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“Para ser um eterno aprendiz da vida € preciso
morrer um pouco a cada noite e renascer um pouco
a cada manha, prometer um pouco a Si e cumprir
muito aos outros, condenar o que julga ser errado e
perdoar quem merece ser perdoado, esquecer o que
nao deve ser lembrado e lembrar o que ndo deve ser
esquecido, fazer prisioneiros o afeto, o carinho e o
amor-proprio e libertar os sentimentos vazios e as
palavras sem sentido, ficar sozinho para encontrar os
pedacos que perdeu para depois voltar a se perder e
se misturar e se multiplicar e se dividir e se subtrair e

se somar...”

(André Luis Aquino)
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RESUMO

GOMES, Marcos de Lucca Moreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2007. Morfometria testicular de ratos Wistar adultos
tratados com infusdo aquosa de catuaba (Trichilia catigua A. Juss.
Meliaceae). Orientador: Sérgio Luis P. da Matta. Co-Orientadores:
Tarcizio Antbnio Régo de Paula e Claudio César Fonseca.

Ao longo das Ultimas décadas tem aumentado a procura por
substancias de origem vegetal que possam atuar no sistema reprodutor
auxiliando no desempenho das func¢des sexuais, principalmente de machos.
Porém, pouco se tem feito para avaliar o efeito dessas substancias nos
orgaos reprodutores. Neste trabalho foram avaliados os efeitos dos extratos
de Trichilia catigua e da solugcdo de Catuama® sobre a biometria corporal,
glandula vesicular, tubulos seminiferos e componentes do espaco intersticial
testicular de ratos Wistar adultos. Os animais foram divididos em quatro
grupos de 9 individuos cada, sendo um grupo controle, dois grupos que
receberam infusdo aquosa de catuaba (T. catigua; 36 e 72 mg/animal/dia) e
um grupo que recebeu solucdo aquosa de Catuama® (0,7 mL/kg/animal/dia).
Em todos os tratamentos observou-se manutencdo das massas corporais,
testiculares e de glandulas vesiculares, sendo que o indice gonadossomatico
apresentou aumento significativo em animais tratados com a solucdo de
Catuama®, em relacdo ao grupo tratado com a maior concentracdo de
catuaba. Quando considerado o0 parénquima testicular, nao foram
observadas variacdes significativas com relacdo ao diametro, volume e
comprimento de tubulos seminiferos, assim como da altura do epitélio
seminifero. Os extratos e solugdo administrados promoveram diminui¢éo
significativa da propor¢cédo das células de Leydig e macréfagos em todos os
animais tratados. Os volumes nuclear, citoplasméatico e de cada célula de
Leydig sofreram reducdes importantes nos grupos tratados, bem como o
volume total ocupado por estas células por grama e peso total testicular.
Estes resultados mostram que as infusdes ministradas durante o
experimento causaram efeito deletério sobre a populacdo e volume de

células de Leydig nos testiculos dos animais tratados.
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ABSTRACT

GOMES, Marcos de Lucca Moreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February 2007. Testicular morphometry of adult Wistar rats treated
with aqueous infusion of catuaba (Trichilia catigua A. Juss.
Meliaceae). Adviser. Sergio Luis P. da Matta. Co-Advisers: Tarcizio
Antdnio Régo de Paula and Claudio César Fonseca.

Throughout the last decades, it was observed an increase of the
search for substances of vegetal origin, which can act in the reproductive
organs assisting in the performance of the sexual functions, mainly of males.
However, a few works have been doing to evaluate the effect of those
substances in the reproductive organs. The effect of the extracts of Trichilia
catigua and the solution of Catuama® had been evaluated, based on the
corporal biometric values, and on the morphometry of the vesicular gland,
seminiferous tubules and components of the interstitial space, in the testes of
adult Wistar rats. The animals had been separated in four groups of 9
individuals each, with one control group, two groups that had received watery
catuaba (T. catigua) infusion (36 and 72 mg/animal/day) and a group that has
received Catuama® watery solution (0.7 mL/kg/animal/day). In all the
treatments, we observed the maintenance of the corporal, testicular and
seminal vesicles weights, seeing that the gonadosomatic index presented
significant increase in those animals dealt with the Catuama® solution, when
compared as the group dealt with the higher concentration of catuaba. The
testicular parenchyma didn't show significant variations in the diameter,
volume and length of seminiferous tubules, as well as of the height of the
seminiferous epithelium. The managed extracts and solution had promoted
significant reduction of the ratio of the Leydig cells and macrophages in all
treated animals. Nuclear and cytoplasmic volumes from each Leydig cells
had suffered important reductions in the treated groups, as well as the total
volume occupied by these cells per gram of testis and per testis. These
results show that the given infusions caused a deleterious effect on the

population and volume of Leydig cells in the testes of the animals.



1. Introducéo

Héa varios séculos as plantas vém sendo empregadas na medicina
popular para a prevencdo e tratamento de doencgas, em preparacdes
tradicionais tais como chas, sucos, xaropes, cataplasmas, tinturas e
unguientos. Atualmente, vem crescendo o interesse cientifico por pesquisas
com plantas usadas na medicina popular, resultando em varias buscas sobre
0S seus principios ativos puros (Pitman, 1996, Srivastava et al., 2005). O uso
dessas plantas na terapéutica € impulsionado pela promessa da producéo
de medicamentos com precos mais acessiveis e pela grande aceitacdo dos
produtos naturais pela populacdo. Dessa forma, tornam-se importantes e
necessarios estudos criteriosos sobre estas espécies vegetais, para que
haja comprovacédo ou ndo de seus efeitos terapéuticos ou farmacologicos e
dos possiveis efeitos colaterais e/ou téxicos.

Em 1978, cerca de 80% da populagcdo mundial utilizou algum tipo de
planta na tentativa de aliviar sintomas dolorosos ou desagradaveis (Martins
et al.,, 1995). O uso ponderado e racional das plantas medicinais pode ser
considerado uma forma simples, de baixo custo e bastante eficaz de
promover a saude. Desta forma, as plantas tém grande importancia no
contexto terapéutico mundial, principalmente em paises cujas populacdes
nao tém muito acesso a medicamentos tradicionais (Corréa et al., 2000).

Apesar da riqueza de espécies potencialmente medicinais
encontradas na flora brasileira, estudos cientificos que abordam esse tema
sao ainda incipientes e insuficientes no Brasil (Ferreira, 1998). Ha indicativos
que justificam a necessidade de maior atencdo ao desenvolvimento de
pesquisas interdisciplinares na area de plantas medicinais, tanto de ordem
econdmica quanto social. Atualmente mais de 120 compostos de estrutura
definida, obtidos somente a partir de 94 espécies vegetais, estdo sendo
utilizados globalmente como drogas. Desses compostos, 80% tiveram uso
etnomédico idéntico ou relacionado ao uso atual do elemento ativo da planta
(Fabricant & Farnsworth, 2001).

Segundo Grunwald (1996), o mercado mundial de fitoterapicos
movimentou no ano de 1993 cerca de 12,4 bilhdes de ddlares, sendo os

paises europeus responsaveis por cerca de metade desse valor. Este fato



confirma a tendéncia de crescimento desse mercado, de forma expressiva e
generalizada. Entende-se por fitoterapicos os medicamentos compostos por
substancias exclusivamente vegetais, ou seja, que ndo possuem misturas
com substancias sintéticas (Marques, 1997).

