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RESUMO

MATTA, Ana Paula de Lima Florentino, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2012. Efeitos do extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen sobre testiculo e pénis de camundongos adultos. Orientador: Sérgio Luis
Pinto da Matta.

Em vérias partes do mundo é bastante difundida a pratica de terapias a base de plantas
com finalidades afrodisiacas. Pfaffia glomerata é uma espécie utilizada popularmente
como estimulante sexual, tranquilizante, anti-inflamatdrio e cicatrizante. Neste trabalho
buscou-se avaliar os efeitos do extrato hidroalcodlico da raiz de P. glomerata (EHRPG)
sobre parametros testiculares e penianos e na concentracdo de testosterona sérica de
camundongos adultos, sendo o extrato submetido a prospeccdo fitoquimica. Foram
utilizados 24 animais (6 animais por grupo) assim distribuidos: grupo 1 (G1) que
recebeu agua; grupo 2 (G2) que recebeu dimetilsulféxido (DMSO); grupos 3 (G3) e 4
(G4) que receberam 300 e 400mg/kg de peso corporal do EHRPG, respectivamente,
diluidos em 0,2 mL de DMSO. Todos os grupos foram submetidos a uma restricao
calédrica leve (10%). A anélise fitoquimica revelou a presenca de flavondides, taninos,
triterpenos/esterdides e saponinas. Os dois grupos tratados com o EHRPG apresentaram
aumento na propor¢cdo da tinica prépria, de limen e do peso corporal, mostrando
redu¢do na proporciao e no volume de epitélio seminifero, no didmetro tubular e nos
indices gonadossomatico (IGS), tubulossomatico (ITS) e da célula de Sertoli. Esses
animais apresentaram ainda alto indice apoptético de células germinativas, além da
ocorréncia de patologia tubular. O grupo 4 apresentou ainda redugdo na altura do
epitélio seminifero, nos nudmeros corrigidos de espermatdcitos primérios em
preleptéteno/leptéteno e em paquiteno, na capacidade total de suporte da célula de
Sertoli e na produgdo espermdtica. Ambos os grupos tratados apresentaram expressiva
dilatacdo dos corpos cavernosos, sendo que, na concentracdo de 400mg, os animais
tiveram também aumento na concentracdo de testosterona sérica. Pode-se concluir que o
EHRPG tem efeitos negativos para a espermatogénese de camundongos, produzindo
alteracdes patoldgicas nas células de Sertoli e germinativas, induzindo a apoptose de
células germinativas e reduzindo a producdo espermdtica. Adicionalmente, apresenta

uma possivel acdo vasodilatadora e estimuladora da secrecdo de testosterona.
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ABSTRACT

MATTA, Ana Paula de Lima Florentino, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July,
2012. Effects of hydroalcoholic extract of the roots of Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen on the penis and testis of adult mice. Adviser: Sérgio Luis Pinto da Matta.

In several parts of the world is the widespread practice of herbal therapies with
aphrodisiac purposes. Pfaffia glomerata is a species commonly used as a sexual
stimulant, tranquilizer, anti-inflammatory and healing effects. This work aimed to
evaluate the effects of the hydroalcoholic extract of the roots of P. glomerata (HERPG)
on penile and testicular parameters and serum testosterone level of adult mice. The
extract was subjected to phytochemical prospection. We used 24 animals (6 per group)
distributed as follows: group 1 (Gl) received water, group 2 (G2) received
dimethylsulfoxide (DMSO), group 3 (G3) and 4 (G4) who received 300 and 400mg/kg
body weight the HERPG, respectively, diluted in 0.2 ml DMSO. All groups were
subjected to mild caloric restriction (10%). Phytochemical analysis revealed the
presence of flavonoids, tannins, triterpenes/steroids and saponins. The two treated
groups treated with HERPG showed an increase in the proportion the tunica propria, of
the lumen and the body weight, and showing reduction in the proportion in volume of
the seminiferous epithelium, and the diameter tubular and gonadosomatic (GSI),
tubulesomatic (TSI) and Sertoli cell indexes. These animals also showed a high rate of
apoptotic germ cells, besides the occurrence of tubular pathology. Group 4 showed also
a reduction in height of the seminiferous epithelium, the numbers of primary
spermatocytes in preleptoteno/leptotene and at pachytene, in total capacity of Sertoli
cell-support and sperm production. Both treated groups showed significant dilatation of
the corpus cavernosum, and the concentration of 400mg animals also had increased
level of serum testosterone. It can be concluded that the HERPG has adverse effects on
spermatogenesis in mice, producing pathological changes in Sertoli and germ cells and
inducing apoptosis of germ cells, and reduce sperm production. In addition, provides a

possible vasodilator and stimulating the secretion of testosterone.
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INTRODUCAO GERAL

O presente estudo aborda aspectos da reproducdo animal, enfocando os eventos
que ocorrem nha espermatogénese € a histologia dos corpos cavernosos sob influéncia do
extrato vegetal obtido da espécie Pffafia glomerata. Dentre as diversas utilizacdes desta
espécie na medicina popular, destaca-se seu uso como afrodisiaco, tendo sido
administrada a camundongos machos mantidos em laboratério sob condicdes
controladas.

A utilizacdo de plantas medicinais como afrodisiacos, para resolver problemas
de disfuncao erétil ou melhorar o desempenho sexual, € uma pratica antiga e geralmente
vista como uma solu¢do rdpida e de facil acesso. O uso indiscriminado de drogas
vegetais ou alopdticas com finalidades afrodisiacas é extremamente temerério, visto que
muitas delas apresentam substincias que podem desencadear reagdes adversas, seja por
seus proprios componentes, seja pela presenca de contaminantes ou adulterantes
presentes em suas preparacdes. Apesar disso, as experimentacdes cientificas e testes
monitorados associados a reproducdo para investigar efeitos téxicos ou validar sua
aplicabilidade sido poucos, se comparado a larga utilizacio popular (Turolla e
Nascimento, 2006).

E possivel que uma planta medicinal funcione como estimulante sexual e ao
mesmo tempo interfira de forma negativa em parametros testiculares, alterando
qualitativa e quantitativamente seus elementos e podendo inicialmente reduzir a
producdo espermdtica e em longo prazo causar alteragdes irreversiveis, levando até
mesmo a infertilidade. A literatura cita plantas com propriedades farmacoldgicas
anticancerigenas, antidiabética, hepatoprotetoras, cardioprotetoras e analgésicas, mas
com efeitos adversos para as fungdes reprodutivas masculinas, em animais € humanos,
tais como, Ocimum sanctum (Ahmed, 2002), Sarcostemma acidum (Venma et al.,
2002), Azadirachta indica, (Aladakatti e Ahamed, 2005), Syzygium aromaticum,
(Mishra e Singh, 2008). Por outro lado, algumas plantas utilizadas popularmente como
afrodisiacas, agem aumentando a produgdo espermadtica e trazendo beneficios para os
parametros testiculares, sendo que algumas delas tiveram seu potencial afrodisiaco
comprovado, como observado em Fadogia agrestis (Yakubu et al., 2005; Malviya et al.,
2011) e Lepidium meyenii (Zheng et al, 2000; Cicero et al., 2001; Cicero et al, 2002).

Deve-se considerar ainda que, a real atuacdo de uma planta medicinal,
supostamente relacionada a constituintes afrodisiacos, com a¢@o sobre o comportamento

e desempenho sexual humano pode ser simplesmente uma manifestacdo do efeito
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placebo, o que reforca a importincia dos estudos reprodutivos em espécies ja
amplamente utilizadas, especialmente sobre os testiculos e corpos cavernosos do pénis.

O testiculo é um O6rgdo produtor de espermatozoides e andrégenos, sendo
dividido funcionalmente em dois compartimentos bdsicos: o tubular ou
espermatogénico e o intertubular ou androgénico. No epitélio seminifero do tibulo
ocorre 0 processo de espermatogénese, sob a regéncia da célula de Sertoli. O
compartimento intertubular é formado pelas células de Leydig, produtoras de
testosterona, por células do conjuntivo (macréfagos e fibroblastos), vasos sanguineos e
linfaticos (Russell et al., 1990a). A avaliacdo qualitativa e quantitativa desses dois
compartimentos, apés administracdo de determinada substancia, é capaz de fornecer
respostas sobre a acdo positiva ou negativa da mesma no processo espermatogénico, na
producdo espermatica e no funcionamento das células de Leydig.

Além da acdo do extrato no testiculo, investigacdes morfométricas do tecido
cavernoso do pénis podem trazer respostas a respeito de uma possivel acdo
vasodilatadora do extrato, um mecanismo de acdo muito comum entre as plantas de uso
popular ja estudadas (Chen et al., 2000; Kim et al., 2011; Abdelwahab et al., 2012; Li et
al., 2012).

Estudos experimentais e clinicos relatam que a testosterona tem papel
importante na manutencdo da homeostase e morfologia dos componentes dos corpos
cavernosos, que sdo, por sua vez, essenciais para a fisiologia erétil normal (Castela et
al., 2011), o que torna de suma importincia a medida da concentracdo desse hormonio
em animais tratados com plantas que tem seu uso popular como afrodisiaco.

Apesar da fama popular e até mesmo da comercializa¢do de produto contendo
compostos de Pfaffia glomerata, nao ha registros de experimentagdo cientifica
avaliando a acdo in vivo do seu extrato sobre parametros reprodutivos masculinos, o que
mostra a importancia de avaliar seus efeitos sobre os testiculos, corpos cavernosos € na

producdo de testosterona.



Objetivos Gerais

O presente estudo pretendeu avaliar os efeitos de doses crescentes do extrato
hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata em camundongos adultos, sobre as porcoes
gametogénica e androgénica testicular, nos corpos cavernosos do pénis e no sangue.
Essa avaliacdo foi feita através de investigacdo de mudancas morfoldgicas,

histométricas e hormonal.

Objetivos Especificos
Prospeccao fitoquimica
» Realizar a prospecgdo fitoquimica do extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia

glomerata.

Testiculos

» Determinar a propor¢ao volumétrica e volume dos componentes dos tubulos
seminiferos e intertibulo e das células em estddio I do ciclo do epitélio seminifero;
» Calcular os indices gonadossomético (IGS), tubulossomdtico (ITS), mitotico,
meiotico, Leydigossomatico, da célula de Sertoli e apoptotico nas células germinativas;
» Mensurar a altura do epitélio seminifero e o diametro dos tibulos seminiferos;

» Calcular o comprimento total dos tubulos seminiferos e a produgdo espermatica didria
total por testiculo e por grama de testiculo;

» Realizar a morfometria das células de Sertoli e células de Leydig.

Pénis

» Analisar morfologica e morfometricamente 0s corpos cavernosos.

Sangue

» Medir variagcdes na concentragdo plasmatica de testosterona.



Capitulo 1

1. Revisao de literatura

1.1. Plantas medicinais e fitoterapicos

Plantas medicinais podem ser definidas como todos os vegetais que tém
emprego com fins terapéuticos, alicercados no conhecimento popular ou no
conhecimento cientifico (Schenkel et al., 2002). Todos os sistemas de medicina
tradicional t€m suas raizes fundamentadas na medicina popular e nos remédios caseiros,
tendo as plantas medicinais um uso direto pela humanidade, sendo a fonte priméria
desta medicina (Panda et al., 2011). Até o século XIX, as plantas medicinais e seus
extrativos constitufam a maioria dos recursos terapéuticos, € foi no inicio do século
passado que esses recursos comegaram a ser estudados com os instrumentos cientificos
da época, estabelecendo aos poucos a tendéncia de utilizagdo das substincias ativas
isoladas. Juntamente com a sintese organica, a descoberta das substidncias ativas
presentes nas plantas medicinais alavancou uma revolugdo cientifica e tecnoldgica,
originando a identificacdo de uma nova possibilidade de intervengdo terapéutica
(Schenkel et al., 2002).

O inicio do processo de extragdo de principios ativos de plantas ocorreu em 1803
com o isolamento da morfina da Papaver somniferum pelo farmacéutico Friedrich
Wilhelm Adam Sertiirner. A partir de entdo outras substancias foram isoladas, como por
exemplo a quinina e a quinidina obtidas da Cinchona spp, em 1819, e a atropina da
Atropa belladona, em 1831, que passaram a ser utilizadas em substituicdo aos extratos
vegetais (Tyler 1996; Schulz et al., 2001; Turolla e Nascimento, 2006). Essa
substituicdo ocorreu devido a varios fatores dentre eles a producdo de farmacos via
sintese quimica, o crescimento do poder econdmico das indudstrias farmacéuticas, a
auséncia de comprovacgdes cientificas de eficdcia das substincias de origem vegetal
aliada as dificuldades de controle quimico, fisico-quimico, farmacolégico e toxicologico
dos extratos vegetais até entdo utilizados (Rates 2001). Observou-se entdo, apds a
década de 60, um desinteresse da industria farmacé€utica e dos institutos de pesquisa
pela busca de novas substancias de origem vegetal, por se acreditar que ja haviam sido
isoladas as principais substancias ativas das drogas vegetais conhecidas, bem como ja
haviam sido realizadas todas as possiveis modificagdes quimicas de interesse destas
substancias (Schenckel et al., 2002). Porém, esse quadro mudou a partir da década de

80, com os avancos técnicos e o desenvolvimento de novos métodos de isolamento de
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substancias ativas a partir de fontes naturais, permitindo maior rapidez na identificacdo
de substancias em amostras complexas como os extratos vegetais (Turolla e
Nascimento, 20006).

Atualmente, o modo de utilizacdio das plantas medicinais/medicamento
fiteterapico € amplo, tanto na medicina popular, quanto na medicina institucionalizada,
sendo as mais generalizadas citadas como: (1) fornecedoras de substancias ativas
isoladas, (2) extratos purificados ou selecionados, centrados em grupos especificos de
substancias, (3) extratos totais, padronizados em relacdo a uma substancia ou a uma
especificacdo determinada e como (4) droga integra, rasurada ou moida ou destinada a
preparacdo extemporanea de infusos ou decoctos aquosos (chds) (Schenkel et al., 2002).
Esta ampla utilizacdo gera a necessidade de mais pesquisas com as plantas medicinais,
e, atualmente, esta se tornou uma das mais rdpidas dreas de crescimento da pesquisa
biomédica, sendo ilustrado pela seguinte observacdo: o numero de citacdes PubMed, de
1990 - 2007 contendo a palavra "phytotherapy" foi inferior a 100 em 1990, subiu para
mais de 1.000 em 1998, para 12.000 em 2005, e ficou acima de 15.000 em 2007 (Ameh
et al., 2010b).

Em termos econOmicos, estudos mostram as diferencas inter-regionais nas
politicas de drogas vegetais e o impacto destas politicas sobre o estado e a
movimentacdo de remédios extraidos de ervas no mercado mundial. Cerca de 80% das
pessoas nos paises em desenvolvimento fazem uso de terapias tradicionais, mas
contribuiram com apenas 7,2% para o comércio em 1999. Por outro lado, em nacdes
desenvolvidas, onde as pessoas dependem menos das ervas, a contribuicdo foi de
55,2%. Portanto, os paises em desenvolvimento precisam de estratégias que irdo
promover a fitoterapia, e de fato contribuir substancialmente para qualquer economia
(Ameh et al., 2010a). Por meio de vérios instrumentos a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) cria esforgos para regulamentar essa medicina. Dentre eles, destacam-se trés: a
Declaracao de Alma-Ata, de 1978, o Manual de Controle de Qualidade dos Materiais de
Plantas Medicinais de 1998, e as Orientag¢des Gerais para as Metodologias de Pesquisa e
Avaliacdo de Medicina Tradicional de 2000 (Ameh et al., 2010b).

Os desafios enfrentados pela OMS geram em torno de uma globalizacdo de
praticas desenvolvidas ao longo dos séculos em certas comunidades, sem uma
internacionalizacao simultanea das normas para sua avaliacdo e regulacdo. Em primeiro
lugar, muitos paises adotam politicas nacionais na medicina tradicional, o que torna

dificil de regular tais préticas de modo global. Em segundo lugar, os meios para testar a
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segurancga, eficdcia e qualidade das terapias tradicionais sdo altamente limitados para
plantas medicinais e medicamentos fiteterdpicos. A adequagdo de produtos depende da
qualidade de suas matérias-primas, que muitas vezes incluem complexidade de
componentes naturais. Em terceiro lugar, desde que os materiais de plantas medicinais
sdo em sua maioria coletados no ambiente selvagem, a expansdo do mercado da
medicina herbal ameaca a biodiversidade. Assim, esforcos devem ser feitos para
preservar plantas selvagens e os conhecimentos indigenas para sua utilizagdo na
medicina. Em quarto lugar, muitos acreditam em uma falsa ideia de que ervas
medicinais, por serem naturais, sao seguras e livres de efeitos colaterais e/ou toxicidade
(Ameh et al., 2010b).

