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RESUMO

CHIEREGATTO, Luiz Carlos, M.S,, Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2005. Efeito do tratamento crbnico com extratos de Heteropterys
aphrodisiaca O. Mach. e Anemopaegma arvense (Vell.) Stellf. no testiculo de
ratos Wistar adultos. Orientador: Tarcizio Antonio R. de Paula. Conselheiros.
Sérgio Luis Pinto da Matta e Claudio César Fonseca.

A medicina tradicional oferece forte indicativo para experimentacOes
cientificas envolvendo produtos vegetais que vém, ha muito tempo, sendo utilizados
pela populagcdo. Entre as diversas plantas utilizadas, aquelas consideradas
afrodisiacas ocupam um lugar de destague na medicina popular. As indicagdes mais
enfaticas no Estado de Mato Grosso apontam para as espécies Heteropterys
aphrodisiaca (né-de-cachorro) e Anemopaegma arvense (vergateza), Como 0Ss mais
potentes afrodisiacos do Cerrado. Neste trabalho, foram avaliadas as acGes dos
extratos brutos das raizes de no-de-cachorro e vergateza sobre a biometria corporal,
glandula vesicular, tabulo seminifero, células de Leydig e demais componentes do
tecido intertubular de ratos Wistar adultos, tratados cronicamente. Foram utilizados
62 ratos machos Wistar em idade reprodutiva, divididos em 5 grupos. Os animais do
grupo-controle foram submetidos a gavagem diaria, durante 56 dias, recebendo
0,5 mL de solucéo salina. Os animais dos demais quatro grupos receberam 0,5 mL de
extratos obtidos das duas espécies em duas concentragdes distintas. Os extratos de H.
aphrodisiaca, em ambas as concentragcbes testadas, promoveram aumentos

significativos no peso corporal, na espessura do epitélio seminifero, no didmetro do
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tubulo seminifero, na proporcdo volumétrica do nucleo e citoplasma de célula de
Leydig, nos volumes do nicleo e citoplasma das células de Leydig e no volume
individual e total de células de Leydig. O tratamento com amaior concentracéo de H.
aphrodisiaca promoveu ainda aumentos no peso do testiculo e parénguima testicular.
Ja dos animais tratados com extrato de A. arvense, apenas os submetidos a maior
concentracéo, mostraram resultados significativos para o0 aumento do peso corporal.
Os extratos de A. arvense nas duas concentracfes testadas também causaram
aumentos significativos na espessura do epitélio seminifero no didmetro do tubulo
seminifero na propor¢do volumétrica do citoplasma de células de Leydig e no

volume individual dessas mesmas céulas.



ABSTRACT

CHIEREGATTO, Luiz Carlos, M.S.,, Universidade Federa de Vicosa, February,
2005. Effects of the cronical treatment with extracts from Heteropterys
aphrodisiaca O. Mach. and Anemopaegma arvense (Vell.) Stellf. in the testicle
of adult rats Wistar. Adviser: Tarcizio Antbnio R. de Paula Committee
members. Sérgio Luis Pinto da Matta and Claudio César Fonseca.

The traditional medicine offers large indications for scientific
experimentations involving vegetal products that have been used by the population
for a long time. Among the severa plants, those considered aphrodisiac have an
outstanding role in the popular medicine. The most emphatic indications in the State
of Mato Grosso refer to the species Heteropterys aphrodisiaca (n6-de-cachorro) and
Anemopaegma avense (vergateza) as the most powerful aphrodisiac in the Cerrado.
In this work, the actions of the rough extracts of no-de-cachorro roots and vergateza
were evaluated on the corpora biometry, vesicular gland, seminiferous tubule cells
of Leydig and other components of the intertubular tissues of adult rats Wistar in
reproductive age chronically treated. 62 male rates Wistar in reproductive age were
divided into 5 groups. The animals of the control group were exposed to daily gavage
for 56 days, recelving 0.5 ml of salt solution. The animals of the other groups
received 0.5 ml of extracts obtained from the two species in two different
concentrations. The extracts of H. aphrodisiaca, in both concentrations tested
increased significantly the corporal weight, the thickness of the seminiferous

epithelium, the diameter of the seminiferous tubule, the volume ratio of the nucleus
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and cytoplasm of the cells of Leydig and the individual and total volume of the cells
of Leydig. The treatment with the larger concentration of H. aphrodisiaca aso
caused increases in the weight of the testicular parenchyma. The animals treated with
extracts from A. arvense, showed significant results on he corporal weight only
when receiving higher concentrations. The extracts of A. arvense also showed
expressive increases in the thickness of the seminiferous epithelium, in the diameter
of the seminiferous tubule, in the volume ratio of the cytoplasm of the cells of

Leydig and in the individual volume of those same cells.
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1. INTRODUCAO GERAL

O presente estudo fundamenta-se em uma promissora area de pesquisa,
abordando aspectos da reproducdo animal, especialmente eventos que ocorrem na
espermatogénese sob influéncia de extratos vegetais obtidos das espécies
Heteropterys aphrodisiaca e Anemopaegma arvense, nativas do cerrado, indicadas
pela medicina popular como importantes tonicos naturais, amplamente
comercidizadas com findidade afrodisiaca no Estado de Mato Grosso, sendo
administrados a ratos machos mantidos em laboratério sob condi¢cBes controladas.
Esta experimentagcdo pautou-se em condigdes inovadoras, sobretudo ligadas a
produtos fitoterapicos e conhecimentos preconizados pela medicina popular, através
do uso de plantas com utilidades terapéuticas. Entende-se por fitoterapicos,
medi camentos compostos de substancias exclusivamente vegetais, sem ocorréncia de
misturas com produtos sintéticos ou de outra natureza (Marques, 1997).

No Brasl, poucos estudos tém abordado aspectos da fitoterapia com
aplicacdes praticas provenientes de experimentacdo cientifica, ndo sendo observado
na literatura qualquer registro proveniente de testes monitorados associado a
reproducdo, em que os animais fossem mantidos em condigbes experimentais
controladas. Portanto, apesar dos muitos produtos extraidos de centenas de espécies
vegetals preconizadas pela medicina tradicional e cultura popular, especialmente as
gue pertencem a flora nativa do nosso pais, ndo existem dados provenientes de
estudos conclusivos que sustentem a eficacia dessas substancias como ativas na

reproducéo animal.



Atuamente, este tema vem despertando interesse de muitos pesquisadores
qgue buscam, por diversos motivos, informagdes mais detalhadas para a melhor
compreensdo da importancia dessas espécies. Desse modo, algumas razdes podem
ser apontadas para justificar este forte interesse cientifico por produtos naturais de
origem vegetal: 1—aspectos ecolégicos para obtencdo de conhecimentos mais
abrangentes sobre o potencial das espécies, visando propor mecanismos que
assegurem sua conservacdo; 2 —estratégia para manter as tradicbes populares,
sobretudo aspectos da cultura, presentes em muitas comunidades tradicionais, e que
tém sido registrados em diversos estudos etnobotanicos; e 3 — interesse econdmico,
incentivado diretamente pela industria farmacéutica, que tem buscado
insistentemente novas fontes de fé&macos para obtencdo de matéria-prima,
empregadas na producdo de medicamentos.

Entre os diversos usos conhecidos das plantas medicinais, os afrodisiacos
ocupam lugar de destaque na medicina popular, sendo objeto de grande interesse da
comunidade cientifica que se ocupa, ainda que timidamente, da desmistificacdo ou
validagcdo da sua aplicabilidade. No Brasil, apesar da grande quantidade de plantas
utilizadas na medicina popular, como afrodisiacas, quase nada se sabe sobre suas
reais potencialidades.

Nas regides do Cerrado e do Pantana mato-grossense, varias espécies sdo
indicadas na medicina popular como afrodisiacas. Dentre estas, a Heteropterys
aphrodisiaca (n6-de-cachorro) e a Anemopaegma arvense (vergateza) sdo as mais
utilizadas. A H. aphrodisiaca sob o ponto de vista etnobotanico, € um dos mais
famosos afrodisiacos do centro oeste brasileiro, sendo largamente utilizada e
conhecida popularmente com 0s homes de nd-de-cachorro, raiz-de-Santo-Antdnio e
corddo-de-Séo-Francisco (Pott & Pott, 1994; Guarim Neto, 1996). De acordo com
estes autores, € uma planta arbustiva com cerca de 0,6 a 2,0 m de altura, possuindo
raizes com partes engrossadas e nés.

A A. arvense é uma espécie arbustiva da familia Bignoniaceae, da qual se
utilizam extratos da casca, folha e raiz com fins medicinais nas regides de
Cerrado, é conhecida popularmente com os nomes de alecrim-do-campo, catuaba
verdadeira, catuabinha, catuiba, catuaba-pau, caramuru, tatuaba, piratancara,
marapuama do cerrado, verga-teso, vergateza e paude-resposta. As raizes
da A. arvense sdo preconizadas na medicina popular para preparacdes afrodisiacas

indicadas contra impoténcia sexual, como energético e estimulante do



sistema nervoso, sendo utilizadas também contra insonia e falta de memoria
(Lorenzi & Matos, 2002).

Tradicionalmente, a ingestéo do extrato de raizes destas plantas faz parte do
habito do homem pantaneiro. Apesar da fama e da comercializacdo indiscriminada
de produtos contendo compostos dessas espécies, ndo ha registros de experimentacao
cientifica sobre o potencia afrodisiaco atribuido a estas plantas.

Segundo Sandroni (2001), os afrodisiacos podem ser classificados, pelo seu
modo de acdo, em tréstipos. 1 — substancias que aumentam alibido; 2 — a poténcia; e
3 — 0 prazer sexuad. Estas substancias podem ser de origem animal ou vegeta, e ttm
sido utilizadas na medicina popular, nas mais diferentes culturas, sendo que algumas
delas tém sido identificadas farmacol ogicamente, o que favorece a compreensdo de
seu mecanismo de acdo. A busca constante da resolucéo das disfungbes sexuais,
especialmente as masculinas, tem levado também a pesquisa e desenvolvimento de
drogas aopéticas, que sdo colocadas no mercado a precos muitas vezes inacessivels
para grande parte da populacéo. Dentre essas drogas podem ser citadas o Pasuma
(Kunzfeld, 1966), o Afrodex (Miller, 1968; Sobotka, 1969), o Potensan Forte
(Cooper et a., 1973), o Afrodor 2000 (Baumbusch et al., 1995), o Ardorare ou
Eresom (Eskeland et al., 1997), o Viagra (Kloner, 1998), o Uprima (Wagner, 2001,
Hafez & Hafez, 2004), o Levitra (Stark et al., 2001; Scheen, 2003; Gaines, 2004) e 0
Cialis (Gaines, 2004; Brigante, et al., 2004).

O uso indiscriminado de substéncias, fitoterdpicas ou alopéticas, com
finalidades afrodisiacas é extremamente temer&rio, visto a fata de informactes
conclusivas de seus mecanismos de acdo e, principalmente, seus efeitos sobre o
processo espermatogénico. Segundo Aitken (1999), existe ndo somente uma forte
indicacdo de declinio da contagem de espermatozoides, mas também uma grande
evidéncia da diminuicéo da competéncia funcional da producéo espermatica humana,
provavelmente relacionada as mudancas comportamentais, de vestu&rio e de
substancias ingeridas. O mesmo autor relata ainda que ateraces morfoldgicas e
funcionais nos espermatozoides humanos podem chegar a 85% do gjaculado, estando
diretamente relacionadas com a mais dta perda gestacional e mé&formacéo
embriondria observadas entre os vertebrados viviparos. Assim, a acéo direta sobre o
processo espermatogénico, de diferentes substancias utilizadas atualmente que vao de
aditivos dimentares a medicamentos, necessariamente deveriam ser avaiadas quanto ao

seu efeito no processo espermatogénico antes da liberagcéo ao consumo indiscriminado.



Em termos funcionais, o testiculo de mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos bésicos. o0 tubular ou espermatogénico, e o intertubular ou
androgénico. A proporcdo entre estes compartimentos € bastante variavel, sendo um
dos principais fatores responsaveis pela diferenca observada para a eficiéncia na
producéo espermética nas diversas espécies (Russell et al., 1990; Franca & Russell,
1998). O tdbulo seminifero € o componente gametogénico testicular e em seu
epitélio, ocorre uma intrincada série de eventos que culminam na producdo
espermatica, sob a regéncia da célula de Sertoli. Sendo o principal componente do
parénquima testicular, o tlbulo seminifero pode ocupar, em algumas espécies
domeésticas, cerca de 90% deste (Franca & Russell, 1998).

A porcao endécrina do testiculo de mamiferos é representada pelas células de
Leydig as quais juntamente com células conjuntivas, leucocitos, vasos sanglineos e
linféticos, formam o espago intertubular ou tecido intertubular. Segundo Sharpe
(1994), o arranjo e a proporcao destes componentes variam nas diferentes espécies de
mamiferos e constituem mecanismos que mantém o nivel de testosterona, principal
produto da célula de Leydig, que € duas a trés vezes maior no fluido intersticial que
nos vasos sanguiineos testiculares, e de 40 a 250 vezes maior nestes que no sangue
periférico.

Dentre os androgeros sintetizados pelas células de Leydig incluemse, além
da testosterona, a diidrotestosterona. Ambos responséavels pela diferenciacdo do trato
genital masculino e da genitalia externa na fase fetal (Pelleniemi et al., 1996), pelo
aparecimento dos caracteres sexuais secundarios, pela manutencdo quantitativa da
espermatogénese a partir da puberdade, e pelo comportamento sexual (Sharpe, 1994;
Zirkin et a., 1994). O mecanismo de acdo da testosterona sobre o processo
espermatogénico e sobre 0 comportamento sexual ndo esta totalmente esclarecido,
porém, seus efeitos estimulatorios sobre a espermatogénese sdo evidentemente
indiretos visto sua ligac8o exclusiva com células testiculares sométicas (Weinbauer
& Wessdls, 1999).

Os efeitos sobre o comportamento e desenpenho sexua humano,
supostamente relacionado a diferentes substancias afrodisiacas, podem ndo refletir
necessariamente sua real atuagdo, mas sim, uma manifestacdo do efeito placebo.
Entretanto, estudos morfofisiologicos sobre o compartimento androgénico testicular,
em animais de laboratério, plausivelmente levam a melhor compreensdo de seus

reals mecanismos de ag&o.



1.1. Antecedentes

1.1.1. Fitoterapia

A flora medicinal constitui um arsena terapéutico de grande importancia. Ha
varios seculos, as plantas vém sendo consideradas fontes medicamentosas,
empregadas tanto em preparacfes tradicionais (chéds, sucos, xaropes, cataplasmas,
tinturas, ungtientos) quanto na forma de principios ativos puros (Pitman, 1996).

As plantas medicinais sempre congtituiram uma forma imediata e viavel de
medicamentos para diversas enfermidades com poucos recursos terapéuticos, sendo
uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais
se congtituem em modelos para a sintese de grande nimero de farmacos. De uso
guase exclusivo na terapéutica medicamentosa até a década de 1950, os remédios
vegetais foram paulatinamente substituidos nas farmécias por medicamentos
contendo as substancias ativas deles extraidas ou seus derivados sintéticos. A razéo
mais importante para essa mudanca foi o dificil controle de qualidade dos extratos
vegetais utilizados. Em consequéncia, poucas plantas medicinais foram estudadas
segundo protocolos mais modernos. A maioria das informagdes disponiveis remonta
a década de 1950, obsoletas, portanto, frente a0 estado atual do conhecimento
cientifico (Lapaet al., 1999).

