74 £ 0,39 4,44 + 0,99 3,42 +£0,96
Conjuntivo (%) 0,65 £ 0,06 0,48 £0,01 0,61 £0,03 0,66 £ 0,11 0,75 £0,12 0,70 £ 0,21
Macréfagos (%) 0,16 £ 0,02 0,192 £ 0,02 0,198 £ 0,03 0,198 £ 0,03 0,29 £ 0,03 0,23 +0,09
Intersticio (mL) 0,22 £ 0,00 0,18 £ 0,026 0,24 £ 0,01 0,23 £ 0,02 0,25 £0,03 0,22 £ 0,02
Vaso sanguineo (mL)* 0,01 = 0,002 0,01 0,002 0,01 + 0,003 0,01 0,002 0,01 +£0,00 0,01 +£ 0,00
Espacgo linfatico (mL)* 0,07 £ 0,008 0,04 £ 0,006 0,07 £ 0,008 0,06 £0,012 0,06 £ 0,01 0,06 £ 0,01
Niucleo de Leydig (mL)* 0,01 £ 0,001 0,01 £ 0,002 0,01 + 0,002 0,01 £ 0,001 0,01 + 0,002 0,01 £0,002
Citoplasma de Leydig (mL) 0,10 £ 0,003 0,09 £ 0,013 0,10 £ 0,007 0,10+ 0,011 0,12 £ 0,01 0,09 £ 0,01
Células de Leydig (mL) 0,11 £ 0,003 0,10 £0,015 0,12 £ 0,009 0,12 £ 0,012 0,14 £ 0,01 0,11 £0,01
Conjuntivo (mL)* 0,02 + 0,001 0,01 +£0,002 0,02 £ 0,001 0,02 £ 0,003 0,02 £ 0,001 0,02 £ 0,003
Macré6fagos (mL) 0,005 + 0,00 0,006 + 0,00 0,007 + 0,00 0,006 + 0,00 0,009 + 0,00 0,007 + 0,00

Dados expressos como média + SEM (p>0,05). Teste de Tukey e Dunn’s*: controle, 600 uL de PBS e 1% de DMSO; G250, 250 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G500,
500 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G1000, 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias) (n=5/grupo). Teste T: controle recovery, 600 uL de PBS e 1% de

DMSO; G1000R, 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias + 14 dias de recuperagdo) (n=5/grupo).



Tabela 5: Parametros morfométricos e estereoldgicos da célula de Leydig de ratos Wistar tratados com extrato etandlico de A. velutina.
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Parametro Controle G250 G500 G1000 Controle recovery G1000R
Diametro nuclear de 6,54 + 0,122 6,79 + 0,132 6,99 + 0,122 7,07 0,08 6,39 £0,10 6,64 + 0,07
Leydig (um)

Volume do nucleo de 147,1 £ 8,80? 164,6 £ 9,662 179,6 £ 9,632 185,7 + 6,58 136,9 £ 6,78 153,4 £5,26
Leydig (um?)

Volume do citoplasma 977,2 £77,46% 1089,0 + 74,492 1376,0 + 98,73 1152,0 + 64,882 969,2 +£ 70,34 904,5 +£ 62,30
de Leydig (um?)

Volume da célula de 1124,0 + 81,70? 1254,0 + 77,942 1555,0 £ 96,93 1338,0 + 61,072 1106,0 76,59 1058,0 + 65,23
Leydig (um?)