Como ideia primordial, a utilizacdo de fitoterdpicos na medicina humana
aumentaria a op¢ao terap€utica dos profissionais de saude, oferecendo medicamentos
equivalentes, também registrados, talvez mais baratos e com espectros de acdo mais
adequados (Lapa et al., 2002). Em virtude da importancia das plantas medicinais e dos
fitoterdpicos para o homem € necessario que a sua producdo, qualidade, distribuicdo e

uso sejam regulamentados.

1.2. Afrodisiacos: histérico e definicao

Por milhares de anos, a sociedade demonstrou uma dependéncia pelos
afrodisiacos, ja que em vdrias culturas (chinesa, egipcia, indiana, grega, romana) essas
substancias foram usadas como remédios tradicionais (Elferink, 2000; Melnyk e
Marcone, 2011). A observacdo de que suas propriedades melhoravam a funcdo sexual
tornou seu uso popular, ainda que a base cientifica de muitos dos afrodisiacos naturais
utilizados, ndo fosse ainda compreendida. Em culturas antigas, a procriacdo era o
objetivo mais importante e a incapacidade de procriar aumentou os esforcos para
descobrir substancias de fontes naturais que trouxessem melhora sexual (Elferink, 2000;
Yakubu et al, 2007, Melnyk e Marcone, 2011). Afrodisiacos poderiam ser utilizados
para auxiliar a capacidade de uma familia ter filhos, mas também permitiria a realiza¢io
sexual dentro de um casamento, que muitas vezes era insatisfatéria (Yakubu et al.,
2007). Nas culturas astecas, ter uma grande familia era incentivado, respeitado e
admirado pela sociedade (Elferink, 2000).

A defini¢do moderna de afrodisiaco pode variar, mas é geralmente considerado
como uma substancia que aumenta o desejo (libido, por exemplo) e/ou prazer sexual. A

definicdo foi ampliada para incluir as substincias que melhoram o desempenho sexual
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ou ajudam no bom funcionamento dos o6rgdos sexuais femininos e masculinos
(Shamloul, 2010; Melnyk e Marcone, 2011). Eles aumentam o desejo e o prazer sexual
através das propriedades alucindgenas ou estimulantes do humor. Além disso, o efeito
afrodisiaco pode ocorrer por mudangas hormonais tendo agdo sobre as células de Leydig
e/ou na arquitetura e fisiologia peniana ou ainda no relaxamento do musculo liso,
aumentando o fluxo sanguineo e permitindo a vasodilatagdo dos corpos cavernosos,
facilitando assim a erecdo peniana (Sandroni, 2001; Chaturapanich et al., 2008; Zamblé
et al., 2008; Malviya et al., 2011).

Em vérias cidades brasileiras existem casas de comercializagdo de produtos
naturais, onde se encontram pelo menos uma secdo especifica a comercializacdo de
plantas ou principios delas extraidos relacionados a acdo afrodisiaca. Geralmente,
informacdes sobre a eficidcia, modo de preparo e dosagem, vem de comunidades
tradicionais que, ao longo dos anos, utilizam essas espécies e as indicam para melhorar
o desempenho e a qualidade da vida sexual (Chieregatto, 2005). Em virtude disso, a
abordagem etnofarmacoldgica ¢ uma estratégia utilizada muito importante, que consiste
em combinar informagdes adquiridas junto a comunidades locais, que fazem uso da
flora medicinal com estudos quimico/farmacoldgicos realizados em laboratdrios
especializados. O método etnofarmacolégico permite a formulacido de hipéteses quanto
a(s) atividade(s) farmacoldgica(s) e a(s) substancia(s) ativas(s) responsaveis pelas acoes
terapéuticas relatadas pelas populagdes usuarias (Elisabetsky, 2002).

A utilizacdo de plantas como afrodisiacos, além de ser uma solugdo mais
comoda, pelo fato das ervas ndo estarem sujeitas a regulamentagdo rigorosa que existe
em torno dos medicamentos, é confidvel por grande parte da populacdo que acredita que
sdo seguros e livres de efeitos colaterais (Dumestre-Toulet et al., 2002; Venhuis et al.,

2008).

1.3. Plantas afrodisiacas

A literatura relata uma série de plantas que foram submetidas a estudos
experimentais tendo suas propriedades afrodisiacas comprovadas. Nem sempre, porém,
os mecanismos de acdo das mesmas foram elucidados. Alguns desses estudos sdao
descritos a seguir.

O potencial afrodisiaco do caule de Fadogia agrestis (Rubiaceae) foi testado em
ratos machos. Em todas as doses administradas observou-se aumento na frequéncia de

montagem, de penetracdo e prolongamento da laténcia ejaculatéria. A concentracdo
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sérica de testosterona aumentou, sendo esse o possivel mecanismo responsdvel por seus
efeitos afrodisiacos (Yakubu et al., 2005; Malviya et al., 2011).

Lepidium meyenii (MACA) é uma das espécies de uso histérico para aumentar a
fertilidade e o desejo sexual, sendo relatada em vdrios estudos que demonstram seu
potencial em melhorar o comportamento sexual (Cicero et al., 2001; Cicero et al, 2002;
Zheng et al, 2000). Ratos que receberam o extrato etandlico de MACA nas doses de 40,
45, 180 ou 1800 mg/kg mostraram um aumento significativo no acasalamento e melhora
na funcdo erétil em comparagdo ao grupo controle (Zheng et al., 2000). Resultados
comportamentais foram confirmados utilizando extrato de MACA nas doses de 15 e 75
mg/kg de peso corporal (Cicero et al., 2001) e 24, 52 e 870 mg/kg do peso corporal dos
extratos cloroférmico, hexanico e metandlico de MACA, respectivamente.

Para Panax ginseng, a maioria dos estudos relata que seus efeitos afrodisiacos
estdo relacionados aos seus constituintes bioativos conhecidos como gingenosideos,
referentes as saponinas. Em estudo controlado com placebo, em que se buscou avaliar a
eficidcia do Panax ginseng em melhorar a disfuncdo eréctil, 60 homens apresentando
esse problema, em grau de leve a moderado, foram alimentados com 3000 mg do
ginseng por dia ou placebo. Os resultados mostraram melhora significativa na ere¢ao,
incluindo rigidez e a penetragdo no grupo que recebeu o ginseng (de Andrade et al.,
2007). Esses resultados foram também confirmados em outros estudos clinicos que
demonstraram que o ginseng € realmente capaz de tratar a disfuncdo erétil (Choi et al.,
1999; Choi e Choi, 2001; Hong et al., 2002; Jang et al., 2008). O mecanismo de agdo
sugerido € a liberacdo de 6xido nitrico nas células endoteliais ou neurais causando o
relaxamento da musculatura lisa, e aumento do fluxo sanguineo para o pé€nis. Em estudo
in vitro, Panax ginseng foi capaz de causar o relaxamento do musculo liso de coelhos,
fortalecendo o argumento para o mecanismo proposto citado acima (Kim et al., 1998).

Para verificar o efeito do dleo essencial de Satureja khuzestanica (OESK) na
fertilidade de ratos machos, administraram-se por via oral diluido em dgua, doses de 75,
150 e 225 mg/kg/dia. Os grupos tratados e controle foram colocados para acasalar apos
45 dias de tratamento. O OESK melhorou todos os parametros avaliados, como poténcia
de fecundidade, indice de fertilidade e tamanho da ninhada. As concentragdes de
Hormonio foliculo estimulante (FSH) e testosterona estavam significativamente
aumentadas nos grupos tratados com OESK, assim como os pesos dos testiculos, da
vesicula seminal e da préstata na dose de 225 mg/kg. Andlise histopatolégica mostrou

que os animais tratados com OESK (150, 225 mg/kg) apresentaram aumento no nimero
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de espermatogdnias, espermdticos, de células de Leydig e de espermatozoides (Haeri et
al., 2006).

A lista de plantas utilizadas na medicina popular como afrodisiacos é extensa, o
que resulta em um aumento necessario no nimero de estudos para melhor compreender
seus efeitos, mecanismos de a¢ao e riscos de toxicidade. Com os estudos clinicos e com
o isolamento e identificacdo dos constituintes ativos dessas plantas, os mecanismos de
acdo poderdao ser bem-entendidos e o uso desses afrodisiacos para o tratamento de

deficiéncias sexuais poderdo tornar uma realidade.

1.4. Plantas que prejudicam as funcoes testiculares

Virias plantas utilizadas na medicina popular com propriedades farmacolédgicas
anticancerigenas, antidiabética, hepatoprotetoras, cardioprotetoras, analgésica dentre
outras, foram relatadas como adversas as func¢des reprodutivas masculinas em animais e
humanos. Os efeitos observados tém sido atribuidos para as propriedades
antiespermatogénicas e/ou antiesteroidogénicas de um ou mais compostos ativos, sendo
os efeitos toxicos identificados ao administra-los para fins terapéuticos e/ou durante a
pesquisa de anticoncepcionais (D’Cruz et al., 2010).

Apesar de o testiculo ser equipado com sistemas de fortes defesas intrinsecas
que protegem as células germinativas durante sua jornada espermatogénica e pos-
espermatogénica, € um 6rgdo muito vulnerdvel ao ataque de farmacos, e isso € refletido
adversamente na saude reprodutiva masculina com o passar de varios anos (D’Cruz et
al., 2010). O aparelho reprodutivo masculino é extremamente sensivel a varios fatores
ambientais, dentre os quais estdo estilo de vida, radiacdo, poluicdo e fatores toxicos.
Seus efeitos podem ser anormalidades congénitas na infincia e alteracdes funcionais no
adulto (Saradha e Mathur, 2006).

Diversos produtos naturais e sintéticos atuam negativamente sobre a
espermatogénese e androgénese. No primeiro caso, os alvos podem ser as células
germinativas, as c€lulas de Sertoli ou os espermatozoides que podem ser prejudicados
morfologicamente ou na motilidade. Em nivel hormonal, a acdo pode ser diretamente
sobre as células de Leydig, sobre as enzimas esteroidogénicas ou ainda causando um
decréscimo na concentracdo de testosterona (D’Cruz et al., 2010). Algumas das plantas
utilizadas na medicina popular para variados fins e que trazem prejuizos

espermatogénico e/ou esteroidogénico, sdo descritas a seguir.



O extrato benzénico das folhas de Ocimum sanctum, quando administrada em
ratos machos na dose de 250 mg por kg de peso corporal por 48 dias, diminui a
quantidade espermdtica, a motilidade e a velocidade de deslocamento dos
espermatozoides, sendo os efeitos reversiveis apds duas semanas com a retirada do
tratamento (Ahmed et al., 2002). Vacuolos intraepiteliais de diferentes tamanhos no
citoplasma das células de Sertoli e perturbacdes na coexisténcia de Sertoli/Sertoli e
Sertoli/células germinativas foram observados quando o p6 da folha Azadirachta indica
foi administrado a ratos albinos durante 48 dias (Aladakatti e Ahamed, 2005).
Camundongos que receberam o extrato de Syzygium aromaticum, planta utilizada como
agente afrodisiaco, apresentaram aumento na propor¢do de tdbulos patoldgicos, com
vacuolizagdes em células de Sertoli e degeneracdo de vdrias células germinativas
(Mishra e Singh, 2008). Administracdo do extrato metandlico de Sarcostemma acidum
em uma dose de 100 mg em ratos machos albinos por 60 dias provocou uma diminui¢ao
no nimero de células de Leydig maduras e um aumento da degeneracdo da populacdo
das células de Leydig (Venma et al., 2002). O extrato etandlico das raizes da Martynia
annua em ratos machos em doses de 100 e 200 mg por kg de peso corporal por 60 dias
causou atrofia das células de Leydig e uma reducdo significativa na concentracao sérica
de Hormonio luteinizante (LH) e testosterona (Mali et al., 2002).

Um ponto importante que deve ser considerado no estudo de plantas da medicina
popular é sua toxicidade. Os relatos populares sobre intoxicacdes acidentais sao
importantes para esses estudos, porém, nem sempre esses relatos ddo informacoes
suficientes sobre a quantidade, ou a parte da planta ingerida, ou ainda sua identificacdo
através de nomes cientificos. Além disso, a producdo dos metabdlitos secundarios pode
variar de acordo com a idade das plantas, o estado reprodutivo, as estagdes do ano ou
horas do dia (Brown Junior, 1988), informa¢des muitas vezes ignoradas popularmente.
Nao € surpreendente que muitas plantas acumulem substancias de elevada toxicidade, ja
que uma das func¢des dos metabdlitos secundarios é promover a defesa do vegetal contra
potenciais predadores (Santos, 2002). Além dos relatos populares que ddo uma ideia
inicial para o estudo, a verificacdo da toxicidade de uma planta depende principalmente
de experimentos em animais, ja que eles podem direcionar a ensaios clinicos, desde que

consigam reproduzir a toxicidade em seres humanos e os efeitos ndo sejam irreversiveis.
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1.5. Pfaffia glomerata

Pfaffia glomerata pertence a familia Amaranthaceae e encontra-se distribuida
em toda América do Sul, tropical e subtropical, desde as Guianas até Bolivia e
Argentina, sendo que no Brasil ocorre principalmente no Parand e Mato Grosso do Sul
(Teske e Trentini, 2001), além de Sdo Paulo, Parand, Mato Grosso e Goias (Neto et al.,
2005; Silva et al., 2010), ao longo de formacgdes florestais e campestres (Magalhaes,
2000; Guerreiro et al., 2009). E relatada uma variedade de nomes populares para a
espécie, tais como fafia, ginseng-brasileiro, para-tudo, suma, corrente, carango-sempre-
viva, acOnito, caxixe, batata-do-mato e ginseng-do-pantanal (Nicoloso et al., 2001;
Otofugi, 2005; Silva et al., 2010). O termo ‘“ginseng” ¢ de origem chinesa e
etimologicamente significa aspecto humanoide (Jin = homem e Chen = aspecto), assim
como ocorre com a raiz do ginseng asiatico (Panax ginseng) (Vigo et al., 2004; Otofugi,
2005).

As raizes de P. glomerata sdo ricas em saponinas, com importantes atividades
farmacoldgicas. Destaca-se a B-ecdisona, uma saponina esteroidal, como seu principal
componente, com teores nas raizes que podem variar entre 0,3% a 0,75%, dependendo
da época de colheita, variacdo genética e fertilidade do solo (Figueiredo, 2002; Correia
Juanior, 2003; Alves et al., 2006; Queiroga et al., 2008). A presenca de B-ecdisona d4 a
espécie atividade adaptogena contra estresses fisico e mental (Vigo et al., 2003; Kamada
et al., 2009).

Com base nos conhecimentos etnobotanicos, sdo atribuidos as raizes e folhas de
P. glomerata tém efeitos afrodisiacos e estimulantes gerais, tranquilizantes,
antirreumadticos,  antidiarreicos,  anti-inflamatérios,  antidiabéticos,  febrifugas,
cicatrizantes internas e externas, anti-hemorroidais, melhoradoras da visdo e da
memoria e para o tratamento de disturbios gastricos, artrite, artrose, anemia, astenia e
dores. Suas propriedades medicinais foram comprovadas como anti-inflamatério e
analgésico (Neto et al., 2005; Queiroga et al., 2008), no processo de cicatrizacdo de
feridas da pele (Guerreiro et al., 2009; Silva et al., 2010) e no efeito protetor da mucosa
géstrica (Otofugi, 2005), acdo benéfica na aprendizagem e memoria de ratos 1dosos em
modelos cronicos (Marques, 1998). Outros trabalhos relataram efeitos negativos do
extrato exibindo atividade depressora do sistema nervoso central e efeito amnésico (De-
Paris et al., 2000) efeitos toxicos em ratas prenhes (Toledo et al., 2004). Outros
resultados parciais de estudos realizados com extratos glicdlicos de Pfaffia glomerata,

demonstraram que folhas e flores possuem significativa atividade antioxidante, inibindo
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a oxidagao de lipidios de membrana mitocondrial dos danos oxidativos induzidos por
Fe2+/citrato, porém o extrato da raiz, ndo € capaz de proteger lipidios de tais danos
(Camillo e Rodrigues, 2009).

Em decorréncia do crescente interesse da populacdo pelos medicamentos
fitoterdpicos e da atividade extrativista, o estudo da diversidade da P. glomerata, assim
como seu cultivo comercial, vém se tornando indispensdveis. Instituicdes de pesquisa
vém realizando frequentes coletas de germoplasma, uma vez que os riscos de perda da
variabilidade sdo acentuados pelo extrativismo desordenado e comercializacdo de suas
raizes (Alves et al., 2006; Kamada et al., 2009). A P. glomerata apresenta de fato um
potencial risco de entrar em extin¢do devido a coleta indiscriminada e pela diminui¢ao

das suas areas de ocorréncia natural (Guerreiro et al., 2009).