Corréa et a. (2000) reportam que a Medicina enquanto ciéncia surgiu ha
muitos anos, e que o século XVII em particular, foi aguele que abriu as portas para o
conhecimento cientifico da medicina. Embora a arte da cura tenha sido refinada, as
plantas continuaram a ocupar posicdo de destague, 0 que permaneceu COMO
paradigma até o século XX, sendo que até 1930 cerca de 90% dos medicamentos
oficiais eram de origem vegetal. Segundo 0s mesmos autores, 0 advento da
Revolugdo Industrial proporcionou a producdo em larga escala de vérios tipos de
produtos, incluindo os medicamentos. Na nascente indUstria farmacéutica, era grande
0 interesse pelas plantas medicinais, estudando-se sua composicéo e os efeitos
farmacoldgicos de seus distintos constituintes. Partiu-se assim, para a sintese dos
principios ativos, empregando-os entdo de forma ampla na terapéutica de diversas
entidades nosol dgicas. Dessa vertente, temos o0 acido acetil-salicilico (AAS), atropina,
digitdicos, efedring, mentol, aguns opiaceos, pilocarping, quinino, reserpina, teofiling,
vimblagting, vincrigting, entre outros, farmacos obtidos a partir de plantas.



Pesquisadores da érea de produtos naturais mostram-se impressionados pelo
fato desses produtos encontrados na natureza revelarem uma enorme diversidade em
termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e biologicas (Wall & Wani,
1996).

Desde 1977, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) tem encorgjado o
estudo de plantas conhecidas tradicionalmente, com a esperanca de obter 0s
beneficios terapéuticos de forma segura. Estima-se que existam aproximadamente
500 mil espécies de plantas no mundo, das quais o Brasil possui cerca de 120 mil,
sendo o pais com amaior cobertura vegetal em todo o globo (Almassy Jr., 2000).

Atualmente observa-se um interesse cientifico crescente na utilizacdo de
plantas da medicina popular. Em 1978 (dados da OMYS), cerca de 80% da populacéo
mundia fez uso de algum tipo de erva buscando aivio para sintomas dolorosos ou
desagradéveis (Martins et al., 1995). A aceitagdo e a confianca populares nos
produtos naturais, associado ao alto custo dos remédios alopéticos e a grande
dificuldade da populacdo de baixa renda em se obter assisténcia médica e
farmacéutica de qualidade, estédo impulsionando o processo de utilizagdo de plantas
medicinais indiscriminadamente. Segundo Lapa et a. (1999), é notério que no Brasil,
bem como em outros paises em desenvolvimento, as plantas medicinais e os
fitoterdpicos delas obtidos sejam muito utilizados no tratamento de doencas. No
entanto, poucos desses produtos foram estudados de acordo com protocolos
cientificos modernos, incluindo o monitoramento biologico em roedores e primatas.
A maioria ndo pode, portanto, ser aceita como medicamento ético de prescri¢do livre
porque, em geral, s8o produtos sem eficacia testada, sem estudos da eventua
toxicidade e sem controle de qualidade apropriado, tornando-se importantes e
necessarios estudos criteriosos que avaliem os efeitos terapéuticos dessas plantas.

Apesar do uso consagrado e crescente de plantas medicinais por uma parcela
significativa da populagdo (Trentini, 1997), h& consenso que, apesar das estimadas
55 mil espécies medicinais da flora brasileira, uma das mais ricas d mundo, os
estudos cientificos que abordam esse tema sdo ainda incipientes e insuficientes em
nosso pais (Ferreira, 1998). O uso de produtos naturais na sintese de substancias
bioativas € uma estratégia que tem sido amplamente empregada para a producéo de
farmacos (Simdes et al., 2000), podendo tornar os tratamentos medicinais muito mais
baratos e acessiveis (Fett, 2000).



A fitoterapia tende a se apresentar como uma forma bastante vantgjosa de
tratamento e que estd, nos dias de hoje, voltando a ser um método terapéutico muito
procurado, a exemplo do que era feito antes do aparecimento profuso dos
medicamentos alopéticos. O resgate do uso de fitoterdpicos pode e deve estar aliado
aos avancos das pesquisas cientificas. Porém, necessita-se de estimulo e incremento
por parte de programas de fomentos especificos para estudos desta hatureza.

Segundo Farnsworth (1990), um nimero ainda reduzido de medicamentos
extraidos de plantas, sdo explorados. Considerando-se que ha pelo menos 250.000
espécies de plantas superiores na Terra, presume-se que muito mais drogas poderdo
ser encontradas se as pesquisas forem realizadas de maneira l0gica e sistematica,
baseadas em informagbes da medicina popular, etnobotanica e etnomedicina
Segundo Fabricant & Farnsworth (2001), 122 compostos de estrutura definida,
obtidos a partir de 94 espécies vegetais, estdo sendo utilizados globalmente como
drogas. Desses compostos, 80% tiveram uso etnomédico idéntico aquele relacionado
a0 uso atual do elemento ativo da planta. Akerele (1993) afirma que drogas derivadas
de plantas tém lugar de destague tanto na medicina tradicional quanto na medicina
moderna, sendo estas, em alguns casos, 0 Unico recurso disponivel para a populacéo
carente de varias partes do mundo. Desta forma, o conhecimento sobre o uso
terapéutico seguro de maior variedade de plantas medicinais toma grande
importéncia, uma vez que mais da metade dos habitantes do planeta vivem em estado
de caréncia (Almassy Jr., 2000).

O conhecimento e 0 uso de plantas identificadas como medicinais, estéo
claramente visiveis na populacdo, principalmente nas comunidades tradicionais.
Entretanto, este saber a respeito da viabilidade das plantas como fitoterapicos ndo €
suficiente para incorporacdo dos produtos delas retirados, como medicamento. Entre
diversas razdes que impedem esta incorporacéo podem ser citadas.

- a falta de padronizagcdo quanto a nomenclatura das plantas. Uma mesma
espécie pode receber diferentes nomes populares, assim como diferentes espécies
podem receber 0 mesmo nome comum, dependendo da regido inventariada;

- 0S niveis dos compostos quimicos das espécies podem ser diferentes,
dependendo essencialmente do tipo de solo onde a planta se encontra, além de
alteracOes que podem ocorrer em funcdo das condicdes de manuseio NoS Processos

de secagem, armazenamento e preparo;



- 0s homes usados para definicdo de muitas doencas segundo o conhecimento
popular, muitas vezes ndo sao equivalentes com a terminologia médica, como é
amplamente visto na literatura;

- existe, ainda, uma dificuldade nmuito grande de se eliminar o efeito placebo.
A crenca sobre a possibilidade de cura de algumas plantas ou dos extratos delas
obtidos pode causar em usuérios a falsa sensacdo de melhora de alguns quadros
clinicos, sem a resolucdo definitiva da patologia. Por outro lado, as doencas
psicossomaticas sdo comprovadamente influenciadas pelo efeito placebo de
substéncias incapazes de agir como medicamentos.

Em paises como o Brasil o conhecimento de medicamentos alternativos,
como os fitoterdpicos, acabam tendo importancia socia muito grande, e a ampla
aceitacdo desses medicamentos, fundamenta-se na tendéncia ao uso de produtos
naturais como sendo mais saudavel's, 0u Sgja, menos agressivos ao organi smo.

Segundo Lapa et a. (1999), a idéia primordia na indicacdo do uso de
fitoterapicos na medicina humana ndo devera ser a substituicdo de medicamentos
registrados e ja comercidizados, mas sm aumentar a opc¢do terapéutica dos
profissionais de salde, ofertando medicamentos equivalentes, também registrados,
talvez mais baratos e com espectros de acdo mais adequados. Objetivos secundérios, mas
ndo menos importantes, seriam a valorizacao das tradicdes populares e o fornecimento de
substratos autoctones para o desenvolvimento daindUstria farmacéuticalocal.

N&o obstante a fata de comprovacbes fundamentadas da acdo de
determinados fitoterapicos, sua aplicacdo terapéutica deve ser considerada sem
menosprezar, porém os possiveis efeitos indesgjaveis da utilizacdo destes produtos,
simplesmente por serem “naturais’. Muitas plantas possuem principios ativos toxicos
e que podem, principamente, pela ingestdo indiscriminada, acarretar dentre varios
problemas, alteracbes sanguineas, dependéncia, intoxicacdo, envenenamento e até a
morte (Fisch et a., 1978; Salazar-Schettino, 1983; Linden et al., 1985; Bogart et a.,
1986; Forsyth & Moulden, 1991; Polettini et al., 1992; Marcovigi et al., 1995; Karras
et a., 1996; Siddiqui et al., 1996; Stambach et a., 1997; Lee et al., 1999; Ruck et al.,
1999; El- Thaer et al., 2001).



1.1.2. Plantas afrodisiacas

Entre os diversos usos conhecidos das plantas medicinais, sua utilizacdo
como afrodisiaco ocupa um lugar de destaque na medicina popular, sendo ainda
objeto de grande interesse da comunidade cientifica, a qual se ocupa, ainda que
timidamente, da desmistificacdo ou validacdo da sua aplicabilidade. No Brasil,
apesar da grande quantidade de plantas utilizadas como afrodisiacas na medicina
popular, quase nada se sabe sobre suas reais potencialidades.

Nas regifes do Cerrado e do Pantanal mato- grossense, varias espécies sao
indicadas como afrodisiacas na medicina popular. Dentre elas, a Heteropterys
aphrodisiaca (no-de-cachorro) e a Anemopaegma arvense (vergateza) sdo as mais
utilizadas. Tradicionalmente a ingestdo do extrato de raizes destas plantas faz parte
do hébito do homem pantaneiro, sendo conhecidas popularmente como “um produto
energético e estimulante do sistema nervoso”. Apesar da fama e da comercializacéo
indiscriminada de produtos contendo esséncias dessas espécies, ndo ha registros ce
experimentacdo cientifica sobre o potencial afrodisiaco destas plantas. Em Cuiaba-
MT, assm como em outras cidades brasileiras, existem muitas casas de
comercializagdo de produtos naturais, sendo comum encontrar nestes locais pelo
menos uma secdo especifica a comercializacdo de plantas ou principios delas
extraidos relacionadas a agdo afrodisiaca. Normalmente, o conhecimento relatado
sobre a eficacia, modo de preparo e dosagem, vem de comunidades tradicionais que,
ao longo dos anos, fazem uso dessas espécies e as indicam como forma de melhorar,
especialmente no sexo masculino, o desempenho e qualidade da atividade sexual.

A medicina tradicional oferece forte indicativo para experimentacOes
cientificas envolvendo esséncias ou extratos vegetais que vém, ha muito tempo,
sendo consumidos pela populacdo. As indicacdes populares mais enféaticas apontam
para as espécies Heteropterys aphrodisiaca (né-de-cachorro) e Anemopaegma
arvense (vergateza), como 0s mais “potentes’ afrodisiacos encontrados nas regides
de Cerrado.

Segundo Sandroni (2001), os afrodisiacos podem ser classificados pelo seu
modo de acdo em trés tipos. substancias que aumentam alibido (1), apoténcia(2) eo
prazer sexua (3). Estas substancias podem ser de origem animal ou vegetal, e tém
sido utilizadas na medicina popular nas mais diferentes culturas, tendo sido algumas

delas identificadas farmacologicamente, o que favorece a compreensdo de seu



mecanismo de acdo. Segundo este autor, os arabes utilizam a ambreina, uma
substancia extraida da espécie vegeta Ambra grisea, para aumentar a libido, sendo
esta droga responsabilizada pelo aumento da concentracdo de varios hormonios
hipofisirios e da testosterona Sérica. Ja na india, existem relatos da ingestdio de
secrecdes cutaneas do sapo Bufo sp em busca dos efeitos afrodisiacos da bufotenina,
mesmo com o risco daingestdo de outros bufodienolideos considerados alucindgenos
(Sandroni, 2001). O aumento da performance fisica, incluindo a sexual, vem sendo
atribuido a0 Panax ginseng (ginseng) por pesquisadores chineses (Chen & Leg,
1995; Chen, 1996; Gillis, 1997; Kim et al., 1998, Nocerino et a., 2000). O ginseng
atua como antioxidante pelo aumento na sintese de Oxido nitrico no endotélio de
muitos érgdos, incluindo os corpos cavernosos (Sandroni, 2001). Ainda, Sandroni
(2001) descreve que a cantaridina, derivada do coledptero cantérida, vem sendo
utilizada h& milénios na Asia como estimulante sexual, atuando como inibidor da
atividade da fosfodiesterase e fosfatase e estimulando &receptores, induzindo a
congestdo vascular. Porém, quadros de morbidade sdo comuns devido a sua
utilizacéo abusiva. A ingestéo de besouros vivos (Palembus der mestoides) no sudeste
da Asia pode ter uma relacio com a cantariding, assm como a ingestdo de triatomineos
no México, onde tém sido relatados casos de doenca de Chagas, relacionados a
contaminacao por tripanosomas presentes nos triatomineos (Sal azar- Schettino, 1983).

Os efeitos da espécie vegetal Eurycoma longifolia tém sido avaliados na
Malasia (Ang & Sim, 1997; 1998a; 1998b; Ang et a., 2000; Ang & Cheang, 2001,
Ang & Ngal, 2001; Ang et al., 2001) com resultados positivos na estimulagdo sexual,
atuando como afrodisiaco. Na Jordania, El-Thaer et a. (2001) testaram em ratos,
com efeito positivo, a funcéo erétil do dleo de sementes de Ferula harmonis. No Sri
Lanka, Ratnasooriya & Dharmasiri (2002) analisaram o potencia afrodisiaco das
sementes de Terminalia catappa (sete-copas) no comportamento sexual e fertilidade
de ratos, concluindo que, além do efeito esperado, 0 extrato pode ser usado também
em outras formas de disfuncéo sexual, como a gaculacéo precoce.

A busca constante da resolugdo das disfungbes sexuais, especiamente as
masculinas, tem levado também a pesquisa e desenvolvimento de drogas alopéticas,
que sdo colocadas no mercado a pregcos muitas vezes inacessiveis para grande parte
da populagéo. Dentre os produtos ja lancados no mercado sdo citados o Pasuma
(Kunzfeld, 1966), o Afrodex (Miller, 1968; Sobotka, 1969), o Potensan Forte
(Cooper et a., 1973), o Afrodor 2000 (Baumbusch et al., 1995), o Ardorare ou
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Eresom (Eskeland et a., 1997) o Viagra (Kloner, 1998), o Uprima (Wagner, 2001;
Hafez & Hafez, 2004), o Levitra (Stark et al., 2001; Scheen, 2003; Gaines, 2004) e o
Cialis (Gaines, 2004; Brigante, et al 2004). Assim, a fitoterapia mostra-se como fonte
vidvel de estudos de matérias-primas vegetais, para descoberta de produtos com
potencia terapéuticos, talvez mais acessivels a populagéo.