Volume da célula de 116763,0 £3232,0  104518,0 £15939,0  123907,0 £9805,0  121942,0 + 12481,0 140706,0 £ 19116,0 113615,0 £ 16055,0
Leydig/T (um>x10%)

Volume da célula de 32552,0 £ 8734 29692,0 £4041,0 33054,0 £2551,0 34424,0 £ 3585,0 40383,0 = 5146,0 31226,0 £4169,0
Leydig/gT (um>x10°)

Numero de células 105,70 + 6,47 82,61 + 10,26 81,33 £ 8,98 91,04 £7,95 130,20 + 19,65 106,70 + 11,96
Leydig/T (um>x10°)

Numero de células 27,64 £ 0,63 21,03 £0,39 21,57 +£2,14 25,64 £2,01 37,27 £5,30 29,38 £3,17
Leydig/gT (um>x10°)

Indice 0,04 £ 0,008 0,05 £ 0,008 0,07 £ 0,003 0,07 £ 0,009 0,04 £ 0,005 0,03 £ 0,004

Leydigossomatico (%)*

Dados expressos como média = SEM (p<0,05). * b Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos tratado e controle. Teste de Tukey e Dunn’s*: controle, 600 uL de PBS e 1%
de DMSO; G250, 250 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G500, 500 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G1000, 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias) (n=5/grupo).
Teste T: controle recovery, 600 uL de PBS e 1% de DMSO; G1000R, 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias + 14 dias de recuperagdo) (n=5/grupo).
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5.3 — Morfometria epididiméria

Os parametros morfométricos epididimério, como didmetro do tibulo, altura do epitélio
e didmetro luminal, foram avaliados nas regides da cabeca e cauda. Os animais dos grupos
G250, G500 e G1000 nao tiveram diferencas significativas no didmetro do tibulo, altura do
epitélio e didmetro luminal em comparacdo aos animais controle (Tab. 6; p > 0,05).
Semelhantemente, os animais do grupo recovery (controle recovery e GI1000R) ndo

apresentaram diferencgas significativas nos parametros morfométricos das regides avaliadas

(Tab. 6; p > 0,05).
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Tabela 6. Morfometria do ducto epididimario de ratos Wistar tratados com extrato etandlico de A. velutina.

Regido Parametro Controle G250 G500 G1000 Controle recovery GI1000R
Diametro 319,2 + 11,98 331,9+39,36 358,2+5,86 240,7 £35,49 327,0 £4,21 337,2 £ 16,62
tubular (um)

Cabeca Altura epitelial 38,37 + 1,44 41,56 £3,62 31,12+ 1,28 36,02 + 4,95 33,52 +£2,11 34,61 + 1,21
(um)
Diametro 280,9 + 13,32 290,4 +£42,71 327,1£4,95 204,77 +36,43 293,4 + 4,87 302,6 £ 16,02
luminal (um)*
Diametro 477,8 £23,15 483,6 £7,94 446,2+ 12,31 419,2+10,38 4383 £ 12,94 420,4 +£ 25,61
tubular (um)

Cauda Altura epitelial 16,43 £0,76 17,08 £1,08 17,14 +0,56 17,49 £ 0,71 17,39 £ 0,76 20,12 + 3,23
(um)
Diametro 461,4 £23,75 466,5 +8,78 429,0+12,45 401,7 +10,20 421,0 £ 13,29 400,3 £ 28,50

luminal (um)

Dados expressos como média + SEM (p>0,05). Teste de Tukeye Dunn’s*: controle, 600 uLL de PBS e 1% de DMSO; G250, 250 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G500,
500 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G1000, 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias) (n=5/grupo). Teste T: controle recovery, 600 pL de PBS e 1% de
DMSO; G1000R, 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (28 dias + 14 dias de recuperagio) (n=5/grupo).
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5.4 — Atividade de enzimas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo

A atividade das enzimas antioxidantes como superdxido-dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa-peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase (GST) no testiculo dos animais
tratados por 28 dias (G250, G500 e G1000) ndo apresentou alteracdes significativas nos
tratamentos em comparacao ao controle (Fig. 7; p > 0,05). Por outro lado, a concentraciao do
malondialdeido (MDA) apresentou reducdo nos animais tratados com 250 mg/kg (p = 0,002) e
500 mg/kg (p = 0,03). No entanto, a producdo de proteina carbonilada (PC) nio foi alterada
(Fig. 5; P> 0,05).