1.6. O testiculo

O testiculo € um 6rgdo complexo, produtor de espermatozoides e andrégenos,
que mantém as fungdes reprodutivas e as caracteristicas sexuais secunddrias. As células
germinativas formam os espermatozoides no processo espermatogénico, enquanto as
células somaticas sdo o suporte para ambas as funcOes (Russell e Franca, 1995). Esse
orgdo € envolvido pela albuginea, uma espessa capsula de tecido conjuntivo denso que
emite septos para o interior do 6rgdo até a regido do mediastino, dividindo o testiculo
em l6bulos. Nos mamiferos, o testiculo é dividido em dois compartimentos: o
intertubular ou intersticial, também chamado de espaco intertubular, € 0 compartimento
de tibulos seminiferos (Russell et al., 1990). Os tibulos constituem a maior parte do
testiculo, ocupando, na maioria dos mamiferos, de 70% a 90% do parénquima testicular
(Franca e Russell, 1998; Godinho, 1999). Eles formam alcas bastante contorcidas, as
quais possuem suas duas extremidades conectadas a rede testicular, que se encontra
localizada numa regido bastante rica em vasos e tecido conjuntivo, denominada
mediastino testicular. A partir desta regido, a rede testicular encontra-se conectada ao
epididimo através dos ductos eferentes.

Os tubulos seminiferos sdo desprovidos de vascularizacdo ou inervacido sendo
constituidos por tinica propria, epitélio seminifero e lume. A tunica propria reveste o
tibulo externamente, sendo composta de células midides e elementos acelulares, como
fibras coldgenas e a membrana basal. As células midides sdo contriteis, sendo

responsaveis pela movimentagdo de fluidos e propulsdo dos espermatozoides através do
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lume tubular. No epitélio seminifero sdo encontradas as células germinativas e as
células de Sertoli (Russell et al., 1990a).

Juntamente com as células midides, as células de Sertoli elaboram a membrana
basal que serve de suporte estrutural para ela e para as células germinativas que se
encontram na porcao basal do epitélio seminifero. As células de Sertoli, através de
juncdes de oclusdo, dividem o epitélio seminifero em dois ambientes: o ambiente basal,
onde se localizam as espermatogoOnias e os espermatdcitos primdrios na fase inicial da
profase meidtica (pré-leptdtenos), e o ambiente adluminal, no qual se encontram os
espermatocitos primdrios a partir da fase de zigoteno, espermatdcitos secunddrios e
espermatides. Desta forma, o ambiente adluminal estd totalmente sob o controle das
células de Sertoli, propiciando um microambiente isolado e protegido do sistema imune,
essencial para o desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et al., 1990a;
Setchell, 1991; Poccia, 1994; Sharpe, 1994). Um terceiro ambiente € criado
transitoriamente quando ocorre a mudanca do preleptéteno do ambiente basal para o
adluminal. A célula geralmente encontrada nesse local transitério € o espermatdcito
primario, na fase de leptoteno (Russell et al., 1990a).

No espaco intertubular encontram-se células de Leydig, vasos sanguineos e
linfaticos, nervos e uma populacdo celular varidvel, constituida principalmente de
fibroblastos e macréfagos (Russell et al., 1990a; Setchell, 1991). Ratos e camundongos
apresentam um padrdo de intertubulo em que as células de Leydig estdo associadas a

vasos sanguineos e rodeadas pelo fluido linfatico (Fawcett et al., 1973).

1.7. Espermatogénese

A espermatogénese € um processo sincronico, que dura cerca de 40 a 60 dias nos
mamiferos estudados, no qual uma espermatogoénia (célula diploide) se diferencia
gradativamente em uma célula haploide altamente especializada, o espermatozoide
(Frangca e Russell, 1998; Godinho, 1999). Esse processo € dividido em trés fases
baseado em consideracOes funcionais: 1) fase proliferativa ou espermatogonial, na qual
as espermatogOnias sofrem sucessivas divisdes mitdticas, 2) fase meidtica ou
espermatocitogénica, na qual o material genético é recombinado e segregado, onde cada
espermatdcito dd origem a 4 espermatides e 3) fase de diferenciacdo ou espermiogénica
em que espermadtides se transformam em células especializadas estruturalmente e
bioquimicamente para alcancar e fertilizar o ovodcito, os espermatozoides (Russell et al.,

1990; Sharpe, 1994).
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As células de Sertoli sustentam morfofisiologicamente as quatro camadas
distintas de células germinativas que compdem o epitélio seminifero. As
espermatogOnias € 0os espermatdcitos primarios iniciais encontram-se na camada basal
do epitélio, enquanto que na camada adluminal observam-se as geracdes de
espermatdcitos mais desenvolvidos, espermatdcitos secundérios e esperméatides (Russell
et al., 1990). A espermatogénese inicia-se com a célula germinativa primitiva, a
espermatogoOnia A. As espermatogdnias se dividem por mitose e as células neoformadas
podem continuar a se dividir e originar novas espermatogonias ou parar a divisdo e
crescer, originando os espermatdcitos I, células que entram em meiose. Como a profase
da primeira divisdo meidtica € muito demorada, a maioria dos espermatdcitos I vistos
nas preparacgdes histoldgicas estd nessa fase. Os espermatdcitos I sdo as maiores células
da linhagem espermatogénica e sdo caracterizados pela presengca de cromossomos em
diferentes fases de condensagdo. Dessa primeira divisdo meidtica resultam células
menores, os espermatdcitos II, que ficam mais proximos da luz dos tibulos seminiferos
e € dificil observa-los nos cortes histoldgicos, pois entram logo na segunda divisdao
meidtica. Desta divisdo resultam as espermaétides, caracterizadas pelo pequeno tamanho,
nucleos com zona de cromatina condensada e por sua localizagdo quase na luz dos
tibulos seminiferos. Nesta fase terminam as divisdes celulares da espermatogénese e
cada espermdtide passard por um processo de modificacdes complexas denominadas
espermiogénese, que levara a formacgdo dos espermatozoides (Hermo et al., 2010).

O ciclo do epitélio seminifero é formado pelas células espermatogénicas que se
encontram organizadas em associacdes celulares distintas denominadas de estddios, os
quais se sucedem com o tempo de maneira bastante ordenada (Hermo et al., 2010).
Existem dois métodos de classificacdo dos estddios: o da morfologia tubular, no qual
sdo descritos oito estddios do ciclo para todas as espécies (Berndtson, 1977; Franga e
Russell, 1998), e o método do sistema acrossomico, no qual o ndmero de estadios é
varia entre as espécies (Leblond e Clermont, 1952, Russell et al., 1990a). Em
mamiferos, para que o processo espermatogénico se complete, geralmente sdao
necessarios em torno de 4,5 ciclos, que corresponde desde a espermatogonia do tipo A
até a liberacdo dos espermatozoides no lume do tibulo seminifero (Amann e

Schanbacher, 1983; Franca e Russell, 1998).
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1.8. Células de Sertoli

As células de Sertoli sdo células somaticas, de aspecto colunar, que se estendem
da base dos tubulos seminiferos até o lumen tubular, residente entre as células
germinativas (Russell et al., 1990). Estas células providenciam um microambiente e um
suporte citoarquitetural para o desenvolvimento das células espermatogénicas, e
regulam diretamente a endocrinologia reprodutiva dos machos através da secrecdo de
uma grande variedade de produtos. Estes fatores secretados pelas células de Sertoli
podem ser classificados como nutricionais (ex: proteinas de transporte), que suportam
os requerimentos nutricionais das células germinativas, ambientais (ex: matriz
extracelular), que influencia o conteddo fisico e ambiente extracelular entre as células, e
os regulatdrios (fatores de crescimento) (Skinner e Griswold, 2005).

O citoesqueleto das células de Sertoli € formado de elementos primérios que
incluem os microtibulos, filamentos de actina e filamentos intermediarios (vimentina).
As funcOes gerais desses elementos sdo bem conhecidas e incluem manutengdo da
forma e polaridade celular, movimentacdo ou posicionamento das organelas
intracelulares, caminho de proteinas, formacdo de pseuddpodes e outras extensdes
citoplasmadticas tais como microvilos, ancoragem das células germinativas e sua
translocacdo através dos diferentes estdgios do desenvolvimento além do cuidado e
preparacao das espermatides maduras para sua liberacdo do epitélio o limen do tibulo
seminifero. Esses elementos encontram-se ainda presentes entre as conexdes com as
células germinativas, providenciando uma comunicagdo célula-a-célula através das
especializacdes ectoplasmadticas, dos complexos-tubulobulbares e dos processos
penetrantes, permitindo orientacdo espacial, sustentacdo, aumento das superficies de
contato para trocas metabdlicas e movimentacdo das células germinativas (Russell et al.,
1990; Hess e Franca, 2005).

As células de Sertoli fazem a compartimentalizacdo do epitélio seminifero,
dividindo-o em ambientes permanentes (basal e adluminal) e transitério (intermedidrio)
que € formado durante o transito de células em leptéteno do ambiente basal para o
adluminal e envolve sucessivas formagdes e desarranjos das juncdes de oclusdo. A
presenca de um ambiente intermedidrio assegura que a integridade da barreira de Sertoli
seja mantida durante esse transito citado anteriormente. A barreira permite que muitas
substincias entrem no ambiente adluminal, mas usualmente, baixos niveis destas
substancias atingem o limen tubular quando comparado com o sangue ou a linfa

(Russell et al., 1990).
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A célula de Sertoli secreta o fluido luminal que é o meio pelo qual os
espermatozoides sdo transportados dentro dos sistemas de ductos. A barreira de Sertoli
previne a saida de fluido do limen para a linfa e a pressao do fluido mantém o limen
tubular. Outra importante funcdo desempenhada pelas células de Sertoli € a fagocitose.
Sdo capazes de fagocitar células germinativas que degeneram durante o curso da
espermatogénese, fagocitam complexos tubulobulbares durante a espermiacdo e os

corpos residuais que restam durante o processo de espermiacdo (Russell et al., 1990).

1.9. Células de Leydig

As células de Leydig sdo originadas nos testiculos durante o periodo
embriondrio. No inicio do desenvolvimento, a proliferacdo dessas células e sua
producdo de hormoénios esteroides sdo reguladas pela célula de Sertoli e macréfagos
(Cooke, 1996). Sugere-se que macrofagos testiculares secretam citocinas, tais como,
interleucina 1 e TGFa, que podem estimular os progenitores dessas células (Ge et al.,
1996).

Duas populagdes distintas de células de Leydig sdo responsaveis pelos periodos
de esteroidogénese testicular: durante o periodo fetal-neonatal (células do tipo fetal) e
no adulto (células do tipo adulto), que diferem em sua morfologia, producao hormonal,
regulacdo pardcrina e fungdes fisiologicas (Payne e Hardy, 2007). Segundo estes
autores, a producgdo ativa de testosterona inicia-se durante o periodo fetal e é essencial
para a diferenciacdo masculina normal.

Apesar de existir grande variacdo entre as diversas espécies quanto a propor¢ao
volumétrica (%) dos diferentes componentes do compartimento intertubular, de maneira
geral a célula de Leydig € o tipo celular mais abundante neste compartimento (Russell,
1996; Payne e Hardy, 2007).

Nos testiculos dos mamiferos, as células de Leydig sintetizam andrégenos que
incluem a testosterona e a diidrotestosterona. A testosterona € requerida em altas
concentracdoes nos testiculos a fim de sustentar a espermatogénese nos tubulos
seminiferos, promover a diferenciacdo do trato genital masculino, além de promover e
manter os caracteres sexuais secundarios. Particularmente, a diidrotestosterona €
responsavel pela manutencao funcional das glandulas sexuais acessorias e do epididimo
(Luke e Coffey, 1994; Fan e Robaire, 1998; Goyal et al., 1999). A sintese de
testosterona € controlada por hormonios produzidos pela hipéfise, mais especificamente

0 hormonio luteinizante (LH) (Colleta e Carvalho, 2005).
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1.10. Os corpos cavernosos e 0 mecanismo da ereciao peniana

O pénis € constituido pela uretra e trés corpos cilindricos de tecido erétil, sendo
que dois deles, corpos cavernosos do pénis, estdo localizados na parte dorsal do 6rgdo, e
o terceiro, corpo cavernoso da uretra, localizado ventralmente. Os corpos cavernosos
sdo compostos de tecido erétil, contendo grande quantidade de espacos venosos
separados por trabéculas de fibras de tecido conjuntivo e células musculares lisas, e sdo
envolvidos pela tinica albuginea, um invélucro fibroso denso (Junqueira e Carneiro,
2004).

Os corpos cavernosos constituem a principal massa do corpo do pénis, formando
o seu dorso e partes laterais. O tecido erétil dos corpos cavernosos € irrigado, em sua
maior parte, pela artéria cavernosa, que ao longo de seu curso, fornece varias artérias
helicinais que vao suprir o tecido trabecular (Gray, 1988). O tecido conjuntivo nele
presente deve permitir o alongamento e aumento da rigidez durante a erecdo e
proporcionar resisténcia adequada para retornar rapidamente para o estado flacido apds
detumescéncia, enquanto as fibras musculares lisas devem relaxar para manter a erecao,
aumentando a pressdo intracavernosa durante a ere¢do, a qual ndo podia ser alcancado
apenas por mecanismos vasculares. Assim, a fim de alcangcar uma funcdo normal do
pénis, uma porcentagem adequada de fibras musculares lisas e tecido conjuntivo é
necessaria (Costa et al., 20006).

Segundo Traish (2009), os androgenos sdo essenciais para o crescimento,
desenvolvimento e manuten¢do da estrutura peniana, sendo capazes de regular a
fisiologia erétil por varios mecanismos. Com base em seus estudos, os andrégenos
desempenham um papel central na manutencio da estrutura e funcido da rede de nervo
periférico do pénis, a integridade estrutural dos corpos cavernosos, da tinica albuginea,
e do endotélio dos espagos cavernosos. Além disso, desempenham papel importante na
regulacio da diferenciacdo de células precursoras em células musculares lisas
trabecular.

A funcgdo erétil € um mecanismo fisiolégico neurovascular complexo que
depende da interacdo de fatores neural, vascular, hormonais, bem como da integridade
estrutural dos componentes celulares do pénis (Bivalacqua et al., 2003; Traish, 2009;
Castela et al., 2011).

Fisiologicamente, a erecdo peniana envolve a a¢do do NO (6xido nitrico), da
enzima guanilil ciclase, do GMP ciclico (monofosfato de guanosina) e da enzima PDE 5

(fosfodiesterase tipo 5). A estimulacdo sexual faz com que o NO seja liberado de
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terminais nervosos nitrérgicos e de células endoteliais sobre os corpos cavernosos do
pénis, ocorrendo assim a ativacdo da enzima guanilil ciclase que aumenta a conversio
de GTP para cGMP. O cGMP se liga com elevada afinidade a proteina quinase cGMP
dependente e ativa esta enzima a causar a fosforilacdo de numerosas proteinas celulares
que estdo envolvidas na modulagdo do nivel de célcio celular e nas rotas
regulamentadas de cdlcio. O cGMP ¢ inativado pela fosfodiesterase 5 (PDES). Assim,
inibidores de PDES, como por exemplo, o sildenafil, vardenafil e tadalafil e iodenafil,
desempenham um papel critico na modulagdo de segundo mensageiro de sinalizacdo,
por inibicdo da hidrdlise de AMPc e GMPc (Hofmann, 2005, Bhasin e Benson, 2006;
Ghofrani et al., 2006; Senbel et al., 2012).

Histologicamente, durante a erecdo, o pénis € capaz de acumular sangue sob
pressdo, num processo denominado fungdo veno-oclusiva descrita a seguir. Com a
estimulacdao sexual a liberagdo de oOxido nitrico (NO) causa dilatacdo das artérias
cavernosas e arteriolas helicinais do pénis, e o relaxamento do musculo liso trabecular.
Esse relaxamento, leva a expansdao corporal contra a albuginea peniana, causando
oclusdo das vénulas de drenagem e reduzindo a saida de sangue. Como o fluxo venoso
corporal é ocluido, a pressdo corporal se eleva e atinge um patamar, causando assim a
ere¢do peniana. Quando o miusculo liso trabecular estd totalmente relaxado, a pressdo
intravenosa € dependente da pressdo arterial cavernosa e das propriedades fibroelasticas
do tecido (Krane et al, 1989; Saenz de Tejada et al, 1991; Nehra et al, 1998, Traish,
2009).