Maiores estimulos as pesquisas relacionadas a fitoterapia certamente
tornariam disponiveis maior variedade de fitoterapicos no mercado, o que
ndo so incrementaria a utilizagdo por parte da populagdo mais carente, como
também poderia incentivar parcerias com prefeituras e com pequenos
laboratorios nacionais. Segundo Trentini (1997), cerca de 50 milhdes de
brasileiros estavam excluidos do acesso a medicamentos, jA na Ultima
década do século passado. Assim, a fitoterapia se apresenta como um
método bastante vantajoso de tratamento de vérias enfermidades.

1.1. Terapia da estimulac¢éo sexual

Segundo Sandroni (2001) os estimulantes sexuais podem ser
classificados, pelo seu modo de acdo, em 3 tipos: agueles que aumentam a
libido (1), a poténcia (2) e o prazer sexual (3). Este mesmo autor, revisando
0 assunto, encontrou que varias substancias (de origem animal ou vegetal)
tém sido utilizadas na medicina popular nos mais diferentes paises,
principalmente asiaticos, como a China. No Brasil, apesar da grande
quantidade de plantas utilizadas como afrodisiacas, sabe-se muito pouco
sobre sua agéao e toxicologia.

A constante busca da resolucdo das disfungbes sexuais,
especialmente masculinas, tem levado a pesquisa e descoberta de drogas
para essa finalidade que sédo colocadas no mercado a precos inacessiveis
para grande parte da populagcdo com problemas dessa natureza. Dentre
essas drogas sao citadas o Viagra (Kloner, 1998; Sandroni, 2001), o Cialis e
o Levitra (Swearingen & Klausner, 2005), o Ardorare ou Erosom (Eskeland et
al., 1997), o Afrodor 2000 (Baumbusch et al., 1995), o Potensan Forte
(Cooper et al., 1973), o Afrodex (Miller, 1968; Sobotka, 1969) e o Pasuma
(Kunzfeld, 1966). Variedades diferentes de plantas e animais tém sido
experimentalmente utilizadas como estimulantes da libido, poténcia ou

prazer sexual em varias regides do mundo. Entre as espécies vegetais



podem ser citadas: Tribulus terrestris (Adaikan et al., 2000), Lepidium
meyenii (Zheng et al., 2000; Cicero et al., 2002; Gonzales et al., 2002),
Turnera diffusa e Pfaffia paniculata (Arletti et al., 1999), Trichopus zeylanicus
(Subramoniam et al., 1997), Catha edulis (Taha et al.,, 1995) e Salvia
haematodes (Islam et al., 1991).

A busca de novos afrodisiacos assim como do conhecimento do modo
de acdo daqueles ja largamente utilizados na medicina tradicional de vérios
paises € uma preocupacao global e tem levado cientistas de varios paises,

desenvolvidos ou néo, a pesquisarem sobre 0 assunto.

1.2. Trichilia catigua

Também conhecida como catigud vermelho, pau de resposta,
caramuru e piratancara (Castellani, 2002; Ming & Corréa Junior, 2002), a
espécie Trichilia catigua pertence a familia Meliaceae que compreende 50
géneros e mais de 1000 espécies de ervas, arbustos e arvores (Pirani,
1992). Em média as arvores possuem 10 m de altura, com ramos
pubescentes e de coloracdo acinzentada, que se tornam glabros com a
idade. Esta espécie apresenta folhas compostas, com 5 a 7 foliolos, curto-
pedicelados, oblongo-elipticos, apice acuminado, irregularmente agudos na
base, de até 7 cm de comprimento. As flores sdo de coloracdo branco-
amareladas; os fruto sdo do tipo capsula, estreito-oblongo, com pélos
longos, rijos e amarelados, com aproximadamente 2 cm de comprimento,
avermelhado e com apenas uma semente (Souza et al., 2001).

O uso de folhas, sementes, cascas e raizes de muitas plantas da
familia Meliaceae é descrito em preparacdes da medicina tradicional
apresentando atividades antiviral, antihelmintica, antitumoral, antiinflamatéria
e anti-reumética (Nores et al.,, 1997; Benencia et al., 1998). Populacbes
indigenas utilizam plantas do género Trichilia para tratamento de malaria, de
afeccdes pulmonares e como febrifuga (Castellani, 2002).

A espécie registrada como sendo a verdadeira catuaba € a
Anemopaegma arvense (Veil.) Stellfeld (Bignoniaceae) sendo suas raizes
utilizadas para o preparo dos extratos com funcdo de estimulante sexual.

Entretanto, a espécie T. catigua € também largamente utilizada para este



fim. Os componentes quimicos das duas espécies sao inteiramente
diferentes, embora a T. catigua seja também usada como estimulante sexual
pela populagdo. Deste modo, torna-se indispensavel o uso de métodos
bioquimicos para analise e certificacdo da qualidade e autenticidade do
material usado para a preparacdo de extratos vendidos comercialmente.
Para tanto, Beltrame et al. (2006) descrevem o método de HPLC (Higher
Performance Liquid Chromatography) como sendo simples e seletivo na
identificacdo e quantificacdo da cinconaina Ib, presente em T. catigua.

A espécie T. catigua tem distribuicdo pelo sudeste e sul do Brasil,
penetrando também em Goids e alcancando o nordeste da Argentina, o
Paraguai e a Bolivia (Pennington et al.,, 1981). Por se tratar de espécie
nativa em diversas regides de Minas Gerais, especialmente em fragmentos
de Mata Atlantica nas proximidades de Vicosa, esta planta foi escolhida para

as avaliacGes experimentais.

1.3. A Catuama®

Algumas solucdes contendo extrato de T. catigua, em associacao
com outros extratos vegetais tidos como estimulantes, sdo vendidas
comercialmente. Dentre estas solucdes destaca-se a Catuama®, que possui
em sua composicdo catuaba (T. catigua, 28,23%), guarana (Paullinia
cupana, 40,31%), muirapuama (Ptycopetalum olacoides, 28,23%) e gengibre
(Zinziber officinalis, 3,26%). Esta solu¢cdo mostrou ter efeito vasodilatador em
corpos cavernosos de ratos, porquinhos-da-india e coelhos (Cabrini &
Calixto, 1997) e efeito antidepressivo em ratos submetidos a regime forcado
de exercicio (Campos et al., 2005). Antunes et al. (2001) observaram efeito
relaxante no corpo cavernoso de coelhos tratados com Catuama®, o qual foi
relacionado a presenca de P. cupana e T. catigua na solug¢do. Entretanto,
nenhum trabalho ainda relacionou o efeito desta solucdo sobre a

morfofisiologia testicular.



1.4. O testiculo

O testiculo é uma glandula com funcdes exdcrina e endodcrina,
geralmente localizado no escroto e envolvido por uma espessa capsula de
tecido conjuntivo, a tanica albuginea. Esta tunica, de maneira variada nas
diferentes espécies de mamiferos, emite septos para o interior do 6rgéo até
a regido do mediastino testicular, dividindo o testiculo em Iébulos.