Nas andlises enzimdticas da cauda do epididimo nesses grupos G250, G500 e G1000,
nio foram observadas alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx e
GST), assim como nos marcadores de estresse oxidativo (MDA e PC) (Fig. 7; p > 0,05).

Nos animais do grupo recovery ndo houveram alteragdes nas enzimas antioxidantes e
nem nos marcadores de estresse oxidativo, tanto no testiculo quanto no epididimo (Fig. 8; p >

0,05).
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Figura 7. Enzimas antioxidantes e marcadores relacionadas ao estresse oxidativo nos 6rgaos
reprodutivos, testiculo e epididimo, de ratos Wistar adultos submetidos ao extrato etandlico de A.
velutina por 28 dias. SOD: superéxido dismutase; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase;
GST: glutationa S-transferase; MDA: malondialdeido; PC: proteina carbonilada. Controle: 600 pL
de PBS e 1% de DMSO; G250: 250 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina; G500: 500 mg/kg
de extrato etandlico de A. velutina; G1000: 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina
(n=5/grupo). Média + SEM. *° Diferentes letras indicam diferencas significativas entre os grupos
tratados e controle pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 8. Enzimas antioxidantes e marcadores relacionadas ao quadro de estresse oxidativo
nos 6rgdos reprodutivos, testiculo e epididimo, de ratos Wistar adultos submetidos ao extrato
etandlico de A. velutina por 28 dias e observados por mais 14 dias. SOD: superéxido dismutase;

CAT: catalase;

GPx: glutationa peroxidase; GST: glutationa S-transferase; MDA:

malondialdeido; PC: proteina carbonilada); Controle recovery: 600 uL de PBS e 1% de DMSO;
GI000R: 1000 mg/kg de extrato etandlico de A. velutina (n=5/grupo). Média + SEM. Sem
diferencgas significativas entre as medidas pelo teste T (p > 0,05).
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que o extrato etandlico de Athenaea
velutina ndo apresentou toxicidade para 6rgaos reprodutivos em ratos Wistar machos. Apesar
de algumas alteracdes estereoldgicas e morfométricas, este estudo mostrou que o extrato de A.
velutina ndo afetou negativamente as fungdes reprodutivas e nem a atividade das enzimas
antioxidantes. Pelo contrério, o extrato reduziu as concentra¢cdes do marcador de peroxidagcdao
lipidica (malondialdeido - MDA) no testiculo dos animais tratados com 250 mg/kg e 500 mg/kg
do extrato vegetal.

A falta de alteracdes clinicas, incluindo o consumo de 4gua e ragdo e o comportamento
animal, assim como de altera¢des biométricas, indica que o extrato A. velutina nao apresenta
efeitos toxicoldgicos. Os resultados biométricos dos 6rgdos reprodutivos deste estudo foram
similares aos do trabalho com o extrato hidroalcéolico de W. somnifera, espécie pertencente a
mesma subtribo da A. velutina, onde ndo foram observadas alteragdes nos 6rgaos dos animais
tratados (Prabu et al., 2012). Na toxicologia reprodutiva, a variacdo na massa das gonadas é
evidéncia para classificar inicialmente se um agente € toxico a reproduc¢dao masculina. Pois essa
variacdo pode estar relacionada a alteracOes histolégicas dos tubulos seminiferos, presenca de
edema no espaco intersticial e, inclusive, altera¢des na producdo de espermatozoides (Zenick
et al., 1994; Mali et al., 2015; Ain et al., 2018).