No Brasil, apesar da grande quantidade de plantas utilizadas como
afrodisiacas, quase nada se sabe sobre sua acdo e toxicologia, inclusive aguelas mais
popularmente conhecidas, como a quase mitica catuaba (Trichilia catigua), utilizada
por um grande nimero de pessoas e fazendo parte do imaginéario popular. Apesar de
todo o enfoque popular sobre a suposta acdo afrodisiaca da catuaba, nenhuma
evidéncia cientifica tem sido reportada neste sentido, bem como seus possiveis
efeitos deletérios. Apesar disto, diversos produtos contendo catuaba sdo atualmente
comercializados.

Ha vérias espécies conhecidas como catuaba, e todas parecem apresentar as
mesmas propriedades listadas em livros sobre plantas medicinais e fitoterapia
espalhados pelo Brasil, assim como pelas paginas da Internet que tratam desse
assunto. No herbédrio médico da Europa e dos Estados Unidos, sdo atribuidas a
catuaba “propriedades afrodisiacas, estimulante do sistema nervoso central, acéo
contra impoténcia, insdnia relacionada com hipertensdo e agitacdo, bem como para
estimulante da memoria’ (Schwontkowski, 1993; Van Straten, 1994).

Segundo Van Straten (1994), a catuaba é benéfica tanto para 0 homem quanto
para a mulher como agente afrodisiaco, mas tem mostrado melhores resultados para
0 sexo masculino, ndo havendo ainda evidéncias de efeitos colaterais mesmo apos
uso prolongado. Dentre os constituintes encontrados na catuaba, estdo incluidos
substéncias amargas, acaldides, taninos, 6leos aromaticos, resinas gordurosas,
fitoesterdis e ioimbina (Altman, 1958; Maia, 1978).

1.1.3. Heteropterys aphrodisiaca (n6-de-cachorro)
Esta espécie pertence a familia botanica Mal pighiaceae segundo classificagdo
de Othon Machado em 1949 (Fig. 1), sendo chamada de Heteropterys aphrodisiaca

(Correa, 1984). Entretanto, relatos de suas propriedades afrodisiacas, ja haviam sido
realizados por Hoehne (1920).
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Fig. 1. Estrutura reprodutiva de Heteropterys aphrodisiaca — nd-de-cachorro: raizes com
partes engrossadas e nés (setas), 0 que caracteriza o nome popular (Pott & Pott, 1994).

A distribuicdo desta espécie ocorre em regifes de Cerrado dos Estados de
Mato Grosso, Goias e norte de Minas Gerais. Geramente, a populacdo usa as raizes
como toénico ou estimulante, bem como para o tratamento de debilidades do sistema
nervoso (Correa, 1984; Pott & Pott, 1994; Guarim Neto, 1996).

Do ponto de vista etnobotanico a H. aphrodisiaca, € um dos mais famosos
afrodisiacos do centro-oeste brasileiro. E largamente utilizada, sendo conhecida
popularmente com os nomes de nd-de-cachorro, raiz-de-Santo-Antdnio e corddo-de-
Séo-Francisco (Pott & Pott, 1994; Guarim Neto, 1996). Segundo estes autores, € uma
planta arbustiva com cerca de 0,6 a 2,0m de atura, possuindo raizes com partes
engrossadas e nos.

Rizzini (1983) descreve que araiz de H. aphrodisiaca possui propriedades
estimulantes e faz parte de um grande elerco de espécies da flora brasileira com
elementos psicoativos. A espécie Paullinia cupana (guaranad Mart.- Sapindaceag),
tem sido amplamente usada como planta energética e ténica em muitas regides do
Brasil, como nos Estados do Amazonas, Acre, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, e
tem despertado interesse de diversos pesquisadores (Galduréz & Carlini 1994,
Espinolaet al., 1997; Mattel et a., 1998).
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Guarim Neto (1996) em seus estudos etnhobotéanicos realizados em 25 cidades
do Estado de Mato Grosso, relata que o cha preparado com as raizes de H. aphrodisiaca
€ empregado como depurativo do sangue, dentre outras indicacGes. Entretanto, o
emprego mais difundido é sob a forma de garrafadas, tidas como afrodisiacas. O
mesmo autor relata que estudos clinicos e farmacolégicos das plantas utilizadas pela
medicina popular sdo imprescindivels, pois complementardo as informagdes divulgadas
em muitos estudos etnobotanicos, realizados a partir deste conhecimento.

Estudos com H. aphrodisaca encontraram resultados interessantes,
envolvendo propriedades que mostraram beneficios no campo da memoria, em
experimento com grupos de ratos idosos, conforme evidenciado por Galvéo et al.
(2002). Entretanto, a sua eficdcia como ténico sexual, estimulador da libido ou
qualquer ateracdo positiva ou negativa no processo reprodutivo, ainda ndo foi
avaliada a partir de protocolos aceitaveis pela comunidade cientifica e tampouco
sistemati camente descrita na literatura.

1.1.4. Anemopaegma arvense (vergateza)

E uma espécie arbustiva da familia Bignoniaceae da qual se utilizam extratos
da casca, dafolha e daraiz com fins medicinais, em todas as regides de Cerrado (Fig.
2). A. arvense € conhecida popularmente com os nomes de alecrim do campo,
catuaba verdadeira, catuabinha, catuiba, catuaba-pau, caramuru, tatuaba, piratancara,
marapuama do cerrado, verga-teso, vergateza e pau-de-resposta. Seus constituintes
s80 a catuabina (substancia amarga), aromaticos, resinas, taninos e alcaloides
similares a atropina (Lorenzi & Matos, 2002). O uso da espécie é sob aformade chd,
sendo 0 mesmo utilizado para a catuaba arborea (Trichilia catigua) (Coimbra, 1942;
Conceicao, 1982; Almeida, 1993).

As raizes da Anemopaegma arvense sd0 preconizadas na medicina popular
para preparacbes afrodisiacas, indicadas contra impoténcia sexual, como ténico
poderoso, como energético e estimulante do sistema nervoso, sendo utilizadas
também contra insdnia e fata de memoria (Lorenzi & Matos, 2002). O amplo
emprego desta planta nas préticas caseiras da medicina popular e no habito do povo,
s80 motivos suficientes para sua escolha como tema de estudos quimicos,
farmacol 6gicos e clinicos, visando uma investigagdo detalhada das indicagdes citadas

(Lorenzi & Matos, 2002) e, principalmente, de seus efeitos del etérios.
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Fig. 2— Edtrutura gerd de Anemopaegma arvense mostrando ramos em estadio
reprodutivo (Lorenzi & Matos, 2002).

1.1.5. Testiculo

O testiculo é um drgdo com fungdes exdcrina e enddcrina, geramente
localizado no escroto, e envolvido por espessa capsula de tecido conjuntivo, a
albuginea tegticular. Esta tanica, de maneira variada, nas diferentes espécies de
mamiferos, emite septos para o interior do Orgéo até a regidgo do mediastino
testicular, dividindo o testiculo em I6bulos.

Funcionalmente, o testiculo dos mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos principais. 0 compartimento intertubular ou intersticial, também
chamado de espaco intertubular, e o tubular, formado por tubulos seminiferos
(Russell et al., 1990). Com excecdo das células germinativas que se originam do
epiblasto, a grande maioria das células somaticas constituintes dos testiculos €
procedente dos ductos mesonéfricos e do epitélio celomatico (Karl & Capel, 1998;
Merchant-Larios & Moreno-Mendoza, 1998). Os componentes do compartimento
intertubular sdo as células de Leydig, vasos sangliineos e linfaticos, nervos, e uma
populacdo celular varidvel constituida principalmente de fibroblastos, macréfagos e
mastocitos (Russell et al., 1990; Setchell, 1991). Apesar de existir grande variacéo
entre as diversas espécies quanto a propor¢do volumétrica dos diferentes
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componentes do compartimento intertubular (Fawcett et al., 1973; Franca & Russell,
1998; Godinho, 1999), a célula de Leydig é o tipo cdular mais freqlente neste
compartimento. Assim, por exemplo, o percentual ocupado por elas nos testiculos de
animais sexuadmente maduros no periodo reprodutivo pode variar de
aproximadamente 1% em carneiros até cerca de 35% em capivaras (Franca &

Russell, 1998; Paula, 2002). O compartimento dos tubulos seminiferos congtitui a
maior parte do testiculo, ocupando de 70% a 90% do parénquima testicular na
maioria dos mamiferos até agora estudados (Franca & Russell, 1998; Godinho,

1999). Estes tubulos formam alcas bastante contorcidas, as quais possuem suas duas
extremidades conectadas a rede testicular, que se encontram localizadas numa regi&o
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 congtituidos por tanica propria, epitélio
seminifero e lume tubular. A tdnica propria reveste o tubulo externamente, sendo
composta de células midides ou peritubulares, e membrana basal. No epitélio
seminifero sdo encontrados dois tipos celulares de origem embriolégica distintas: as
células germinativas originarias do epiblasto e as células de Sertoli provenientes do
epitélio celomético (Karl & Capel, 1998). Juntamente com as células mioides, as
células de Sertoli elaboram a membrana basal que serve de suporte estrutural para a
propria célula de Sertoli e para as células germinativas que se encontram na por¢ao
basal do epitélio seminifero. As células de Sertoli, através de juncles de oclusdo,
dividem o epitélio seminifero em dois compartimentos: o basal, onde se localizam as
espermatogbnias e 0s espermatocitos primarios na fase inicial da profase meiética
(pré-leptoétenos e leptotenos), e o adluminal, no qual se encontram 0s espermatocitos
primarios a partir da fase de zigéteno, os espermatdcitos secundarios e as
espermatides. Desta forma, o compartimento adluminal esta totalmente sob controle
das células de Sertali, propiciando um micro-ambiente isolado e imunoprivilegiado,
essencia para o desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et al., 1990;
Setchell, 1991; Poccia, 1994; Sharpe, 1994). No lume tubular encontramse 0s
espermatozoides recém-espermiados e o fluido secretado pelas células de Sertoli.

Existe grande variagdo no numero e nas dimensdes (diametro e comprimento)
dos tubulos seminiferos nas diferentes espécies de mamiferos (Franca & Russell,

1998). O camundongo, por exemplo, possui aproximadamente 20 tUbulos
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seminiferos por testiculo perfazendo, no total, cerca de dois metros de comprimento
tubular por testiculo (Bascom & Ostrud, 1925). Ja no suino doméstico, existem de
varias centenas a alguns poucos milhares de tubulos seminiferos por testiculo e
aproximadamente 3000 metros de tdbulos no total (Franca & Russell, 1998). De
maneira geral, o valor observado para o diametro tubular na grande maioria das

espécies de mamiferos estéd em torno de 180 a 300 um (RoosenRunge, 1977).

1.1.6. Espermatogénese

A espermatogénese € um processo atamente complexo e bem organizado,
gue ocorre nos tubulos seminiferos e dura cerca ce 40 a 60 dias na maioria dos
mamiferos (Franga & Russell, 1998; Franca et a., 1998; Godinho, 1999). Baseado
em caracteristicas morfolégicas e funcionais, 0 processo espermatogénico pode ser
dividido em trés fases. a) fase proliferativa ou espermatogonial; caracterizada por
vérias e sucessivas divisdes mitéticas dos diferentes tipos de espermatogbnias; b)
fase meiGtica ou espermatocitogénica, na qua ocorre a duplicacdo do DNA, a
recombinagdo génica e duas divisdes reducionais que resultam na formag&o de uma
cdula hapldide denominada esperméatide; e c¢) fase de diferenciacdo ou
espermiogénica, onde as espermatides arredondadas passam por drésticas alteracdes
morfologicas e funcionais, tais como a formagdo do acrossoma e do flagelo, e a
condensacdo nuclear, resultando numa célula atamente especializada, o
espermatoziide (Russell et al., 1990; Sharpe, 1994).

Nos tdbulos seminiferos, as cdlulas germinativas ndo estédo organizadas ao
acaso e m em associagdes celulares distintas, denominadas estadios, que se
sucedem com o tempo, de maneira bastante ordenada, formando o ciclo do epitélio
seminifero. Os est&dios do ciclo podem ser classificados pelo método da morfologia
tubular (Berndtson, 1977; Franca & Russell, 1998) e pelo méodo do sistema
acrossomico (Leblond & Clermont, 1952; Russell et al., 1990). No primeiro caso 0ito
estadios do ciclo so obtidos para todas as espécies, enguanto pelo sistema
acrossdomico 0 nimero de estadios classificados é variavel para cada espécie. A
duracéo do ciclo do epitélio seminifero € uma constante biol 6gica espéci e-especifica,
e esta sob o controle do gendtipo da célula germinativa (Franca et al., 1998). De
maneira geral, em torno de 4,5 ciclos S80 necessarios para que O Processo

espermatogénico se complete em mamiferos, ou sgja, desde uma espermatogbnia do
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tipo A; até aliberacéo dos espermatozdides no lume do tubulo seminifero (Amann &
Schanbacher, 1983; Franca & Russell, 1998).

Durante 0 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 0s desmossomos, as jungdes do tipo “gap” as juncdes a
base de actina conhecidas como especializacOes ectoplasmaticas, e os complexos
tUbulos-bulbares. Apesar de serem postuladas vérias funcdes para estes componentes
juncionais, ainda existem poucas evidéncias experimentais para apoiar 0 papel
preciso dos mesmos (Russell & Griswold, 1993). No entanto, fica evidente a
necessidade da interacdo das células germinativas com 0os componentes sométicos do
testiculo, principalmente células de Sertoli, células de Leydig e células midides, para
gue 0 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; Griswold, 1995; Schlatt et al., 1997,
Franca & Russell, 1998). A integridade funcional da membrana basal elaborada pelas
células de Sertoli e células midides € também essencia para O processo

espermatogénico (Dym, 1994).

1.1.7. Células de Leydig

As células de Leydig sdo bastante conhecidas por sua marcante producdo de
androgenos, 0s quais sdo sintetizados a partir de uma molécula-base, o colesterol
(Bardin, 1996). A producdo de andrégenos ocorre por meio de estimulos do LH
(hormbnio luteinizante) em receptores localizados na membrana plasmética das
células de Leydig. O LH é uma glicoproteina sintetizada e secretada pela
adenohipdfise, sob a influéncia do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
proveniente do hipotadlamo. O controle “feedback” negativo do LH é exercido pela
testosterona tanto na adenohipdéfise quanto no hipotdlamo (Shupnike & Schreihofer,
1997; Huhtaniemi & Topari, 1998). Dentre os andrégenos sintetizados pelas células
de Leydig incluem-se a testosterona e a diidrotestosterona, 0s quais S0 responsavels
pela diferenciacdo do trato genital masculino e da genitdlia externa na fase fetal
(Pelleniemi et al., 1996) e pelo aparecimento dos caracteres sexuais secundarios e a

manutencdo quantitativa da espermatogénese a partir da puberdade (Sharpe, 1994;
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Zirkin et a., 1994). Particularmente, a diidrotestosterona € responsavel pela
manutencdo funcional das glandulas sexuais acessorias e do epididimo (Luke &
Coffey, 1994; Fan & Robaire, 1998; Goya et a., 1999).Nos testiculos, existem
receptores para andrégenos nas células de Sertoli, células midides, células
musculares lisas dos vasos e na propria célula de Leydig (Schiatt et al., 1997; Suarez
Quian et a., 1998). Adicionalmente, foi demonstrado que o FSH também participa
na manutencdo da espermatogénese (Russell et al., 1993; Huhtaniemi & Toppari,
1998; Meachem et al., 1999).