Funcionalmente o testiculo dos mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos: o0 compartimento intertubular, ou intersticial e o
compartimento tubular, ou de tabulos seminiferos (Russell et al., 1990, Ross
et al, 2003). Os componentes do compartimento intertubular sdo as células
de Leydig, responsaveis pela producdo da testosterona, 0s vasos
sangilineos e espacos linfaticos, nervos e uma populacao celular variavel
constituida principalmente por fibroblastos e macréfagos, estando estes
diretamente associados as células de Leydig (Russell et al., 1990; Setchell,
1991, Hales, 2002). Apesar de existir grande variacdo entre as diversas
espécies quanto a proporcdo volumétrica dos diferentes componentes do
compartimento intertubular (Fawcett et al.,, 1973; Franca & Russell, 1998;
Godinho, 1999), a célula de Leydig € usualmente o tipo celular mais
freqlente neste compartimento.

O compartimento dos tubulos seminiferos constitui a maior parte do
testiculo, ocupando, na grande maioria dos mamiferos, de 70% a 90% do
parénquima testicular (Franga & Russell, 1998; Godinho, 1999). Eles séo
constituidos por tunica prépria, epitélio seminifero e lume tubular. A tanica
prépria envolve o tubulo seminifero, sendo composta de células midides ou
peritubulares e matriz extracelular. Juntamente com as células midides, as
células de Sertoli elaboram a membrana basal que serve de suporte
estrutural para a propria célula de Sertoli e para as células germinativas em
fase de proliferacao.

Existe grande variagdo no nudmero e nas dimensdes (diametro e
comprimento) dos tubulos seminiferos nas diferentes espécies de mamiferos
(Franca & Russell, 1998). O comprimento total de tubulos seminiferos esta
relacionado a trés parametros estruturais: tamanho do testiculo, diametro

tubular e densidade volumétrica dos tubulos seminiferos. O camundongo,



por exemplo, possui aproximadamente 20 tubulos seminiferos por testiculo
perfazendo no total cerca de 2 metros de comprimento tubular por gbnada
(Bascom & Ostrud, 1925). No suino doméstico existem de varias centenas a
alguns poucos milhares de tubulos seminiferos por testiculo e
aproximadamente 3000 metros de tabulos no total (Franca & Russell, 1998),
para um peso testicular em torno de 300g (Okwun et al., 1996) enquanto que
o coelho apresenta em média 62m para um peso testicular de 3g (Amann,
1970). Em geral, ha de 10 a 15 metros de tabulos por grama de testiculo em
grande parte dos mamiferos ja estudados (Franca & Russell, 1998).

A medida do diametro tubular € uma abordagem classicamente
utilizada como indicador da atividade espermatogénica em investigacoes
envolvendo a funcao testicular (Attal & Courot, 1963; Godinho & Cardoso,
1979; Sinha Hikim et al., 1991; Russell et al., 1994; Mufioz et al., 1998).
Embora o valor encontrado para o diametro tubular médio possa chegar a
550 um em algumas espécies de marsupiais (Woolley, 1975), o valor
tipicamente observado para a maioria dos amniotas varia de 180 a 300 um
(Roosen-Runge, 1977). Em espécies de laboratério ocorrem variacdes
ciclicas no didametro tubular e um aumento do Iimen pode ser responsavel
pelo aumento do didmetro dos tdbulos seminiferos (Wing & Christensen,
1982).

As células de Sertoli, através de juncdes de oclusédo, dividem o
epitélio seminifero em dois ambientes: o basal, onde se localizam as
espermatogbnias e os espermatdcitos primarios na fase inicial da préfase
meiotica (pré-leptétenos e leptotenos), e o adluminal, onde se encontram os
espermatoécitos primarios a partir da fase de zigéteno, espermatocitos
secundarios e espermatides. O ambiente adluminal esta totalmente sob
controle das células de Sertoli, propiciando um microambiente isolado e
imunoprivilegiado, essencial para o0 desenvolvimento do processo
espermatogénico (Russell et al., 1990; Setchell, 1991; Poccia, 1994; Sharpe,
1994). No lume tubular encontram-se o fluido secretado pelas células de
Sertoli e 0os espermatozéides recém-espermiados.

A espermatogénese pode ser dividida didaticamente em trés fases, de
acordo com as diferentes caracteristicas funcionais: (a) fase proliferativa

(espermatogonial), caracterizada por divisdes rapidas e sucessivas (mitoses)



das espermatogobnias; (b) fase meiotica, que envolve a sintese de DNA no
espermatécito em pré-leptdteno, sintese de RNA no espermatécito em
paquiteno e finalizagdo da meiose, durante a qual ocorre uma divisdo
reducional, acompanhada de recombinacédo génica e uma divisdo equacional
na qual, teoricamente, cada espermatdcito em paquiteno darad origem a
quatro espermatides haploides; (c) fase de diferenciacdo ou espermiogénica,
onde cada espermétide arredondada passa por profundas mudancas
estruturais e bioquimicas e diferencia-se em espermatozoéide, um tipo celular
estruturalmente especializado para alcancar e fertilizar o ovoécito (Sharpe,
1994).

Durante o processo espermatogénico, as células de Sertoli e as
células germinativas interagem de maneira bastante complexa, tanto fisica
quanto bioquimicamente. Existem diversas formas de juncdes intercelulares
entre estes dois tipos celulares, incluindo-se os desmossomos, as juncdes
do tipo “gap”, as jungcbes a base de actina. Apesar de serem postuladas
varias funcbes para estes componentes juncionais, existem ainda poucas
evidéncias experimentais para apoiar o papel preciso dos mesmos (Russell
& Griswold, 1993). No entanto, fica bastante evidente a necessidade da
interacdo das células germinativas com 0s componentes somaticos do
testiculo, principalmente células de Sertoli, células de Leydig e células
midides, para que O processo espermatogénico transcorra de maneira
normal e eficiente (Skinner, 1991; Daduone & Demoulin, 1993; Jégou, 1993;
Spiteri-Grech & Nieschlag, 1993; Pescovitz et al., 1994; Russell et al., 1994;
Schlatt et al.,, 1997; Franca & Russell, 1998). A integridade funcional da
membrana basal elaborada pelas células de Sertoli e células midides é

também essencial para o processo espermatogénico (Dym, 1994).
1.5. A célulade Leydig

As células de Leydig foram descritas pela primeira vez pelo
pesquisador Franz Leydig, em 1850, em um estudo comparativo da
histologia reprodutiva de algumas espécies de mamiferos. Entretanto,
somente com 0 avancgo das técnicas de microscopia no final do século XIX

tornou-se possivel observar com mais precisdo e detalhes tais células



(Christensen, 1996). Elas apresentam formato poligonal, com diametro de
cerca de 20um; seu nucleo é esférico, contendo grande parte da cromatina
em seu estado condensado e um ou dois nucléolos (Pelliniemi et al., 1996).

As células de Leydig possuem carater eosinofilico, devido
principalmente a grande quantidade de reticulo endoplasmatico liso e
goticulas de gordura em seu citoplasma (Ross et al., 2003). Em ratos, essas
células estdo intimamente associadas com 0s vasos sanguineos presentes
no espaco intertubular e cercadas por espaco linfatico (Fawcet et al., 1973).

A célula de Leydig € bastante conhecida devido a sua principal funcéo
de producdo de andrégenos, principalmente testosterona e
diidrotestosterona, que tém grande importancia na diferenciacdo do trato
genital masculino e da genitélia externa na fase fetal (Pelliniemi et al., 1996).
Além disso, esses dois hormdnios também estdo relacionados com o
surgimento dos caracteres sexuais secundarios e a manutencdo do
processo espermatogénico normal (Sharpe, 1994; Ross et al., 2003).