Na avaliacdo histopatoldgica dos tibulos seminiferos dos animais tratados por 28 dias
com A. velutina foram observadas poucas alteragdes teciduais, como a presenca de vacuolos na
base e no dpice do epitélio seminifero dos ratos tratados com a dose de 1000 mg/kg do extrato
vegetal. Contudo, a microestrutura tecidual do intersticio apresentou-se normal em todos os
animais tratados, sem alteragdes evidentes sobre as células de Leydig e sobre os componentes
intersticiais. A vacuolizagdo intraepitelial € uma resposta comum a agentes toxicos, ocorrendo
principalmente no citoplasma das células de Sertoli. Segundo Dias et al. (2019), as alteracOes
podem ser classificadas em normal, leve, moderada ou severa, e apesar do aumento de
patologias moderadas nos animais G1000, ndo houve danos na espermatogénese, uma vez que
as enzimas antioxidantes e os marcadores de estresse oxidativo nao foram alterados. Assim, os
vacuolos encontrados neste estudo podem estar relacionados ao processo fisiolégico normal do
tecido.

No caso do epididimo, a administracdo do extrato vegetal ndo alterou a histologia das
regides de cabecga e cauda, bem como os parametros morfométricos. Esse 6rgdo € responsdvel

pela capacitacdo e maturacdo espermatica, sendo subdividido em segmento inicial, cabeca,
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corpo e cauda, essas regides possuem células especializadas na funcdo de secrecdo, absor¢cao
de proteina, endocitose e exocitose, acidificacdo do fluido luminal e defesa imunoldgica e
fagocitdria (Da Silva et al., 2011; Shum et al., 2014; Ross & Pawlina, 2016). As variagdes
histopatoldgicas testiculares e epididimdrias sdo descritas em modelos animais tratados com
extratos de plantas, principalmente quando relacionadas a infertilidade masculina (Bajaj &
Gutpa, 2011; Chenniappan & Murugan, 2017; Ain et al., 2018). No entanto, diversos trabalhos
relatam melhoras decorrentes do uso de extratos de plantas, como W. somnifera, na reprodugao
masculina, principalmente na reducdo de danos teciduais ocasionados por agentes exogenos
(Kumar et al., 2015b; Bhargavan et al., 2015; Dias et al., 2018; Mouro et al., 2020).

O extrato etandlico de A. velutina administrado por 28 dias nos ratos ndo alterou o
percentual de testiculo (%), de epitélio (%) e o indice tubulossomaético (%). Por outro lado, o
indice epitéliossomatico aumentou nos animais G500, o aumento deste parametro pode refletir
na produgdo espermdtica, considerando que o mesmo estd relacionado ao processo
espermatogénico (Damasceno, 2017). Dias et al. (2019) associaram que o aumento deste indice
estd relacionado a expansdo das células germinativas.

O volume de tubulos (mL), epitélio (mL) e limen (mL) em todos os tratamentos também
nio foram alterados. Em um trabalho realizado com ratos, utilizando uma infusdo de
Heteropterys afrodisiaca, também ndo foram observadas variagdes nos mesmos parametros
reprodutivos (Gomes et al., 2011). A eficiéncia da produgdo espermdtica é afetada pela massa
das gdnadas, pois este parametro estd diretamente relacionado ao percentual e ao volume
testicular (Franca & Russell, 1998). O fato desses parametros ndo terem sido alterados sugere
que o processo espermatogénico nio sofreu danos e sua atividade permaneceu inalterada (Souza
et al., 2016a).

O percentual da tunica propria (%) foi maior nos animais pertencentes aos grupos G500
e G1000, no entanto somente o volume da tinica propria nos animais G500 apresentou
aumento. O percentual do limen (%) nos animais dos grupos G500 e G1000 sofreu redugao,
isso ocorreu porque houve aumento da altura do epitélio seminifero e nos parametros da tinica
propria. A tinica propria é composta por células mioides e fibrilas coldgenas. As células
mioides sdo ricas em reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e sintetizam coldgeno na auséncia
de fibroblasto tipico, e sdo também responsaveis pela contracdo ritmica que cria ondas
peristélticas que auxiliam na movimentacao dos espermatozoides e do liquido testicular, através