Portanto, a arquitetura do tecido desempenha um papel importante na fungdo
veno-oclusiva, e qualquer patologia que contribua para alterar essa arquitetura ird
resultar em disfun¢do veno-oclusiva. Por outro lado, dependendo da substincia
administrada, a alteracdo poderia resultar em aumento no didmetro dos corpos
cavernosos, aumentando o aporte sanguineo, agindo como um vasodilatador. Com as
andlises morfométricas nos cortes histoldgicos dos corpos cavernosos do pénis, em
animais tratados com plantas popularmente utilizadas como estimulante sexual, €
possivel obter algumas respostas sobre o possivel mecanismo afrodisiaco atribuido as

mesmas.
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Capitulo 2
Efeitos do extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen
sobre a espermatogénese, produciao espermatica e inducao apoptoética de células

germinativas de camundongos adultos

RESUMO
A Pfaffia glomerata ¢ uma das espécies conhecidas como ginseng brasileiro e suas
raizes sao utilizadas na medicina popular como afrodisiaco, tranquilizante, anti-
inflamatorio e cicatrizante. Os objetivos deste trabalho foram analisar os efeitos do
extrato hidroalcodlico da raiz de P. glomerata (EHRPG), qualitativa e
quantitativamente, sobre o compartimento gametogénico testicular de camundongos e
investigar os grupos de metabdlitos secunddrios presentes no extrato. Adicionalmente
foi analisada a ocorréncia de apoptose nos tibulos seminiferos. Foram utilizados 24
camundongos distribuidos em quatro grupos: grupo 1 (G1) recebeu apenas dgua; grupo
2 (G2) recebeu dimetilsulféxido (DMSO); grupos 3 (G3) e 4 (G4) receberam 300 e
400mg/kg de peso corporal do extrato de Pfaffia glomerata, respectivamente, diluidos
em 0,2 mL de DMSO. Todos os grupos foram submetidos a uma restri¢do caldrica leve
(10%). A andlise fitoquimica do EHRPG revelou a presenga de flavonoéides, taninos,
triterpenos/esteroides e saponinas. Os animais tratados com 300 e 400mg/Kg de peso
corporal do EHRPG apresentaram aumento na propor¢ao da tinica propria e de limen e
diminui¢do na propor¢do e no volume de epitélio seminifero, no didmetro tubular e nos
indices gonadossomatico (IGS), tubulossomatico (ITS) e da célula de Sertoli. Ambos os
grupos apresentaram também alto indice apoptético das células germinativas, aumento
na proporcdo de patologias tubulares, além de diminui¢do no indice da célula de Sertoli
e no numero corrigido de espermatides arredondadas. O grupo 4 apresentou ainda
diminui¢cdo na altura do epitélio seminifero, nos nimeros corrigidos de espermatdcitos
primérios em preleptéteno/leptoteno e em paquiteno, na capacidade total de suporte da
célula de Sertoli e na producado espermética. Conclui-se que o tratamento com o EHRPG
tem efeitos negativos para a espermatogénese de camundongos, ja que produz alteracdes
patologicas nas células de Sertoli e germinativas, induz a apoptose de células
germinativas sendo que, na dose de 400mg/Kg de peso corporal, também foi capaz de

reduzir a produgdo espermatica.
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1. INTRODUCAO

Ha milhares de anos, as plantas medicinais vém sendo utilizadas com finalidades
terapéuticas, sendo seu uso popular propagado de geracdo em geracdo. Vdrios fatores
contribuem para que as plantas medicinais ainda desempenhem na medicina moderna
importante papel, como fornecimento de farmacos que dificilmente seriam obtidos via
sintese quimica, fornecimento de compostos que podem ser levemente modificados,
tornando-os mais eficazes ou menos toxicos, e fonte de produtos naturais que podem ser
utilizados como prototipos para obtencdo de farmacos com atividades terap€uticas
semelhantes a dos compostos originais (Robbers et al., 1996; Turolla e Nascimento,
2006). Apesar disso, poucos estudos sdo realizados para comprovar sua eficicia e
seguranca, havendo poucos dados de toxicidade pré-clinica, sendo a maioria das
espécies medicinais utilizadas com base somente no seu uso popular bem estabelecido
(Turolla e Nascimento, 2006).

A espécie Pfaffia glomerata (Amaranthaceae), utilizada na medicina popular
brasileira e avaliada no presente estudo, € popularmente conhecida como féfia, ginseng-
brasileiro, para-tudo, suma, corrente, carango-sempre-viva, aconito, caxixe, batata-do-
mato e ginseng-do-pantanal (Nicoloso et al., 2001; Otofugi, 2005; Silva et al., 2010).
Suas raizes e folhas sdao usadas como afrodisiacos e estimulantes gerais, tranquilizantes,
antirreumaticos, anti-inflamatdrias, cicatrizantes internos e externos, melhoradoras da
visdo e da memdria, dentre outras utilizacdes. Encontra-se distribuida em toda América
do Sul tropical e subtropical, sendo que no Brasil ocorre principalmente no Parand e
Mato Grosso do Sul (Teske e Trentini, 2001), além de Sdo Paulo, Parana, Mato Grosso
e Goids (Neto et al., 2005; Silva et al., 2010), ao longo de formacgdes florestais e
campestres (Magalhdes, 2000; Guerreiro et al., 2009).

As raizes de P. glomerata s@o ricas em saponinas triterpénicas, com importantes
atividades farmacoldgicas. Destaca-se a -ecdisona, uma saponina esteroidal, como seu
principal componente (Figueiredo, 2002; Correia Junior, 2003; Alves et al., 2006;
Queiroga et al., 2008). Suas propriedades medicinais foram comprovadas como anti-
inflamatério e analgésico (Neto et al., 2005; Queiroga et al., 2008), no processo de
cicatrizacdo de feridas da pele (Guerreiro et al., 2009; Silva et al., 2010) e no efeito
protetor da mucosa gastrica (Otofugi, 2005), acdo benéfica na aprendizagem e memoria
de ratos idosos em modelos cronicos (Marques, 1998), além de exibir atividade

depressora do sistema nervoso central e efeito amnésico (De-Paris et al., 2000).
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Apesar de ser uma espécie amplamente utilizada, ndo existem relatos sobre seus
efeitos na reprodugdo. Vdrias plantas utilizadas na medicina popular com importantes
propriedades farmacoldgicas possuem efeitos adversos para as funcdes reprodutivas
masculinas em animais de laboratério e humanos, dentre elas Ocimum sanctum (Ahmed
et al., 2002), Azadirachta indica, (Aladakatti e Ahamed, 2005), Syzygium aromaticum
(Mishra e Singh, 2008), Sarcostemma acidum (Venma et al., 2002).

O testiculo dos mamiferos € dividido em dois compartimentos: o intertubular,
formado pelas células de Leydig, células do conjuntivo (macréfagos e fibroblastos),
vasos sanguineos e linféticos, e o tubular, formado pelos tibulos seminiferos, os quais
sd0 compostos por tinica propria, epitélio seminifero e limen (Russell et al., 1990b).
No epitélio seminifero sdo encontradas as células germinativas e as células de Sertoli, as
quais interagem tanto fisica como bioquimicamente com as células espermatogénicas
durante a gametog€nese. As células de Sertoli sdo responsaveis pela manutencido da
integridade do epitélio seminifero, por secretar fluido para formar o limen tubular,
participar do processo de espermiacdo, realizar a fagocitose, permitir a movimentagao
de células ao longo do epitélio, secretar proteinas e regular o ciclo espermatogénico
(Franca e Russell, 1998). As células de Sertoli sdo essenciais no epitélio seminifero para
que o processo espermatogénico ocorra, € quando elas sdo afetadas por determinadas
substancias hd sérias consequéncias ao longo do epitélio seminifero, podendo interferir
na qualidade e/ou na quantidade dos espermatozoides produzidos (Creasy, 2001).

Diversos produtos, naturais e sintéticos, interferem na espermatogénese, sendo
que os alvos podem ser as células de Sertoli e as células germinativas tubulares,
incluindo os espermatozoides que podem ser afetados em sua morfologia ou motilidade.
A presenca de células germinativas apoptoticas, desprendidas e/ou infiltradas, auséncia
de limen tubular, auséncia de espermatides alongadas, vacuolizacOes nas células de
Sertoli, reducdo na altura do epitélio seminifero e do didmetro tubular, tipos celulares
avancgados predominantes e formacao de agregados celulares sdo alguns aspectos chaves
para o exame histopatoldgico do epitélio seminifero (Russell et al., 1990b; Boekelheide,
2005).

A apoptose tem papel crucial no desenvolvimento celular, controlando o nimero
de células, eliminando as células anormais e ndo funcionais e prevenindo o
desenvolvimento de tumores (Thompson, 1995; Jacobson et al., 1997; Da Silva et al.,
2010). E definida por caracteristicas morfolégicas e eventos bioquimicos que resultam

na eliminacdo eficiente de células de um tecido sem desencadear uma a resposta
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inflamatéria (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1980). Na espermatogénese normal de
roedores e humanos as células germinativas em vérios estddios de maturacdo morrem
espontaneamente, a fim de manter um nimero adequado, pelo processo de apoptose
(Kerr, 1992; Brinkworth et al, 1995; Blanco-Rodriguez e Martinez-Garcia, 1996; Lin et
al, 1997a, b; Sinha Hikim et al, 1998; Kimura et al., 2003). Porém, a apoptose de células
germinativas anormalmente acelerada pode conduzir a um desequilibrio da proliferacao
celular e morte, resultando na insuficiéncia da espermatogénese, frequentemente quando
0s animais sdo expostos a substancias toxicas. O equilibrio entre a proliferacdo de
células germinativas, diferenciacdo e apoptose € critico para a manutencdo da
espermatogénese, sendo que a ruptura da regulacdo de qualquer um desses processos
pode desempenhar um papel chave na progressdo da doenga testicular induzida por
agente toxico (Richburg, 2000). Portanto, avaliar a condi¢cdo apoptética em tubulos
seminiferos danificados histologicamente apds a administracdo de uma determinada
substancia, pode ser util para esclarecer um possivel mecanismo de ag¢do téxica e para
avaliar efeitos antiespermatogénicos, ja que a apoptose acelerada interfere na producdo
espermatica.

Desta forma, objetivou-se analisar os efeitos do extrato hidroalcodlico da raiz de
P. glomerata sobre os tibulos seminiferos, avaliando percentuais de apoptose e a
producdo espermdtica de camundongos, através de andlises morfoldgicas e
morfométricas, além de investigar os grupos de metabodlitos secundarios presentes no

extrato utilizado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 - Coleta e preparacio do extrato

A matriz de Pfaffia glomerata utilizada neste estudo foi obtida da colecdo de
Germoplasma de Plantas Medicinais da Embrapa /Cenargen (Centro Nacional de
Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia), Brasilia, Distrito Federal e cultivada
em estufas na Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

A preparagdo do extrato hidroalcodlico da raiz de P. glomerata (EHRPG) e as
andlises fitoquimicas foram realizadas no Laboratério de Biodiversidade do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vicosa.
O extrato foi obtido a partir de 1,2 Kg da raiz moida, deixado em maceragdo por 24h
com de alcool etilico 95% (solvente) e em seguida submetida a percolacdo com o

mesmo solvente. Apds extragdo exaustiva, o extrato foi levado ao evaporador rotativo e
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em seguida a liofilizacdo para completa remocao do solvente. O rendimento da extracdo

foi de 10,35%.

2.2 - Prospeccao fitoquimica

A anidlise fitoquimica qualitativa foi realizada empregando-se cromatofolhas de

silica gel F254 (Tabela 1). O EHRPG foi testado para a presenca de alcaloides,

antraquinonas, cardiotdonicos, cumarinas, esteroides, flavonoides, saponinas e taninos

utilizando-se reveladores e eluentes indicados por Wagner e Bladt (1996).

Tabela 1: Padrio, reveladores e eluentes utilizados para testar a presenca de compostos

quimicos no extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata

Composto Fase moével Padrao Revelador
Alcaléides Cloroférmio (25ml): metanol Quinina Reagente de Dragendorff
(5ml)
Antraquinonas  éter (15ml): tolueno (15ml) 1,8- Reagente de Borntraeger
diidroxiantraquinona (KOH 5%)
Cardiotonic  acetato de etila (24ml): metanol Digitoxina
0s (4ml): 4gua (2ml) Reagente de Kedde
Cumarina cloroférmio (6ml): acetato de Benzopirona KOH 5%
etila (24ml)
Triterpenos/  acetato de etila (23ml): metanol B — sitosterol Reagente de Lieberman-
esterdides (12ml): dgua (3mL) Burchard
Flavondides acetato de etila (21ml): dcido Rutina AlCI3
férmico (2ml): acido acético
(2ml): dgua (4ml)
Saponinas éter (15ml): tolueno (15ml) 18-B-glicirretinico Anisaldeido sulfirico
Taninos tolueno (14ml): butanol (7ml): Acido pirogélico Reagente de Barton

4cido acético (7ml): 4gua (2ml)
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2.3 — Tratamento

Foram utilizados 24 camundongos BALB/c em idade reprodutiva (50 dias),
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satude da
Universidade Federal de Vicosa. Os animais foram pesados, divididos em 4 grupos de 6
individuos cada e colocados em gaiolas coletivas. Todos os animais foram submetidos a
uma restri¢do caldrica leve (10%). O tratamento foi feito por gavagem e os animais
foram mantidos em ambiente com temperatura de 24°C e luminosidade de 12 horas.
Animais do grupo 1 (G1) receberam apenas dgua e os do grupo 2 (G2) receberam
DMSO. Os animais dos grupos 3 (G3) e 4 (G4) receberam EHRPG nas doses de 300 e
400mg/kg de peso corporal, respectivamente, diluidos em 0,2 mL de DMSO. A fase de
tratamento teve duracdo de 42 dias consecutivos, sendo os animais avaliados nas suas

condig¢des biométricas e eutanasiados ao final do periodo de tratamento.

2.4 - Coleta de amostras e microscopia de luz

Os procedimentos experimentais seguiram as determinagdes da Comissdo de
Etica do Departamento de Medicina Veterinria da Universidade Federal de Vicosa,
sendo aprovado sob o protocolo N° 67/2010.

Ao término do periodo experimental, os animais foram eutanasiados através de
inalacdo de CO,. Em seguida, os testiculos foram removidos e fixados em solu¢do de
Karnovsky (Karnovsky, 1965).

Fragmentos de um dos testiculos, destinados ao estudo em microscopia de luz,
foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol, incluidos em 2-hidroxietil
metacrilato (Historesin®, Leica), seccionados na espessura de 3pm, mantendo-se um
intervalo de 13 cortes, e corados com azul de toluidina - borato de sédio 1%. Para
realizacdo da reacdo de TUNEL, fragmentos dos testiculos foram desidratados em série
etandlica crescente e preparados para inclusdo em Paraplast® (Sigma). Imagens dos
tubulos seminiferos foram obtidas em microscépio Olympus AX-70 e analisadas

utilizando-se o programa Image-Pro Plus 4 (Media Cybernetics).

2.5 - Biometrias corporal e testicular
Os testiculos foram pesados apds fixacdo em balanga de precisdo (BEL Mark
160/0,0001g). Para determinar o peso do parénquima testicular, a albuginea foi retirada

e pesada, descontando-se seu peso daquele obtido para o testiculo inteiro. Baseado nos

35



pesos corporal e testicular, foi calculado o indice gonadossomdtico (IGS), a partir da

férmula IGS= PG/PCx100, onde PG = peso total das gonadas e PC = peso corporal.

2.6 - Analise morfométrica dos testiculos

2.6.1 - Proporcoes volumétricas, volume dos componentes do testiculo e
indice tubulossomatico

As propor¢des volumétricas de tibulo e intertibulo foram estimadas a partir da
contagem de 2.660 pontos projetados sobre imagens capturadas utilizando objetiva de
10X, totalizando 10 campos aleatdrios, nas preparacdes histologicas do testiculo de cada
animal. Os resultados foram expressos em porcentagem.

Para célculo dos volumes de epitélio seminifero, tibulo e intertibulo utilizou-se
a férmula: Volume = % de epitélio seminifero, % tibulo ou intertibulo/100 x peso do
parénquima de 1 testiculo.

Baseado nos volumes de tibulos seminiferos e nos pesos corporais foi calculado
o indice tubulossomdtico (ITS) a partir da féormula ITS = VT/PCx100, onde VT =
volume de tubulo seminifero e PC = peso corporal.

O peso do testiculo foi considerado igual ao volume, pois se entende que a
densidade testicular estd proxima de 1 em mamiferos (Johnson et al., 1981; Tae et al.,

2005; Costa et al., 2011).

2.6.2 - Diametro tubular e altura do epitélio seminifero

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuragdo, ao
acaso, de 20 seccdes transversais de tibulos seminiferos que apresentavam contorno o
mais circular possivel. Nas mesmas sec¢des utilizadas para se medir o didmetro tubular
foi mensurada a altura do epitélio seminifero, a partir da tdnica propria até o limen

tubular.

2.6.3 - Comprimento total dos tibulos seminiferos e comprimento total de
tibulo por grama de testiculo

O comprimento total, em metros, dos tubulos seminiferos por testiculo foi
estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos mesmos no testiculo e do
diametro tubular médio obtido para cada animal, empregando-se a seguinte férmula

(Attal e Courot, 1963; Dorst e Sajonski, 1974): CT = VTS/nRZ, onde VTS = volume
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total de tubulos seminiferos; nR? = 4rea da sec¢do transversal dos tibulos seminiferos;
R = didmetro tubular/2.
O comprimento total de tibulo por grama de testiculo foi calculado a partir da

férmula: CT/g = Comprimento total de tdbulos (m) /Peso bruto dos testiculos (g).