Nos mamiferos, existem dois tipos de células de Leydig: as fetais, que sdo
produtoras de androgenos responsaveis pela masculinizagdo fetal, e as do tipo adulto,
produtoras de testosterona (Kerr & Knell, 1988; Kuopio et a., 1989a, b; Huhtaniemi
& Pelliniemi, 1992). O inicio da diferenciacdo das células de Leydig fetais e da
producdo de androgenos ndo estd sob o controle das gonadotrofinas (Van
Vorstenbosch et al., 1982; Lejeune et a., 1998; Majdic et al., 1998; O’ Shaughnessy
et al., 1998). O desenvolvimento posnata das células de Leydig envolve a
proliferacdo celular, diferenciacdo morfologica e aquisicdo da capacidade de
producédo de testosterona. De acordo com Ge et a. (1996) e Rouiller-Fabre et al.
(1998), a transicdo das células de Leydig em proliferagdo, originadas de células
progenitoras, para as células de Leydig do tipo adulto, é regulada hormonamente. O
LH induz primariamente a diferenciagdo das células de Leydig, mas ndo esta4
envolvido na proliferacdo das mesmas. Os andrégenos e o IGF-1 (Fator de
Crescimento Semelhante a Insulina), aumentam a sensibilidade das células de Leydig
progenitoras ao LH. A proliferacéo é estimulada por IGF-1 e fatores secretados pelas
células de Sertoli e por macrofagos, enquanto o estradiol provavelmente limita o
crescimento da populacdo de células de Leydig, por meio dainibicdo de proliferagdo
das progenitoras de células de Leydig (Ge et al., 1996).

Em contraste com a maioria das espécies de mamiferos investigadas, que
exibem um padrdo hifasico (fetal e pésnatal) de desenvolvimento das células de
Leydig (Gordos et a., 1976), os suinos mostram trés fases de desenvolvimento
destas células: duas fases transitérias, uma durante a fase inicial (de 30 a 35 dias) do
periodo fetal (Van Straaten & Wensing, 1978) e a outra durante o periodo perinatal
(Dierichs et a., 1973; Van Straten & Wensing, 1978). A ultima fase ocorre a partir
do periodo pré-puberal, estendendo-se para aidade adulta (Dierichs et a., 1973; Van
Straaten & Wensing, 1978; Allrich et al., 1983). Ainda em suinos, estd bem
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estabel ecido que o volume das células de Leydig e o nimero de receptores de LH por
cdula de Leydig se dteram substancidmente durante as diferentes fases do
desenvolvimento testicular (Dierichs et a., 1973; Van Straaten & Wensing, 1978;
Lunstra et al., 1986). No entanto, nenhum estudo completo foi encontrado na
literatura, mostrando as alteragtes que ocorrem no volume das células de Leydig, do
nascimento até a idade adulta.

As células mesenquimais sdo consideradas as principais precursoras das
células de Leydig do tipo adulto (Russell et a., 1995; Ge et al., 1996; Lejeune et a.,
1998). Outros tipos celulares do testiculo tais como as células midides, células
endoteliais dos vasos linféticos e células perivasculares (pericitos) também podem
dar origem as células de Leydig (De Kretser et a., 1994; Gaytan et a., 1994; Russell
et a., 1995; Dombrowicz et al., 1996). Apesar de pouco documentado, ocorrem
mitoses de células de Leydig em animais adultos (Russell et al., 1995).

Além da producdo de andrégenos, varias outras substancias também sdo
produzidas pelas células de Leydig. Estas substancias participam no controle
autocrino e paracrino das funcdes das células de Leydig e de Sertoli. As células de
Leydig podem influenciar a funcéo das células de Sertoli tanto em animais imaturos
guanto em animais adultos especificamente por meio de peptideos derivados da pro-
opiomelanocorticotrofina (POMC), tas como  b-endorfina,  horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) e hormoénio melanotréfico (MSH), (Bardin et al.,
1987). A ontogénese aumenta progressivamente a intensidade de imunomarcacdo da
b-endorfina nas células de Leydig de camundongos e hamsters durante a vida fetal,
declinando apGs 0 nascimento e voltando a aumentar na puberdade. Estes dois picos
de producdo da b-endorfina nas células de Leydig estédo temporalmente associados
com a elevagdo dos niveis de testosterona (Shaha et al., 1984). E importante salientar
gue este padrdo de expressdo da b-endorfina coincide com a maturacéo e 0 aumento
do nimero de receptores para LH nas células de Leydig durante o desenvolvimento
testicular (Chen & Madigan, 1987), com as fases pré e pos-natal de proliferacdo das
células de Sertoli, e com o inicio da espermatogénese, época em que 0s hiveis de
FSH estdo elevados (Orth, 1986; Berndtson & Thompson, 1990; Orth & Boehm,
1990; Orth, 1993). Também nesta fase, receptores especificos de alta afinidade para
b-endorfina estéo presentes nas células de Sertoli (Fabbri et a., 1985; Orth, 1986).
Estas e outras evidéncias relatadas na literatura (Orth & Boehm, 1990; Orth, 1993;
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Sharpe, 1994) sugerem fortemente que as células de Leydig tém influéncia direta na
determinagcdo do numero definitivo de células de Sertoli, via b-endorfina. Da mesma
forma, as células de Sertoli parecem regular de forma paracrina a determinacéo da
populacdo das células de Leydig e a capacidade esteroidogénica das mesmas, por
meio da secrecdo de fatores de crescimento estimulados pelo FSH (Tabone et al.,
1984; Waites et al., 1985).
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Efeitos dos extratos de Heteropterys aphrodisiaca e Anemopaegma
arvense sobr e o tubulo seminifero deratos Wistar adultos

Resumo

O conhecimento e 0 uso das plantas identificadas como medicinais estéo
claramente visiveis na populacdo principalmente nas comunidades tradicionais. Entre
os diversos usos dessas plantas, aguelas consideradas afrodisiacas ocupam um lugar
de destague na medicina popular. Nas regides do Cerrado e do Pantanal mato-
grossense, vérias espécies sdo indicadas como afrodisiacas, e dentre estas, a
Heteropterys aphrodisiaca (n6-de-cachorro) e a Anemopaegma arvense (vergateza)
s80 as mais utilizadas. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a acéo do extrato
bruto das raizes destas espécies sobre a biometria corporal e o tubulo seminifero de
ratos Wistar adultos tratados cronicamente. Foram usados 62 ratos machos em idade
reprodutiva, divididos em 5 grupos. Os animais do grupo-controle foram submetidos
a gavagem diaria, durante 56 dias, recebendo 0,5 mL de solucdo salina. Os animais
dos demais quetro grupos receberam 0,5 mL de extratos obtidos das duas espécies,
em duas concentragOes distintas. O extrato de H. aphrodisiaca, promoveu aumento
significativo no peso corporal, no peso do parénquima testicular, na espessura do
epitélio seminifero e no didmetro do tdbulo seminifero. Ja apenas os animais tratados
com a maor concentracdo do extrato de A. arvense, mostraram resultados
significativos para 0 aumento do peso corporal, da espessura do epitélio seminifero e
do didmetro do tubulo seminifero.

Palavras-chave Heteropterys aphrodisiaca, Anemopaegma arvense, biometria

corporal, testiculo, tubulo seminifero
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Effect of the extractsof Heteropterys aphrodisiaca and Anemopaegma
arvense on Seminiferous Tubule of Adult Rats Wistar

Abstract

The knowledge and the use of plants identified as medicinal are observed in
the whole population mainly in traditional communities. Among the several uses of
those plants, some considered as aphrodisiac have an important role in popular
medicine. In the regions of Cerrado and Pantanal several species are indicated as
aphrodisiac and, among those ones, the Heteropterys aphrodisiaca (n6-de-cachorro)
and the Anemopaegma arvense (vergateza) are the most used. The aim of thiswork is
to evaluate the action of the rough extract of roots of those species on the corpord
biometry, vesicular gland and seminiferous tubule of adult rats Wistar in
reproductive age chronically treated. 62 males rats in reproductive age were divided
into 5 groups. The animals of the control group were exposed to daily gavage for 56
days, receiving 0.5 ml of salt solution. The animals of the other four groups received
0.5 ml of extracts from the two species in different concentrations. The extract of H.
aphrodisiaca caused significant increase in the corporal weight, in the weight of the
testicular parenchyma, in the thickness of the seminiferous epithelium and in the
diameter of the seminiferous tubule. On the other hand, the animals treated with
larger concentrations of the extract of A. arvense showed significant results in
corporal weight increase in the thickness of the seminiferous epithelium and in the

diameter of the seminiferous tubule.

Key words: Heteropterys aphrodisiaca; Anemopaegma arvense; corporal biometry;
testicle; tubule seminiferous
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1. Introducéo

Entre os diversos usos conhecidos das plantas medicinais, os afrodisiacos
ocupam lugar de destaque na medicina popular, sendo objeto de grande interesse da
comunidade cientifica que se ocupa, ainda que timidamente, da desmistificacéo ou
validacéo da sua aplicabilidade. No Brasil, apesar da grande quantidade de plantas
utilizadas na medicina popular, como afrodisiacas, quase nada se sabe sobre suas
reais potencialidades.

Nas regifes do Cerrado e do Pantanal mato- grossense, varias espécies sdo
indicadas na medicina popular como afrodisiacas. Dentre estas, a Heteropterys
aphrodisiaca (né-de-cachorro) e a Anemopaegma arvense (vergateza) sdo as mais
utilizadas. A H. aphrodisiaca é um dos mais famosos afrodisiacos do centro oeste
brasileiro, do ponto de vista ethobotanico, sendo largamente utilizada e conhecida
popularmente com os nomes de nG-de-cachorro, raiz-de-Santo-Anténio e corddo-de-
S8o-Francisco (Pott & Pott, 1994; Guarim Neto, 1996). De acordo com estes autores,
€ uma plarta arbustiva com cerca de 0,6 a 2,0m de atura, possuindo raizes com
partes engrossadas e nés. Estudos com esta espécie encontraram resultados
interessantes, envolvendo propriedades que mostraram melhoria na capacidade de
memorizacdo em experimentos com grupos de ratos idosos, conforme evidenciado
por Galvéo et al. (2002).

A A. arvense € uma espécie arbustiva da familia Bignoniaceae, da qual se o
utilizam extratos da casca, folha e raiz com fins medicinais, em todas as regides de
Cerrado. A A. arvense é conhecida popularmente com os nomes de aecrim-do-
campo, catuaba verdadeira, catuabinha, catuiba, catuabapau, caramuru, tatuaba,
piratancara, marapuama do cerrado, verga-teso, vergateza e paude-resposta. As
raizes da A. arvense sdo preconizadas na medicina popular para preparacoes
afrodisiacas indicadas contra impoténcia sexual, como energético e estimulante do
sistera nervoso, sendo utilizadas também contra insbnia e falta de memaria (Lorenzi
& Matos, 2002).

Tradicionamente, a ingestdo do extrato de raizes destas plantas faz parte do
habito do homem pantaneiro. Apesar da fama e da comercializagdo indiscriminada
de produtos contendo compostos dessas espécies, ndo ha registros de experimentacéo

cientifica sobre o potencial afrodisiaco atribuido a estas plantas.



Segundo Sandroni (2001), os afrodisiacos podem ser classificados, pelo seu
modo de agdo, em trés tipos: (1) substancias que aumentam a libido, (2) a poténcia,
(3) o prazer sexual. Estas substancias podem ser de origem animal ou vegetal, e tém
sido utilizadas na medicina popular, nas mais diferentes culturas, sendo que algumas
delas tém sido identificadas farmacol ogicamente, o que favorece a compreensdo de
Sseu mecanismo de acdo. A busca constante da resolucdo das disfuncdes sexuais,
especialmente as masculinas, tem levado também a pesquisa e desenvolvimento de
drogas alopaticas, que sdo colocadas no mercado a pregos muitas vezes inacessiveis
para grande parte da populagdo. Dentre essas drogas podem ser citadas o Pasuma
(Kunzfeld, 1966), o Afrodex (Miller, 1968; Sobotka, 1969), o Potensan Forte
(Cooper et a., 1973), o Afrodor 2000 (Baumbusch et al., 1995), o Ardorare ou
Eresom (Eskeland et a., 1997) o Viagra (Kloner, 1998), o Uprima (Wagner, 2001;
Hafez & Hafez, 2004), o Levitra (Stark et al., 2001; Scheen, 2003; Gaines, 2004) e o
Cidlis (Brigante et al., 2004; Gaines, 2004).

O uso indiscriminado de substancias, fitoterdpicas ou alopéticas, com
finalidades afrodisiacas é extremamente temer&rio, visto a fata de informactes
conclusivas de seus mecanismos de acdo e, principamente, seus efeitos sobre o
processo espermatogénico. Segundo Aitken (1999), existe ndo somente uma forte
indicagdo de declinio da contagem de espermatozoides, mas também uma grande
evidéncia da diminuicdo da competéncia funcional da producéo espermética humana,
provavelmente relacionada as mudancas comportamentais, de vestu&io e de
substancias ingeridas. O mesmo autor relata ainda que alteracbes morfologicas e
funcionais nos espermatozoéides humanos podem chegar a 85% do g aculado, estardo
diretamente relacionadas com a mais dta perda gestacional e mé&formacéo
embrionéria observadas entre os vertebrados viviparos. Assim, a acdo direta sobre o
processo espermatogénico, de diferentes substancias utilizadas atualmente que véo
de aditivos alimentares a medicamentos, necessariamente deveriam ser avaliadas
guanto a0 seu efeito no processo espermatogénico antes da liberacdo a0 consumo
indiscriminado.

Em termos funcionais, o testiculo de mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos basicos. o tubular ou espermatogénico, € 0 intertubular ou
androgénico. A proporcdo entre estes compartimentos € bastante variavel, sendo um
dos principais fatores responsdveis pela diferenca observada para a eficiéncia na
producdo espermética nas diversas espécies (Russell et al., 1990; Franca & Russell,
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1998). O tdbulo seminifero € o componente gametogénico testicular e em seu
epitélio, ocorre uma intrincada série de eventos que culminam na produgdo
espermatica, sob a regéncia da célula de Sertoli. Sendo o principal componente do
parénquima testicular, o tubulo seminifero pode ocupar, em algumas espécies
domeésticas, cerca de 90% deste (Franca & Russell, 1998).

Nesse sentido, o objetivo de presente trabalho foi avaliar a acéo dos extratos
brutos das raizes de Heteropterys aphrodisiaca (n6-de-cachorro) e Anemopaegma
arvense (vergateza) sobre a biometria corporal e o tabulo seminifero de ratos Wistar
adultos tratados cronicamente.

2. Material e méodos

2.1. Selecdo das espécies e coleta do material botanico

Para a selecdo das espécies, foram realizadas entrevistas com membros de
comunidades tradicionais e raizeiros das cidades de Nova Xavantina e Cuiab4, no
Estado de Mato Grosso. Esta selecdo foi realizada a partir de indicagfes fornecidas
pela medicina popular. Nestas entrevistas foram apontadas 2 espécies da flora do
Cerrado, e de interesse para estudos associados a espermatogénese; Heteropterys
aphrodisiaca e Anemopaegma arvense.