dos tibulos seminiferos até os ductos excretores (Ross & Pawlina, 2016; Losinno et al., 2016).
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O aumento da tdnica propria pode estar relacionado a fatores estimulatérios encontrados
no extrato vegetal. Um fator importante que pode ter influenciado o aumento da tinica propria
¢ a secrecdo de ocitocinas, as quais sdo produzidas pelas células de Leydig, existindo estudos
que relatam essa capacidade estimulatéria (Tahtamouni et al., 2016; Ephraim et al., 2019). Por
outro lado, os animais recovery nao apresentaram diferenca no percentual e volume, o que
sugere uma reversibilidade das alteragdes na tinica prépria encontradas no grupo tratado por
28 dias.

Os tratamentos ndo influenciaram o comprimento total de tubulo (CTT/T), o
comprimento total de tibulo por grama de testiculo (CTT/Tg), a drea do tibulo e a drea do
epitélio dos animais tratados por 28 dias. Consequentemente, o didmetro do tibulo também nao
foi alterado, ja que alteracOes nos componentes citados afetam o didmetro tubular, e, caso
houvesse variacOes nas dimensdes dos tubulos seminiferos, a producdo de espermatozoides
poderia ser afetada diretamente (Ajayi et al., 2009; Dias et al., 2019).

Por outro lado, a altura do epitélio dos animais dos grupos G500 e G1000 aumentou
significativamente, e foi acompanhada por diminui¢do do didametro do limen nos animais do
grupo G500, e, apesar de ndo significativa, houve também uma tendéncia de redugdo do
didmetro do limen nos animais do grupo G1000 (p = 0,1). Assim, o aumento na altura do
epitélio foi contraposto pela reducdo no diametro lumimal, de modo que ndo houve mudanca
no diametro do tibulo. Entretanto, essa varia¢ao na altura epitelial afetou diretamente a relacao
tubulo-epitélio (T/E), a qual foi menor nos animais dos grupos G500 e G1000. O epitélio
seminifero € composto por células da linha germinativa e células de Sertoli, as quais compdem
um ambiente altamente organizado e especializado, para que o processo de espermatogénese
ocorra de forma adequada (Lara et al., 2018). Em um trabalho com animais tratados com extrato
etanolico de Hypoxis hemerocallidea foi observado aumento na altura do epitélio seminifero,
sem alteracOes no didmetro do tubulo, sugerindo que este aumento possa estar relacionado com
o aumento da atividade meidtica e/ou mitética das células germinativas, com aumento na
eficiéncia da dinamica espermatogénica e no nimero de espermatozoides (Tiya et al., 2016).

Em relacdo aos mesmos parametros nos animais recovery, foi observado que nao houve
alteracoes morfométricas, sugerindo que, apds a interrupcdo do tratamento, essas medidas
foram restabelecidas. Resultado semelhante foi encontrado no trabalho de Singh & Singh
(2015) com extrato de Citrus limon, no qual houve uma reducao dos parametros morfométricos

avaliados, no entanto, apds a interrupc¢ao do tratamento, os parametros foram restabelecidos.
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A regido intersticial do testiculo pode ser bastante afetada por agentes xenobidticos
(Blanco et al., 2007; Souza et al., 2016a). A auséncia de alteracdes histoldgicas na regido
intersticial e a manutencao do percentual dos componentes intersticiais (%), tanto nos animais
tratados por 28 dias quanto nos animais recovery, sugerem que o extrato de A. velutina nao
afeta os componentes intersticiais.