No inicio do desenvolvimento, a célula de Sertoli, responsavel pela
manutencdo do processo espermatogénico no epitélio seminifero, regula a
proliferacdo das células de Leydig, assim como a producdo de horménios
esterdides por estas células. Ja em animais adultos € o LH (Hormdnio
Luteinizante) o principal regulador e estimulador da sintese de testosterona
(Cooke, 1996; Sylvester, 1996). Além da célula de Sertoli, outro tipo celular
comumente encontrado em associacdo com as células de Leydig é o
macrofago. Em testiculos de animais adultos, os macrofagos intersticiais
podem ser incorporados aos agrupamentos de células de Leydig. Esta
interacdo pode estar relacionada a transformacao, por parte do macrofago,
de alguns esteroides produzidos pela célula de Leydig, com a consequente
producao e liberacéo de testosterona e diidrotestosterona (Hales, 1996).

Neste trabalho, objetivamos analisar os efeitos do extrato aquoso de
catuaba (Trichilia catigua) e da Catuama® sobre os testiculos de ratos Wistar
adultos, avaliando quantitativamente, através de analises histométricas,

possiveis alteracdes nas estruturas testiculares quanto a (ao):

e indice Gonadossomatico (IGS);

e Proporcédo volumétrica entre tubulos seminiferos e tecido intersticial;



¢ VVolume de tubulos seminiferos e tecido intersticial;

e Diametro e comprimento total dos tubulos seminiferos;

e Proporcédo volumétrica dos elementos intersticiais;

¢ Volume ocupado pelos elementos intersticiais no testiculo;

e Peso do parénquima testicular;

e Altura do epitélio seminifero;

e Volume nuclear, citoplasmatico e celular de Leydig;

e Volume total de células de Leydig por grama e peso total do testiculo;

e NUmero total de células de Leydig por grama e peso total do testiculo.



2. Material e métodos

2.1. Animais e tratamentos

Foram utilizados 36 ratos Wistar em idade reprodutiva (100 dias),
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude da Universidade Federal de Vigosa. Os animais foram divididos em
quatro grupos de 9 individuos cada. Todos os animais foram pesados e
colocados em gaiolas individuais, sendo um grupo controle, que recebeu
apenas agua (grupo 1), dois grupos que receberam infusdo aquosa de
catuaba (Trichilia catigua) nas concentracbes de 36 e 72 mg/animal/dia
(grupos Il e lll, respectivamente) e um grupo que recebeu solucdo aquosa de
Catuama® (grupo 1V), na quantidade indicada pelo fabricante (0,7
ml/kg/animal/dia). Diariamente foi medido o volume de solucéo ingerido, por
animal, a fim de se controlar a concentracao recebida individualmente. As
solucBes eram trocadas todos os dias e os frascos eram higienizados a cada
dois dias com agua destilada.

A Catuama® foi adquirida no comércio local e os frascos utilizados
pertenciam, respectivamente, aos lotes n°® 11.720 e 12.066. Toda a
alimentacéo foi fornecida ad libitum (ragdo comercial).

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura de 25°C e
luminosidade de 12h, localizado no prédio do Departamento de Nutricdo e
Saude da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais.

O experimento teve duracdo de 56 dias consecutivos e 0s animais
foram avaliados nas suas condi¢cdes biométricas e eutanasiados ao final do

periodo de tratamento.
2.2. Preparo da infusédo aquosa de Trichilia catigua

As cascas de catuaba foram obtidas na Mata da Silvicultura (20°45'S
e 42°55'W) localizada no Campus da Universidade Federal de Vicosa,
durante o0 més de julho de 2005, periodo no qual a producdo e a
concentracdo de flavonodides e de Oleos essenciais sGo maximas na casca,

segundo Castellani (2002). As plantas foram identificadas pelo Dr. Agostinho
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Lopes de Souza, professor do Departamento de Engenharia Florestal da
UFV. As cascas foram coletadas, limpas e secas em estufa (37°C), durante
24 horas. Depois da secagem, o material foi triturado em moinho de facas,
embalado a vacuo e protegido da incidéncia direta de luz. As cascas eram
pesadas e colocadas em agua destilada a 100°C, por 4 horas. A infusdo era
preparada a cada dois dias e mantida sob refrigeracdo (4°C) depois de

esfriar a temperatura ambiente.
2.3. Coleta de amostras

Os animais foram eutanasiados apos 56 dias de experimento, no
Laboratério de Histologia, pelo método de perfusdo. Os animais foram
anestesiados com éter, contidos e pesados para posterior perfusdo. Para
fixacdo do material foi usado glutaraldeido 3% em tampéo fosfato de sodio
0,1 molL™?, pH 7,4.

Apos a perfusao foram retirados os testiculos e glandulas vesiculares
que foram pesados em balanca digital de precisdo (0,001 g). Todos os
orgaos coletados foram imersos em glutaraldeido 3% em tamp&o fosfato de
sédio 0,1 molL™?, pH 7,4, por 24 horas, sob refrigeracdo. Um dos testiculos
foi destinado as andlises morfolégicas e morfométricas. O testiculo
contralateral teve sua albuginea removida e pesada, para se calcular a

massa do parénquima testicular.
2.4. Microscopia de luz

Os fragmentos de testiculo foram desidratados em concentracdes
crescentes de etanol (50°, 70°, 80°, 95° e 100° GL), com trocas a cada trinta
minutos. Apds a desidratacdo, procedeu-se a pré-inclusdo e inclusdo em
hidroxietil metacrilato (Historesin® Leica). Cortes de 3um foram feitos em
microtomo rotativo (Reichert Jung 2045), utilizando navalhas de vidro. As
seccOes obtidas foram coradas com azul de toluidina-borato de sodio 1%,
montadas com resina (Entellan - Merck) e analisadas em microscopio de luz
(Olympus BX-50).
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2.5. Andlise histométrica dos testiculos
2.5.1. indice Gonadossomatico (%)

Com base na massa corporal e testicular, registrados apos a
eutanasia dos animais, foi obtido o indice gonadossomatico (IGS) calculado

a partir da seguinte férmula:

IGS = MG/ MC x 100
Onde:
MG = massa total das gbnadas;

MC = massa corporal.

2.5.2. Proporgdes volumétricas (%) e volume dos componentes do
testiculo

Uma vez que o testiculo pode ser dividido em dois compartimentos,
tubular e intertubular, as propor¢cfes volumétricas entre estes componentes
foram estimadas utilizando um reticulo com 121 intersec¢des (pontos)
acoplado a ocular do microscopio, e contando-se 2000 pontos por animal,
em aumento de 400X (Fig. 1A). Do compartimento intertubular foram
consideradas as células de Leydig, macréfagos e tecido conjuntivo, vasos
sanglineos e espaco linfatico. As proporc¢des volumétricas destes elementos
foram obtidas a partir da contagem de 1000 pontos por animal, em aumento
de 400X (Fig. 1C). Todos os campos amostrados foram escolhidos
aleatoriamente, varrendo-se toda a extensdo do corte histolégico.

Foram contados 1000 pontos sobre o citoplasma e o0 nucleo das
células de Leydig por animal, com a finalidade de se determinar a proporcéo
(%) entre ndcleo e citoplasma deste tipo celular.