As coletas de H. aphrodisiaca e A. arvense foram realizadas em setembro de
2003, nos Cerrados de Nova Xavantina e identificadas por comparagdo de amostras
do Herbério da Universidade Federa de Mato Grosso, registros n? 23928 para
H. aphrodisiaca, e r? 5881 para A. arvense.

2.2. Preparo dos extratos

As raizes de ambas as plantas foram secas em temperatura ambiente,
protegidas, da incidéncia direta da luz solar. Em seguida, foram cortadas em
peguenos fragmentos e usadas para o preparo dos extratos. Para isto, frages de
raizes foram pesadas em balanca digital, para se obter pesos de 25g e 12,59, das
quais foram preparadas infusdes em 100mL de agua destilada em ponto de fervura,
obtiveram se, assim, duas concentracOes de cada planta. As infusdes permaneciam

em repouso por um periodo de quatro horas, sendo posteriormente filtradas e
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armazenadas em geladeira, por até quatro dias. Apos este periodo, desprezava-se 0
produto excedente e novas dosagens eram preparadas.

O preparo dos extratos, tempo de armazenamento e dosagens foram
estabel ecidas e adaptadas a partir das indicagbes mencionadas pela medicina popular,

obtidas nas entrevistas.

2.3. Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 62 ratos Wistar machos albinos (Ratus rattus) em idade
reprodutiva (100 dias), pesando entre 310 e 330g, provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal de Vigosa. Os animais foram assim distribuidos. grupo - |
controle — 12 animais, grupo - 11 15 animais, grupo - I11 15 animais, grupo - 1V 10
animais e grupo - V 10 animais. Alimentagdo (racdo comercial) e agua foram
oferecidas ad libitum.

2.4. Tratamentos

Todos os animais foram submetidos diariamente, durante 56 dias, a gavagem,
sendo que os animais do grupo I, (controle) (n=12), receberam 0,5 mL/dia de solucéo
salina; os animais do grupo Il (n=15) receberam 0,5 mL/dia de extrato de A. arvense
na menor concentracdo (infuséo de 12,5 g em 100 mL de agua); os animais do grupo
1l (n=15) receberam 0,5 mL/dia de extrato H. aphrodisiaca também na menor
concentracdo (infusdo de 12,5 g em 100 mL de &gua); os animais do grupo IV (n=10)
receberam 0,5 mL/dia de extrato de A. arvense na maior concentracéo (infusdo de
25 g em 100 mL de agua); e os animais do grupo V (n=10) receberam 0,5 mL/dia de
extrato de H. aphrodisiaca namaior concentracéo (infusdo de 25 g em 100 mL de &gua).

2.5. Coleta e preparacao histologica

Ao término do periodo experimental, os animais foram pesados e
eutanasiados através de superdosagem anestésica. Em seguida, foram removidos os
testiculos e as glandulas vesiculares, que foram pesados em balanca de precisdo.
Ambos os tegticulos foram fixados por imersdo em solucdo de Karnovsky.

Aleatoriamente, testiculos direito ou esquerdo foram armazenados para posterior
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dissecacdo e pesagem da abuginea. Fragmentos do testiculo contra-lateral foram
submetidos a desidratacdo em concentragdes crescentes de acool (50°, 70°, 80°, 90°,
95° e 100° GL) por 40 minutos cada, sendo posteriormente incluidos em resina
glicolmetacrilato historesin (Leica). Foram obtidas seccbes histoldgicas de 3um de
espessura em micrétomo rotativo (Reichert-Jung, Alemanha) equipado com navalha
de vidro. As secgdes foram coradas com azul de toluidina-borato de sbdio a 1% e
analisadas em microscopio Olympus BX — 70. Imagens do paréngquima testicular
foram obtidas e analisadas por meio do programa Image Pro Plus associado ao
microscopio Olympus BX-70, no Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento
de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa.

2.6. Proporcéo volumétrica e volume dos componentes do parénquima testicular

As proporcles volumétricas (%) dos componentes tubular e intertubular
foram estimadas por meio da contagem de um total de 4.320 pontos projetados sobre
imagens capturadas em 10 campos a eatoriamente distribuidos, nos diferentes cortes
histologicos do testiculo de cada animal. Para tal, utilizowrse um reticulo de 432
intersecgOes (pontos), e as imagens foram capturadas em aumento de 400 vezes. O
volume dos componentes tubular e intertubular foram estimados a partir do
percentual ocupado por cada um desses componentes, e no volume total do
parénquima tedicular. O valor do volume do parénquima testicular foi obtido
subtraindo-se 0 peso da tunica albuginea do peso bruto do testiculo. O peso dos
diferentes componentes testiculares foi considerado como volume uma vez que a
densidade volumétrica do testiculo de mamifero esta em torno de 1 (1,046) (Johnson
et al., 1981).

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

seminiferos

O didmetro tubular médio de cada animal foi obtido pela mensuracdo, de 10
seccles transversais de tUbulos seminiferos que apresentavam o contorno mais
circular possivel. Estas medidas ndo levaram em consideracéo o estadio do ciclo e
foram mensuradas através do programa de andlise de imagem Image Pro Plus

associado a microscopio Olympus BX 70, em aumento de 200 vezes. Nas mesmas
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seccOes utilizadas para se medir o didmetro tubular foi mensurada a altura do epitélio
seminifero, que foi tomada da membrana basal até o lume tubular. O valor
encontrado para a altura do epitélio em cada tubulo representou a média de duas
medidas tomadas de forma diametralmente opostas. O comprimento total dos tubulos
seminiferos por testiculo, expresso em metros, foi estimado a partir do conhecimento
do volume ocupado pelos tabulos seminiferos no testiculo e da &rea da seccdo
transversal do tubulo seminifero, através da formula CT = VOL/A, onde CT
representa o comprimento total do tlbulo seminifero; VOL representa o volume total

de tubulos seminiferos; e A representa a &rea da secgéo transversd do tabulo seminifero.

2.8. Andlises estatisticas

Andlise de variancia seguida de teste de Duncan (5% de significancia) foi
utilizada para avaliar variagdes dos parametros estudados nos grupos controle e
tratados. Os valores dos parametros estdo representados pelas médias, desvios —

padréo e coeficiente de variagéo.

3. Resultados

Os valores médios para peso corpora dos animais dos grupos tratados foram
maiores, quando comparados com a média do grupo-controle (Tab. 1). Os animais do
grupo 1V, tratados com a maior concentracéo de A. arvense, apresentaram a maior
meédia, diferindo estatisticamente de todos os demais grupos, com excecdo dos
animais do grupo V, tratados com a maior concentracdo de H. aphrodisiaca. Os
animais do grupo V apresentaram massa corporal semelhante a dos animais do grupo
I, tratados com amenor concentrac@o de H. aphrodisiaca, e diferiram significativamente
dos animais-controle (grupo |) e tratados com A. arvense em sua menor concentragéo
(grupo I1), os quai's gpresentaram as menores médias de peso corporal.

Quanto a0 peso testicular (Tab. 1), os animais tratados com as maiores
concentracoes de A. arvense (grupo 1V) e H. aphrodisiaca (grupo V), apresentaram
0S maiores valores, mas estatisticamente semelhantes entre si. Porém, somente 0s
animais do grupo V apresentaram diferencas estatisticamente significativas em

relacdo aos demais grupos (1, 11 elll).
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Tab. 1 — Parametros biometricos de ratos Wistar em idade reprodutiva ap0s
tratamento com extratos de raizes de H. aphrodisiaca e A. arvense

Trata Peso Corpora Pesodos Peso daAl- Peso da G. IGS Peso do Pa
mentos Testiculos buginea Vesicular. (%) rénquima
Grupoll 333,9+19,19a 2,855+0,16 a 0,047+0,009a 2,386+0,39 a 0,843+0,07a  2,812+0,16a

cv (5,74) (5,90) (19,59) (16,70) (8,34) (5,97)
Grupo Il 340,0£13,62a 2,901+0,12 a 0,072+0,01 b 2,359+0,35 a 0,850+0,05a  2,828+0,13a
cV (4,00) (4,56) (15,69) (15,20) (6,78) (4,68)

Grupolll  3534:11,70b  2956:0,26a  0,050:0,009a 2,634t020a  0837x008a  2905:0,25a
oV (3,31) (8,91) (13,78) (7,90) (10,36) (9,13)

GrupolV — 371,0+1468c  3034+028ab 0068+0020b 2523+017a  0818:008a  2,966:027ab
ov (3.95) (9,27) (30,19) (6,90) (9,93) (9,34)

GrupoV  3630:1813bc 3170:t020b  0051+0008a 2560:026a  0875:006a  3,123t019b
oV (4,99) (6,33) (16,12) (10,20) (8,34) (6,29)

M édias seguidas por letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente (p< 0,05).

Dados expressos em médias = s.d . CV = coeficiente da variacdo.

Grupo | — controle: tratado com 0,5 mL/dia de solucéo salina; Grupo Il - tratado com 0,5 mL/diade A.
arvense (menor concentracdo); Grupo Il — tratado com 0,5 mL/dia de H. aphrodisiaca (menor
concentragdo); Grupo IV - tratado com 0,5 mL/diade A. arvense (maior concentragdo) e Grupo V -
tratado com 0,5 mL/diade H. aphrodisiaca (maior concentragdo).

O peso do parénquima testicular apresentou a mesma tendéncia do peso dos
testiculos. Deste modo, os maiores valores foram encontrados nos grupos submetidos
as maiores dosagens, tanto de A. arvense (grupo 1V) quanto de H. aphrodisiaca
(grupo V), sendo significativamente maiores apenas nos animais tratados com H.
aphrodisiaca (Tab. 1).

O indice gonadossomatico (IGS), que expressa 0 percentua de massa
corporal alocada em testiculos (Tab. 1), ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os animais-controle e tratados, sgja com A. arvense ou com H.
aphrodisiaca.

Os maiores valores do peso da abuginea testicular foram observados nos
animais tratados com A. arvense, nas duas concentragoes utilizadas (grupos 11 e IV),
mas estatisticamente semelhantes entre s. JA nos animais tratados com
H. aphrodisiaca, nas duas concentragdes utilizadas (grupos I11 e V) e nos animais do
grupo-controle, o peso da albuginea testicular foi estatisticamente menor que o
apresentado pelos animais submetidos aos tratamentos comA. arvense, ndo diferindo
estatisticamente entre si e destes para os animais do grupo-controle (Tab. 1).

As médias de peso da glandula vesicular (Tab. 1) ndo foram estatisticamente
significativas entre os cinco grupos. Os animais do grupo tratado com extrato de A.

arvense em sua menor concentracdo apresentaram valores muito proximos aos
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observados no grupo-controle ocorrendo, entretanto, aumentos médios de 5,80%
deste 6rgdo nos animais do grupo IV, submetidos ao extrao de A. arvense em sua
maior concentracdo e de 10,4 e 7,35% nos animais tratados com H. aphrodisiaca, em
menor e maior concentracdo (grupos Il e V), respectivamente, em comparacéo ao
grupo-controle.

A avadiacdo da variacdo na proporcdo volumétrica de tlbulos seminiferos
mostrou que os vaores médios foram estatisticamente menores nos grupos tratados
com H. aphrodisiaca nas duas concentragdes utilizadas (grupos Ill e V), quando

comparados com os valores observados nos demais grupos (Tab. 2).

Tab. 2 — Proporcédo de tdbulo seminifero e tecido intertubular (%) no parénquima
testicular de ratos Wistar, apés tratamento com extratos de raizes de H. aphrodisiaca
eA. arvense

Tratamentos Tubulo seminifero Tecido intertubul ar
Grupo | 84,00+5,67 a 16,00+5,67 ab
cv (6,75) (35,47)

Grupol 1 83,40+0,65 a 16,60+0,65 a
cv (0,78) (3,92

Grupo Il 79,31+1,42 b 20,69+1,42c
Ccv (1,79) (6.89)

Grupo IV 83,62+3,78 a 16,38+3,78 a b
Ccv (4,52 (23,09)

Grupo V 78,88+5,96 b 21,12¢596 b c
CcVv (28,24) (28,24)

M édias seguidas por letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente (p< 0,05).

Dados expressos em médias = s.d . CV = coeficiente da variacéo.

Grupo | — controle: tratado com 0,5 mL/dia de solugdo salina; Grupo Il - tratado com 0,5 mL/diade
A. arvense (menor concentragdo); Grupo Il — tratado com 0,5 mL/dia de H. aphrodisiaca (menor
concentracdo); Grupo IV — tratado com 0,5 mL/diade A. arvense (maior concentragdo) e Grupo V —
tratado com 0,5 mL/diade H. aphrodisiaca (maior concentragao).

As médias encontradas para a proporc¢do de tecido intertubular em relacéo ao
parénquima testicular, foram maiores nos grupos tratados com as duas concentracoes
do extrato de H. aphrodisiaca (I11 e V), quando comparados ao grupo-controle e aos
tratados com o extrato de A. arvense (Il e 1V), sendo, porém, estatisticamente
significativas somente no grupo |11 (Tab. 2).

Com relagcdo a espessura do epitédlio seminifero os valores médios
encontrados nos grupos tratados, foram significativamente maiores que aqueles

registrados para os animais do grupo-controle (Tab. 3). Os grupos tratados com as
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Tab. 3— Espessura do epitélio seminifero, diametro do tdbulo, comprimento do
tibulo em metros e por grama de testiculo e volume total do tdbulo em ratos Widtar,
ap06s tratamento com extratos brutos de raizes deH. aphrodisiaca e A. arvense

Trata- Espessura do Diametro do Comprimento Comprimento  Volumetotal do
mentos epitélio (um) tdbulo (um) dotubulo(m)  dotubulo (por/g tdbulo (mL)
de testicul o)
Grupo | 69,302+1,12 a 301,89+1,84 a 32,98+2,74 a 11,56+0,82 a 2,36+0,18 a
cv (1,62) (0,61) (8,31) (7,13) (7,80)
Grupo 11 80,471+1,64 c 335,06+13,68 ¢ 26,91+2,82b 9,26+0,76 b 2,35+0,10 a
Ccv (2,04) (4,08) (10,49) (8,25) (4,63)
Grupo Il 75,112+1,26 b 325,64+4,69 b 27,69+2,70 b 9,36+0,38 b 2,30+0,21 a
cv (1,68) (1,44) (9,76) (4,07) (9,17)
GrupolV ~ 108,952+7,21e  337,83t11,26C 27,69+2.72b 9,14+0,76 b 2,47+0,18 a
CcVv (6,62) (3,33) (9,85) (8,34) (7,36)
Grupo V 103,887+5,48d  330,9+14,94bc  28,80+3,30b 9,11+1,20 b 2,46+0,19 a
Ccv (5,28) (4,52) (11,48) (13,23) (8,12

M édias seguidas por letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente (p< 0,05).

Dados expressos em médias + s.d . CV = coeficiente da variacéo.