2.6.4 - Contagem da populacio celular de tiibulos no estadio I do ciclo do
epitélio seminifero
A estimativa dos diferentes tipos celulares que compdem o epitélio seminifero
no estddio I do ciclo, classificado de acordo com o método da morfologia tubular
(Curtis e Aman, 1981; Swierstra, 1968; Courot et al., 1970; Ortavant et al., 1977;
Amann e Schanbacher, 1983) foi feita a partir da contagens dos nicleos das células
germinativas e de nucléolos das células de Sertoli. Foram utilizadas 10 sec¢des
transversais de tibulos para cada animal sendo contados os nicleos ou nucléolos dos
seguintes tipos celulares:
P espermatogonias do tipo A (SGA);
P espermatdcitos I, na fase de preleptéteno/leptéteno (PL/L);
» espermatdcitos I, na fase de paquiteno (PAQ);
P espermdtides arredondadas (EAR);
» Sertoli (SER).
As contagens obtidas foram corrigidas para o didmetro nuclear e espessura do
corte histolégico, utilizando-se a seguinte férmula de Abercrombie, (1946) modificada

por Amann e Almquist (1962):

Nimero corrigido = contagem obtida x espessura do corte

espessura do corte + \/(DM/2)2 — (DM/4)2

Foram medidos os didmetros de 30 ntcleos dos tipos celular estudados, para
cada animal, em aumento de 400x. Para a espermatogdnia do tipo A, que apresenta
nucleo ovoide, o valor utilizado foi aquele obtido pela média entre o diametro nuclear
maior e o menor. O ndmero de células de Sertoli foi corrigido para o didmetro nucleolar
e espessura do corte histologico. Assim, contabilizaram-se exclusivamente células de
Sertoli com nucléolo visivel, o que proporcionou aplicacio da mesma férmula citada

anteriormente (Amann e Almquist, 1962).
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2.6.5 - Razoes entre os niimeros celulares

Com a finalidade de se avaliar a eficiéncia do processo espermatogénico e das
células de Sertoli nos animais tratados e controle, foram estimadas as razdes entre os
ndmeros corrigidos de células da linhagem espermatogénica e entre estes nimeros € o
ndmero de células de Sertoli no estddio I do ciclo do epitélio seminifero. As seguintes
razdes foram utilizadas:

P espermatdcitos primdrios em preleptéteno/leptdteno: espermatogonias do tipo
A, obtendo-se o coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais;

P espermdtides arredondadas: espermatogdnias do tipo A, obtendo-se o
rendimento geral da espermatogénese;

P espermatides arredondadas: espermatdcitos primdrios em paquiteno, obtendo-
se o indice meiodtico;

P espermatides arredondadas: nucléolo de células de Sertoli, obtendo-se o indice
de célula de Sertoli que mede a eficiéncia desta célula;

» ndmero total corrigido de células germinativas: nucléolo de células de Sertoli,

obtendo-se a capacidade total de suporte da célula de Sertoli.

2.6.6 - Numero de células de Sertoli por testiculo

Esta estimativa foi realizada a partir do nimero corrigido de nucléolos de Sertoli
por seccdo transversal de tubulo seminifero no estddio I e do comprimento total de
tibulos seminiferos por testiculo, segundo a férmula empregada por Hochereau-de

Reviers e Lincoln (1978):

) Numero corrigido de nucléolos
Comprimento total de £

tibulos seminiferos por X de células de Sertoli por sec¢do

Numero de células de transversal

Sertoli por testiculo testiculo (um)

Espessura do corte (pm)

A partir desse cdlculo, foi estimado o nimero de células de Sertoli por grama de

testiculo.
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2.6.7 - Calculo da producao espermatica diaria por testiculo e por grama de
testiculo
A producgdo espermatica didria (PED) por testiculo e por grama de testiculo foi

estimada de acordo com a seguinte férmula desenvolvida por Amann, (1970):

Volume total do tibulo seminifero (um’) X Niimero corrigido de espermétides arredondadas

PED =
Duragﬁ? do cicl.o/ X Area da seccio transversal do X espessura do
d((()ﬁzg ;teho seminifero tubulo seminifero no estadio 1 corte histoldgico
do ciclo do epitélio seminifero (um)
(um?)

A duracdo do ciclo do epitélio seminifero em camundongos € de nove dias

(Russell et al., 1990a), sendo uma constante biolégica espécie-especifica.

2.7 - Andlises qualitativas e quantitativas histopatologicas

Para se estimar as propor¢des de tibulos seminiferos normais e patolégicos
foram contados 1.170 pontos projetados sobre imagens capturadas com objetiva de 10X,
totalizando 10 campos aleatérios, nas preparacdes histoldgicas do testiculo de cada
animal. Foram considerados tubulos com patologias aqueles que apresentavam qualquer
alteracdo segundo Russell et al. (1990b), Creasy (2001) e Boekelheide (2005). As
alteracOes foram classificadas de acordo com a gravidade, como descrito abaixo:
Nivel 1: Tdbulos seminiferos integros com células germinativas dispostas no seu sitio
de localizacdo e poucos vacuolos univesiculares, apoptose fisiologica (AF);
Nivel 2: Tubulos seminiferos apresentando vaciolos uni e multivesiculares nas células
de Sertoli e desprendimento celular, AF;
Nivel 3: Células espermatogénicas no interior do Iimen, presenca de células gigantes e
em processo de degeneragdo, apoptose acentuada (AA);
Nivel 4: Tubulos seminiferos apresentando limen com aspecto aumentado refletindo a
perda celular, alguns tubulos contendo apenas células do ambiente basal, tubulos
seminiferos atrofiados, AA;
Nivel 5: Tubulos seminiferos desprovidos de células de Sertoli ou germinativas, em

estado irreversivel de degeneracgdo.
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2.8. Técnica de TUNEL

A técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling) foi realizada de acordo com o protocolo do kit QIA 33 (Calbiochem). Os
cortes dos tecidos foram desparafinados e hidratados em dlcool etilico, incubados com
proteinase K 1% (20 minutos em temperatura ambiente), lavados em 4gua destilada e
incubados com perdxido de hidrogénio 3% em metanol durante 5 minutos. As laminas
foram incubadas com tampdo de equilibrio em camara imida em temperatura ambiente
durante 20 minutos e, subsequentemente, com Tdt enzima durante uma hora (37°C). As
células imunorreativas foram detectadas por incubacdo com 3,3-diaminobenzidina
tetracloreto (DAB) e per6xido de hidrogénio, durante 13 minutos numa camara dmida
escura. As secOes foram contrastadas com hematoxilina, desidratadas em etanol,
diafanizadas em xileno e montadas. Os nucleos apoptéticos foram coradas em marrom.
Laminas extras do mesmo material foram utilizadas como controles negativos e
positivos, sendo que as laminas destinadas ao controle positivo foram incubadas com
DNAse (1.500 U/ul) durante 10 minutos, antes do bloqueio do processo com a
peroxidase endogena. Para as 1aminas do controle negativo ndo foi utilizada na reagdo a
Tdt enzima. Uma lamina por grupo foi corada ao mesmo tempo, evitando discrepancias

na analise dos resultados.

2.8.1. Indice apoptético

O indice apoptético foi calculado a partir da contagem do niimero de nucleos de
células germinativas marcados pela técnica TUNEL, dividido pela soma de nicleos
marcados e ndo marcados, por sec¢io transversal de tibulo seminifero. Foram avaliadas
20 secgOes transversais de tubulos seminiferos por animal e utilizados 3 animais por
grupo. Foram considerados como ntcleos apoptdticos aqueles que apresentaram

coloragdo marrom e cromatina densa de acordo com Gomes et al., (2011).

3. Analises estatisticas

Os parametros estudados foram comparadas entre os grupos por meio de anélise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. Foi utilizado o software
STATISTICA for WINDOWS 3.11, sendo o nivel de significincia considerado de

p<0,05. Todos os resultados foram expressos em média + desvio padrio.
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4. RESULTADOS

4.1 - Prospeccao fitoquimica

Ainda que se saiba a constituicdo fitoquimica bdsica de P. glomerata ¢é
importante a confirmacdo desses componentes no extrato utilizado. Assim, a andlise
fitoquimica do EHRPG confirmou a presenca de flavonoides, taninos,
triterpenos/esteroides e saponinas. Os grupos alcaloides, antraquinonas, cardiotonicos e

cumarinas nao foram evidenciados no extrato.

4.2 - Biometrias corporal e testicular
Os dados biométricos encontram-se dispostos na Tabela 2. Observou-se aumento
no peso corporal e diminuicdo no IGS dos grupos animais tratados com as duas

dosagens do extrato.

4.3 - Analises morfométricas dos testiculos

Houve aumento na proporcdo da tinica prépria e do limen e diminui¢do na
propor¢do € no volume de epitélio seminifero nos animais dos grupos G3 e G4 em
relacdo aos grupos controles (Tabela 3). A propor¢ao de tubulos seminiferos sofreu
redugdo no grupo que recebeu 300mg/Kg do extrato em relacdo a G1 e G2 (Tabela 3). O
diametro tubular e o ITS sofreram reducdo, enquanto que o comprimento total de
tubulo, por testiculo e por grama de testiculo, aumentou nos dois grupos que receberam
o extrato (Tabela 4). A altura do epitélio seminifero diminuiu apenas no grupo que
recebeu 400mg/Kg do EHRPG em relagdo a G1 e G2 (Tabela 4).

Os ntimeros corrigidos de PL/L. e PAQ sofreram reducdo nos testiculos dos
animais que receberam a maior concentragdo do extrato, comparados com Gl e G2 e
com G1, G2 e G3, respectivamente (Tabela 5). O nimero corrigido de espermdtides
arredondadas também diminuiu nos dois grupos tratados, comparado com os controles
sendo mais acentuado no grupo G4 (Tabela 5).

Os dados referentes a morfometria da célula de Sertoli e a produgdo espermatica
didria (PED) encontram-se na Tabela 6. O indice da célula de Sertoli diminuiu de forma
progressiva a medida que a concentracdo do extrato aumentou, apresentando diferenca
também entre os grupos tratados. A capacidade total de suporte e a PED sofreram

redugdo no G4 em relagcdo aos demais grupos.
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4.4 - Analises quantitativas e qualitativas histopatolégicas

Os animais tratados com dgua e DMSO apresentaram apenas alguns tibulos
contendo pequenos vacuolos univesiculares, estando os tibulos integros com as células
germinativas bem preservadas e epitélio seminifero bem organizado determinando um
arranjo normal (Figuras 1A e 1B). Estes dois grupos enquadraram-se no nivel 1 de
classificag@o hitopatoldgica, pois os vacuolos univesiculares em baixa propor¢ao podem
ocorrer em individuos sadios. Animais que receberam o EHRPG na concentracdo de
300mg/Kg de peso corporal apresentaram vacuolos uni e multivesiculares nas células de
Sertoli, além de descamacgdo de células germinativas oriundas do ambiente adluminal
para o ldmen tubular, enquanto as células do ambiente basal permaneceram em seu sitio
de localizacdo juntamente com as células de Sertoli (Figuras 1C e 1D). A presenca de
células germinativas multinucleadas, formando células gigantes (Figuras 2A e 2B),
células germinativas em processo de degeneragdo (Figuras 2C e 2D), ldmen aumentado
devido a perda de células adluminais (Figuras 2D e 3A) e tibulos atrofiados, alguns
contendo apenas células de Sertoli e espermatogdnias (Figuras 3B, 3C e 3D), foram
detectadas nos animais que receberam as duas concentracdes do extrato. Quando a
dosagem foi de 400mg/Kg, as patologias apresentaram-se mais severas, sendo
observados tibulos com perda total de todas as células germinativas e de Sertoli,
configurando um estado irreversivel de degeneracdo (Figura 3D). Animais do grupo 3
enquadraram-se principalmente nos graus 1, 2, 3 e 4 da classificacdo patoldgica
proposta neste trabalho, enquanto que os do G4 atingiram também o nivel 5.

A propor¢do de tibulos seminiferos patolégicos aumentou nos animais que

receberam o EHRPG em relac@o aos animais controles (Figura 4).

4.5. Indice apoptético

As Figuras 5 e 6 mostram o aumento no nimero de células germinativas em
apoptose associado ao aumento da dose do extrato. O indice apoptdtico nos grupos que
receberam os extratos, em ambas as concentracdes, foi significativamente maior em
relacdo aos grupos controles, variando também entre os tratados (Figura 6). As médias
foram de 0,003+0,00 para G1 e G2, contra 0,156+0,00 e 0,405+0,07 para G3 e G4,

respectivamente.
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5. DISCUSSAO

No extrato hidroalcodlico da raiz de Pffafia glomerata foi confirmada a presenca
de saponinas e triterpenos. As saponinas sao apontadas como os constituintes ativos do
ginseng, das espécies Pffafia paniculata e Panax ginseng, ambas utilizadas
popularmente como afrodisiacos, assim como a espécie em estudo (Kim et al., 1998;
Arletti et al., 1999). Na raiz de Pffafia paniculata estdo presentes as saponinas
triterpénicas, cuja administracdo reduziu a proliferacdo celular e aumentou a apoptose
no figado de camundongos, sendo seu uso sugerido como antitumoral (da Silva et al.,
2010). Essas saponinas também estdo presentes em outras espécies vegetais, sendo
usadas para combater o desenvolvimento de neoplasias por indug¢do de apoptose (Li et
al., 2005; Lemeshko et al., 2006; da Silva et al., 2010). As saponinas encontradas na
raiz de P. glomerata mostraram efeito inibidor da melanogénese de células em cultura
(Nakamura et al., 2010). Possivelmente, a acdo dessas saponinas presentes no EHRPG
sobre o testiculo levou a apoptose acelerada, ocasionando acentuada morte de células
germinativas nas duas doses administradas e causando alteragdes patoldgicas tubulares.

A reducdo do IGS nos animais tratados reflete a acdo do extrato sobre as
gbnadas. Essa reducdo também foi observada em animais que receberam o extrato de
Stephania hernandifolia (Ghosh et al., 2002), tendo um efeito dose-dependente, assim
como no presente estudo. Por outro lado, animais que receberam os extratos de
Heteropterys aphrodisiaca, Anemopaegma arvense (Chieregatto, 2005) Tynnanthus
fasciculatus (Melo et al., 2010) e Rudgea viburnoides (Monteiro et al., 2012), ndo
apresentaram alteracdes nesse parametro.

O aumento na proporcdo de tinica prépria nos animais tratados com as duas
doses do extrato foi reflexo da maior espessura observada nesse local. Aumento
semelhante foi também evidenciado nos testiculos de ratos submetidos ao tratamento
com arsénio na forma de arsenato de sédio, na concentracdo 1,0mg L', durante 84 dias
(Carvalho, 2009), sendo, segundo o autor uma tentativa de prote¢do contra a a¢ao téxica
da substancia administrada. Além disso, o aumento da espessura da tinica propria pode
interferir na relacdo pardcrina entre tibulo e intertibulo levando a alteragdes no epitélio
germinativo, como foi evidenciado por Adam et al. (2011a, b). Esses autores
observaram que altos niveis de decorina, um componente da matriz extracelular da
parede dos tubulos seminiferos, leva ao aumento do tecido peritubular e pode causar um
desequilibrio nas vias de sinalizacdo pardcrina, inibindo a funcdo gametogénica

testicular. A testosterona pardcrina € importante por estimular o ciclo espermatogénico,
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agindo indiretamente sobre as células de Sertoli, as quais expressam receptores para
esse androgeno (Griswold e McLean, 2006). No presente estudo, o aumento na
espessura da tdnica propria possivelmente afetou a comunicacdo entre tdbulo e
intertibulo, comprometendo assim o processo espermatogenico.

Como os tibulos seminiferos sdo os principais componentes testiculares, em
pesquisas envolvendo pardmetros reprodutivos masculinos, a medida do didmetro
tubular e a altura do epitélio constituem uma abordagem utilizada como indicador da
atividade espermatogénica (Franca e Russell, 1998; Paula et al., 2002). O epitélio
seminifero € o principal componente tubular formado pelas células germinativas em
associacdes com as células de Sertoli. A quantificacdo da proporcdo e volume do
epitélio €, portanto, um dado que reflete a atuagc@o positiva ou negativa dando uma ideia
geral da substincia administrada sobre o processo espermatogénico. No presente estudo,
a diminui¢do do diametro tubular e da altura, proporcao e volume do epitélio seminifero
apos o tratamento com o EHRPG demonstra que o extrato causa efeitos negativos para
atividade espermatogénica dos camundongos. O aumento na propor¢do de limen,
associado a diminui¢cdo na propor¢do de epitélio nos dois grupos que receberam o
EHRPQG, se relaciona diretamente com a diminuicdo de espermatides arredondadas que
ambos apresentaram.

O ITS € um dado que visa quantificar o investimento em tibulos seminiferos em
relacdo a massa corporal. Esse indice diminuiu nos animais tratados com as duas
dosagens do EHRPG. Contrariamente, ratos que receberam o extrato de Tynnanthus
fasciculatus (Melo et al., 2010), na dose de 200mg/Kg de peso corporal, apresentaram
aumento significativo no ITS em rela¢do ao grupo que recebeu a dose de 100mg/Kg,
indicando, segundo o autor, um aumento dose-dependente desse com maior
investimento corporal na producdo espermatica. No presente estudo, esse investimento
em producdo espermdtica diminuiu a medida que a concentracio do extrato aumentou.