O volume de cada componente testicular (mL) foi estimado a partir do
conhecimento do percentual ocupado pelos mesmos no testiculo. O peso
liquido testicular (massa do parénquima) foi obtido subtraindo-se do peso
bruto do testiculo, o peso da albuginea. Como a densidade volumétrica do

testiculo é em torno de 1 (Johnson & Neaves, 1981; Franca, 1991; Paula,
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1999; Tae et al., 2005), a massa do testiculo foi considerada igual ao seu

volume.

2.5.3. Diametro tubular, altura do epitélio seminifero e comprimento
total dos tubulos seminiferos

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partir da
mensuracao, ao acaso, de 30 secc¢des transversais de tubulos seminiferos
gue apresentavam contorno circular. Essas medidas né&o levaram em
consideracdo o estadio do ciclo do epitélio seminifero e foram realizadas
utilizando-se programa de analise de imagem (Image Pro Plus), em aumento
de 200x. As mesmas seccodes utilizadas para se medir o diametro tubular
foram usadas na mensuracdo da altura do epitélio seminifero, a qual foi
tomada da tanica prépria até o lume tubular. O valor encontrado para a
altura do epitélio seminifero, em cada tubulo, representou a meédia de quatro
medidas tomadas de forma diametralmente opostas (Fig. 1B).

O comprimento total (CT) dos tubulos seminiferos por testiculo,
expresso em metros, foi estimado a partir do conhecimento do volume
ocupado pelos tubulos seminiferos no testiculo e do diametro tubular médio
obtido para cada animal, empregando-se a formula (Attal & Courot, 1963;
Dorst & Sajonski 1974):

CT = VTS/ nR?
Onde;

VTS = Volume total de tabulos seminiferos;
nR? = Area da seccdo transversal dos tGbulos seminiferos (R =
didmetro tubular/2).

Para o céalculo do comprimento tubular por grama de testiculo, dividiu-

se o valor encontrado para o CT pela massa testicular total.
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2.5.4. Volume e namero de células de Leydig por grama e peso total do
testiculo

O calculo do volume individual das células de Leydig foi realizado
utilizando-se reticulo com 121 intersec¢des (pontos), acoplado a ocular do
microscopio, em aumento de 1000X.

O diametro nuclear médio (DM) destas células foi medido em
aumento de 1000X. Trinta nucleos de células de Leydig foram medidos em
cada animal, utilizando-se programa de analise de imagens (Image Pro
Plus). Os nucleos medidos foram aqueles que apresentaram contorno
esférico e cromatina perinuclear e nucléolos bastante evidentes. Foram
calculados o volume nuclear, o volume do citoplasma e, conseqiientemente,
o volume de cada célula de Leydig, por animal. Estes valores foram

expressos em micrometros ctbicos (um?3).

Volume nuclear = 4/37R3 onde, R = raio nuclear;

Volume citoplasmatico = % citoplasma x volume nuclear /% nucleo;
Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmatico.

Obtido o volume individual da célula de Leydig e o volume total (mL)
ocupado por estas células no testiculo, foram calculados o numero de

células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo, para cada animal.

2.6. Andlises estatisticas

As médias dos parametros estudados foram comparadas entre 0s
grupos por meio de analise de variancia (ANOVA) utilizando-se o teste de
Duncan. Foi utilizado o software STATISTICA for Windows 3.11, sendo o

nivel de significancia p < 0,05.
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Figura 1. Corte transversal de testiculo de ratos Wistar adultos. A-

Organizacdo do parénquima testicular em tubulos seminiferos (Ts) e espaco
intersticial (It). Em detalhe (canto superior direito), um modelo de grade usado
para analise morfométrica dos tdbulos e intersticio. B- Corte de tdbulo
seminifero mostrando os pontos usados para medir o didmetro tubular (setas
grandes) e a altura do epitélio seminifero (setas pequenas). C- Modelo de
grade usado para registrar as propor¢des volumétricas dos componentes do

intersticio. It = espaco intersticial; Ts = tubulo seminifero. Barras: A = 300 um; B

=150 um e C = 25um.
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3. Resultados

Os valores médios de peso corporal apresentaram aumento nos dois
grupos tratados com infusdo de T. catigua (grupos Il e lll) e reducéo
naqueles animais que receberam Catuama® (grupo IV). Entretanto, ndo se
observou variacdo significativa (p>0,05) entre estes valores. Houve aumento
do peso testicular (p>0,05) em todos os grupos tratados, sendo maior no
grupo IV. Houve também aumento do peso da glandula vesicular nos
animais que receberam catuaba, porém o grupo IV apresentou diminuicdo
no peso glandular (Tab. 1). Entretanto, foi significativo o aumento do IGS
médio nos animais que receberam Catuama® (grupo 1V), quando
comparados aqueles que receberam maior concentracdo de infusdo de T.
catigua (grupo lll), cujo IGS apresentou-se significativamente reduzido
comparado a todos os grupos. Observou-se aumento significativo do peso
da albuginea nos animais do grupo lll, quando comparados aqueles que
receberam menor concentragdo do extrato vegetal (grupo II) (Tab. 1).

Tabela 1. Dados biométricos de ratos Wistar machos adultos tratados com extrato

aquoso de T. catigua e solucdo aquosa de Catuama®.

Massa corporal Massa Massa da MaAssada o
Grupos (9) testicular (g) albuginea () glandula IGS (%)
9 vesicular (g)
Controle 426,5 + 48,29% 2,91 +0,27° 0,09+ 0,02%° 1,32+0,17* 0,70 +0,10%
Tc32mg 429,61 + 46,38% 2,92 +0,19° 0,08 +0,01° 1,38+0,25° 0,69 +0,10%
Tc72mg 448,68 + 32,257 2,96 + 0,267 0,11 +0,02% 1,33+0,14% 0,66 + 0,06°

Catuama® 407,67 + 42,56% 3,08 +0,19° 0,09 +0,02%° 1,26 +0,16% 0,76 + 0,09%

Valores agrupados por média + desvio padrao; Para todos os grupos n=9.
Médias, nas colunas, seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05), pelo
teste de Duncan. Controle: dgua destilada; Tc36mg: infuséo de T. catigua 36mg/animal/dia; Tc72mg:

infusdo de T. catigua 72mg/animal/dia; Catuama®: solucéo de Catuama® 0,7mL/kg/animal/dia.
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A relacdo tubulo/intersticio ndo variou significativamente entre os
diferentes tratamentos. A massa do parénquima testicular apresentou
aumento nao significativo (p>0,05) nos grupos II, Il e IV, sendo a maior
média atribuida ao grupo tratado com Catuama® (Tab. 2). O volume dos
tubulos seminiferos no parénquima testicular apresentou-se aumentado em

todos os tratamentos, porém de forma nao significativa (p>0,05) (Tab. 2).

Tabela 2. Relacdo tubulo/intersticio (%), massa do parénquima testicular (g) e
volume tubular total (mL) de ratos Wistar adultos tratados com extrato aquoso de T.

catigua e solucdo aquosa de Catuama®.