Grupo | — controle: tratado com 0,5 mL/dia de solugéo salina; Grupo Il - tratado com 0,5 mL/diade A.
arvense (menor concentragcdo); Grupo Il — tratado com 0,5 mL/dia de H. aphrodisiaca (menor
concentracdo); Grupo IV — tratado com 0,5 mL/diade A. arvense (maior concentragdo) e Grupo V —
tratado com 0,5 mL/diade H. aphrodisiaca (maior concentragéo).

maiores concentragcdes de A. arvense (grupo V) e de H. aphrodisiaca (grupo V),
apresentaram 0s maiores valores registrados para espessura do epitélio seminifero,
sendo que o grupo IV apresentou valores significativamente maiores a todos os
demais grupos. Ja o grupo V apresentou espessura média do epitdio seminifero
significativamente superior ao observado nos animais tratados com as menores
concentragdes de ambas as plantas. Enquanto o grupo Ill, animais tratados com
extrato de H. aphrodisaca em menor concentragdo, apresentaram valores
significativamente inferiores aos demais grupos tratados (Tab. 3). Porém, os menores
valores para este parametro foram registrados para o grupo-controle.

O valor médio do didmetro do tubulo seminifero registrado no grupo-controle
apresentouse estatisticamente menor quando comparado com 0s grupos tratados
(Tab. 3). Entre os grupos tratados, os animais que receberam extrato de H.
aphrodisiaca, em sua menor concentracéo (grupo 111), apresentaram valor médio de
diametro tubular estatisticamente semelhante agquele observado no grupo tratado com
0 extrato da mesma planta, em sua maior concentracdo (grupo V), porém
significativamente menor que os valores observados nos grupos Il eV, tratados com

extrato de A. arvense nas duas concentragdes utilizadas (Tab. 3).
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Para o comprimento do tdbulo seminifero em metros ou por grama de
testiculo, estes foram significativamente maiores para 0s animais do grupo-controle
em relacdo aos grupos tratados, que ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre si. Da mesma forma os valores encontrados para o volume total

do tubulo ndo mostraram diferencas estatisticas entre os grupos estudados (Tab. 3).

4. Discussao

A producdo espermética é altamente correlacionada mwm o peso testicular
(Amann, 1970), e segundo Russell et al. (1990), e Franca & Russell (1998), a massa
testicular pode ser usada como um indicador quantitativo da producéo espermatica,
uma vez que o principa componente testicular € o tdbulo seminifero. No presente
trabalho, o tratamento com H. aphrodisiaca, em sua maior concentracdo, aumentou
significativamente o peso médio de ambos os testiculos. Da mesma forma, ratos
tratados com extrato de Cynomorium coccineum (Abdel-Magied et a., 2001) e
Lepidium meyenii (Gonzales et a., 2001) apresentaram valores significativamente
maiores do que animais-controle. Embora sgja tentador associar 0 aumento do peso
testicular com um possivel aumento na producdo espermatica, 0 aumento registrado
para 0 peso total do testiculo observado no grupo tratado com H. aphrodisiaca, €
devido, principalmente, a um aumento significativo (em torno de 30%) no volume do
tecido intertubular, uma vez que o volume de tlbulos seminiferos ndo variou entre os
grupos tratados.

Ratos que receberam extrato seco de Andrographis paniculata nas doses de
20, 200 e 1000 mg/kg durante 60 dias ndo mostraram variagdes nos pesos de
testiculo e 6rgdos sexuais acessorios (Burgos et al., 1997). Ratos tratados com
extratos de Stevia rebaudiana (Melis, 1999) e Martynia annua (Mali et al., 2002)
apresentaram diminuicdo significativa no peso testicular apos 60 dias de tratamento
em relagdo a animais controle.

Apesar do aumento constatado na massa testicular dos animais tratados em
relacdo a0 grupo-controle, o percentual do peso corporal aocado em massa
testicular, ou sgja, 0 indice gonadossomatico, ndo foi aterado significativamente
entre 0S CiNCO grupos em consegiiéncia do aumento do peso corpora verificado nos
grupos tratados em relacdo ao grupo-controle. Ratos que receberam gangetina,

substancia isolada das raizes de Desmodium gangeticum, mostraram reducdo
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significativa no peso dos testiculos e 6rgaos sexuais acessorios e aumento uniforme e
gradua no peso corporal, o que contribui para diminuir o valor do irdice
gonadossomatico (Latha et al., 1997).

O indice gonadossomatico encontrado no presente trabalho (0,84%) foi
semelhante aos valores encontrados em ratos tratados com sementes de barbatimé&o
(0,94%), extrato de gangetina (1,10%), piperina (1,07%) e extrato de Martynia
annua (0,91%) (Peterset a., 1985; Latha et al., 1997; Malini et al., 1999; Mali et al.,
2002).

Embora o aumento verificado para a peso das glandulas vesiculares, que sdo
androgeno-dependentes, ndo tenha sido estatisticamente significativo. O peso
corporal dos animais dos grupos tratados foi significativamente maior que no grupo-
controle, podendo-se inferir que o provavel aumento nos niveis plasmaticos de
testosterona nestes animais resultou em feito anabolizante sobre a massa muscular.

O peso do parénguima testicular, ou peso liquido testicular representa a
porcdo produtiva, gametogénica e androgénica do testiculo. Este parametro é
calculado a partir da remocdo, sempre gque possivel, do mediastino e da abuginea
testiculares. No presente trabalho 0 peso do parénquima testicular foi considerado
como 0 peso do testiculo descontando-se apenas a abuginea testicular. Embora a
proporcéo volumeétrica e o volume total da albuginea testicular tenham aumentado
significativamente nos grupos tratados com A. arvense (grupos Il e IV) em relacéo
aos demais grupos, o0 volume de parénquima testicular acompanhou o
comportamento observado para o peso total dos testiculos, sendo significativamente
maior nos animais tratados com a maior dosagem de H. aphrodisiaca.

Em termos funcionais, o testiculo de mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos bésicos. o tubular ou espermatogénico, e o intertubular ou androgénico.
A proporcao entre estes compartimentos é bastante variavel, sendo um dos principais
fatores responséveis pela diferenca observada para a eficiéncia da producdo
espermatica nas diversas espécies (Russell et al. 1990; Franca & Russell, 1998).

O tdbulo seminifero € o componente gametogénico testicular e, em seu
epitélio, ocorre uma intrincada série de eventos que culminam na producéo
espermética. Sendo o principal componente do parénquima testicular, o tdbulo
seminifero pode ocupar, em algumas espécies domésticas, cerca de 90% deste
(Franca & Russell, 1998). Existe, portanto, uma relacdo direta entre o tamanho
testicular e o volume ocupado pelos tdbulos seminiferos, o que reflete na producéo
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espermatica individual. Embora a propor¢do volumétrica de tubulos seminiferos
tenha sofrido reducéo significativa nos grupos tratados com H. aphrodisiaca em
relacdo aos demais grupos, o volume total de tdbulos seminiferos ndo apresentou
alteracdo significativa entre os cinco grupos, sendo discretamente maior nos animais
tratados com as maiores concentragdes de A. arvense e H. aphrodisiaca.

Os animais tratados com A. arvense apresentaram didmetro do tubulo
seminifero e espessura do epitélio seminifero maiores do que os animais tratados
com as doses correspondentes de H. aphrodisiaca. Porém, o grupo-controle
apresentouse significativamente menor gue todos os grupos tratados. Como né&o foi
observada qualquer variacdo significativa em relacdo ao volume total de tubulos
seminiferos, o aumento verificado no didmetro tubular refletiu em reducdo
significativa do comprimento tubular total em metros e por grama de testiculo nos
animais tratados. Ratos abinos que receberam extrato acodlico de Momordica
charantia por via intraperitoneal mostraram redugdo significativa no diémetro
tubular (Neseen et a., 1998). O mesmo aconteceu com ratos albinos tratados com
pipering, pois aém da reducdo no didmetro tubular mostraram também, alteractes no
comprimento total dos tubulos seminiferos. Essas alteragdes sdo responsaveis pela
reducdo do peso testicular (Malini et a., 1999).

Franca et a. (2000) relatam que ratos Wistar que receberam injecdes de
cimetidina em diferentes concentragdes ndo apresentaram alteragdes no diametro dos
tubulos seminiferos, mas a altura do epitélio germinativo reduziu com o aumento da
dose. AlteracOes do didmetro tubular também néo foram observadas em ratos albinos
tratados com extrato de Abrus precatorius e Barleria prionitis (Sinha, 1990; Gupta et
al., 2000).

5. Conclusdes

Extratos de raizes das espécies Heteropterys aphrodisiaca e Anemopaegma
arvense, administrados cronicamente a ratos Wistar adultos, em duas dosagens
digtintas, por meio de gavagem, influenciaram significativamente os aspectos
guantitativos, biométricos e morfolégicos do parénquima testicular. Assm, a
espessura do epitélio seminifero e o didmetro tubular aumentaram enquanto o
comprimento de tlibulo seminifero diminuiu em relacéo ao grupo-controle. Ja o peso

corporal apresentou-se maior nos animais tratados com Heteropterys aphrodisiaca, e
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no grupo de animais tratados com a maior concentragcdo de Anemopaegma arvense.
A propor¢cdo volumétrica dos componentes tubular e intertubular foi maior nos
grupos tratados com Heteropterys aphrodisiaca, porém, o peso do testiculo e do
parénquima testicular foi maior apenas no grupo de animais tratados com extrato em

maior concentracdo desta planta.
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Efeitos dos extratos de Heteropterys aphrodisiaca e Anemopaegma
arvense sobre acélula de L eydig e demais componentes
do espaco intertubular deratosWistar adultos

Resumo

A medicina tradicional oferece forte indicativo para experimentacOes
cientificas envolvendo esséncias ou extratos vegetais que vém, ha muito tempo,
sendo utilizados pela populacdo com finalidade afrodisiaca. As indicacfes populares
mais enféticas do Estado de Mato Grosso apontam para as espécies Heteropterys
aphrodisiaca (n6-de-cachorro) e Anemopaegma arvense (vergateza), COmo 0S mais
“potentes” afrodisiacos do Cerrado. O objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo do
extrato bruto das raizes de Heteropterys aphrodisiaca (no-de-cachorro) e
Anemopaegma arvense (vergateza) sobre a célula de Leydig e demais componentes
do tecido intertubular de ratos adultos tratados cronicamente. Foram usados 62 ratos
machos Wistar em idade reprodutiva, divididos em 5 grupos. Os animais do grupo-
controle foram submetidos a gavagem diéria, durante 56 dias, recebendo 0,5 mL de
solucdo salina. Os animais dos demais quatro grupos receberam 0,5 mL de extratos
obtidos das duas espécies em duas concentragdes distintas. Os extratos de
Heteropterys aphrodisiaca promoveram aumentos significativos na proporcdo
volumétrica e nos volumes do nucleo e citoplasma das células de Leydig, no volume
individual e total de células de Leydig, bem como no tecido conjuntivo. Ja os
extratos de A. arvense promoveram aumentos significativos apenas na proporgéo
volumétrica do citoplasma de células de Leydig e no volume individual dessas

mesmas células.

Palavras-chave Heteropterys aphrodisiaca; Anemopaegma arvense; fitoterapicos;

células de Leydig; proporcdo volumétrica; volumes; componentes intertubulares
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Effect of the extractsof Heteropterys aphrodisiaca and Anemopaegma
arvense on thecell of leydig and other componentsin
theintertubular spaceof adult rats Wistar

Abstract

Traditional medicine offers large indications for scientific experimentations
involving essences and vegetable extracts that have been, for along time, used by the
population aiming for aphrodisiac results. In the State of Mato Grosso, the popular
preference has been on the species Heteropterys aphrodisiaca (né-de-cachorro) and
Anemopaegma arvense (vergateza) considered the most powerful aphrodisiac in
Cerrado. The aim of this work is to evaluate the action of the rough extract from
roots of H. aphrodisiaca and A. arvense over the cell of Leydig and other
components of the intertubular tissue of adult rats chronically treated. 62 male ratsin
reproductive age were divided into 5 groups. The animals of the control group were
exposed to daily gavage for 56 days, receiving 0.5 ml of salt solution. The animals of
the other groups received 0.5 ml of extracts from the two species in two different
concentrations. The extracts of H. aphrodisiaca caused significant increases in the
volumetric ratio and in the nucleus volume and cytoplasm of the cells of Leydig, in
the individual and total volume of the cells of Leydig as well as in the conjunctive
tissue. On the other hand, the animals treated with larger concentrations of the extract
of A. arvense showed significant increases only in the volumetric ratio of the

cytoplasm of the cells of Leydig and in the individua volume of those same cells.

Key words: Heteropterys aphrodisiaca; Anemopaegma arvense; phytoterapic; cells

of Leydig; volumetric ratio; volumes components intertubular
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1. Introducéo

Os afrodisiacos podem ser classificados, pelo seu modo de acdo, em trés
tipos. substancias que aumentam a libido, a poténcia e o prazer sexua (Sandroni,
2001). Embora a busca constante da resolucdo das disfungdes sexuais tenha
promovido o desenvolvimento de diversas drogas alopaticas como o Pasuma
(Kunzfeld, 1966), o Afrodex (Miller, 1968; Sobotka, 1969), o Potensan Forte
(Cooper et a., 1973), o Afrodor 2000 (Baumbusch et al., 1995), o Ardorare ou
Eresom (Eskeland et al., 1997), o Viagra (Kloner, 1998), o Uprima (Wagner, 2001,
Hafez & Hafez, 2004), o Levitra (Stark et al., 2001; Scheen, 2003; Gaines, 2004) e o
Cialis (Gaines, 2004; Brigante et al., 2004) estas em sua maioria tem sido colocadas
no mercado a precos muitas vezes inacessivels para grande parte da populacdo. Desta
forma, véarias substéncias ndo industrializadas, de origem animal ou vegetal, vém
sendo utilizadas na medicina popular para tratamento afrodisiaco.

O uso de plantas medicinais € a mais forte corrente de tratamento de
diferentes males pela medicina popular. Dentre os diversos usos conhecidos, 0s
afrodisiacos ocupam lugar de destaque e, atualmente, vem sendo objeto de grande
interesse da comunidade cientifica. No Brasil, apesar da grande quantidade de
plantas utilizadas na medicina popular como afrodisiacas, quase nada foi testado
sobre os rigores cientificos para verificagdo de suas reais potencialidades.

Nas regides do Cerrado e do Pantanal mato-grossense, varias especies sao
indicadas pela medicina popular como afrodisiacas. Dentre estas a Heteropterys
aphrodisiaca (n0-de-cachorro) e a Anemopaegma arvense (vergateza) sdo as mais
utilizadas. Do ponto de vista etnoboténico, H. aphrodisiaca € um dos afrodisiacos
mais famosos e utilizados no do centro-oeste brasileiro, sendo conhecida
popularmente com os nomes de nO-de-cachorro, raiz-de-Santo-Antdnio e corddo-de-
Sdo-Francisco (Pott & Pott 1994; Guarim Neto 1996). De acordo com estes autores,
€ uma planta arbustiva com cerca de 0,6 a 2,0m de altura, possuindo raizes com
partes engrossadas e nds. Estudos com esta espécie encontraram resultados
interessantes envolvendo propriedades que mostraram beneficios na capacidade de
memorizagdo em experimento com grupos de ratos idosos, conforme evidenciado por
Gavéo et al. (2002).