A vacuolizacdo nas células de Sertoli € o primeiro sinal morfolégico de danos
tubulares antecedentes as alteragdes nas células germinativas, mostrando que as células
de Sertoli sdo o local primério de acdo de substincias toxicas nos testiculos (Creasy,
2011; Boekelheide, 2005). As vacuolizacdes sdo decorrentes de dilatacdes no reticulo
endoplasmatico, presente em grande quantidade nestas células. Assim como no presente
estudo, ratos que receberam extrato de Opuntia dillenii apresentaram vacuoliza¢des nas
células de Sertoli, associadas a descamacdo de células germinativas (Bajaj e Gupta,

2012). Provavelmente as células de Sertoli sdo mais afetadas por agentes quimicos
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porque estas substincias passam necessariamente por elas, antes de atingirem as células
germinativas mais avangadas (Russell et al., 1990b; Greaves, 2007). Por exercer
também papel vital na regulacdo da espermatogénese, qualquer disfun¢@o nas células de
Sertoli pode resultar em alteracdes e/ou degeneracdes das células germinativas, levando
até mesmo a infertilidade. Estas afirmag¢des foram comprovadas no presente estudo,
pois animais que receberam 300mg/Kg do EHRPG apresentaram vacuoliza¢do uni e
multivesiculares de células de Sertoli, e estas, juntamente com as células germinativas
iniciais, permaneceram no ambiente basal. J4 as células do ambiente adluminal
encontraram-se desorganizadas e frequentemente descamadas, o que indica uma acao
direta do extrato sobre as células de Sertoli, sem atingir a barreira hematotesticular
(Figura 1D). Embora sejam na maioria das vezes o sitio primério de injurias, as células
de Sertoli raramente se desprendem do epitélio seminifero, a ndo ser que os tubulos
tenham atingido um grau maximo de resposta apos a administracdo de uma substincia
(Russell et al., 1990b). Nos animais tratados com 300mg/Kg de peso corporal do
EHRPG, as células de Sertoli permaneceram no seu sitio de localiza¢do, porém naqueles
que receberam 400mg/Kg um percentual razodvel de seminiferos tubulos atingiram um
grau maximo de resposta patologica, ndo apresentando células germinativas ou de
Sertoli. Assim, entendemos que nesses casos a barreira hematotesticular foi também
atingida.

A atrofia tubular e a degeneracdo de células germinativas sdo alguns dos
resultados da administragdo de substincias que interferem nos microttibulos das células
de Sertoli. A secrecdo de fluido do tdbulo seminifero € uma fun¢ao dessa célula, e o
mecanismo de formag¢do do fluido é dependente dos microtibulos. A viabilidade das
c€lulas germinativas adluminais depende da provisdo de fatores hormonais e
nutricionais presentes no fluido do tubulo, e a destruicdo do fluido secretério é um
mecanismo pelo qual a disfuncdo da célula de Sertoli poderia resultar em degeneracdo
das células germinativas e consequente atrofia tubular (Russell et al., 1990b;
Boekelheide, 2005). A presenca de células em processo de degeneragdo e tibulos
atrofiados (Figuras 2C, 2D, 3B, 3C e 3D) sugere que o EHRPG interfere no
citoesqueleto das células de Sertoli.

A presenca de células gigantes, como as demonstradas nas figuras 2A e 2B, é
relatada em casos onde drogas anticancerigenas causam a desestabilizacdo de
microtibulos que mantém a integridade de conexdes entre as células germinativas

(pontes citoplasmaticas), ou ainda resultam em uma divisdo meiética anormal (Russell

45



et al., 1990b; Greaves, 2007). Neste trabalho, tanto as células mais préximas da base do
tibulo, como os espermatdcitos secundarios, provenientes da primeira divisdo meidtica,
quanto as espermdtides resultantes da segunda divisdo meidtica, formaram células
gigantes. Nesses casos, ou o fuso ndo foi desfeito para que houvesse separacdo das
células, ou as células perderam as conexdes que as mantinham unidas. Esses dados
mostram mais uma vez a a¢do negativa do EHRPG sobre a integridade dos
microtibulos. Camundongos que receberam o extrato de Carthamus tinctorius também
apresentaram células gigantes nos tubulos seminiferos, associado com vacuolizacdes e
desprendimento de células germinativas, tendo o extrato efeitos toxicos para a por¢cao
gametogénica testicular (Mirhoseini et al., 2012).

Assim como no presente estudo, camundongos que receberam o extrato de
Syzygium aromaticum, planta utilizada como afrodisiaco, apresentaram aumento na
propor¢do de tubulos seminiferos patolégicos, com vacuolizagdes em células de Sertoli
e degeneracdo de vdrias células germinativas (Mishra e Singh, 2008). Esses achados
indicam que um determinado extrato pode ter seu potencial afrodisiaco, e a0 mesmo
tempo, interferir de forma negativa nas células espermatogénicas, podendo causar até
mesmo uma infertilidade, daf a importancia do estudo das plantas de uso popular.

A andlise funcional do processo espermatogénico, a estimativa da producao
espermdtica e o conhecimento da cinética espermatogénica sdo possiveis de serem
conhecidos por meio da quantificacdo dos diferentes tipos de células germinativas e de
células de Sertoli por seccOes transversais de tubulos seminiferos nos diversos estadios
do ciclo (Clermont, 1972; Franga, 1991). Os animais tratados com 400mg/Kg do
EHRPG apresentaram diminuicio no nuimero de espermatdcitos primdrios em
preleptoteno/leptéteno e paquiteno € no nimero de espermdtides arredondadas, sendo
que esse ultimo parametro citado apresentou-se diminuido também nos animais que
receberam a concentracdo de 300mg/Kg de peso corporal do extrato. Essa diminui¢do
refletiu na taxa de PED apenas dos animais do grupo 4. Camundongos que receberam o
extrato de Syzygium aromaticum em uma menor concentracdo também apresentaram
alteracdes qualitativas tubulares, porém somente nas concentragdes mais elevadas do
extrato € que estas foram mais evidentes, levando a alteracdes quantitativas e causando
diminui¢dao na PED (Mishra e Singh, 2008). Segundo Russell et al. (1990b), as células
de Sertoli sdo capazes de detectar anormalidades qualitativas nas células germinativas,
podendo fagocité-las, eliminando todas ou unicamente algumas células defeituosas da

populacdo celular. O resultado final é uma alteracdo quantitativa que se reflete no
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nimero de espermatozoides produzidos. Esse fendmeno foi demonstrado no presente
estudo, nos animais que receberam a maior dose do extrato. Apesar dos animais do
grupo G3 ndo terem apresentado uma diminuicdo significativa da PED, alteracOes
qualitativas nos tdbulos seminiferos foram evidenciadas, sendo assim, o0s
espermatozoides liberados a partir de células potencialmente defeituosas, poderiam
apresentar caracteristicas anormais, o que pode comprometer o processo de fertilizacao.

A capacidade total de suporte da célula de Sertoli (nimero de células
germinativas suportadas por uma célula de Sertoli), assim como seu indice (razdo
espermatide : célula de Sertoli) sdo os melhores reflexos da eficiéncia funcional dessa
célula, além de serem parametros altamente correlacionados com a produgdo
espermatica (Franca e Russell, 1998; Hess e Franca, 2005). A capacidade total de
suporte e o indice de célula de Sertoli diminuiram no grupo que recebeu 400mg/Kg do
EHRPG, tendo o segundo parametro diminuido também nos animais que receberam
300mg/kg do extrato.

Nos testiculos dos mamiferos adultos, a supressdo de um subconjunto de células
germinativas testiculares por apoptose ocorre normalmente (Allan et al., 1992; Bartke,
1995; Billig et al., 1995) e trata-se de um importante mecanismo fisioldgico para limitar
a populacdo de células germinativas a ndmeros que a célula de Sertoli possa suportar
(Allan et al, 1992;. Bartke, 1995; Billig et al, 1995;. Sinha Hikim et al, 1995; Richburg,
2000). Porém, além da apoptose fisiologica, aumentos macigos na apoptose de células
germinativas sdo observados apds o tratamento de animais de laboratorio expostos a
substancias observando-se como resultado, varias formas de prejuizos fisico ou quimico
para os testiculos (Richburg, 2000; Li et al., 2009). A raiz de Pffafia glomerata levou a
apoptose acelerada provocando a perda de células germinativas nas duas doses
administradas e a uma baixa produgdo espermdtica nos animais que receberam
400mg/Kg do extrato. Assim como no presente estudo, ratos que receberam o extrato de
Centella asiatica, também apresentaram alto indice apoptético levando a perda de
células germinativas (Heidari et al., 2012). Esses dados comprovam que o EHRPG
afetou primeiramente o funcionamento das células de Sertoli, o que foi evidenciado pela
presenca de vactolos, além da diminuicdo da capacidade de suporte e da eficiéncia
destas células, o que afetou a qualidade e quantidade de células germinativas adluminais
por um processo apoptético acelerado, levando a uma baixa PED nos animais que

receberam 400mg/Kg de peso corporal do EHRPG.
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Segundo Kimura et al.,, (2003), dependendo da causa do distirbio na
espermatogénese, o potencial apoptdtico para manter um ndmero adequado de células
germinativas pode ser regulado de forma diferente, tendo ou ndo relevancia clinica. No
presente estudo, pode-se afirmar que a maior dose do EHRPG ocasionou importante
relevancia clinica, levando a diminuicdo da producdo espermadtica e a um possivel
quadro de infertilidade, j4 que as patologias do nivel 5 t€m caracteristicas de serem

irreversiveis.

6. CONCLUSOES

Conclui-se que o tratamento com o extrato hidroalcodlico de Pfaffia glomerata,
nas doses de 300 e 400mg/Kg de peso corporal, teve efeitos negativos para a
espermatogénese de camundongos, produzindo alteragdes patoldgicas nas células de
Sertoli e nas células germinativas, com alto indice de células germinativas apoptoticas.
Na dose de 400mg/Kg de peso corporal, estas alteracdoes foram mais severas, sendo
capazes de reduzir a producdo espermdtica de forma irreversivel. Os resultados

negativos para a espermatogénese foram, na maioria das vezes, dose dependentes.
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Tabela 2. Peso corporal (PC), peso testicular (PT), indice gonadossomdtico (IGS) e
peso do parénquima testicular (PPT) de camundongos adultos tratados com extrato

hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata.

Parametros G1 (controle) G2 (DMSO) G3 (300mg) G4 (400mg)

PC (g) 22,00+ 1,65 22,78+ 1,51™  25,11+3,08°  25,34+2,33"

PT (g) 0,19 +0,02° 0,20 +0,01° 0,18+0,01° 0,16 +0,04°
IGS (%) 0,87 £0,12° 0,87 +0,02° 0,72 +0,06° 0,64 +£0,15°
PPT (g) 0,17 +0,02° 0,18 +0,01° 0,16 +0,01° 0,15+0,03"

Letras diferentes nas linhas, entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05). G1:

controle; G2: DMSO; G3: EHRPG 300 mg/Kg; G4: EHRPG 400 mg/Kg.
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Tabela 3: Propor¢do volumétrica de tdnica prépria (TP), de limen (L), propor¢ao
(PES) e volume de epitélio seminifero (VES), proporcao de tibulos seminiferos (TS) de

camundongos adultos tratados com extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata.

Parametros G1 (controle) G2 (DMSO) G3 (300mg) G4 (400mg)

TP (%) 3,73 £ 0,39 3,66 0,65 537 £0,76" 5,74 £0,36"

L (%) 10,23 + 0,95 10,09 + 1,96 23,94 + 3,55 23,38 +£2,75
PES (%) 81,09 £ 0,95° 81,18 £2,30° 63,26 + 1,45 65,04 + 1,39
VES (mL) 0,14 + 0,02 0,15 + 0,00 0,10 +£0,01° 0,10 £ 0,02

TS (%) 95,05 + 1,06 94,93 £ 0,81° 92,57 + 2,60 94,15 +0,80"

Letras diferentes nas linhas, entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05). G1:

controle; G2: DMSO; G3: EHRPG 300 mg/Kg; G4: EHRPG 400 mg/Kg.
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Tabela 4: Diametro tubular (DT), altura do epitélio seminifero (AES), volume tubular
(VT), indice tubulossomdtico (ITS), comprimento total de tdbulos seminiferos por
testiculo (CTT) e comprimento total de tubulos seminiferos por grama de testiculo

(CTT/g) de camundongos adultos tratados com extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia

glomerata.

Parametros G1 (controle) G2 (DMSO) G3 (300mg) G4 (400mg)
DT (um) 213,14 +52° 222,81 +£240°  199,12+5,90" 199,17 + 10,6
AES (um) 71,28 £4,21° 69,46 + 6,74° 67,89 +3,71"°  63,45+6,10°

VT (mL) 0,16 +0,02° 0,17 £0,01° 0,15 +0,02° 0,14 + 0,00°

ITS (%) 0,74 £0,10° 0,75 +0,02° 0,59 £0,01° 0,55 £0,01°

CCT(m) 4,55 +0,53% 3,34 +0,99* 4,79 +0,42° 4,50 +0,31°
CTT (m/g) 24,03 + 1,34 21,01 +0,28° 26,82 + 1,53° 27,41 +2.87¢

Letras diferentes nas linhas, entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05). G1:

controle; G2: DMSO; G3: EHRPG 300 mg/Kg; G4: EHRPG 400 mg/Kg.

59



Tabela 5: Numeros corrigidos de espermatogonias do tipo A (SGA), de espermatdcitos

primdrios em pré-leptéteno/leptéteno (PL/L), de espermatdcitos primarios em paquiteno

(PAQ), de espermatides arredondadas (EAR), indice mitético (IMI) e indice meidtico

(IME) de camundongos adultos tratados com extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia

glomerata.
Parametros G1 (controle) G2 (DMSO) G3 (300mg) G4 (400mg)
SGA 1,16 +0,24° 1,15+0,11% 1,15 £ 0,26 0,91 +£0,23*
PL/L 16,40 + 1,99* 18,23 £2.47% 16,73 + 2,00 12,91 +3,36"
PAQ 17,70 £2,5° 17,78 £1.12% 15,30 +2,30° 11,60 +2,48°
EAR 43,53 +1,99° 43,77 +1.36° 36,40 + 5,42° 25,83 +4,49°
IMI 14,68 +3,52° 15,89 + 1,83 15,38 + 4,88 15,04 + 6,38
IME 2,51 +0,44° 2,47 +0,11° 2,40 + 0,30° 2,25 +0,24°

Letras diferentes nas linhas, entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05). G1:

controle; G2: DMSO; G3: EHRPG 300 mg/Kg; G4: EHRPG 400 mg/Kg.
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Tabela 6: Indice de célula de Sertoli (ICS), nimero de células de Sertoli por testiculo
(CS/T), ndmero de células de Sertoli por grama de testiculo (CS/gT), capacidade total
de suporte (CTS), rendimento geral da espermatogénese (RGE) e produ¢do espermatica

didria (PED) de camundongos adultos tratados com extrato hidroalcodlico da raiz de

Pfaffia glomerata.
Parimetros G1 (controle) G2 (DMSO) G3 (300mg) G4 (400mg)
ICS 7,95 + 1,50 7,43 +£0,72° 6,50 1,01 4,96 + 0,68°
CS/T(x10°% 8,19 + 1,24 9,02 +1,35° 9,05 + 1,24° 7,87 +2,44°
CS/gT (x10% 89,57 +£20,38" 83,14+ 1246"  101,82+7,27* 95,02+ 12,19
CTS 14,39 + 2,75 13,79 +1,91° 12,41 +1,59° 9,81 +1,01°
RGE 38,69 + 7,22 38,34 +4,01° 333241074 30,19 +10,82°
PED (x10°) 7,11 +£0.91° 7,01 £1.11° 6,53 + 1.40° 426+1.19°

Letras diferentes nas linhas, entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05). G1:

controle; G2: DMSO; G3: EHRPG 300 mg/Kg; G4: EHRPG 400 mg/Kg.
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Figura 1: Fotomicrografias de testiculos de camundongos do grupo que recebeu
agua (A), DMSO (B) e tratados com EHRPG 300mg/Kg de peso corporal (C e D).
Em A e B observa-se a presenca de poucos vacuolos (V) univesiculares, tibulos com
integridade celular e processo espermatogénico normal. Em C, destaca-se a presenca
de vactolos (V) uni e multivesiculares nas células de Sertoli e descamacdo celular
(estrela). A Figura D mostra que células do ambiente basal, como espermatdcitos
primério em pré-leptéteno (EPP/L) e células de Sertoli (CS), encontram-se em seu
sitio de localizagdo, enquanto que as células do ambiente adluminal, como
espermdtides arredondadas (ES), descamaram-se em dire¢do ao limen (estrela)
tubular. Barras: A, B e C= 75um, D= 90um. Coloragdo: azul de toluidina/borato de

sodio.
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Figura 2: Fotomicrografias de testiculos de camundongos tratados com EHRPG 300
(A e C) e 400mg/Kg (B e D) de peso corporal. Em A e B, hd células multinucleadas
gigantes, provenientes de uma divisdo meidtica anormal (setas largas), e
espermatides arredondadas (setas finas). Em C observa-se a presenga de vacuolos
(V) e células germinativas em processo de degeneracdo (setas finas). Em D um grupo
de quatro células apresenta-se também em degeneragdo (circulo) com o limen (LU)
aumentado, o que reflete a alteracdo quantitativa sofrida pelas células adluminais.
Barras: A= 80um, B= 90 pm, C= 65um, D= 85um. Coloracido: azul de

toluidina/borato de sodio.