Massa do

Grupos Tabulo seminifero  Tecido Intersticial parénquima Volume tubular
0, 0,
(%) (%) testicular (9) total (mL)
Controle 89,33 + 2,09% 10,67 + 2,09% 2,822 +0,242% 2,522 +0,224°
Tc36mg 89,48 + 2,92° 10,52 + 2,922 2,836 +0,178% 2,537+ 0,176
Tc72mg 89,80 +2,17% 10,20 + 2,172 2,856 + 0,245 2,565 + 0,232%
Catuama® 88,44+ 2,022 11,56 + 2,022 2,987 + 0,182 2,642 + 0,172

Valores agrupados por média + desvio padrdo; Para todos os grupos n=9.
Médias, nas colunas, seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05), pelo
teste de Duncan. Controle: dgua destilada; Tc36mg: infusdo de T. catigua 36mg/animal/dia; Tc72mg:

infusdo de T. catigua 72mg/animal/dia; Catuama®: solucéo de Catuama® 0,7mL/kg/animal/dia.

Quando considerado somente o parénquima tubular, ndo foram
observadas alteracdes significativas (p > 0,05) no diametro tubular, na altura
do epitélio seminifero e comprimento tubular por testiculo e por grama de
testiculo (Tab. 3).

Foi observada reducédo (p<0,05) nos valores médios das populacdes
de células de Leydig e macrofagos, nos trés grupos tratados (grupos I, Il e
IV) em relagcé&o ao grupo controle (Tab. 4). Houve diminui¢do significativa da
propor¢cdo de vasos sanglineos nos animais que receberam solucdo de
Catuama® (grupo 1V) quando comparados aqueles que receberam infusdo

de T. catigua 300mg (grupo II).
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O espaco linfatico apresentou-se aumentado (p<0,05) nos animais
que receberam Catuama® em relacdo aos grupos I, Il e Ill enquanto nos
animais do grupo lll houve também aumento significativo desse espaco
comparado ao grupo controle (Fig. 2 e Tab. 4).

O maior valor observado para a propor¢cao volumétrica de tecido
conjuntivo foi registrado nos animais tratados com infusdo de T. catigua em
sua menor concentracéo (grupo Il), sendo significativo (p<0,05) em relagao
aos outros tratamentos. Animais do grupo Il também apresentaram
proporcao de tecido conjuntivo significativamente maior em relacdo ao grupo

controle (grupo 1) e ao grupo Catuama® (IV) (Tab.4).

Tabela 3. Diametro tubular (um), altura do epitélio seminifero (um), comprimento
tubular (m), comprimento tubular por grama de testiculo e volume total de tlbulos
seminiferos (mL) em ratos Wistar machos adultos apds tratamento com extrato

aquoso de T. catigua e solucdo aquosa de Catuama®.

Grupos Diametro Alt,u_ra do Comprimento Comprimentg
tubular (um) epitélio (um) tubular total (m)  tubular/g de testiculo
Controle 333,03 £ 20,74° 104,24 + 8,01° 29,16 + 3,63% 10,04 + 1,08°
Tc36mg 329,25 + 13,02% 104,21 + 6,78° 29,89 + 2,68% 10,26 + 0,84°
Tc72mg 332,64 +7,61° 103,04 + 4,99° 29,53 + 2,70 9,97 +0,38%
Catuama® 332,49 + 18,28° 106,40 + 6,01% 30,81 +4,87% 9,98 +1,27%

Valores agrupados por média + desvio padréo; Para todos os grupos n=9.
Médias, nas colunas, seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05), pelo
teste de Duncan. Controle: agua destilada; Tc36mg: infuséo de T. catigua 36mg/animal/dia; Tc72mg:

infusdo de T. catigua 72mg/animal/dia; Catuama®™: solugéo de Catuama® 0,7mL/kg/animal/dia.
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Tabela 4. Proporgcdo volumétrica (%) dos componentes intersticiais dos
testiculos de ratos Wistar machos adultos apds tratamento com extrato aquoso
de T. catigua e solucdo aquosa de Catuama®. Células de Leydig, macréfagos,

vasos sanguineos, espaco linfatico e tecido conjuntivo.

Vasos

Grupos Células de Macrofagos sangiiineos Espaco Tecido
P Leydig (%) (%) g(%) linfatico (%)  conjuntivo (%)
Controle 30,99 + 1,232 9,17 + 2,872 25,08 £ 9,09ab 31%56963 4,17 +2,81°

Tc36mg 17,83+3,86° 6,17 +3,29° 30,50 £ 6,242 36,40 7,27 9,10+ 2,772
Tc72mg 17,82+6,15°  6,24+3,14° 27,38+991® 41,96+9,46° 6,60 +1,85"

Catuama® 19,30 + 5,21° 4,04 + 1,07 20,91 +6,62° 52,29 + 8,68% 3,46 + 1,38°

Valores agrupados por média + desvio padréo; Para todos os grupos n=9.
Médias, nas colunas, seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05), pelo
teste de Duncan. Controle: agua destilada; Tc36mg: infusdo de T. catigua 36mg/animal/dia; Tc72mg:

infusdo de T. catigua 72mg/animal/dia; Catuama®™: solucéo de Catuama® 0,7mL/kg/animal/dia.

Observou-se reducdo significativa do diametro nuclear médio das
células de Leydig em todos os grupos tratados (grupos I, Il e IV) que, no
entanto, ndo diferiram entre si (Tab. 5). Houve reducdo do citoplasma
(p<0,05) das células de Leydig nos animais do grupo Il quando comparados
aos animais dos outros tratamentos, que nao diferiram entre si. Por outro
lado, os animais do grupo Il apresentaram aumento da proporcdo nuclear
(p<0,05) o que nao aconteceu com animais dos grupos I, lll e IV (Tab. 5).

Os volumes nucleares das células de Leydig (um®) apresentaram-se
significativamente menores (p<0,05) nos animais tratados com extrato de T.
catigua e solucdo aquosa de Catuama® (grupos II, il e IV) (Tab. 6). O
volume citoplasmatico destas células também apresentou valores medios
menores nos animais dos grupos tratados com relacdo ao grupo controle,
embora tenha sido significativo (p<0,05) apenas para os animais do grupo II
(Tab. 6).
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Tabela 5. Morfometria de células de Leydig. Diametro nuclear (um), proporcao entre
citoplasma e nucleo (%) e relacdo nucleoplasmatica (%) de células de Leydig, em
ratos Wistar machos adultos apds tratamento com extrato aquoso de T. catigua e

solucéio aquosa de Catuama®.

Grupos Diametro nu((:llni?r de Leydig Citoplasrrz;);je Leydig Ndcleo de Leydig (%)
Controle 7,46 +0,45% 74,26 + 2,00% 25,74 + 2,00?
Tc36mg 6,89 + 0,32" 70,73 +3,31° 29,27 +3,31°
Tc72mg 6,96 + 0,51° 74,36 + 2,86 25,64 + 2,86°
Catuama® 6,94 + 0,51° 75,49 + 3,592 24,51 + 3,59

Valores agrupados por média + desvio padrdo; Para todos os grupos n=9.
Médias, nas colunas, seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05), pelo
teste de Duncan. Controle: dgua destilada; Tc36mg: infuséo de T. catigua 36mg/animal/dia; Tc72mg:

infusdo de T. catigua 72mg/animal/dia; Catuama®: solucéo de Catuama® 0,7mL/kg/animal/dia.

Tabela 6. Morfometria de células de Leydig. Volume nuclear, citoplasmatico e de uma
célula de Leydig (um®) em ratos Wistar machos adultos apds tratamento com extrato

aquoso de T. catigua e solucdo aquosa de Catuama®.