A. arvense € uma espécie arbustiva da familia Bignoniaceae da qua se

utilizam extratos da casca, folha e raiz com fins medicinais, nas regides de Cerrado.
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Esta espécie é conhecida popularmente com os nomes de al ecrim-do-campo, catuaba
verdadeira, catuabinha, catuiba, catuaba-pau, caramuru, tatuaba, piratancara,
marapuama do cerrado, verga-teso, vergateza e pau-de-resposta. As raizes da A.
arvense sao utilizadas na medicina popular para preparactes afrodisiacas, indicadas
contra impoténcia sexual, como energético e estimulante do sistema nervoso, sendo
utilizadas também contra insbnia e falta de meméria (Lorenzi & Matos, 2002).

O uso indiscriminado de substancias afrodisiacas alopéticas e mesmo as de
origem fitotergpicas, pode apresentar efeitos positivos, porém ainda sdo
extremamente escassas informagdes conclusivas de seus mecanismos de agéo e,
principalmente, de seus efeitos deletérios sobre a morfofisiologia dos oOrgéos
reprodutores, em especia sobre o0 processo androgénico testicular. A porcéo
enddcrina do testiculo de mamiferos € representada pelas células de Leydig as quais
juntamente com células conjuntivas, leucdcitos, vasos sangliineos e linféticos,
formam o espaco intertubular ou tecido intertubular. Segundo Sharpe, (1994) o
arranjo e a proporcdo destes componentes variam nas diferentes espécies de
mamiferos e constituem mecanismos que mantém o nivel de testosterona, principal
produto da célula de Leydig, que é duas a trés vezes maior no fluido intersticial que
nos vasos sangliineos testiculares, e de 40 a 250 vezes maior nestes que no sangue
periférico.

Dentre os androgenos sintetizados pelas células de Leydig incluemse, além
da testosterona, a diidrotestosterona. Ambos responsaveis pela diferenciacéo do trato
genital masculino e da genitdlia externa na fase fetal (Pelleniemi et al., 1996), pelo
aparecimento dos caracteres sexuais secundarios, pela manutencdo quantitativa da
espermatogénese a partir da puberdade, e pelo comportamento sexua (Sharpe, 1994;
Zirkin et a., 1994). O mecanismo de acdo da testosterona sobre o processo
espermatogénico e sobre o comportamento sexual ndo esta totalmente esclarecido,
porém, seus efeitos estimulatérios sobre a espermatogénese sdo evidentemente
indiretos visto sua ligacdo exclusiva com células testiculares sométicas (Weinbauer
& Wessels, 1999).

Os efeitos sobre o comportamento e desempenho sexual humano,
supostamente relacionado a diferentes substancias afrodisiacas, pode ndo refletir
necessariamente sua real atuacdo, mas sim, uma manifestacdo do efeito placebo.
Entretanto, estudos morfofisioldgicos sobre o compartimento androgénico testicular,

em animais de laboratério, plausivelmente levam a melhor compreensdo de seus
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reais mecanismos de acdo. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
acdo do extrato bruto das raizes de Heteropterys aphrodisiaca (no-de-cachorro) e
Anemopaegma arvense (vergateza) sobre as células de Leydig e demais componentes

do tecido intertubular de ratos Wistar adultos tratados cronicamente.

2. Material e métodos

2.1. Selecdo das espécies e coleta do material botanico

Para a selecdo das espécies foram redizadas entrevistas com membros de
comunidades tradicionais e raizeiros das cidades de Nova Xavantina e Cuiab4, no
Estado de Mato Grosso. Esta selecdo foi realizada a partir de indicagbes fornecidas
pela medicina popular. Nestas entrevistas foram apontadas 2 espécies da flora do
Cerrado e de interesse para estudos associados a espermatogénese: H. aphrodisiaca e
A. arvense.

As coletas de H. aphrodisiaca e A. arvense foram realizadas em setembro de
2003, nos Cerrados de Nova Xavantina e identificadas por comparagdo de amostras
do Herbéario da Universidade Federal de Mato Grosso, sob registros ¥ 23928 para
H. aphrodisiaca, e r? 5881 para A. arvense.

2.2. Preparo dos extratos

As raizes de ambas as plantas foram secas em temperatura ambiente,
protegidas, da incidéncia direta da luz solar. Em seguida, foram cortadas em
peguenos fragmentos e usadas para o preparo dos extratos. Para isto, fragbes de
raizes foram pesadas em balanca digital para se obter pesos de 25 g e 12,5 g, das
quais foram preparadas infusdes em 100 mL de &gua destilada em ponto de fervura,
obteve-se, assim, duas concentracBes de cada planta. As infusdes permaneciam em
repouso por um periodo de quatro horas, sendo posteriormente filtradas e
armazenadas em geladeira, por até quatro dias. Apos este periodo, desprezava-se 0
produto excedente e novas dosagens eram preparadas.

O preparo dos extratos, tempo de armazenamento e dosagens foram
estabel ecidas e adaptadas a partir das indicagdes mencionadas pela medicina popular,

obtidas nas entrevistas.
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2.3. Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 62 ratos Wistar machos albinos (Ratus rattus) em idade
reprodutiva (100 dias), pesando entre 310 e 330 g, provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal de Vigosa. Os animais foram assim distribuidos: grupo I:
controle — 12 animais; grupo Il: 15 animais; grupo Ill: 15 animais, grupo 1V:
10 animais; e grupo V: 10 animais. Alimentacdo (racdo comercial) e &gua foram

oferecidas ad libitum.

2.4. Tratamentos

Todos os animais foram submetidos diariamente, durante 56 dias, a gavagem,
sendo que os animais do grupo |, (controle) (n=12), receberam 0,5 mL/dia de solugéo
salina; os animais do grupo Il (n=15) receberam 0,5 mL/dia de extrato de A. arvense
na menor concentracdo (infusdo de 12,5 g em 100 mL de agua); os animais do grupo
[l (n=15) receberam 0,5 mL/dia de extrato H. aphrodisiaca também na menor
concentracdo (infusdo de 12,5g em 100 mL de &gua); os animais do grupo 1V (n=10)
receberam 0,5 mL/dia de extrato de A. arvense na maior concentragdo (infusdo de
25 g em 100 mL de &gua); e os animais do grupo V (n=10) receberam 0,5 mL/dia de
extrato de H. aphrodisaca na maior concentracdo (infusdo de 25g em 100 mL de &gua).

2.5. Coleta e preparacao histol6gica

Ao término do periodo experimental, os animais foram pesados e
eutanasiados através de superdosagem anestésica. Em seguida, foram removidos os
testiculos e as glandulas vesiculares, que foram pesados em balanca de precisdo.
Ambos os testiculos foram fixados por imersdo em solucdo de Karnovsky.
Aleatoriamente, testiculos direito ou esguerdo foram armazenados para posterior
dissecacdo e pesagem da albuginea. Fragmentos do testiculo contra-lateral foram
submetidos a desidratacdo em concentracfes crescentes de dcool (50°, 70°, 80°, 90°,
95° e 100° GL) por 40 minutos cada, sendo posteriormente incluidos em resina
glicolmetacrilato historesin (Leica). Foram obtidas seccfes histologicas de 3um de
espessura em microtomo rotativo (Reichert-Jung, Alemanha) equipado com navalha
de vidro. As secgBes foram coradas com azul de toluidina—borato de sddio a 1% e
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analisadas em microscopio Olympus BX — 70. Imagens do parénquima testicular
foram obtidas e analisadas por meio do programa Image Pro Plus associado ao
microscopio Olympus BX-70, no Laboratorio de Anatomia Vegetal do Departamento
de Biologia Vegeta da Universidade Federal de Vicosa.

2.6. Proporc¢es volumétricas, relacdo nucleoplasmética e volumes dos componentes

intertubulares do parénqguima testicular

As proporcdes volumétricas (%) dos componentes intertubulares foram
estimadas por meio da contagem de um total de 4.320 pontos projetados sobre
imagens capturadas em 10 campos, aleatoriamente distribuidas nos diferentes cortes
histologicos de cada animal. Para tal, utilizou-se um reticulo de 432 intersecgdes
(pontos), e imagens foram capturadas em aumento de 400 vezes. Os elementos
quantificados foram: células de Leydig, vasos sanguineos, vasos linféticos e tecido
conjuntivo. Para o célculo da relagdo nucleoplasmética (RNP) da célula de Leydig,
foram computados 3.000 pontos projetados especificamente sobre nucleo e
citoplasma de células de Leydig, em imagens capturadas com aumento de 1000
vezes.

O volume dos componentes intertubulares foi estimado a partir do percentual
ocupado por cada um e no volume total do parénquimatesticular. O valor do volume
do parénquima testicular foi obtido subtraindo-se o peso da tunica albuginea do peso
bruto do testiculo. O peso dos diferentes componentes testiculares foi considerado
como volume, uma vez que a densidade volumétrica do testiculo mamifero € de
aproximadamente 1 (1,046) (Johnson et al., 1981).

2.7. Diametro, volume nuclear e nimero de células de Leydig por testiculo

O didmetro nuclear médio (DM) das células de Leydig foi registrado
utilizando-se programa de andlise de imagem Image Pro Plus, com aumento de 1000
vezes. Dez nicleos de células de Leydig foram mensurados em cada animal. Os
nucleos mensurados foram agueles que se mostraram 0s mais circulares possivels e
com a cromatina perinuclear e nucléolos bastante evidentes. O volume individual

meédio das células de Leydig foi calculado através do somatorio do volume nuclear e
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do volume citoplasmatico das mesmas. O volume médio do nucleo foi calculado a
partir da formula 4/30R® onde, R=raio nuclear. Ja 0 volume citoplasmético foi
caculado considerando-se a relacdo nicleoplasmética e 0 volume nuclear desta cdlula,
através daférmula: volume citoplasmatico = % citoplasma x volume nuclear/ % ntcleo.
Para 0 cdculo do numero total de células de Leydig, o volume total destas

céulas foi dividido pelo seu volume individual.

2.8. Analises estatisticas

Andlise de variancia seguida de teste de Duncan (5% de significancia) foi
utilizada para avaliar variagdes dos parametros estudados nos grupos controle e
tratados. Os valores dos parametros estdo representados pelas médias, desvios —

padréo e coeficiente de variagéo.

3. Resultados

Os valores médios da proporcao volumétrica para os nucleos das células de
Leydig ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos com Anemopaegma
arvense e Heteropterys aphrodisiaca. Entretarto, somente os animais tratados com
H. aphrodisiaca nas duas concentrages utilizadas (grupos Il e V) apresentaram
valores estati sticamente maiores agueles observados no grupo-controle (Tab. 1).

Os valores médios da proporcéo volumeétrica para o citoplasma das células de
Leydig no parénquima testicular ndo apresentaram variagOes significativas entre os
animaistratados com A. arvense e com H. aphrodisiaca nas concentracoes utilizadas.
Porém, estes valores foram maiores e estatisticamente significativos apenas quando
comparados com o grupo-controle (Tab. 1).

O valor médio obtido para a propor¢do volumeétrica de vasos sanguineos ndo
diferiu estatisticamente entre 0s grupos.

Os maiores vaores observados para a propor¢cdo volumétrica de vasos
linfdticos foram registrados no grupo-controle. Esta propor¢do ndo diferiu
estati sticamente entre os tratamentos com A. arvense e H. aphrodisiaca. Entretanto,
somente o0s animais tratados com as duas concentracbes de extrato de H.
aphrodisiaca (grupos |11 e V), apresentaram val ores médios estati sticamente menores

aos observados para o grupo-controle (Tab. 1).
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Tab. 1 —Proporcdo volumétrica (%) dos elementos do componente intertubular no
testiculo de ratos Wistar em idade reprodutiva apos tratamento com extratos de raizes
de H. aphrodisiaca e A. arvense

Trata Ndcleo de células Citoplasmade V asos sanguineos Vasoslinféticos Tecido conjuntivo
mentos de Leydig células de Leydig
Grupoll 7,763+0,14 a 20,819+0,75a 20,510+0,74a 45,69+0,46 a 520+0,12ab
cv (1,87) (3,62) (3,64) (1,02) (2,37)
Grupoll 8,626+1,55 ab 24,386+4,37b 19,634+3,04a 42,25+7,71 ab 5,09+0,92a b
cv (17,98) (17,93) (15,52) (18,26) (17,70)
Grupo 11 9,029+0,57 b 25,568+3,23b 20,137+3,67a 39,81+5,56 b 545+0,92a
cv (6,41) (12,65) (18,24) (13,96) (16,90)
Grupo IV 8,786£1,97 ab 24,38615,03b 19,915+3,32a 42,3249,09 ab 457+0,65 b
cv (22,47) (20,64) (16,68) (21,48) (14,25)
Grupo V 9,247+2,08 b 25,219+3,09b 21,232+3,84a 39,33+6,76 b 4,96+0,78a b
cv (22,60) (12,29) (18,11) (17,19) (15,79)

M édias seguidas por letrasiguais nas colunas, ndo diferem significativamente (p< 0,05).

Dados expressos em médias + s.d . CV = coeficiente da variagao.

Grupo | — controle: tratado com 0,5 mL/dia de solucéo salina; Grupo Il - tratado com 0,5 mL/diade
A. arvense (menor concentracéo); Grupo Il — tratado com 0,5 mL/dia de H. aphrodisiaca (menor
concentracdo); Grupo IV — tratado com 0,5 mL/diade A. arvense (maior concentracao) e Grupo V —
tratado com 0,5 mL/diade H. aphrodisiaca (maior concentragao).

O maior valor observado para a proporcdo volumétrica de tecido conjuntivo
foi registrado nos animais tratados com H. aphrodisiaca em sua menor concentragéo
(grupo I11), e o menor foi nos animais tratados com A. arvense em sua maior
concentracdo (grupo 1V). Estes valores médios extremos diferiram significativamente
entre si, porém, ndo foram diferentes entre os demais grupos pesquisados (Tab. 1).

Os vaores médios para o volume de nucleos e citoplasma de células de
Leydig em ambos os testiculos (Tab. 2), foram estatisticamente maiores nos grupos
tratados com H. aphrodisiaca (grupos Il e V), que nos demais grupos, porém, ndo
diferiram significativamente entre si. Para 0S mesmos parametros, os animais
tratados com A. arvense, embora tenham apresentado valores médios superiores ao
grupo-controle, ndo diferiram significativamente deste.

O volume ocupado pelos vasos sanguineos no parénguima testicular, foi
maior nos grupos tratados com H. aphrodisiaca nas duas concentragdes (grupos 11 e
V), embora ndo tenham diferido entre s. Apenas 0 grupo V apresentouse
significativamente maior que os demais grupos (Tab. 2).