63



Figura 3: Fotomicrografias de testiculos de camundongos tratados com EHRPG 300
(A e C) e 400mg/Kg (B e D) de peso corporal. Em A observa-se a perda de células
adluminais, deixando o limen (LU) com aspecto aumentado, histopatologia
classificada como de nivel 4, presente em ambos os tratamentos. Em B, C e D as
setas largas indicam tdbulos atrofiados, mas contendo ainda as células de Sertoli
(CS). Na figura D, trés tdbulos encontram-se em um grau mdaximo de estado
degenerativo (tridngulos), ndo existindo células de Sertoli ou germinativas, sendo
classificado como nivel patoldgico 5, que indica estado irreversivel de degeneragao.

Barras: 75um. Coloracdo: azul de toluidina/borato de sédio.

64



Figura 4. Propor¢do de tibulos seminiferos normais e patolgicos de camundongos

adultos, apds tratamento com extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata.
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Figura 5: Fotomicrografias do parénquima testicular de camundongos, apresentando
vdrias sec¢des de tibulos seminiferos em controles TUNEL positivo (A) negativo
(B) e tratados com EHRPG 300 (C) e 400mg/Kg (D) de peso corporal. A coloracio
marrom mostra nucleos apoptéticos. Em C e D células germinativas apoptdticas
(setas e circulos). TS: Tubulos seminiferos; IN: intertibulo. Barras: 70um; detalhe =

15um.
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Figura 6. Indice apoptdtico de células germinativas de camundongos adultos, apés

tratamento com extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata.
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Letras diferentes nas barras, entre tratamentos, diferem
significativamente entre si (p<0,05). Gl: controle; G2:

DMSO; G3: EHRPG 300 mg; G4: EHRPG 400 mg
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Capitulo 3

Acido da Pffafia glomerata nas células de Leydig, corpos cavernosos e na
concentracio de testosterona sérica de camundongos adultos

RESUMO

O emprego de plantas com acdo afrodisiaca na medicina popular é uma prética antiga
que merece ser investigada cientificamente, a fim de se avaliar os riscos e os beneficios
de sua utilizagdo, desmistificando ou validando sua aplicabilidade. Buscou-se avaliar os
efeitos do extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata (EHRPG) sobre a
morfometria do ambiente intertubular, dos corpos cavernosos € na concentragdo de
testosterona sérica de camundongos adultos tratados cronicamente. Foram utilizados 24
animais (n=6), divididos em 4 grupos (G1 a G4), todos eles recebendo dgua ad libitum e
racdo comercial reduzida em 10%. O tratamento foi feito através de gavagem com o0s
animais recebendo apenas dgua (G1), dimetilsulféxido (DMSO) (G2) e EHRPG diluido
em DMSO (G3 e G4) nas dosagens de 300 e 400 mg/Kg de peso corporal,
respectivamente. Observou-se aumento no peso corporal em G3 e G4. A proporg¢do € o
volume de espaco linfatico aumentaram no grupo tratado com 300mg/Kg do EHRPG,
que apresentou ainda diminui¢do na propor¢do de tibulos seminiferos e aumento na
proporcao de intertubulo em relagdo aos grupos controles. Os corpos cavernosos, mais
dilatados, ocuparam proporcionalmente maior espaco no pénis, reduzindo a quantidade
de tecido conjuntivo nos animais tratados em relagdo aos animais que receberam agua e
DMSO. Houve aumento na concentragdo de testosterona sérica nos animais que
receberam 400mg/Kg de peso corporal do extrato em relacdo a G1. Conclui-se que o
extrato hidroalcodlico da raiz de P. glomerata, nas doses administradas, ndo exerceu
influéncia sobre as células de Leydig e demais elementos do ambiente intertubular, mas
apresentou agdo vasodilatadora. O aumento na concentragdo de testosterona na maior
dosagem administrada provavelmente contribuiu para que essa acdo vasodilatadora seja
intensificada. Mais estudos estdo sendo feitos para encontrar o modo de acdo dos

componentes do EHRPG no intertibulo e no mecanismo erétil.
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1. INTRODUCAO

Em vérias partes do mundo hd uma multiplicidade de terapias a base de plantas
com finalidade de restaurar a erecdo e manter a saide sexual em geral. Esses produtos
naturais sdo geralmente muito atraentes para os consumidores, porque além da crenca
popular de que por ser natural s@o livres de efeitos colaterais, sao supostamente menos
dispendiosos do que produtos farmacéuticos (Ho e Tan, 2011). Com essa posi¢ao de
destaque na medicina popular, os afrodisiacos t€m despertado o interesse de
pesquisadores que se preocupam em desmistificd-los ou validd-los quanto a sua
aplicabilidade. Essas substincias podem ter diferentes mecanismos de acdo. Alguns
podem aumentar o desejo e o prazer sexual através das propriedades alucindgenas ou
estimulantes do humor. Porém, o efeito afrodisiaco também pode ocorrer por mudangas
hormonais, tendo acdo sobre as células de Leydig ou sobre a arquitetura e fisiologia
peniana, além de agir no relaxamento do musculo liso aumentando o fluxo sanguineo e
permitindo a vasodilatagdo dos corpos cavernosos, com consequente erecao (Sandroni,
2001; Chaturapanich et al., 2008; Zamblé, 2008; Traish, 2009; Castela et al., 2011;
Malviya et al., 2011). Por esse motivo, investigacdes morfolégicas e morfométricas do
compartimento intertubular dos testiculos e dos corpos cavernosos do pénis, bem como
a medida da concentracdo de testosterona em animais tratados com afrodisiacos
utilizados popularmente podem trazer respostas sobre sua real aplicabilidade e seus
possiveis mecanismos de acao.

O compartimento intertubular dos mamiferos é formado pelas células de Leydig,
que representam a por¢do enddcrina, por células do conjuntivo (macrofagos e
fibroblastos), vasos sanguineos e linfaticos (Sharpe, 1994). As células de Leydig adultas
contém grande quantidade de reticulo endoplasmaético liso, pequenas gotas lipidicas, alta
atividade de enzimas esteroidogénicas e secretam a testosterona como andrégeno
predominante (Ge et al., 2006). A testosterona mantém a espermatogénese, promove a
diferenciacdo do trato genital masculino, mantém os caracteres sexuais secundarios € a
funcdo de glandulas acessoérias, a arquitetura do tecido erétil e a fisiologia peniana
(O’Donnel et al., 2001; Colleta et al., 2005; Traish, 2009; Castela et al., 2011). Ratos e
camundongos apresentam um padrao de intertibulo no qual as células de Leydig estdo
associadas aos vasos sanguineos e envolvidas pelo fluido linfatico (Fawcett et al.,

1973).
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O pénis € constituido pela uretra e trés corpos cilindricos de tecido erétil, sendo
que dois deles, os corpos cavernosos do pénis, estdo localizados na parte dorsal do
orgdo, e o terceiro, corpo cavernoso da uretra, localizado ventralmente. Os corpos
cavernosos sdo compostos de tecido erétil contendo grande quantidade de espacos
venosos separados por trabéculas de fibras de tecido conjuntivo e células musculares
lisas, sendo envolvidos pela albuginea peniana (Junqueira e Carneiro, 2004). A funcdo
erétil € um mecanismo fisiolégico neurovascular complexo, que depende da interacdo
de fatores neurais, vasculares, hormonais, bem como de integridade estrutural dos
componentes celulares do pénis (Bivalacqua et al., 2003; Traish, 2009; Castela et al.,
2011). Os corpos cavernosos constituem a principal massa do corpo do pénis, formando
o seu dorso e partes laterais. O tecido erétil dos corpos cavernosos € irrigado, em sua
maior parte, pela artéria cavernosa que, ao longo de seu curso, fornece vdérias artérias
helicinais que vao suprir o tecido trabecular (Gray, 1988). O tecido conjuntivo nele
presente deve permitir o alongamento e aumento da rigidez durante a erecdo e
proporcionar resisténcia adequada para retornar rapidamente para o estado relaxado
flacido apds detumescéncia. Por outro lado, as fibras musculares lisas devem relaxar
para alcancar e manter a erecao, aumentando a pressdo intracavernosa na fase erétil, a
qual ndo pode ser alcancada apenas por mecanismos vasculares. Assim, para se alcancgar
a funcdo erétil normal do pénis, uma percentagem adequada de fibras musculares lisas e
tecido conjuntivo sdo necessdrios (Costa et al., 2000).

A Pfaffia glomerata é uma espécie usada popularmente com fins afrodisiacos.
Suas propriedades medicinais foram comprovadas como anti-inflamatdria,
analgésica(Neto et al., 2005; Queiroga et al., 2008), cicatricial (Guerreiro et al., 2009;
Silva et al., 2010) e protetora, no caso da mucosa gastrica (Otofugi, 2005). Também age
de forma benéfica na aprendizagem e memoria de ratos idosos em modelos cronicos
(Marques, 1998), na atividade depressora do sistema nervoso central e como agente
amnésico (De-Paris et al., 2000). Esta planta encontra-se distribuida em toda
América do Sul, tropical e subtropical, sendo que no Brasil ocorre principalmente no
Parana e Mato Grosso do Sul (Teske e Trentini, 2001), além de Sao Paulo, Parana, Mato
Grosso e Goias (Neto et al., 2005; Silva et al., 2010).

Apesar da ampla utilizacdo popular e até mesmo da comercializa¢do de produtos
contendo compostos dessa espécie, ndo ha registro de experimentacao cientifica sobre o
potencial afrodisiaco atribuido a esta planta, em nivel androgénico e vasodilatador.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo do EHRPG sobre a morfometria e
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estereologia das células de Leydig e demais componentes do tecido intertubular, dos
corpos cavernosos e sobre a concentracdo de testosterona sérica de camundongos

adultos tratados cronicamente.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Planta e preparacao do extrato

A matriz de Pfaffia glomerata utilizada neste estudo foi obtida da colecdo de
Germoplasma de Plantas Medicinais da Embrapa/Cenargen (Centro Nacional de
Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia), Brasilia, Distrito Federal e cultivada
em estufas na Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

A preparacdo do extrato foi realizada no Laboratério de Biodiversidade do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vicosa.
O extrato de Pfaffia glomerata foi obtido a partir de 1,2 Kg da raiz moida, imerso por
24h na presenca de dlcool etilico 95% (solvente) pelo método de percolacdo. O
conteddo proveniente da extracdo foi colocado em um evaporador rotativo e em seguida

liofilizado. O rendimento da extracdo foi de 10,35%.

2.2 - Grupos experimentais e tratamento

Foram utilizados 24 camundongos BALB/c em idade reprodutiva (50 dias),
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
Universidade Federal de Vicosa. Os animais, divididos em 4 grupos de 6 individuos,
foram pesados e colocados em gaiolas coletivas. Todos os grupos foram submetidos a
uma restri¢do caldrica leve (10%). O tratamento foi feito por gavagem e os animais
foram mantidos em ambiente com temperatura de 24°C e luminosidade de 12 horas. O
grupo 1 (G1) recebeu apenas dgua e o grupo 2 (G2) recebeu DMSO. Os grupos 3 (G3) e
4 (G4) receberam 300 e 400mg/kg de peso corporal do EHRPG, respectivamente,
diluidos em 0,2 mL de DMSO. A fase de tratamento teve duracdo de 42 dias
consecutivos, sendo os animais avaliados nas suas condi¢des biométricas e eutanasiados

ao final do periodo de tratamento.
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2.3 - Coleta de amostras e microscopia de luz

Todo o procedimento experimental seguiu as determinacdes da comissdo de
ética do Departamento de Medicina Veterindria da Universidade Federal de Vicosa,
sendo aprovado sob o protocolo N° 67/2010.

Ao término do periodo experimental, os animais foram eutanasiados através de
inalacdo de CO,. O sangue foi coletado através de puncao cardiaca, centrifugado por 15
minutos a 3000 rpm, sendo o soro congelado para realizacdo da anélise de testosterona.
Em seguida, foram removidos os testiculos e glandulas acessorias e fixados em solugdo
de Karnovsky (Karnovsky, 1965).

Fragmentos de um dos testiculos e do pénis, destinados ao estudo em
microscopia de luz, foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol,
incluidos em 2-hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica), seccionados na espessura
de 3 um, mantendo-se um intervalo de 12 cortes, e corados com azul de toluidina -
borato de sédio 1%. Imagens foram obtidas em microscépio Olympus AX-70 e

analisadas utilizando-se o programa Image-Pro Plus 4 (Media Cybernetics).

2.4. Proporc¢ao volumétrica e volume dos elementos do intertiibulo

Para se obter as propor¢des volumétricas (%) dos componentes intertubulares
foram contados 1.000 pontos projetados sobre imagens capturadas da regido do
intertibulo, nos diferentes cortes histolégicos do testiculo de cada animal. Os elementos
quantificados foram: tecido conjuntivo, macréfagos, vasos sanguineos, espaco linfatico
e células de Leydig.

O volume (ml) dos elementos intertubulares foi calculado a partir da
porcentagem do elemento no testiculo/100, multiplicada pelo peso do parénquima de 1

testiculo.

2.5. Diametro, volumes nuclear e citoplasmatico, nimero de células de
Leydig por testiculo, por grama de testiculo, relacio nucleoplasmatica da célula de
Leydig e Indice Leydigossomatico

Trinta ndcleos de células de Leydig foram medidos em cada animal, escolhendo
0s que apresentavam contorno circular, cromatina perinuclear e nucléolos evidentes.

Para se calcular os volumes (um3) nuclear (VN), citoplasmatico (VC) e de cada

célula de Leydig (VL) por testiculo, foram utilizadas as seguintes férmulas:
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VN = 4/3 nR3, onde R = raio nuclear; VC=% de citoplasma x VN/% de nicleo;
VC=VN + VC

Os nimeros de células de Leydig por testiculo (LTT) e por grama de testiculo
(LGTT) foram calculados de acordo com as férmulas abaixo:
LTT=volume que as células de Leydig ocupam por testiculo (um3) / volume de uma
célula de Leydig (pm3)
LGTT=volume que a célula de Leydig ocupa por grama de testiculo (um3) / volume de
uma célula de Leydig (pm3)
Onde:
Volume que a células de Leydig ocupa por testiculo = proporcdo da célula de Leydig no
testiculo X peso do parénquima de um testiculo / 100
Volume que a célula de Leydig ocupa por grama de testiculo = volume que a célula de

Leydig ocupa por testiculo / peso bruto de um testiculo

Para calcular a relagdo nucleoplasmatica (%) das células de Leydig dividiu-se o
percentual ocupado pelo nicleo pelo percentual ocupado por citoplasma. Este

percentual foi obtido a partir da contagem de 1000 pontos sobre nucleo e citoplasma.

O indice Leydigossomdtico (ILS) foi calculado utilizando férmula: ILS=volume

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

2.6. Morfometria dos corpos cavernosos

As propor¢des volumétricas de corpos cavernosos e de tecido conjuntivo foram
estimadas a partir da contagem de 2.552 pontos projetados sobre imagens capturadas,
utilizando objetiva de 10X, totalizando 10 campos aleatérios nas preparacoes

histolégicas do pénis de cada animal.

2.7. Testosterona sérica

A concentragdo plasmdtica de testosterona foi obtida pelo método de
quimiluminescéncia, utilizando-se kit Access® Testosterone (Beckman, USA). As
leituras foram realizadas em aparelho Access Il (Beckman, USA) e os resultados foram

expressos em ng/dL.
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3. Analises estatisticas

Os parametros estudados foram comparadas entre os grupos por meio de andlise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls. Foi utilizado o software
STATISTICA for WINDOWS 3.11, sendo o nivel de significincia considerado de p <

0,05. Todos os resultados foram expressos em média + desvio padrao.

4. RESULTADOS

4.1. Anélise biométrica e morfométricas testiculares

O peso corporal aumentou nos animais que receberam as duas dosagens do
extrato em relacdo ao G1 (Tabela 1).

A propor¢do volumétrica e o volume do espacgo linfatico aumentaram no grupo
tratado com 300mg/Kg do extrato de Pfaffia glomerata, sendo o primeiro parametro
significativo em relacdo a Gl e G4, e o segundo parametro em relacdo apenas a G4
(Tabelas 2 e 3 e Figura 1). O G3 apresentou ainda diminuicao da propor¢do de tibulos
seminiferos e aumento na proporcdo de intertibulo em relacdo aos grupos controles

(Tabelas 2 e 3).