Células de Leydig

Grupos ) - 3
Volume nuclear ( m3) Volume citoplasmatico Volume de uma célula
3 3
. (um®) (um®)
Controle 219,57 + 35,00° 636,54 + 113,57° 856,11 + 143,03°
Tc36mg 172,33 + 21,66° 423,40 + 81,55° 595,73 + 96,00°
Tc72mg 179,26 + 36,64° 530,37 + 136,65 709,63 + 167,74%
Catuama® 177,85 + 34,26° 583,79 + 221,01% 761,64 + 252,36

Valores agrupados por média + desvio padréo; Para todos os grupos n=9.
Médias, nas colunas, seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05), pelo
teste de Duncan. Controle: dgua destilada; Tc36mg: infuséo de T. catigua 36mg/animal/dia; Tc72mg:

infusdo de T. catigua 72mg/animal/dia; Catuama®: solucéo de Catuama® 0,7mL/kg/animal/dia.
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Considerando o volume médio (mL) ocupado pelas células de Leydig,
por testiculo e por grama de testiculo, observou-se diminuicdo significativa
(p<0,05) dessa variavel nos animais de todos os tratamentos, exceto para o
grupo IV (Catuama®) para o volume total de células de Leydig por testiculo.
N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre os diferentes tratamentos
(Tab. 7).

O numero médio de células de Leydig por testiculo e por grama de
testiculo ndo apresentou alteracbes significativas (p>0,05) entre 0s grupos

experimentais (Tab. 7).

Tabela 7. Morfometria de células de Leydig. Volume total de células de Leydig (mL)
por testiculo e por grama de testiculo e numero de células de Leydig por testiculo e
por grama de testiculo, em ratos Wistar machos adultos ap0s tratamento com

extrato aquoso de T. catigua e solucdo aquosa de Catuama®.

Célula de Leydig

Grupos Namero de Namero de
Volume total por  Volume por grama . .

testiculo (mL) de testiculo (mL) células por, células/g dee
testiculo (10°) testiculo (10°)
Controle 0,047 + 0,023% 0,033 +£0,0142 55,83 + 265,402 38,72 + 15,962
Tc36mg 0,026 + 0,008b 0,019 + 0,006b 44,35 + 115,862 31,49 + 8,422
Tc72mg 0,027 + 0,012b 0,018 + 0,008b 37,58 + 142,012 26,25+ 9,432
Catuama® 0,034 +0,013* 0,023 + 0,008° 48,43 + 207,842 32,20 + 13,242

Valores agrupados por média + desvio padréo; Para todos os grupos n=9.

Médias, nas colunas, seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05), pelo

teste de Duncan. Controle: agua destilada; Tc36mg: infusdo de T. catigua 36mg/animal/dia; Tc72mg:

infusdo de T. catigua 72mg/animal/dia; Catuama®: solucéo de Catuama® 0,7mL/kg/animal/dia.
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Figura 2. Parénquima testicular de ratos Wistar adultos. A- Grupo |
(controle), onde se observa abundancia de células de Leydig (setas) no
intersticio e pouca quantidade de espaco linfatico. O circulo pontilhado
mostra a intima associagdo entre as células de Leydig (setas) e os
macréfagos (asterisco). B-D- Nos grupos Il (T. catigua 36mg), Il (T. catigua
72mg) e IV (solucdo de Catuama®), observa-se aumento do espaco linfatico
e diminuicdo na quantidade de células de Leydig no intersticio. Em C,
detalhe no circulo pontilhado evidenciando um vaso sanguineo, e em C e D,
observa-se o espaco linfatico (El) bem desenvolvido. El = espaco linfatico.

Barras: 25 um.
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4. Discussao

De acordo com 0s nossos resultados, os animais tratados com o0s
extratos de T. catigua e com solucdo de Catuama® ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo a massa corporal. Tal padrdo foi
também observado em ratos adultos submetidos a tratamentos a base de
piperina (Malini et al., 1999), extratos de Barleria prionitis e Colebrookia
oppositifolia (Gupta et al., 2000), extratos de Carica papaya (Lohiya et al.,
2005) e de Butea superba (Manosroi et al., 2006). Nestes estudos ocorreu
diminuicdo da massa testicular nos animais tratados, devido ao efeito
antiandrogénico de tais extratos vegetais, ao contrario do encontrado no
presente experimento e em animais tratados com extrato de Andrographis
paniculata (Burgos et al., 1997). Chieregatto (2005) encontrou diferenca no
peso de animais tratados com Heteropterys aphrodisiaca e Anemopaegma
arvense, relatando aumento da massa corporal, particularmente nos grupos
tratados com a maior dose dos fitoterapicos.

Ao contrario do observado para animais tratados com extrato de
Stephania hernandifolia (Ghosh et al.,, 2002), e de B. superba (Manosroi,
2006), ndo foram observadas diferencas significativas quanto ao indice
gonadossomatico (IGS) para os animais tratados com os extratos de T.
catigua. Entretanto, ao comparar os IGS dos animais tratados com a maior
concentracdo de T. catigua e os tratados com Catuama®, observou-se
aumento significativo do IGS médio para os animais tratados com esta ultima
solucdo. Isto se deve a menor massa corporal média dos animais que
receberam a solucéo de Catuama®, aliado & maior massa testicular. Animais
tratados com H. aphrodisiaca e A. arvense, que tém a mesma indicacao
fitoterdpica que T. catigua, também ndo apresentaram diferencas
significativas no IGS (Chieregatto, 2005).

As glandulas vesiculares sdo sensiveis a alteracdes na producdo e
liberacdo de hormdnios relacionados ao processo espermatogénico, como a
testosterona, sendo que mudancas na massa desses 6rgdos podem ser

indicadoras de alteracbes na producdo hormonal. Nao foi observada
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mudanca significativa do peso das glandulas vesiculares entre 0s grupos
tratados com infusdo de catuaba e Catuama®. Tratamentos utilizando-se
piperina (Malini et al., 1999), Colebrookia oppositifolia (Gupta et al., 2001) e
Stephania hernandifolia (Ghosh et al., 2002) demonstraram que houve
reducdo da massa das glandulas vesiculares e queda da taxa de fertilidade
nos animais que receberam tais infusdes. Estes resultados corroboram a
hipétese de manutencdo de um processo espermatogénico normal para
ratos tratados com as concentragcdes usadas dos extratos de T. catigua e a
solucdo de Catuama®.

O testiculo dos mamiferos pode ser dividido em dois compartimentos
funcionais: o tubular ou espermatogénico e o intersticial ou androgénico. A
proporgdo entre estes dois compartimentos € bastante variavel entre as
espécies, sendo um dos principais fatores responséaveis pela eficiéncia da
producdo espermatica (Russell et al., 1990; Franca & Russell, 1998, Hales,
2002). A producdo espermética € diretamente correlacionada com o0 peso
testicular (Amann, 1970), e segundo Russell et al. (1990) e Franca & Russell
(1998), a massa testicular pode ser utilizada como indicador quantitativo da
producdo espermatica, pois o principal componente do testiculo é o tabulo
seminifero. Chieregatto (2005) observou aumento significativo da proporgéo
de intersticio em relagdo ao espaco tubular em animais tratados com
extratos aquosos de H. aphrodisiaca, o que nao foi observado neste
trabalho. As propor¢cdes entre tubulos seminiferos e tecido intersticial ndo
apresentaram alteragcbes significativas, embora tenha sido observado
aumento significativo na propor¢céo de espaco linfatico em animais tratados
com maior concentracdo de T. catigua e com a solucdo de Catuama®.