Neste trabalho, foi observado aumento no didmetro e no volume nuclear das células de
Leydig dos animais do grupo G1000. Ainda, aumento significativo da proporcao volumétrica e
de células de Leydig foi observado nos animais do grupo G500. O aumento do didmetro e
volume das células de Leydig pode estar associado a alta atividade metabdlica da célula (Da-
Nian & Lung, 2002). O citoplasma das células de Leydig € rico em reticulo endoplasmatico liso
(REL), local de sintese dos esteroides gonadais, cuja producio e liberacdo € estimulada pelo
hormoénio luteinizante (LH) (Machado-Neves et al., 2018). Assim, o aumento dos parametros
morfométricos e estereoldgicos das células de Leydig pode estar associado a um possivel
aumento das concentracdes séricas do LH. O aumento nesses parametros estd em conformidade
com o aumento da tunica propria e da altura do epitélio seminifero, tendo sido descrito que as
células de Leydig regulam esses parametros e sua fun¢do na espermatogénese (Collin & Bergh,
1996; Tahtamouni et al., 2016; Ephraim et al., 2019). Em contrapartida, os animais recovery
ndo apresentaram qualquer alteracdo na morfometria e estereologia das células de Leydig,
indicando que apds a interrupcao do tratamento estes parametros nao alteraram.

Apesar das alteragdes observadas na morfometria e estereologia das células de Leydig,
o indice leydigossomatico (ILS) ndo sofreu alteracdo. O ILS quantifica o investimento em
células de Leydig no testiculo, em relacdo a massa corporal (Dias et al., 2020). As células de
Leydig sdo responsdveis pela sintese de testosterona no testiculo a partir do colesterol,
hormoénio fundamental a espermatogénese, além de exercer um papel nos processos endocrinos
sist€émicos, androgénicos e anabdlicos, fora do testiculo (Teerds & Huhtaniemi, 2015; Wang et
al., 2017). Ainda que o ILS nao tenha se alterado nos animais tratados, sabe-se que um pequeno
incremento na produgdo e liberagdo hormonal pode exercer efeitos significativos nos tecidos
alvo.

O extrato de A. velutina nao alterou a atividade enzimatica de SOD, CAT, GPx e GST
no testiculo e epididimo dos animais tratados por 28 dias e nem dos animais recovery, o que
significa que ndo houve alteracdo nos mecanismos antioxidante. As enzimas de controle de
radicais livres (SOD, CAT, GPx e GST) sdo a primeira linha de defesa contra lesdes oxidativas

nos orgaos reprodutivos, principalmente por agentes exdgenos provenientes de plantas (Zhong
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& Zhou, 2013). A manuten¢do da atividade enzimadtica, com manuten¢do ou redugdo dos
marcadores de stress oxidativo, refletiu nos parametros patolégicos, pois ndo houveram danos
teciduais considerdveis, assim como nos parametros histolégicos e morfométricos, que foram
mantidos dentro da normalidade ou até mesmo tiveram incrementos positivos.

Vale salientar que ndo houve alteracdo nos niveis de proteina carbonilada no testiculo
dos grupos tratados, e que houve redugdo nas concentracdes de malondialdeido (MDA) nos
animais tratados com as doses de 250 mg/kg (G250) e 500 mg/kg (G500), indicando que o
extrato de A. velutina possa regular a peroxidacao lipidica. O MDA € o principal marcador de
estresse oxidativo nos 6rgdos reprodutivos, € formado a partir de peroxidacdo dos lipidios da
membrana plasmatica das células, e em altas concentracdes pode ocasionar danos aos tecidos,
prejudicando as funcdes reprodutivas (Janero, 1990).

Segundo o modelo proposto por Sengupta et al. (2017), a W. somnifera afeta
positivamente os mecanismos oxidativos, principalmente no plasma seminal e nas células
germinativas, aumentando a atividade de SOD e CAT, o teor de vitaminas A, E e C, e os niveis
de fons metdlicos essenciais como Cu**, Zn?*, Fe** e Au?*. Outro estudo, utilizando o extrato
de W. somnifera, descreveu uma melhora na qualidade espermatica, reduzindo os niveis de
radicais livres e a morte celular, além de aumentar as concentracdes dos fons metdlicos
essenciais (Shukla et al., 2011). Dessa forma, é possivel inferir que A. velutina, que faz parte
da mesma subtribo que W. somnifera, também possua essas propriedades regulatdrias sobre os
mecanismos oxidativos.