4.2. Morfometria do tecido erétil

Histologicamente é possivel observar a dilatacdo expressiva nos corpos
cavernosos dos animais que receberam as duas doses do extrato (Figura 2). Esse fato foi
confirmado com a contagem de pontos sobre corpos cavernosos e tecido conjuntivo,
onde 0s corpos cavernosos ocuparam proporcionalmente maior espaco, com diminui¢ao
da quantidade de tecido conjuntivo nos animais tratados, em relacdo aos que receberam

agua e DMSO (Figura 3).

4.3. Concentracao de testosterona sérica
Na Figura 4 observam-se os resultados da testosterona sérica, onde houve um
aumento desse hormonio nos animais tratados com EHRPG na dosagem de 400 mg/kg

de peso corporal em relagdo aos animais que receberam agua.

5. DISCUSSAO
O presente trabalho se baseou em principios da morfometria e estereologia, por
serem métodos quantitativos frequentemente utilizados nos estudos envolvendo extratos

vegetais e parametros reprodutivos. Estas andlises auxiliam nas comparagdes entre 0s
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grupos experimentais e proporcionam maior confiabilidade para o diagndstico final
(Chieregatto, 2005; Melo et al., 2010; Gomes et al., 2011; Monteiro et al., 2012).

A parte funcional dos testiculos é representada pelo parénquima testicular,
constituido pelo compartimento tubular ou espermatogénico e o intertubular ou
androgénico (Russell et al., 1990). No presente trabalho a diminui¢do na propor¢do
volumétrica de tibulos seminiferos representa uma diminui¢ao na por¢cdo gametogénica,
nos caso dos animais que receberam a menor concentracio do EHRPG. De maneira
compensatoria, essa reducdo tubular foi acompanhada a um aumento na propor¢do de
tecido intertubular, ndo interferindo na massa do parénquima que € representado por
esses dois compartimentos. Estudos anteriores demonstraram que o tratamento com
EHRPG na dose de 400mg, diminuiu a producdo espermadtica, produzindo efeitos
negativos para o ambiente tubular dos testiculos de camundongos adultos. A mesma
concentracdo do extrato ndo interferiu nas células de Leydig e demais elementos do
ambiente intertubular, atuando de forma diferenciada nos tipos celulares constituintes
do parénquima testicular.

Apesar de existir grande variacdo entre as diversas espécies de mamiferos
quanto a propor¢do volumétrica dos diferentes componentes do compartimento
intertubular, de maneira geral a célula de Leydig € o tipo celular mais abundante neste
compartimento (Russell, 1996). Os demais elementos apresentam variagdes menos
evidentes quanto a propor¢do volumétrica (Paula et al., 2007). Em termos da proporg¢ado
e da volumetria, o unico elemento que sofreu variagdo foi o espaco linfético,
aumentando nos animais que receberam 300mg/Kg do EHRPG. O espaco linfatico
tem papel fundamental na recirculacdo de fluido, que entra nos tecidos através dos
capilares sanguineos, mantendo assim a homeostase normal dos tecidos com extensivo
fluido e efluxo celular (Witte et al., 2006; Hirai et al., 2010; Hirai et al., 2011). Segundo
Fawcett et al. (1973), o aumento do espago linfatico pode estar relacionado com sua
capacidade de excluir materiais do testiculo para manter o equilibrio das concentracdes
de andrégenos no testiculo e nos vasos sanguineos.

O ILS € um parametro que visa quantificar o investimento em células de Leydig,
com relacdo ao peso corporal. O valor estimado de ILS para camundongos € de 0,03%
(Russell, 1996). Animais tratados com ambas as concentracdes do extrato mantiveram
média inferior a citada acima, apesar de ndo terem variado significativamente com o

controle. Os valores do ILS foram bem préximos de camundongos que receberam o
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extrato etandlico de OQuratea semiserrata (Matta, 2008), os quais também nao
apresentaram variagcdes nesse parametro.

A auséncia de alteracdes nos parametros relativos as células de Leydig, apds a
administracio do EHRPG, € um achado positivo, ja que elas sdo responsaveis pela
producdo de testosterona.

Segundo Traish (2009) e Castela et al. (2011), a testosterona desempenha
importante papel na manutencdo do tecido erétil e na fisiologia peniana, modulando a
funcdo neural e a integridade estrutural do musculo liso, do endotélio e da matriz do
tecido conjuntivo, bem como nas vias metabolicas de sinalizacdo. A testosterona pode
melhorar a rigidez peniana, aumentando o fluxo sanguineo para o pénis, sendo
necessdria para melhorar a resposta venoclusiva (Bhasin e Benson, 2006). A capacidade
de diferentes plantas medicinais em melhorar a funcdo sexual, como demonstrado em
Pfaffia paniculata (Oshima e Gu, 2003), Tribulus terrestris (Gauthaman e Ganesan,
2008) Panax ginseng e Ferula hermonis (Zanoli et al., 2009), foi atribuido ao aumento
da concentracdo de testosterona sérica, sendo que em algumas espécies a acdo desse
hormoénio atuou especificamente nos reflexos penianos, como em animais tratados com
Arctium lappa (JianFeng et al., 2012) e Tribulus terrestris (Singh et al., 2012). Segundo
James e Nyby (2002), elevacdes na concentragdo de testosterona circulante, acima do
padrdo, pode, sob certas condi¢des, alterar rapidamente o comportamento sexual de
ratos machos. Hart (1983) sugere que os reflexos do pénis sdo potencializados pelo
aumento de testosterona que ocorre em resposta a estimulos sexuais relevantes. No
presente estudo, a maior dose de EHRPG foi capaz de aumentar a concentracdo de
testosterona sérica.

Baseado em andlises morfométricas, observou-se que o EHRPG, em ambas as
concentracdes, foi capaz de aumentar proporcionalmente OS cOrpos cavernosos,
indicando aumento do fluxo sanguineo. A modificacdo estrutural possivelmente
promoveu melhora no mecanismo da erecdo peniana, tendo o EHRPG um efeito
vasodilatador. Entende-se que o aumento na concentracao de testosterona na maior dose
contribuiu para que esse efeito fosse intensificado e, portanto, mais evidente.

Além da importancia da testosterona sobre a saide peniana, a funcdo normal do
pénis € alcancada quando existe uma porcentagem adequada dos elementos que
constituem o tecido dos corpos cavernosos, ja que apenas por mecanismos vasculares
essa normalidade ndo poderia ser alcancada. Um estudo realizado com ratos submetidos

ao estresse cronico demonstrou que este foi capaz de causar mudangas estruturais no
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corpo cavernoso, aumentando a proporcdo de tecido conjuntivo sugerindo uma possivel
fibrose no pénis, podendo desempenhar um papel na disfuncao erétil (de Souza et al.,
2011). No presente estudo o EHRPG, nas duas dosagens, promoveu aumento da
proporcdo de corpos cavernosos, e reducdo proporcional do tecido conjuntivo, fato este
que contribuiu para ere¢io peniana.

Estudos com Panax ginseng realizados em coelhos machos demonstraram que a
espécie é capaz de causar relaxamento da musculatura endotelial, tendo acdo
vasodilatadora, sendo seus efeitos atribuidos aos ginsenosideos, também presentes na
espécie em estudo (Chen e Lee, 1995; Kim et al., 1998; Ho e Tan, 2011). Alguns
estudos realizados sobre os efeitos de extratos vegetais ou de seus constituintes isolados
sobre a erecdo peniana comprovaram sua acao sobre as células musculares endoteliais,
tendo um efeito relaxante, melhorando o mecanismo da ere¢do (Chen et al., 2000; Kim
et al., 2011; Abdelwahab et al., 2012; Li et al., 2012). Segundo Dean e Lue (2005) o
musculo liso € capaz de controlar o evento vascular levando a erecdo, sendo
fundamental para a resposta eréctil. Elas devem relaxar para manter a erecdo,
aumentando a pressdo intracavernosa durante a erecdo (Costa et al., 2006). A ac¢do do
EHRPG ¢ provavelmente sobre as células musculares endoteliais, ja que o relaxamento
das mesmas € que produz o aumento do fluxo sanguineo para os espacos lacunares.

Virias espécies de plantas medicinais de uso popular tiveram suas propriedades
afrodisiacas comprovadas através de estudos em animais experimentais, tais como
Pffafia paniculata (Arletti et al., 1999), Fadogia agrestis (Yakubu et al., 2005; Malviya
et al., 2011), Lepidium meyenii (Cicero et al., 2001; Cicero et al, 2002; Zheng et al,
2000) e 6leo essencial de Satureja khuzestanica (Haeri et al., 2006). Porém nem todas
tiveram seus mecanismos de a¢do esclarecidos. Assim como as espécies citadas acima,
supode-se que Pfaffia glomerata apresente potencial afrodisiaco com agdo vasodilatadora
e aumento dos niveis séricos de testosterona. Seus mecanismos de acdo poderdao ser
futuramente melhor esclarecidos a partir do isolamento, quantificacdo e identificacao

dos constituintes ativos presentes na espécie e com estudos clinicos.

6. CONCLUSOES

Conclui-se que o extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata, nas doses
administradas, ndo exerce influéncia sobre as células de Leydig e demais elementos do
compartimento intertubular. Os corpos cavernosos dos animais tratados apresentaram

aumento na sua propor¢cdo, mostrando-se mais dilatados. Houve aumento na
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concentracao de testosterona sérica nos animais que receberam maior dose do extrato de

P. glomerata.
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Tabela 1: Peso corporal (PC), peso testicular (PT), peso do parénquima testicular
(PPT), peso da vesicula seminal (VS) e peso do epididimo (EP) de camundongos

adultos apds tratamento com o extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata.

Parametros G1 (controle) G2 (DMSO) G3 (300mg) G4 (400mg)

PC 22,00 + 1,65° 22,78+ 1,51 25,11 +3,08 25,34 +2,33
PT 0,19 +0,02° 0,20 £0,01° 0,18 £0,01° 0,16 + 0,04
PPT 0,17 +0,02° 0,18 £0,01° 0,16 £0,01° 0,15 0,03
'S 0,15 +0,00° 0,18 £0,03" 0,17 £0,04° 0,16 +0,02°
EP 0,06 + 0,00° 0,07 +0,02° 0,08 + 0,04° 0,06 + 0,00°

Letras diferentes nas linhas, entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05). G1: controle;

G2: DMSO; G3: EHRPG 300 mg/Kg; G4: EHRPG 400 mg/Kg.
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Tabela 2: Proporcao volumétrica de tibulos seminiferos (TS), intertibulo (IN), tecido
conjuntivo (TC), espaco linfatico (EL), vasos sanguineos (VS), macréfagos (MC),

citoplasma (CIL) e nucleo (NL) da célula de Leydig (CL) no testiculo de camundongos

adultos apds tratamento com o extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata.

Parametros  G1 (controle) G2 (DMSO) G3 (300mg) G4 (400mg)
TS (%) 95,05+ 1,06° 9493 +0,81" 92,57 £2,60° 94,15+ 0,80°
IN (%) 4,95 £ 1,06° 5,07 £0,81° 6,58 +1,15" 5,84 +1,79™
TC (%) 0,27+0,06" 0,66+0,38" 0,38+0,13* 0,54+0,18"
EL (%) 0,99+0,39° 1,4740,96™ 2,17+0,86" 0,69+0,65°
VS (%) 0,63+0,25 0,95+0,26" 1,024+0,55 1,03+0,30°
MC (%) 0,07+0,04" 0,18+0,08" 0,0120,02° 0,10+0,03"
CIL (%) 2,18+0,50° 2,73+1,70° 2,28+0,36" 2,69+0,55"
NL (%) 0,62+0,17* 0,87+0,63" 0,62+0,17" 0,78+0,16"
CL (%) 2,80+0,65" 3,60+2,30" 2,91+0,52" 3,48+0,68"

Letras diferentes nas linhas, entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05). G1:

controle; G2: DMSO; G3: EHRPG 300 mg/Kg; G4: EHRPG 400 mg/Kg.



Tabela 3: Volume (103) de tecido conjuntivo (TC), espaco linfitico (EL), vaso
sanguineo (VS), macréfago (MC), citoplasma (CIL) e nicleo (NL) da célula de Leydig
(CL) por testiculo de camundongos adultos apds tratamento com o extrato

hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata.

Parametros G1 (controle) G2 (DMSO) G3 (300mg) G4 (400mg)

TC (mL) 0,23+0,06" 0,44+0,29" 0,310,11° 0,39+0,13"
EL (mL) 0,84+0,33" 1,170,82° 1,7440,67° 0,52+0,55"
VS (mL) 0,54+0,27° 0,65+0,24° 0,83+0,47° 0,72+0,17*
MC (mL) 0,06+0,04* 0,13+0,07" 0,08+0,02° 0,07+0,03"
CIL (mL) 1,84:0,52° 1,70+0,58" 1,830,30° 1,96+0,58"
NL (mL) 0,53+0,19" 0,54+0,32° 0,500,12° 0,57+0,17"
CL (mL) 2,37+0,70" 2,24+0,89" 2,33+0,38" 2,52+0,74"
CL (/g
Testiculo) 25,95+6,65°  3240420,61°  26,16+4,72" 31,28+6,16"
(mL)

Letras diferentes nas linhas, entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05). Gl:

controle; G2: DMSO; G3: EHRPG 300 mg/Kg; G4: EHRPG 400 mg/Kg.
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Tabela 4: Diametro nuclear (DN), volume nuclear (VN), volume citoplasmatico (VCI)

e volume (VC) da célula de Leydig, razdo nucleoplasmitica (RNP), indice

Leydigossomatico (ILS), nimero de células de Leydig por testiculo (N°/ testiculo) e por

grama de testiculo (N° /g testiculo) de camundongos adultos apds tratamento com o

extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata.

Parimetros  GI (H;0) G2 (DMSO) G3(300mg) G4 (400mg)
DN (um) 6.9720.43" 7.3720.68" 7,370,34° 7,1620,35"
VN(um) 1791483238 21395:53.64"  2107242895"  193,51427.48°
VCI(um)  62430£9370°  713,67+14738°  787.85:9030°  673,18+131,08"
VC(um)  80353+11905  927.62417934"  998,57+104.92°  866.69+154,12°
RNP (%)  28.74%374° 30,4147,98° 269043.86" 29,1843 39"
ILS (%) 001120003  0,009£0,004" 0.009£0,002°  0,010,002"

N (ief(t)ﬂg“lo 3,03+1,04° 2,45+1,05" 2,34+0,34° 2,96+0,91°

N°/g

tezitif)lﬁl)lo 33,28+10,80° 35,21422,90° 2624+420°  37.68£12,39"

Letras diferentes nas linhas, entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05). G1: controle;

G2: DMSO; G3: EHRPG 300 mg/Kg; G4: EHRPG 400 mg/Kg.
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Figura 1: Fotomicrografias do ambiente intertubular do testiculo de camundongos

adultos do grupo tratado com dgua (A) DMSO (B) e com 300 (C) e 400mg/Kg (D) de

peso corporal do extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata. Em C, observa-se
o aumento de espaco linfatico. Setas largas: célula de Leydig; setas finas: macréfago;
VS: vaso sanguineo; EL: espaco linfatico. Barras: A = 15um; B, C e D = 30um.

Coloracao: azul de toluidina/borato de sédio.
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Figura 2: Fotomicrografias dos corpos cavernosos (CC) e tecido conjuntivo (TC) de
camundongos do grupo tratado com dgua (A) DMSO (B) e com 300 (C) e 400mg/Kg
(D) de peso corporal do extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata. Em C e D
observa-se expressiva dilatacdo dos corpos cavernosos. Barra: 70um. Coloragdo: azul

de toluidina/borato de sédio.
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Figura 3: Propor¢dao de corpos cavernosos e tecido conjuntivo no pénis de
camundongos adultos apds o tratamento com o extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia

glomerata.
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Letras diferentes nas barras, entre tratamentos, diferem significativamente entre si (p<0,05). G1: controle;

G2: DMSO; G3: EHRPG 300 mg/Kg; G4: EHRPG 400 mg/Kg.

91



Figura 4: Concentracdo de testosterona sérica em camundongos adultos apods
tratamento com o extrato hidroalcodlico da raiz de Pfaffia glomerata.
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Letras diferentes nas barras, entre tratamentos, diferem significativamente entre si

(p<0,05). G1: controle; G2: DMSO; G3: EHRPG 300 mg/Kg; G4: EHRPG 400 mg/Kg.
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CONCLUSOES GERAIS

» O tratamento com o extrato hidroalcoolico de Pfaffia glomerata teve efeitos
negativos para a espermatogénese de camundongos, produzindo alteracdes patoldgicas
nas células de Sertoli e nas células germinativas com alto indice de células germinativas
apoptoticas. As alteracdes observadas foram dose dependentes.

» As mesmas doses do extrato ndo interferiram nas células de Leydig e demais
elementos do ambiente intertubular.

» Houve aumento na concentragdo de testosterona sérica nos animais que
receberam maior concentracio do EHRPG.

» Os corpos cavernosos dos animais tratados se apresentaram expressivamente

dilatados, indicando uma possivel a¢do vasodilatadora.
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