Em relacdo ao volume ocupado pelos vasos linféticos, ndo foi encontrada

gualquer ateracdo significativa entre os grupos estudados (Tabela 2).
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Tab. 2 —Volumesdos elementos do intertibulo (mL) apds 56 dias de tratamento com
extratos de raizes de Heteropterys aphrodisiaca e Anemopaegma arvense aplicados a
ratos Wistar em idade reprodutiva

Trata Nucleo de Citoplasma de Vasos Vasos Tecido Total do
mentos célulade célulade sanguineos Linféticos Conjuntivo componente

Leydig Leydig intertubular
Grupol 0,035+0,013a  0,094+0,034a 0,092+0,03 a 0,206+0,07 a 0,023+0,008a  0,451+0,16a
cv (37,19) (37,02 (36,05) (36,55) (37,62 (36,53)
Grupoll  0,040+0,008a  0,114+0,022a 0,092+0,01 a 0,198+0,03 a 0,023+0,004a  0,469+0,03 a
cv (21,31 (29,95) (16,04) (29,61) (17,56) (6,51)
Grupolll  0,054+0,008 b 0,154+0,028 b 0,120+0,02ab  0,238+0,04 a 0,032+0,06 b 0,601+0,07 b ¢
cv (15,63) (18,32) (20,52 (26,77) (20,53) (11,89)
GrupolV  0,042+0,011a  0,117+0,030a 0,095+0,02 a 0,214+0,09 a 0,022+0,05 a 0,491+0,14 b c
cv (27,19) (26,31) (23,53) (42,51) (26,08) (29,72)
GrupoV  0,059+0,015b 0,163+0,039 b 0,137+0,04 b 0,270+0,12 a 0,032+0,010b  0,663+0,20 ¢
cv (25,40) (24,14) (30,04) (44,58) (31,53) (31,38)

M édias seguidas por letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente (p< 0,05).

Dados expressos em médias + s.d . CV = coeficiente da variacéo.

Grupo | — controle: tratado com 0,5 mL/dia de solugdo salina; Grupo Il — tratado com 0,5 mL/diade
A. arvense (menor concentragdo); Grupo Il — tratado com 0,5 mL/dia de H. aphrodisiaca (menor
concentracdo); Grupo IV — tratado com 0,5 mL/diade A. arvense (maior concentragdo) e Grupo V —
tratado com 0,5 mL/diade H. aphrodisiaca (maior concentragéo).

Os vaores referentes a0 volume ocupado pelo tecido conjuntivo no
parénquima testicular foram significativamente maiores nos grupos tratados com H.
aphrodisiaca que nos demais grupos (Tab. 2).

As médias encontradas para o didmetro dos nucleos de células de Leydig nos
grupos tratados foram significativamente maiores que o didmetro médio registrado
nos animais do grupo-controle (Tab. 3). Os grupos tratados com as duas
concentracoes de H. aphrodisiaca (grupos Il e V) apresentaram os maiores valores
registrados para o didmetro nuclear de células de Leydig, sendo que o grupo Ill,
apresentou valor maior que todos os demais grupos, diferindo estatisticamente dos
animais do grupo-controle e também dos grupos Il e IV tratados com as duas
concentracoes de A. arvense. O grupo V ndo diferiu estatisticamente dos demais
grupos tratados (Tab. 3).

A relacdo nucleoplasmética da célula de Leydig ndo foi estatisticamente
diferente entre os grupos estudados.

Os valores médios do volume de uma célula de Leydig foram estatisticamente
maiores nos grupos tratados quando comparados ao grupo-controle. Considerando
somente os animais tratados, observou-se que agueles submetidos aos extratos de H.

aphrodisiaca (grupos Il e V) apresentaram volumes individuais de células de Leydig
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Tab. 3—Diametro do nucleo (um), volume de células de Leydig (mL) e nUmero de
células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo em ratos Wistar, em idade
reprodutiva apds tratamento com extratos de raizes de H. aphrodisiaca e A. arvense

Trata Di&metro do Relacdonu- Volumedeuma N°decélulade  N°decédula Volumetotal
mentos nicleo dacé- cleoplasmética céluladeLeydig Leydig por deLeydig decdlulasde
lulade Leydig (%) (109 testiculo (10°) por/g de Leydig
testiculo (10°)
Grupol 6,59+0,10a 27,17+0,83 a 553+261a 233,4+8345a 81,3280l a 0,129 £ 0,04a
cv (1,58) (3,07) (4,72) (35,74) (34,43 (36,99)
Grupoll 6,91+0,23 b 26,20+2,62 a 6,70+ 1,06 b 235,1+4835 a 80,8+14,76a 0,155+ 0,02a
cv (3,40 (10,00) (15,.86) (20,56) (18,27) (19,27)
Grupollll 7,50+0,07 ¢ 26,28+1,95 a 8,45+ 0,48¢c 246,2+37,81 a 83,1+9,51a 0,208+ 0,03 b
cv (1,00) (7,42) (5,73) (15,36) (11,44) (17,41)
Grupo IV 6,92+0,34 b 26,49+312 a 6,71+1,46b 241,6£56,79 a 79,4+16,67 a 0,159 £ 0,04a
cv (5,02) (11,78) (21,86) (23,50 (20,99) (25,64)
Grupo V 7,22+046bc 2664+329a 7,50+1,20bc 304,8+9369a  954+26,02a 0,222+ 0,05b
cv (6,38) (12,36) (16,03 (30,74) (27,28) (23,29)

M édias seguidas por letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente (p< 0,05).

Dados expressos em médias + s.d. CV = coeficiente davariagao.

Grupo | — controle: tratado com 0,5 mL/dia de solucgéo salina; Grupo Il - tratado com 0,5 mL/diade A.
arvense (menor concentracdo); Grupo Il - tratado com 0,5mL/dia de H. aphrodisiaca (menor
concentragdo); Grupo IV - tratado com 0,5 mL/diade A. arvense (maior concentragdo) e Grupo V -
tratado com 0,5 mL/diade H. aphrodisiaca (maior concentracéo).

superiores aos observados nos grupos tratados com os extratos de A. arvense (grupos
Il e 1V). Aumento estatisticamente significativo foi registrado no grupo Il quando
comparado aos grupos Il e IV, mas a diferenga ndo foi significativa quando este
grupo foi comparado ao grupo V. Os grupos Il e 1V, ndo diferiram significativamente
ente s (Tabela 3).

As médias encontradas para 0 numero de células de Leydig por testiculo ndo
variaram significativamente entre os grupos estudados, porém, o grupo tratado com a
maior concentragdo de H. aphrodisiaca (grupo V), apresertou aumento substancial
(30.59%) em relacdo aos demais grupos (Tab. 3). Comportamento semelhante foi
observado para 0 nimero de células de Leydig por grama de testiculo, onde as
médias encontradas ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas ertre os
grupos estudados, com os animais do grupo V apresentando os maiores valores
registrados para este parametro (Tab. 3).

Os valores observados para o volume total de células de Leydig em ambos 0s
testicul os apresentaram comportamento semelhante ao observado para o diametro do
nicleo e para o volume individua da célula de Leydig, em que os animais
submetidos aos tratamentos com H. aphrodisiaca (grupos Ill e V) apresentaram

maiores valores em relacdo aos demais grupos. Porém neste caso, os resultados
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foram estatisticamente significativos se comparados ao grupo-controle e aos grupos
[lelV (Tab. 3).

4. Discussao

A porcéo enddcrina do testiculo de mamiferos é representada pelas células de
Leydig que juntamente com células conjuntivas, leucdcitos, vasos snglineos e
linfaticos, formam o espaco intertubular ou tecido intertubular. O arranjo e a
proporcdo destes componentes variam nas diferentes espécies de mamiferos e
mantém o nivel de testosterona, principal produto da célula de Leydig, que é duas a
trés vezes maior no fluido intersticial que nos vasos sanguiineos testiculares, e de 40 a
250 vezes maior que no sangue periférico (Sharpe, 1994).

Durante o desenvolvimento testicular, mais precisamente na puberdade, e
durante a recrudescéncia testicular em animais sazonais, a célula de Sertoli, principal
reguladora do processo espermatogénico, deixa de ser modulada unicamente pelo
horménio foliculo estimulante (FSH) para ser modulado pela testosterona (Means et
a., 1976; Jegou et al., 1983; Sharpe, 1994). Assm, como preparacdo para esta
substituicdo, as células de Leydig devem ser numeérica e fisiologicamente adequadas
para dar suporte a0 novo requerimento de testosterona, apesar do FSH parecer
influenciar diretamente no desenvolvimento desta populacdo celular (Sharpe, 1994).

Os animais utilizados no presente experimento foram animais em idade
reprodutiva. Desta forma, ja apresentavam estabel ecidas as populacdes de células de
Leydig requeridas para o pleno funcionamento do processo espermatogénico. O
extrato de H. aphrodisiaca (grupos Il e V) influenciou significativamente a
proporcdo volumétrica (grupo 111) e o volume total de tecido intertubular (grupo V)
em relacéo aos demais grupos. Com excegdo do volume de vasos linfaticos, todos os
demais componentes do tecido intertubular responderam de maneira significativa ao
tratamento com H. aphrodisiaca.

Além do ja conhecido controle endécrino através do eixo hipotdlamo-
hipofise-testiculo, um elaborado sistema de comunicacéo intercelular é desenvolvido
no testiculo para assegurar o perfeito funcionamento do processo espermatogénico
(Roser, 2000). Assim, as céulas envolvidas direta ou indiretamente na producéo dos
gametas masculinos como células de Sertoli, células germinativas, células de Leydig,

células midides peri-tubulares e leucdcitos mantém um sistema autécerino/parécrino
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gue modula esta intrincada rede de interacdo celular, que € fundamental para o
perfeito funcionamento do testiculo (Schlatt, 1997). A contribuicdo da célula de
Leydig na comunicacdo parécrina no testiculo envolve a producdo de grande
guantidade de substancias (Lejeune et a., 1997; Roser, 2000).

Inimeros fatores podem influir na quantidade de células de Leydig por
animal, dentre os quais podem ser destacados a quantidade de LH disponivel, o
nimero de receptores de LH por célula, a quantidade de testosterona que a célula de
Leydig é capaz de secretar em um dado tempo, a velocidade pela qua a testosterona
deixa o testiculo por meio de vasos linfaticos, vasos sangtiineos e fluido seminal, o
volume sangliineo do animal, e a taxa de metabolismo da testosterona (Russell et al.,
1994; Russdll, 1996).

Estudos correlacionando estrutura e funcéo das células de Leydig em varias
espécies de mamiferos mostraram que, variagdes na secrecdo de testosterona,
resultam mais da capacidade individual desta célula em secretar andrégeno do que de
diferencas do volume total das mesmas no testiculo (Ewing et al., 1979). Para Zirkin
et a. (1980), a capacidade produtiva da célula de Leydig est4 altamente associada
com a quantidade de reticulo endoplasmatico liso presente na célula de Leydig.
Porém, Castro et a. (2002) descrevem, que em coelhos existe uma correlacdo
altamente significativa do percentual volumétrico do nicleo e do nimero de células
de Leydig por grama de testiculo, com o0s niveis plasméticos e testiculares de
testosterona.

No presente trabalho, os animais tratados com H. aphrodisiaca apresentaram
propor¢bes volumétricas de nucleos e de citoplasama de células de Leydig
significativamente maiores que nos animais do grypo-controle. A proporcéo
volumétrica total das células de Leydig no testiculo dos animais tratados com ambas
as plantas foi dignificativamente maior que o controle o que refletiu em um
comportamento semelhante para o volume total ocupado pelas células de Leydig nos
testiculos, porém de forma significativa apenas nos grupos tratados com
H. aphrodisiaca. Uma vez que o nimero total de células de Leydig por testiculo e
por grama de testiculo ndo variou estatisticamente entre os grupos estudados, o
aumento volumétrico descrito s6 se justifica com a hipertrofia individual destas
células, 0 que foi constatado estatisticamente, tanto entre os grupos tratados com A.
arvense e H. aphrodisiaca quanto destes com o grupo-controle. Esta hipertrofia

ocorreu significativamente para o volume individual e didmetro nuclear de células de
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Leydig. De acordo com Castro et al. (2002), o volume nuclear da célula de Leydig
esta atamente correlacionado com o nivel de testosterona testicular e plasmético.
Assim, pode-se supor que principalmente nos animais tratados com H. aphrodisiaca,
0s niveis plasmético e testicular de testosterona apresentemse mais elevados que no
grupo-controle.

Estudos com Barleria prionitis mostraram que o extrato da raiz dessa planta é
capaz de reduzir significativamente a area do nucleo e citoplasma das células de
Leydig de ratos abinos, o que segundo tais estudos poderiam indicar que a baixa
producdo de androgenos interferiu na fertilidade dos animais (Gupta et al., 2000). O
mesmo foi encontrado em estudos com extrato das folhas de Colebrookia
oppositifolia (Gupta et al., 2001). O didmetro nuclear das células de Leydig de ratos
tratados com extrato de Abrus precatorius reduziu com o tempo de tratamento
(Sinha, 1990), e o de ratos tratados com piperinag, reduziu com o aumento da dose
administrada (Malini et a., 1999).

5. Conclusdes

Extratos das raizes das espécies Heteropterys aphrodisiaca e Anemopaegma
arvense, administradas cronicamente a ratos Wistar adultos, em duas dosagens
distintas, por meio de gavagem, influenciaram significativamente os aspectos
guantitativos e morfologicos do espaco intertubular. Assim, a proporcéo volumétrica
do citoplasma das células de Leydig, o didmetro nuclear e o volume de uma célula de
Leydig aumentaram em relacdo ao grupo-controle. Entretanto, a proporcdo
volumétrica do nucleo de células de Leydig, os volumes do nucleo e do citoplasma
das células de Leydig, o volume total dessas células, bem como o volume de tecido
conjuntivo, apresentaram-se maiores somente nos animais tratados com Heteropterys
aphrodisiaca nas duas concentragOes utilizadas. Por outro lado, os valores obtidos
para proporcéo de vasos linfaticos apresentaram-se significativamente menores nos
dois grupos tratados com extratos de Heteropterys aphrodisaca em relacdo ao
grupo-controle. Portanto, Heteropterys aphrodisiaca e Anemopaegma arvense foram

capazes de produzir efeitos positivos na maioria dos parametros avaliados.
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2. CONCLUSOES GERAIS

Extratos de raizes das espécies Heteropterys aphrodisiaca e Anemopaegma
arvense, administrados cronicamente a ratos Wistar adultos, em duas dosagens
distintas, por melo de gavagem influenciaram significativamente aspectos
biométricos corporais e quantitativos do paréngquima testicular, quando comparados

com o grupo-controle.

1-0O peso corporal apresentorse maor nos animais tratados com
Heteropterys aphrodisiaca, € no grupo de animais tratados com maior concentracéo

de Anemopaegma arvense.

2 - O peso dos testiculos e do parénquima testicular aumentou em todos 0s
tratamentos, porém de forma mais acentuada, nos animais tratados com a maior

concentracéo de Heteropterys aphrodisiaca.

3 - A espessura do epitélio seminifero e o didmetro tubular aumentaram em

todos os tratamentos em relagdo ao grupo-controle.

4 - A proporcdo volumeétrica do citoplasma das células de Leydig, o didmetro
nuclear e o volume de uma célula de Leydig aumentaram em relagdo a0 grupo-

controle em todos os grupos, em ambas as concentragoes utilizadas.
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5- A proporcéo volumétrica de células de Leydig e os volumes do nucleo e
do citoplasma dessas células apresentaram aumentos mais acentuados nos animais
tratados com Heteropterys aphrodisiaca nas duas concentracdes utilizadas, quando

comparados com os animais do grupo-controle.

6 - Os produtos obtidos das raizes das espécies Heteropterys aphrodisiaca e
Anemopaegma arvense promoveram aumentos na maioria dos parametros analisados,
sendo mais expressivos nos animais submetidos ao extrato de Heteropterys

aphrodisiaca.
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