Ratos albinos que receberam extrato alcodlico de Momordica
charantia por via intraperitoneal apresentaram reducdo significativa no
didmetro tubular estando este resultado diretamente relacionado a
diminuicdo da taxa de fertilidade dos animais tratados (Naseen et al., 1998).
Essa reducdo também ocorreu em ratos submetidos a tratamentos a base
de piperina (Malini et al., 1999). Chieregatto (2005) observou aumento do
didmetro tubular e da altura do epitélio seminifero, especialmente nos
animais tratados com A. arvense, indicando possivel efeito estimulante do

fitoterapico administrado. Porém, ndo houve qualquer variacdo em relacao
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ao volume tubular. Para o tratamento com infusdes de catuaba e Catuama®
ndo houve alteragédo significativa nesses mesmos parametros estando 0s
valores dos grupos tratados muito proximos ao do grupo controle, o que nos
leva a crer que sua administracdo nao influenciou significativamente a
fertilidade dos grupos experimentais.

A massa do parénquima testicular e o volume tubular nao
apresentaram alterac6es significativas nos grupos tratados, ao contrario do
registrado por Chieregatto (2005) para as maiores doses de A. arvense e H.
aphrodisiaca. Este mesmo autor relata aumento do comprimento tubular em
metros, por testiculo e por grama de testiculo em animais tratados com o0s
extratos destas plantas. No presente trabalho n&o houve alteracdo nesses
parametros e as médias dos grupos tratados se encontravam bem proximas
do grupo controle.

A porcéo enddcrina testicular é representada pelas células de Leydig
que formam o espaco intertubular juntamente com outros componentes
conjuntivos, como macroéfagos e fibroblastos, além de vasos sanguineos e
linfaticos. Varios trabalhos tém descrito as relacdes entre células de Leydig e
0S componentes testiculares, como os macréfagos, células midides e células
de Sertoli (Skinner et al., 1991; Ichihara et al., 1993; 2001; Hales, 2002).
Durante o desenvolvimento, as mudancas ocorridas na morfologia das
células de Leydig e dos macréfagos ocorrem de maneira coordenada (Hales,
1996). O contato direto entre estas duas células permite que o macréfago
auxilie regulando a producdo de testosterona pela célula de Leydig. Foi
observada reducgéo significativa nas proporcdes destes dois tipos celulares
nos testiculos dos animais em todos os tratamentos. Provavelmente, devido
a este fato, as proporcées do espaco linfatico, vaso sanguineo e tecido
conjuntivo apresentaram aumento em seus volumes médios. Chieregatto
(2005) observou aumento significativo na propor¢céo volumétrica de células
de Leydig para animais tratados com H. aphrodisiaca e também para os
outros componentes do intertibulo, a exce¢éo dos vasos linfaticos.

Estudos correlacionando estrutura e funcéo de células de Leydig, em
varias espécies de mamiferos, mostraram que variacbes na sintese e
secrecdo de testosterona dependem mais da capacidade individual desta

célula do que do volume total delas no testiculo (Ewing et al., 1979). Zirkin et
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al. (1980) relataram que a capacidade produtiva das células de Leydig esta
intimamente associada a quantidade de reticulo endoplasmatico liso
presente no seu citoplasma. Castro et al. (2002) propdem que, em coelhos,
h&a correlacdo altamente significativa do percentual volumétrico do nucleo e
do numero de células de Leydig por grama de testiculo, com 0s niveis
plasmaticos e testiculares de testosterona. Foi observada reducao
significativa nos volumes do nucleo e do citoplasma, assim como do volume
de uma célula de Leydig. Em conseqiéncia da diminuicdo dos volumes
nucleares e citoplasmaticos, o volume médio de uma célula de Leydig
também foi menor em todos os tratamentos, sendo significativamente
relevante sua diminuicdo nos animais do grupo Il. Entretanto, seriam
necessarios dados provenientes de morfometria de organelas (como o
reticulo endoplasmatico liso) para constatar se houve aumento do volume
dessas organelas como compensacdo da diminuicdo do volume
citoplasmatico.

Mudancas no desenvolvimento reprodutivo podem estar relacionadas
a administracdo de compostos que afetam diretamente as células de Leydig
(Mantovani et al., 2005). Chieregatto (2005), testando os efeitos dos extratos
de A. arvense e H. aphrodisiaca no testiculo de ratos adultos, observou
aumento na propor¢cdo volumétrica das células de Leydig no intersticio,
evidenciando possivel efeito estimulante dos extratos destas plantas sobre
esse tipo celular. Utilizando T. catigua, observamos diminui¢do na proporcao
(%) de células de Leydig, assim como no volume ocupado por estas células
por grama e massa total do testiculo, o que indica efeito deletério das
infusdes decatuaba e Catuama® sobre essas células.

Assim como foi observado por Gupta et al. (2000; 2001) trabalhando,
respectivamente, com acdo de B. prionitis e C. oppositifolia em ratos albinos,
também foi registrada reducdo no volume nuclear e citoplasmatico, assim
como para o volume total das células de Leydig por testiculo e por grama de
testiculo em todos os tratamentos. Estas reducdes possivelmente estariam
relacionadas a queda da taxa de fertilidade, pela reducdo da producéo
hormonal. Entretanto, outros parametros analisados, como diametro e
volume tubular e a massa dos 0Orgdos acessorios ndao demonstraram

alteracdes significativas.
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A reducdo do comprimento e didametro dos tubulos seminiferos esta
relacionada a redugcdo na producdo de testosterona (Mali et al., 2002) e
consequentemente a infertilidade (Gupta et al., 2001). No entanto, ndo foram
observadas diferencas significativas quanto a altura do epitélio seminifero e
comprimento tubular entre os tratamentos. Dessa forma, ndo é possivel
afirmar que ocorreram alteragcbes na produgcdo de testosterona e sua
conseguente interferéncia no processo espermatogénico, sendo necessarios
testes de dosagem hormonal para confirmacdo de tais efeitos. Além disso,
ndo houve alteracdo significativa no namero de células de Leydig por
testiculo ou por grama de testiculo, a semelhanca do que foi descrito por

Chieregatto (2005), para animais tratados com H. aphrodisiaca e A. arvense.
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. Conclusodes

Os tratamentos com extrato de T. catigua, nas concentraces de 36 e 72
mg e da solugdo de Catuama® na concentracdo de 0,7 mil/kg,
aparentemente n&o influenciaram na organizacdo testicular e no

processo espermatogénico de ratos albinos Wistar.

A administracdo dos extratos de T. catigua, nas concentracdes de 36 e
72 mg e da solucdo de Catuama®, na concentracdo de 0,7 ml/kg, nédo
provocou efeitos na biometria corporal assim como na organizacdao do

parénquima testicular.

N&o houve alteracao significativa no peso do parénquima testicular e nas
proporc¢des volumétricas do tubulo seminifero e espacgo intersticial nos

animais tratados.
Foi observada diminuicdo na proporcdo das células de Leydig no

intertibulo, bem como no diametro nuclear, no volume celular e no

volume por testiculo e por grama de testiculo dessas células.
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