Por outro lado, o estudo de Kumar & Singh (2018) com extrato de W. somnifera nao
mostrou alteragdes na atividade enzimédtica de SOD, CAT e GPx e nem nas concentracdes de
MDA durante o periodo de tratamento, e apds a interrupcao do tratamento a atividade da SOD,
CAT e GPx foi reduzida e houve aumento da peroxidagdo lipidica. Esses resultados foram
diferentes daqueles encontrados neste trabalho, pois apds a interrupcdo do tratamento, a
atividade das enzimas antioxidantes e os marcadores de estresse oxidativo nos animais recovery
ndo foram alterados, o que mostra que o extrato de A. velutina ndo possui efeitos toxicoldgicos
tardios.

A composic¢ao fitoquimica do extrato de Athenaea velutina mostra os vitanolideos como
0s principais constituintes bioativos (Prazeres, 2020; Almeida, 2019). Este € o primeiro trabalho
que descreve a acdo do extrato vegetal sobre as func¢des reprodutivas. Apesar dos resultados
encontrados neste trabalho sugerirem que o extrato de A. velutina seja benéfico ao aparelho

reprodutor masculino, ndo apresentando toxicidade para a reproducdo, ainda sdo necessdrios
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mais estudos para avaliagdo de alguns parametros reprodutivos acerca do potencial dessa planta,
principalmente sobre o processo espermatogénico, especificamente sobre a qualidade,
viabilidade, motilidade e morfologia dos espermatozoides, além da quantificacio de fons

metalicos e das concentracdes de testosterona, FSH e LH.
7. CONCLUSOES

O extrato etandlico de Athenaea velutina promove incrementos em parametros
morfométricos e estereologicos de tibulo seminifero e intersticio testicular de ratos Wistar, e
regula para baixo as concentragdes do principal marcador de peroxidacdo lipidica, o
malondialdeido, particularmente nas doses de 250 mg/kg e 500 mg/kg. O extrato ndo causou
alteracdes nos 6rgaos apds a interrup¢do da sua ingestdo. Logo, o extrato de A. velutina nao
possui efeitos toxicoldgicos sobre a reproducdo. Sao necessdrios mais estudos para avaliar
outros parametros reprodutivos e assim confirmar o potencial positivo dessa planta sobre a

fertilidade masculina.
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9. ANEXO (S)

ANEXO A - Autorizacdo do acesso ao patrimonio genético no Parque do Itacolomi, concedida
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ANEXO B - Aprovacio do Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Vigosa — CEUA/UFV

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certiﬁca. que o
processo n° 82/2018, intitulado “Estudo toxicolégico do extrato etanéll.co da:s
folhas de aureliana velutina sendtner (solanaceae) em ratos wistar”,
coordenado pela professora Mariana Machado Neves do Departamento de de
Biologia Geral, estd de acordo com a Legislagdo vigente (Lei N° 11.794, de 08
de outubro de 2008), as Resolugdes Normativas editadas pelo CONCEA/MCT'I,
a DBCA (Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado e a Utilizagéo de Amma?s
para Fins Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da Pratica de Eutanasia
preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanto sendo aprovado por esta Comissdo
em 21/03/2019, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number
82/2018, named “Toxicological study of the ethanolic extract of leaves of
aureliana velutina sendtner (solanaceae) in wistar rats", is in agreement with
the a actual Brazilian legislation ( Lei N° 11.794, 2008), Normative Resolutions
edited by CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care
and Use of Animals for Scientific Purposes and Teaching) and the Guidelines of
Practice the Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI therefore being
approved by the Committee on March 21, 2019 valid for 12 months.

j Wi, Ui, @ 0, Lowon
Prof. * Atima ClementeAlves Zuanon

Presidente
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV



