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RESUMO

MATTA, Ana Paula de Lima Florentino, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, julho de
2008. Efeitos do extrato aquoso da raiz de Ouratea semiserrata (Mart.) Engl.
(Ochnaceae) sobre os testiculos de camundongos Suigos adultos. Orientador: Sérgio
Luis P. da Matta. Co-Orientadores: Tarcizio Antonio Régo de Paula e Jodo Paulo Viana
Leite.

A utilizagdo de plantas com a¢do afrodisiaca ¢ uma pratica que tem aumentado nos
ultimos anos, o que desperta o interesse de pesquisadores em investigacdes fitoquimicas,
farmacolégicas e clinicas. Ouratea semiserrata ¢ utilizada popularmente como adstringente,
antiinflamatoria e estimulante sexual. Neste trabalho, buscou-se avaliar os efeitos do extrato
aquoso da raiz de O.semiserrata (EAROS) sobre a biometria corporal e testicular, tibulos
seminiferos e elementos intertubulares dos testiculos de camundongos adultos, sendo o
extrato também submetido a prospeccdo fitoquimica e a quantificacdo de compostos
fenodlicos. Foram utilizados 27 animais, sendo um grupo controle (G1), que recebeu agua
destilada e dois que receberam o EAROS nas concentracdes de 750 (G2) e 1500 (G3) mg/Kg
de peso corporal. A prospecgdo fitoquimica por cromatografia em camada delgada revelou a
presenga de triterpenos/esterdides, flavondides, 6leos essenciais e taninos. Os teores de
polifendis totais, proantocianidinas e flavondides na raiz da planta foram 3,57%; 2,07% e
0,11%, respectivamente. Sugere-se que o potencial afrodisiaco do EAROS, provavelmente
esteja relacionado com a presenca de flavondides e proantocianidinas, compostos com
atividade vasodilatadora. O tratamento em ambas as concentra¢des do extrato ndo interferiu
de forma significativa na biometria corporal e testicular ¢ na morfometria tubular, sugerindo
auséncia de alteragcdes no processo espermatogénico e de toxicidade da raiz. Houve reducdo
na propor¢ao volumétrica e no volume de tecido conjuntivo em ambos os grupos tratados. A
maior concentragdo do extrato promoveu aumento no diametro e volume nuclear de Leydig, e
diminui¢do na propor¢ao de macréfagos e no volume de vasos sanguineos. As alteragdes no
volume e didmetro nuclear de Leydig podem estar associadas com aumento nos niveis de
testosterona, provavelmente, ndo o suficiente para atuar sobre os pesos dos Orgdos

reprodutivos testosterona-dependentes.
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ABSTRACT

MATTA, Ana Paula de Lima Florentino, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, July, 2008.
Effects of aqueous extract from Ouratea semiserrata (Mart.) Engl. (Ochnaceae) root
on Swiss adult mice testes. Adviser: Sérgio Luis P. da Matta. Co-Advisers: Tarcizio
Antonio Régo de Paula and Jodo Paulo Viana Leite.

The utilization of plants with aphrodisiac action is a practice that has been increasing in
the last years, a fact that awakes the interest of researchers from phytochemical,
pharmacological and clinic investigations. Ouratea semiserrata is popularly used as
astringent, anti-inflammatory and sexual stimulator. In this study, the goal was to evaluate the
effects of aqueous extract from roots of O. semiserrata (AEROS) over the body and testicular
biometry, seminiferous tubule and intertubule components of adult mice testes, also the
extract being subjected to phytochemical prospection and the quantification of phenolics
compounds. Twenty seven animals were used, divided into a control group (G1), which
received distilled water, and two groups that received AEROS in the concentrations of 750
(G2) and 1500 (G3) mg/kg of body weight. The phytochemical prospection by thin layer
chromatography revealed the presence of triterpenes/steroids, flavonoids, essential oils and
tannins. The content of total polyphenols, proanthocyanidins, and flavonoids in the plant root
were 3.57%, 2.07% e 0.11%, respectively. It is suggested that AEROS aphrodisiac potential is
probably related to the presence of flavonoids and proanthocyanidins, compounds with
vasodilatation activity. The treatment in both extract concentrations interfered in no
significant way into body and testicular biometry and tubular morphometry, suggesting
absence of alterations in the spermatogenic process and root toxicity. A reduction in volume
proportion and connective tissue volume in both groups treated was present. The highest
extract concentration promoted an increase in Leydig nuclear diameter and volume, and a
decrease in macrophage proportion and blood vessels volume. Alterations in Leydig nuclear
diameter and volume may be associated to increased levels of testosterone, probably, not

enough to act over this testosterone-dependent reproductive organs weight.
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INTRODUCAO GERAL

1. Fitoterapia

A utilizagao de plantas na cura de doengas ¢ uma pratica relacionada aos primordios
da medicina e fundamentada no acimulo de informacdes através de sucessivas geragoes. No
Brasil, a utilizacdo obteve sua oficializagdo através da Farmacopéia Brasileira em 1929. Em
paises como Alemanha, China e Franca este recurso representa cerca de 25% do arsenal
terap€utico. Nos paises em desenvolvimento (75% da populagdo mundial), o percentual chega
a 80% deste arsenal (Castro et al., 2005). A fitoterapia tende a se apresentar como uma forma
bastante vantajosa de tratamento e esta nos dias de hoje, voltando a ser um método terapéutico
muito procurado, a exemplo do que era feito antes do aparecimento profuso dos
medicamentos convencionais (Chieregatto, 2005).

Capasso et al. (2000), relataram alguns dos fatores que tem promovido o aumento do
uso de ervas medicinais e, dentre eles, estd o aparecimento de novas doencgas para as quais
ainda ndo ha qualquer tratamento apropriado, além da convicg¢do de que remédios derivados
de ervas sdao inocuos e superiores as drogas convencionais € a atencao especial que
movimentos ecoldgicos ddo para ervas medicinais em paises ocidentais. Paralelamente ao
crescente interesse da sociedade pelas plantas medicinais, tornam-se importantes e necessarios
estudos criteriosos para que haja comprovacao de seus efeitos terapéuticos e farmacologicos,
e possiveis efeitos colaterais e/ou toxicos (Gomes, 2007).

A verificagdo da toxicidade de uma planta depende principalmente de experimentos
em animais, apesar destes nem sempre reproduzirem a toxicidade em seres humanos, ou de
relatos sobre intoxicagdes acidentais (Schenkel et al., 2002). Vale ressaltar, contudo, que os
relatos podem nao vir acompanhados de informagdes quanto a quantidade ou a parte da planta
ingerida, ou ainda quanto a sua identificacdo através de nomes cientificos. Além disso, as
substancias toxicas podem estar limitadas a uma estacdo do ano ou a certas condi¢des
ambientais. Ndo ¢ surpreendente que muitas plantas acumulem substincias de elevada
toxicidade, j4 que uma das fungdes dos metabolitos secundarios é promover a defesa do
individuo contra potenciais predadores.

Além dos estudos toxicologicos, a analise fitoquimica preliminar ¢ importante quando
ndo se dispde de estudos quimicos sobre a espécie de interesse, podendo indicar os grupos de
metabolitos secundarios relevantes. Caso o interesse seja restrito a uma classe especifica de

constituintes, ou as substancias responsaveis por certa atividade bioldgica, a investigagdo



devera ser direcionada para o isolamento e a elucidagdo estrutural das mesmas (Falkenberg et
al., 2002).

Como idéia primordial, a utilizagdo de fitoterapicos na medicina humana aumentaria a
opcao terapéutica dos profissionais de satude, oferecendo medicamentos equivalentes, também
registrados, talvez mais baratos e com espectros de agdo mais adequados (Lapa et al., 2002).
Este quadro ndo sé incrementaria a utilizacdo por parte da populacdo mais carente, como
também poderia incentivar parcerias com prefeituras e com laboratorios nacionais (Gomes,
2007).

Associado a esses objetivos, tem-se a valorizacdo e o uso pleno da heranca da
medicina popular, com estimulos e financiamentos de estudos para desenvolvimento da
industria farmacéutica local. Naturalmente estas pesquisas devem ser acompanhadas de
medidas conservacionistas, de modo que a utilizagdo das plantas seja racional e sustentavel,

diminuindo o extrativismo predatdrio e assegurando sua disponibilidade a futuras geracdes.

2. Terapia da Estimulagio Sexual

A disfungdo erétil ¢ definida como a inabilidade para se alcangar ou manter uma
erecdo, inabilidade de ejacular, ou a associagdo destes fatores (Ogah, 1999). Trata-se de uma
doenca séria que ocorre de 10% a 52% dos homens sexualmente maduros, podendo resultar
de prejuizos neurologicos, fisioldgicos, hormonais, arterial ou cavernoso, ou da combinagao
destes fatores (Tharakan e Manyam, 2005). Outros estudos epidemioldgicos indicam que a
disfungdo erétil ¢ um problema universal do envelhecimento dos machos, e tem sido estimado
que por volta de 2025 ele afete aproximadamente 350 milhdes de homens no mundo todo
(Ayta et al., 1999), mas com apenas 20% deles buscando tratamento (Aversa e Fabbri, 2001).
A utilizagdo de plantas medicinais para resolver o problema é geralmente vista como uma
solucdo facil e rapida, porém, a maioria delas, ndo foi ainda submetida a testes cientificos
rigorosos, sendo sua qualidade e aplicabilidade, questionadas.

Segundo Sandroni (2001), os afrodisiacos podem ser classificados pelo seu modo de
acdo, em trés tipos: aqueles que aumentam a libido (1), a poténcia (2) ou o prazer sexual (3),
sendo que alguns podem exercer mais de uma fun¢do ao mesmo tempo. Como exemplo, o
autor cita o Sildenafil (Viagra), que produz erecdo, providencia a satisfagdao sexual, mas sem
afetar a libido.

Entre as espécies vegetais utilizadas como afrodisiacos podem ser citadas: Salvia
haematodes (Islam et al., 1991), Catha edulis (Taha et al., 1995), Trichopus zeylanicus
(Subramoniam et al., 1997), Turnera diffusa e Pfaffia paniculata (Arletti et al., 1999),



Tribulus terrestris (Adaikan et al., 2000), Lepidium meyenii (Zheng et al., 2000; Cicero et al.,
2002; Gonzales et al., 2002) além de Heteropterys aphrodisiaca e Anemopaegma arvense
(Chieregatto, 2005). Em Cuiaba-MT, assim como em outras cidades brasileiras, existem
muitas casas de comercializacdo de produtos naturais, em que se encontram pelo menos uma
secdo especifica a comercializagao de plantas ou principios delas extraidos relacionados a
acdo afrodisiaca. Geralmente, informagdes sobre a eficacia, modo de preparo e dosagem, vem
de comunidades tradicionais que, ao longo dos anos utilizam essas espécies e as indicam para
melhorar o desempenho e a qualidade da vida sexual (Ghieregatto, 2005). Em muitos desses
casos, ocorre o chamado efeito placebo, um tratamento inerte, que em se tratando, por
exemplo, de uma de planta medicinal indicada, apresenta efeitos terapéuticos devido aos
efeitos fisiologicos da crenga da pessoa que esta usando.

A busca de novos estimulantes, assim como do conhecimento do modo de acdo
daqueles ja largamente utilizados na medicina tradicional, oferece fortes indicativos para
investigacoes cientificas, o que desperta o interesse de pesquisadores na realizagdo de estudos

em torno do tema.

3. O Testiculo

O testiculo ¢ um o6rgao complexo, produtor de espermatozdides e androgenos, que
mantém as fungdes reprodutivas e as caracteristicas sexuais secundarias. As células
germinativas formam os espermatozdides no processo espermatogénico, enquanto as células
somaticas sdo o suporte para ambas as func¢des (Russell e Franga, 1995).

Esse orgao ¢ envolvido pela albuginea, uma espessa capsula de tecido conjuntivo
denso que emite septos para o interior do orgdo até a regido do mediastino, dividindo o
testiculo em 16bulos. Nos mamiferos, o testiculo ¢ dividido em dois compartimentos: o
intertubular ou intersticial, também chamado de espaco intertubular, ¢ o compartimento de
tabulos seminiferos (Russell et al., 1990). Os tubulos constituem a maior parte do testiculo,
ocupando, na maioria dos mamiferos, de 70% a 90% do parénquima testicular (Franca e
Russell, 1998; Godinho, 1999). Eles formam algas bastante contorcidas, as quais possuem
suas duas extremidades conectadas a rede testicular, que se encontra localizada numa regiao
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 tabulos seminiferos sdo desprovidos de vascularizacdo ou inervacdao sendo
constituidos por tunica propria, epitélio seminifero e lume. A tinica propria reveste o tubulo

externamente, sendo composta de células midides e elementos acelulares, como fibras



colagenas e a membrana basal. As células miodides sdo contrateis, sendo responsaveis pela
movimentagdo de fluidos e propulsdo dos espermatozodides através do lume tubular. No
epitélio seminifero sdo encontradas as células germinativas origindrias e as células de Sertoli
(Russell et al., 1990).

Juntamente com as células miodides, as células de Sertoli elaboram a membrana basal
que serve de suporte estrutural para ela e para as células germinativas que se encontram na
porcdo basal do epitélio seminifero. As células de Sertoli, através de jun¢des de oclusdo,
dividem o epitélio seminifero em dois ambientes: o ambiente basal, onde se localizam as
espermatogonias e os espermatdcitos primarios na fase inicial da profase meiodtica (pré-
leptotenos), e o ambiente adluminal, no qual se encontram os espermatdcitos primarios a
partir da fase de zigdteno, espermatdcitos secunddrios e espermatides. Desta forma, o
ambiente adluminal estd totalmente sob o controle das células de Sertoli, propiciando um
microambiente isolado e imunologicamente protegido, essencial para o desenvolvimento do
processo espermatogénico (Russell et al., 1990; Setchell, 1991; Poccia, 1994; Sharpe, 1994).
Um terceiro ambiente € criado transitoriamente quando ocorre a mudanga do preleptoteno do
ambiente basal para o adluminal. A célula geralmente encontrada nesse local transitério ¢ o
espermatocito primario, na fase de leptoteno (Russell et al., 1990). Além das funcdes ja
citadas da célula de Sertoli, ela também ¢ responsavel pela manutengdo da integridade do
epitélio seminifero, secreta fluido para formar o lume tubular, participa do processo de
espermiacgdo, realiza fagocitose, permite a movimentacdo de células no epitélio, secreta
proteinas e regula o ciclo espermatogénico através das jungdes com as demais células, dentre
outras funcgdes.

No espaco intertubular encontram-se células de Leydig, vasos sangiiineos e linfaticos,
nervos ¢ uma populacdo celular varidvel, constituida principalmente de fibroblastos,
macrofagos e mastocitos (Russell et al.,, 1990; Setchell, 1991). Ratos e camundongos
apresentam um padrdo de intertubulo em que as cé¢lulas de Leydig estdo associadas a vasos
sanguineos e rodeadas pelo fluido linfatico (Fawcett et al., 1973).

Segundo Russell et al. (1990), o processo espermatogénico pode ser dividido em trés
fases baseado em consideragdes funcionais: 1) fase proliferativa ou espermatogonial, na qual
as espermatogonias sofrem sucessivas divisdes mitoticas, 2) fase meidtica ou
espermatocitogénica, na qual o material genético ¢ recombinado e segregado, onde cada
espermatocito da origem a 4 espermatides e 3) fase de diferenciacdo ou espermiogénica em
que espermatides se transformam em células especializadas estruturalmente e

bioquimicamente para alcancgar e fertilizar o ovocito, os espermatozoéides.



Este processo ¢ controlado por duas principais regulacdes: enddcrina (LH ¢ FSH da
hipofise) e comunicacdes intercelulares locais, através de efetores pardcrinos tais como
testosterona, fatores de crescimento ¢ citocinas (Weinbauer ¢ Wessels, 1999; Fiorini et al.,

2004).

4. Células de Leydig

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

Duas populacdes distintas de células de Leydig sdo responsaveis pelos periodos de
esteroidogénese testicular: durante o periodo fetal-neonatal (células do tipo fetal) e no adulto
(células do tipo adulto), que diferem em sua morfologia, produ¢do hormonal, regulagdo
paracrina e fungdes fisiologicas (Colleta e Carvalho, 2005). Segundo estes autores, a
producdo ativa de testosterona inicia-se durante o periodo fetal e ¢ essencial para a
diferencia¢do masculina normal.

Apesar de existir grande variacdo entre as diversas espécies quanto a proporcao
volumétrica (%) dos diferentes componentes do compartimento intertubular, de maneira geral
a célula de Leydig ¢ o tipo celular mais abundante neste compartimento (Godinho, 1999).

Nos testiculos dos mamiferos, as células de Leydig sintetizam androgenos que
incluem a testosterona e¢ a diidrotestosterona. A testosterona ¢ requerida em altas
concentragdes nos testiculos a fim de sustentar a espermatogénese nos tibulos seminiferos,
promover a diferenciagdo do trato genital masculino, além de promover e manter os caracteres
sexuais secundarios. Particularmente, a diidrotestosterona ¢ responsavel pela manutencdo
funcional das glandulas sexuais acessorias ¢ do epididimo (Luke e Coffey, 1994; Fan e
Robaire, 1998; Goyal et al., 1999). A sintese de testosterona ¢ controlada por hormonios
produzidos pela hipofise, mais especificamente o hormdnio luteinizante (LH) e o hormonio

foliculo estimulante (FSH) (Colleta e Carvalho, 2005).

5. Metabolitos secundarios: importancia
Metabolitos secundarios sdao substancias cuja producao e acumulacao estao restritas a
um numero limitado de organismos, sendo a bioquimica e o metabolismo correspondente,

especificos e Unicos, sendo caracterizados como elementos de diferenciacdo e especializacao.



Estes produtos, embora ndo necessariamente essenciais para o organismo produtor, garantem
vantagens para sua sobrevivéncia e para a perpetuacao de sua espécie, e por serem fatores de
interacdo entre organismos apresentam atividades bioldgicas interessantes (Santos, 2002). O
reino vegetal ¢ o que tem contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de
metabolitos secundarios, muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicagdes
como medicamentos, cosméticos, alimentos, agroquimicos, dentre outras (Pinto et al., 2002).
Do ponto de vista farmacéutico, o maior interesse deriva principalmente do grande numero de
substancias farmacologicamente importantes (Santos, 2002).

Alguns exemplos podem ser citados quanto a utilizacdo de flavondides, taninos, 6leos
essenciais e triterpenos. Medicamentos contendo flavonodides sdo indicados para tratamento
de doencas circulatorias, hipertensdo, agindo também como cofator da vitamina C. Outras
pesquisas sugerem que alguns flavondides possam ter ag¢do anticancerosa consideravel,
podendo ser agentes antivirais, anti-hemorragicos entre outros abordados (Zuanazzi, 2002).

Com relacao aos taninos, a importancia de extratos ricos desse composto, ou mesmo
taninos puros t€m sido demonstrada em testes in vitro, podendo ser citadas agdo antitumoral
(Okuda et al., 1989), bactericida e fungicida (Scalbert, 1991) e antiviral (Okuda et al., 1993).
Sao também importantes no processo da cura de feridas, queimaduras e inflamagdes através
da formagao de uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ ou polissacarideo) sobre
a pele ou mucosa danificada (Mello e Santos, 2002).

Os oleos essenciais sdo mais utilizados nas 4reas de alimentos (condimentos
aromatizantes de alimentos e bebidas) e cosméticos (perfumes e produtos de higiene), mas
suas propriedades farmacologicas sdo relativamente bem estabelecidas. Dentre elas, agdo
cardiovascular, sobre o sistema nervoso central, anestésica local, anti-séptica e
antiinflamatoéria (Simdes e Spitzer, 2002).

Como exemplo da utilizagdo de triterpeno cita-se a azadiraquitina, um fagorrepelente
isolado de Azadirachta indica e Melia azedarach, muito ativo sobre Schistocerca gregaria, o
gafanhoto do deserto. Os fagorrepelentes geralmente agem sobre o sistema nervoso central
dos insetos e sdo especificos para determinadas espécies (Pinto et al., 2002).

Em funcdo da importancia de varios metabolitos secundarios, particularmente na area
farmacéutica, o estudo de sua biogénese, regulagdo, bem como as pesquisas fitoquimicas nas
espécies vegetais tem aumentado e se tornado um dos campos da Farmacognosia de grande

relevancia (Santos, 2002).



6. Ouratea semiserrata (raiz de bugre)

A familia Ochnaceae ¢ constituida por plantas tropicais, distribuidas em 40 géneros,
dos quais 600 espécies tém sido identificadas na América do Sul (Daniel et al., 2007).
Investigacdes quimicas do género Ouratea t€ém levado ao isolamento de diversos flavonoides
(Velandia et al., 1998), biflavondides (Moreira et al., 1994; Moreira et al., 1999; Velandia et
al., 2002; Felicio, 2004; Daniel et al., 2005) ,triterpenos (Mbing et al., 2003; Estevam et al.,
2005) e proantocianidinas (Valadares et al., 2003).

Ouratea semiserrata (Mart.) Engl. (Ochnaceae), conhecida na medicina popular como
raiz de bugre, ¢ uma espécie arbustiva, ocorrente nas regioes de savanas brasileiras (Valadares
et al., 2003). E utilizada popularmente como adstringente, antiinflamatoria (McNeill e
Jurgens, 2006) e como estimulante sexual. Outras espécies de Ouratea sdo utilizadas
popularmente como tdnico e adstringente (O. castanaefolia, O. parviflora), como
antiinflamatério e em doengas da pele (O. parviflora) e para tratar doengas gastricas (O.
spectabilis) (Felicio et al., 1995; Valadares et al., 2003).

O estudo fitoquimico das folhas de O. semiserrata levou ao isolamento do diterpeno
acido ent-16a,17B-diidroxicauran-19-6ico e da madeira desta espécie foram isoladas duas
isoflavonas cloradas: 6,8,3’-tricloro-4’,5-diidroxi-7-metoxiisoflavona e 6,8,3”,5’-tetracloro-
4’,5-diidroxi-7-metoxiisoflavona (Velandia et al., 1998).

Estudos relacionados a vasodilatacdo em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina
mostram atividade vasodilatadora significativa do extrato de caules de O. semiserrata em
relacdo a outras espécies do género (Valadares et al., 2003). Produtos naturais de diversas
classes sdo descritos por apresentar atividade vasodilatadora in vitro, incluindo flavondides,
proantocianidinas e alcaloides (Herrera et al., 1996; Ambriambeloson et al., 1998; Valadares
et al., 2003). Uma vez que o modo de ag¢do de algumas substancias que aumentam a poténcia
sexual, ocorre geralmente através da inducdo da vasodilatagdo dos corpos cavernosos
(Sandroni, 2001) associado a caréncia de informagdes sobre a quimica dessa espécie, torna-se
indispensavel a realizagdo de andlises fitoquimicas qualitativas e quantitativas, para
posteriormente, inferir seus possiveis efeitos medicinais. Apesar de a raiz ser utilizada
popularmente como estimulante sexual, nenhum trabalho foi encontrado relacionando seus

efeitos sobre a morfometria testicular.



7. Objetivos:

Neste trabalho, objetivou-se analisar os efeitos do extrato aquoso da raiz de Ouratea
semiserrata (EAROS) sobre os testiculos de camundongos adultos, avaliando, qualitativa e
quantitativamente, através de andlises histométricas, possiveis implicagdes no processo
espermatogénico, bem como nas estruturas testiculares quanto a (ao):

e indices gonadossomatico (IGS), tubulossomatico (ITS) e Leydigossomatico (ILS);

¢ Propor¢do volumétrica e volume de tiibulos seminiferos, tecido intertubular e seus
componentes;

¢ Diametro tubular e altura do epitélio seminifero;

e Comprimento total dos tibulos seminiferos (CTT) e comprimento por grama de
testiculo (CT/g);

e Diametro nuclear da célula de Leydig;

e Numero total de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo;

¢ Volume nuclear, citoplasmatico e celular de Leydig.

Ouratea semiserrata foi também submetida a analise fitoquimica qualitativa para
testar a presenca de:

e Flavonoides;

e Alcalobides;

e Cumarinas;

e Saponinas;

e Glicosidios cardiotdnicos;

e Triterpenos/esterdides;

e Oleos essenciais;

¢ Taninos.

Posteriormente, buscou-se quantificar os teores de:

e Polifendis totais;

e Proantocianidinas;

e Flavonoides.
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Artigo 1
Efeitos do extrato aquoso da raiz de Ouratea semiserrata (Mart.) Engl. (Ochnaceae)

sobre a biometria corporal e testicular de camundongos Suicos adultos

RESUMO

O emprego de plantas com a¢do afrodisiaca na medicina popular oferece fortes
indicativos para investigagdes fitoquimicas, farmacoldgicas e clinicas, a fim de se conhecer
seus constituintes quimicos e avaliar os riscos e beneficios de sua utilizagdo. Ouratea
semiserrata (Mart.) Engl. (Ochnaceae) ¢ uma espécie utilizada na medicina popular brasileira
como adstringente, antiinflamatoria e estimulante sexual. No presente trabalho, buscou-se
avaliar o efeito do extrato aquoso da raiz de O. semiserrata (EAROS) sobre o a biometria
corporal e testicular de camundongos adultos. Estes pardmetros sdo indicativos primarios
sobre possiveis alteragdes na atividade espermatogénica, na disponibilidade de testosterona ou
de toxicidade da planta, através do peso dos oOrgdos. O extrato também foi submetido a
prospeccdo fitoquimica e quantificacio de compostos fendlicos. Foram utilizados
camundongos machos, sendo um grupo controle (G1), que recebeu adgua destilada, e dois que
receberam o EAROS nas concentragdes de 750 (G2) e 1500 (G3) mg/kg de peso corporal. A
prospeccao fitoquimica por cromatografia em camada delgada revelou a presenga de
triterpenos/esteroides, flavondides, 6leos essenciais e taninos. Os teores de polifendis totais,
proantocianidinas e flavonoides na raiz da planta foram 3,57%; 2,07% e 0,11%,
respectivamente. O tratamento com EAROS ndo influenciou de forma significativa a
biometria corporal e testicular dos animais, ndo sendo observadas variagdes no peso dos
orgdos analisados que indicassem comprometimento do processo espermatogénico, na

disponibilidade de testosterona, ou na toxicidade da planta.

Palavras-chave: Ouratea semiserrata, reproducéo, testiculo, glandulas anexas reprodutivas.
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1. INTRODUCAO

Por séculos, as plantas tém sido difundidas por suas propriedades medicinais em varias
partes do mundo (McNeill e Jurgens, 2006). Cerca de 25 mil espécies vegetais sdo utilizadas
na preparacao de remédios da medicina popular, em geral, calcula-se que menos de 5% dessas
plantas tenha sido objeto de algum tipo de estudo farmacologico (Rodrigues et al., 2000).

Investigacdes quimicas do género Ouratea tém levado ao isolamento de diversos
flavonoides (Velandia et al., 1998), biflavonoides (Moreira et al., 1994; Moreira et al., 1999;
Velandia et al., 2002; Felicio et al., 2004; Daniel et al., 2005), triterpenos (Mbing et al., 2003;
Estevam et al., 2005) e proantocianidinas (Valadares et al., 2003). Alguns membros deste
género sao extensivamente usados na medicina tradicional em tratamentos de disenteria,
diarréia, reumatismo e doencas gastricas (Mbing et al., 2006). Ouratea semiserrata (Mart.)
Engl. (Ochnaceae), conhecida na medicina popular como raiz de bugre, ¢ uma espécie
arbustiva, ocorrente nas savanas brasileiras (Valadares et al., 2003), sendo utilizada
popularmente como adstringente, antiinflamatoria e como estimulante sexual (McNeill e
Jurgens, 2006).

As plantas utilizadas como afrodisiacas tém ocupado lugar de destaque na medicina
popular, o que desperta o interesse de pesquisadores na busca da desmistificagao ou validacao
da sua aplicabilidade. Dentre as espécies citadas encontram-se Salvia haematodes (Islam et
al., 1991), Catha edulis (Taha et al., 1995), Trichopus zeylanicus (Subramoniam et al., 1997),
Turnera diffusa e Pfaffia paniculata (Arletti et al., 1999), Tribulus terrestris (Adaikan et al.,
2000), Lepidium meyenii (Zheng et al., 2000; Cicero et al., 2002; Gonzales et al., 2002),
Heteropterys aphrodisiaca e Anemopaegma arvense (Chieregatto, 2005).

O potencial afrodisiaco de uma planta medicinal nem sempre esta relacionado com
aumento da producdo espermdtica ou da disponibilidade de andrégenos. Niveis de
testosterona circulante sdo requeridos para manter a fungdo testicular e de 6rgdos sexuais
acessoOrios e, por isso, variagdes no peso testicular, prostatico, da glandula vesicular e do
epididimo podem indicar alteragdes nos niveis deste hormonio (Gupta et al., 1993; Lohiya e
Ansari, 1999; Chauhan et al., 2007). A producdo espermatica, estimulada pela testosterona, ¢
diretamente correlacionada com o peso testicular (Amann, 1970). O fato de uma planta, usada
popularmente como estimulante, ndo apresentar agdao sobre as células testiculares produtoras
de hormonio, ndo significa auséncia de potencial afrodisiaco, como ¢ o caso de Lepidium
meyenii (Maca), capaz de promover o desempenho sexual sem alterar os niveis de

testosterona (Goonzales et al., 2005). A estimulagdo sexual pode, portanto, ocorrer por outras
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vias, como por exemplo, através da vasodilatacdo dos corpos cavernosos, produzindo a ere¢ao
(Sandroni, 2001).

Em estudos de avaliagdo toxicoldgica envolvendo plantas medicinais, o pesos dos rins
e figado é um parametro utilizado para verificar possivel toxicidade da espécie (Castro et al,
2005; Sa et al, 2006). Neste sentido, caso alteragdes sejam observadas, estas podem direcionar
a estudos histoldgicos e morfométricos renais e hepaticos.

A utiliza¢do de O. semiserrata na medicina tradicional, como afrodisiaco, motivou a
investigacdo dos seus efeitos sobre a biometria corporal e testicular de camundongos adultos,
sendo analisados o peso dos testiculos, vesicula seminal, préstata, epididimos, bem como dos
rins e figado, sendo estes dois ultimos para avaliar possivel toxicidade.

A caréncia de informagdes disponibilizadas sobre a quimica dessa espécie motivou a
realizacdo da analise fitoquimica preliminar, a fim de se identificar grupos de metabolitos
secundarios presentes na raiz, bem como, a avaliagdo quantitativa de polifendis totais,
proantocianidinas e flavondides, ja que alguns desses compostos foram descritos na literatura

como detentores de atividade vasodilatadora.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Planta

As raizes de O. semiserrata foram coletadas no més de julho do ano de 2006, na
regido de cerrado, no municipio brasileiro de Cuiabd, estado de Mato Grosso. O material foi
identificado e autenticado no Herbario da Universidade Federal de Vigosa (UFV), onde
espécime testemunho foi depositado (exsicata VIC 31.379). A raiz foi seca em temperatura
ambiente, protegida da incidéncia direta da luz solar e, em seguida, o material vegetal foi

pulverizado em moinho de bola.

2.2. Preparacdo do extrato

A preparagdo do extrato aquoso da raiz de O. semiserrata (EAROS) foi realizada no
Laboratorio de Histologia da UFV. Dez gramas da raiz foram imersos em 1 litro de agua
fervente e deixados em ebuli¢do durante 10 minutos, sendo o material posteriormente filtrado.
O rendimento dessa extracao foi de 25%, o que resultou em uma relagdo droga: residuo seco
(RD/RS) de 4:1, equivalente a 2,5 mg/ml. A partir deste resultado e do conhecimento do peso
médio dos animais (40g), foram calculadas as concentracgdes, relativas ao extrato da droga a

serem ofertadas em 30 mL diarios.
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2.3. Analises quimicas

As andlises quimicas foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFV. A andlise qualitativa fitoquimica do extrato foi realizada empregando-se
cromatofolhas de silica gel Fss. O EAROS foi testado para a presenca de flavonodides,
alcaldides, cumarinas, saponinas, glicosideos cardiotonicos, triterpenos/esterdides, oleos
essenciais e taninos, utilizando-se reveladores e eluentes indicados por Wagner e Bladt
(1996).

O teor de polifendis totais foi expresso em acido tanico, sendo empregado método
espectrofotométrico apos reagdo colorimétrica de Folin—Ciocalteu e leitura na regido de 760
nm (Singleton e Rossi, 1965). Para a quantificagdo de proantocianidinas utilizou-se reacao de
vanilina como descrita por Price et al. (1980), com algumas modificacdes. A leitura foi
realizada em 500 nm e o resultado expresso em teor de catequina. Flavonoides totais foram
quantificados empregando reacdo com reagente de cloreto de aluminio. Utilizou-se curva de
calibracao de rutina e leitura de absorbancia na regido de 420 nm (Chang et al., 2002). Todas

as analises foram realizadas em triplicata.

2.4. Animais, grupos experimentais e tratamento

Foram utilizados 27 camundongos Sui¢os em idade reprodutiva (70 dias),
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da UFV. Os
animais foram divididos em trés grupos de 9 individuos cada, pesados e colocados em gaiolas
individuais. O grupo controle (G1) recebeu apenas agua destilada e os dois outros receberam
EAROS nas concentragdes de 750 (G2) e 1500 (G3) mg/kg de peso corporal. Todo o regime
liquido foi fornecido ad libitum assim como a alimentagdo solida (ragdo). Os animais foram
mantidos em ambiente com temperatura de 24°C e luminosidade de 12 horas. A fase de

tratamento teve duragdo de 84 dias consecutivos.

2.5. Coleta de Amostras

Os animais foram anestesiados por inalagdo de éter, contidos e pesados para entdo
serem perfundidos, inicialmente com solucdo salina (0,9%) contendo heparina sédica
(Liquemine®) por 10 minutos, e em seguida, com solucdo fixadora de glutaraldeido 3% em
tampéo fosfato de sodio 0,1 molL”, pH 7,4. O método de perfusio corporal utilizado foi
modificado de Sprando (1990). Os 6rgaos coletados (testiculos, prostata, vesicula seminal,

epididimos, rins e figado) foram imersos no mesmo fixador, por 24 horas.
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2.6. Biometria corporal e testicular

Os orgaos foram pesados em balanca de precisao (BEL Mark 160/0,001g). Para
determinar o peso do parénquima, a albuginea foi retirada e pesada, descontando-se seu peso
daquele obtido para o testiculo inteiro. Baseado nos pesos corporais e testiculares foi
calculado o indice gonadossomatico (IGS) a partir da férmula IGS = PG/PCx100, onde PG =
peso total das gonadas e PC = peso corporal. O IGS representa a propor¢do (%) do peso

corporal alocado em gonadas.

2.7. Analise estatistica
Analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls, foi usada para
comparar médias entre os grupos experimentais. Todos os resultados foram expressos em

média + desvio padrao. O nivel de significancia considerado foi de 5%.

3. RESULTADOS
3.1. Analise fitoquimica

A analise fitoquimica da raiz de O. semiserrata revelou a presenca de flavonoides,
taninos, esterdides/triterpenos e 6leos essenciais. Os demais grupos de compostos analisados
ndo foram evidenciados. Os tipos de taninos presentes foram analisados por reacdes de
hidrolise 4cida a quente, e posterior solubilidade e reagdes calorimétricas, indicando a
presenca de proantocianidinas e taninos hidrolisaveis.

O teor de polifenois totais, proantocianidinas e flavonoides foram 3,57+ 0,28 %, 2,07+

0,41 % e 0,11+ 0,01 %, respectivamente.

3.2. Biometria corporal e testicular

Os resultados das caracteristicas biométricas analisadas encontram-se nas Tabelas 1 e
2. Nao foram observadas variagdes significativas (p>0,05) para todos os valores dos
pardmetros analisados, embora os pesos dos testiculos, da préstata e da albuginea, tiveram

uma tendéncia a diminui¢ao nos grupos tratados.

4. DISCUSSAO

O modo de agdo de algumas substancias que aumentam a poténcia sexual ¢ geralmente
através da indu¢do da vasodilatacdo dos corpos cavernosos, para permitir ou sustentar a
erecdo (Sandroni, 2001). Alguns autores relatam o efeito vasodilatador in vitro de flavonodides

(Duarte et al, 1993; Herrera et al, 1996) e de proantocianidinas (Ambriambeloson et al., 1998;
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Packer et al., 1999). A prospecgdo fitoquimica realizada na raiz de O.semiserrata revelou a
presenca de compostos fendlicos como proantocianidinas e flavonoides, que poderiam estar
relacionados com o uso popular da planta como afrodisiaco. Estudos realizados por Valadares
et al. (2003) também verificaram a presenca de proantocianidinas em algumas espécies do
género Ouratea e demonstraram a atividade de compostos desta classe na atividade
vasodilatadora in vitro. O teor de proantocianidinas em raizes de O. semiserrata (2,07%) foi
inferior ao encontrado em caule (6,49%) e folha (6,63%) desta mesma espécie e préximo ao
encontrado em caule de O. catanaefolia (2,55%) (Valadares et al., 2003). As diferencas de
teores encontradas podem estar relacionadas com as diferentes metodologias utilizadas,
Valdares et al. (2003) utilizou o método de solvolise catalisada por acido com n-BuOH/HCL
37% (95:5), metodologia previamente descrita por Hiermann et al. (1986).

A raiz de O. semiserrata, provavelmente possui efeito vasodilatador, produzido por
proantocianidinas e flavondides, capaz de produzir a eregdo, o que leva a sugerir uma possivel
correlagdo entre compostos fendlicos com atividade afrodisiaca, sendo que estudos
especificos a esse respeito devem ser realizados para confirmacao dos fatos.

A presenca de flavonodides ja foi relatada em folhas e caules de O. semiserrata
(Velandia et al., 1998; Velandia et al, 2002. Além de efeitos benéficos, a literatura relata
atividade antifertilizadora de flavonoides (Bhargava, 1989; Vilegas et al., 1997; Martins et al.,
2000). Estudo realizado por Das et al. (2004), demonstraram demonstrou diminui¢do no peso
de 6rgdos reprodutivos acessorios de ratos machos submetidos ao tratamento do extrato de
sementes de Vitex negundo, rica em flavonoides, apds 15 dias de tratamento. No presente
estudo, o EAROS nao demonstrou variagdes significativas na massa dos 6rgaos reprodutivos,
de rins e figado que pudessem sugerir toxicidade ou efeitos nocivos a fertilidade dos
camundongos.

Quanto aos demais grupos de metabdlitos secundarios evidenciados em O.
semiserrata, a literatura relata efeitos positivos do o6leo essencial da espécie Satureja
khuzestanica no sistema reprodutivo de ratos, melhorando significativamente a poténcia, o
indice de fertilidade, e aumentando o peso dos testiculos, epididimo, vesicula seminal e
prostata (Haeri et al., 2006). Estudos realizados por Velandia et al. (1998) demonstraram a
presenca de terpenodides em folhas de O. semiserrata, sendo a presenga de triterpenos ja
descrita em espécies do género, como O. flava (Mbing et al., 2003) ¢ O. nitida (Estevam et
al., 2005). Assim, estudos mais aprofundados para avaliar a atividade vasodilatadora do dleo

essencial e de triterpenos de O. semiserrata precisam ser realizados.
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Os animais que receberam o EAROS em ambas as concentragdes ndo apresentaram
variagdes no peso meédio corporal. Tais resultados também foram observados em ratos
submetidos ao tratamento com extratos de Pygeum africanum (Mello et al., 2004), Butea
superba (Manosroi et al., 2006), Rosmarinus officinalis (Sa et al., 2006), Lepidium meyenii
(Gasco et al., 2007) e Arctium lappa (Predes et al., 2007).

Segundo Franca e Russell (1998), o peso testicular ou o tamanho do testiculo pode ser
utilizado como indicador quantitativo da producdo espermatica, uma vez que o principal
componente testicular ¢ o tibulo seminifero. Embora o peso médio testicular e do parénquima
tenham sido menores no grupo tratado com a maior concentracdo do EAROS (1500mg/kg), as
variacoes ndo foram significativas, ao contrario de observacdes feitas com extratos de
Heteropterys aphrodisiaca (Chieregatto, 2005) e Tynnanthus fasciculatus (Melo, 2007). Em
ambos os trabalhos, os extratos em sua maior concentragdo, aumentaram significativamente o
peso dos testiculos e do parénquima testicular. No caso do extrato de H. aphrodisiaca, devido
ao aumento do volume no tecido intertubular, enquanto que no tratamento com T. fasciculatus
foi 0 aumento no volume de tiibulos seminiferos, que interferiu no peso dos testiculos.

O percentual de peso corporal alocado em massa testicular (IGS) também ndo se
alterou de forma significativa entre os grupos avaliados. Yakubu et al. (2007), ao testarem os
efeitos antiandrogénicos do extrato de Chromolaena odoratum em ratos, observaram redugao
do IGS. Por outro lado, Yakubu et al. (2008) registraram aumento no IGS de ratos tratados
com extrato de Fadogia agrestis, planta utilizada para tratar a disfung@o sexual.

O peso médio do epididimo, da prostata e da vesicula seminal (6rgdos testosterona-
dependentes) nao sofreu variagdes significativas entre os grupos. Resultados semelhantes
foram encontrados em ratos tratados com extratos de Mondia whitei (Watcho et al., 2004),
Rosmarinus officinalis (Sa et al., 2006) e Butea superba (Manosroi et al., 2006). Redug¢do do
peso destes Orgaos apds a administragdo do irindide plumeride, extraido de Plumeria bicolor
foi encontrada por Gupta et al. (2004), que sugere efeitos anti-espermatogénico da planta.
Virios autores concordam que existe uma relagcdo direta entre a reducdo no peso de orgdos
reprodutivos acessorios (vesicula seminal, préstata e epididimo) com a redugdo na
disponibilidade de androgenos (Mukerjee et al., 1992; Gupta et al., 1993; Lohiya e Ansari,
1999; Chauhan et al., 2007). Outros autores afirmam ainda que a reducdo no peso das
glandulas vesiculares pode indicar quadros de infertilidade como foi demonstrado nos
trabalhos realizados por Malini et al. (1999), Gupta et al. (2001) e Ghosh et al. (2002). Estes

resultados permitem sugerir que animais tratados com extrato aquoso de O. semiserrata, em
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ambas as concentragdes, ndo apresentaram alteragdes no processo espermatogénico, o que nao
interfere na fertilidade destes animais.

O figado ¢ o 6rgdo mais vulneravel aos efeitos toxicos de substancias, provavelmente
devido a sua posicdo anatdmica e ao seu proprio determinismo funcional, que condiciona
maior concentracdo celular, ndo apenas dos compostos a serem transformados, como também
dos metabolitos resultantes (Mendes, 1988; Vasconcelos et al., 2007). Os rins, como 6rgdos
filtradores, também estdo sujeitos aos efeitos toxicos das substdncias. A auséncia de
diferengas significativas no peso dos rins e do figado apoés o tratamento com EAROS ¢ um
achado positivo, pois indica a auséncia de toxicidade da raiz desta planta nas concentragdes
administradas. Tais resultados também foram observados em estudos de avaliagcdo
toxicologica, em ratos que receberam extratos de Ginkgo biloba (Castro et al, 2005) ¢ de

Rosmarinus officinalis (Sa et al, 2006).

5. CONCLUSOES

A prospec¢do fitoquimica confirmou a presenga de taninos e flavonoides, ja
anteriormente descritos em O. semiserrata, além de constatar, pela primeira vez, a presenga
de o6leo essencial e triterpenos na raiz da espécie.

Os dados biométricos obtidos indicam que o tratamento com EAROS, nao influenciou
os aspectos biométricos corporais e testiculares de camundongos adultos, ndo sendo
observadas variagdes no peso dos 6rgaos ou no IGS que indicassem comprometimento do
processo espermatogénico, variagdes na disponibilidade de testosterona, ou na toxicidade da
planta.

A presenga de compostos fenolicos com atividade vasodilatadora na raiz de O.
semiserrata, direciona a estudos para verificagdo de vasodilatagdo em corpos cavernosos
induzida pelo extrato, bem como a estudos de comportamento sexual, para confirmacdo de

seu uso popular como afrodisiaco.
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Tabela 1 — Peso corporal, peso testicular, indice gonadossomatico (IGS), peso da albuginea e

peso do parénquima de camundongos adultos, apos tratamento com extrato aquoso da raiz de

Ouratea semiserrata.

Tratamento Peso Peso IGS (%) Peso da Peso do
corporal (g) testicular (g) albuginea (g) parénquima (g)
Grupo 1 38,933 +3,970° 0,248 + 0,052° 0,633 +0,102° 0,012 +0,003* 0,235 +0,052°
Grupo 2 36,386 +2,929* 0,242 +0,048" 0,662 +0,102° 0,012 + 0,002° 0,230 + 0,047°
Grupo 3 39,092 +3,221* 0,218 +0,016" 0,561 + 0,063" 0,010 + 0,003" 0,207 +0,014°

Letras iguais nas colunas nio diferem significativamente entre si (p>0,05).

Grupo 1: apenas agua destilada (controle); grupo 2: concentragio de 750 mg/kg de peso corporal; grupo 3:

concentrag@o de 1500 mg/kg de peso corporal.
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Tabela 2 — Peso do epididimo, peso da vesicula seminal, peso da prostata, peso do figado e

peso dos rins de camundongos adultos, apds tratamento com extrato aquoso da raiz de

Ouratea semiserrata.

Tratamento Peso do Peso da vesicula Peso da Peso do Peso dos
epididimo (g) seminal (g) prostata (g) figado (g) rins (g)
Grupo 1 0,095 +0,021° 0,352 +0,059* 0,081 + 0,025* 1,422 +0,212* 0,542 +0,108"
Grupo 2 0,090+ 0,014* 0,355+0,103° 0,072 +0,037° 1,504 £0,350° 0,530 +0,105%
Grupo 3 0,088 +0,012° 0,331 +0,078" 0,075 +0,027° 1,443 £0,160° 0,546 +0,102°

Letras iguais nas colunas nao diferem significativamente entre si (p>0,05).

Grupo 1: apenas agua destilada (controle); grupo 2: concentragdo de 750 mg/kg de peso corporal; grupo 3:

concentragdo de 1500 mg/kg de peso corporal.
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Artigo 2
Efeitos do extrato aquoso da raiz de Ouratea semiserrata (Mart.) Engl. (Ochnaceae)
no parénquima testicular de camundongos Suicos adultos

RESUMO

A disfunc¢ao erétil tem levado muitos individuos a buscarem soluc¢des nos estimulantes
sexuais, principalmente de origem natural. Ouratea semiserrata, ¢ uma das espécies utilizadas
na medicina popular brasileira como afrodisiaco, além de adstringente e antiinflamatoria.
Neste trabalho, buscou-se avaliar os efeitos do extrato aquoso da raiz de O. semiserrata
(EAROS) sobre o parénquima testicular de camundongos adultos, sendo avaliados o peso
corporal, testicular e do parénquima, didmetro tubular, altura do epitélio seminifero,
comprimento total de tubulo (m), comprimento de tibulo por grama de testiculo (m/g),
propor¢do (%) e volume (ml) de tibulo e intertibulo e indice tubulossomatico (ITS). A
quantificag¢do histologica do parénquima testicular é um requisito basico para estudos que
envolvam parametros reprodutivos masculinos. Foram utilizados camundongos machos,
sendo um grupo controle (G1), que recebeu agua destilada, e dois que receberam o EAROS
nas concentragdes de 750 (G2) e 1500 (G3) mg/kg de peso corporal. Nao foram observadas
diferencgas significativas (p>0,05) entre os grupos para os parametros analisados. Os dados
encontrados permitem sugerir que o tratamento com EAROS em ambas as concentragdes nao
interferiu no parénquima testicular de camundongos adultos, ndo sendo observadas variagdes

nos elementos tubulares que indicassem alteragdes na atividade espermatogénica.

Palavras-chave: Ouratea semiserrata, reproducéo, parénquima testicular, morfometria
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1. INTRODUCAO

A disfungdo erétil ¢ uma doenca séria que ocorre de 10% a 52% dos homens
sexualmente maduros, podendo resultar de prejuizos neurolédgicos, fisioldégicos, hormonais,
arterial ou cavernoso, ou da combinagao destes fatores (Tharakan e Manyam, 2005). A busca
por solugdes nos estimulantes sexuais ¢ grande, principalmente aqueles de origem natural,
com utilizacdo de plantas que, em sua maioria, ndo foram submetidas a testes cientificos
rigorosos, sendo sua qualidade e aplicabilidade, questionadas. Do ponto de vista toxicoldgico,
deve-se considerar que uma planta medicinal ndo tem apenas efeitos imediatos e facilmente
correlacionados com a sua ingestdo, mas também aqueles que se instalam a longo prazo de
forma assintomatica (Lapa et al., 2002). Este quadro desperta o interesse de pesquisadores
sobre 0 modo de acdo das plantas afrodisiacas, suas reais potencialidades e seus possiveis
efeitos toxicos.

Ouratea semiserrata (Mart.) Engl. (Ochnaceae) ¢ uma espécie arbustiva, ocorrente na
regido de savana brasileira (Valadares et al., 2003), sendo utilizada popularmente como
adstringente e antiinflamatoria e como estimulante sexual (McNeill e Jurgens, 2006). Outras
espécies do género sao utilizadas popularmente como tonico e adstringente (O. castanaefolia,
O.parviflora), como antiinflamatorio, em doengas da pele (O. parviflora) e para tratar doengas
gastricas (O. spectabilis) (Felicio et al., 1995; Valadares et al., 2003).

O testiculo dos mamiferos ¢ dividido em compartimento intertubular, formado pelas
células de Leydig, células do conjuntivo (macrofagos, mastdcitos e fibroblastos), leucocitos,
vasos sanguineos e linfaticos, e compartimento dos tubulos seminiferos, composto por tunica
propria, epitélio seminifero e lume (Russell et al., 1990a). Na maioria dos mamiferos, os
tubulos ocupam de 70% a 90% do parénquima testicular (Franga e Russell, 1998; Godinho,
1999), existindo, portanto, uma relacdo direta entre tamanho testicular e o volume ocupado
pelos tubulos seminiferos, o que reflete na produgdo espermatica individual (Chieregatto,
2005). O termo parénquima testicular ¢ amplamente utilizado na literatura para descrever o
testiculo ap6s a remocdo da albuginea e do mediastino testiculares, e sua quantificacao
histologica ¢ um requisito basico para estudos que envolvam paradmetros reprodutivos
masculinos (Paula et al., 2002).

O emprego de O. semiserrata na medicina popular, como afrodisiaco, motivou uma
investigacdo mais detalhada dos efeitos do extrato aquoso de sua raiz sobre o parénquima

testicular de camundongos adultos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Coleta e processamento do material boténico

As raizes de O. semiserrata foram coletadas no més de julho do ano de 2006, na
regido de cerrado, no municipio brasileiro de Cuiabd, estado de Mato Grosso. O material foi
identificado e autenticado no Herbario da Universidade Federal de Vigosa (UFV), onde
espécime testemunho foi depositado (exsicata VIC 31.379). A raiz foi seca em temperatura
ambiente, protegida da incidéncia direta da luz solar e, em seguida, o material vegetal foi
pulverizado em moinho de bola.

A preparagdo do extrato aquoso da raiz de O. semiserrata (EAROS) foi realizada no
Laboratorio de Histologia da UFV. Dez gramas da raiz foram imersos em 1 litro de agua
fervente e deixados em ebuli¢do durante 10 minutos, sendo o material posteriormente filtrado.
O rendimento dessa extragdo foi de 25%, o que resultou em uma relagdo droga: residuo seco
(RD/RS) de 4:1, equivalente a 2,5 mg/ml. A partir deste resultado e do conhecimento do peso
médio dos animais (40g), foram calculadas as concentracdes, relativas ao extrato da droga a

serem ofertadas em 30 mL diarios.

2.2. Animais, tratamento e preparacao histologica

Foram utilizados 27 camundongos em idade reprodutiva (70 dias), provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da UFV. Os animais foram
divididos em trés grupos com 9 individuos cada, pesados e colocados em gaiolas individuais.

O grupo controle (G1) recebeu apenas agua destilada e os dois outros receberam
EAROS nas concentragdes de 750 (G2) e 1500 (G3) mg/kg de peso corporal. Os animais
foram mantidos em ambiente com temperatura de 24°C e luminosidade de 12 horas.

Apo6s 84 dias consecutivos de tratamento os animais foram anestesiados por inalacio
de éter, contidos e pesados para entdo serem perfundidos, inicialmente com solugdo salina
(0,9%) contendo heparina sodica (Liquemine®) por 10 minutos, e em seguida, com solugdo
fixadora de glutaraldeido 3% em tampdo fosfato de sédio 0,1 molL™, pH 7.4. Apds a
perfusdo, os testiculos foram imersos no mesmo fixador por 24 horas. O método de perfusao
corporal utilizado foi modificado de Sprando (1990).

Para determinar o peso do parénquima, a albuginea foi retirada e pesada, descontando-
se seu peso daquele obtido para o testiculo inteiro. Como a densidade do testiculo de
mamiferos ¢ em torno de 1 (Johnson e Neaves, 1981; Franga, 1991; Paula, 1999; Tae et al.,

2005), a massa do testiculo foi considerada igual ao seu volume.
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Fragmentos de um dos testiculos, destinados ao estudo em microscopia de luz, foram
desidratados em concentragdes crescentes de etanol, incluidos em 2-hidroxietil metacrilato
(Historesin®, Leica), seccionados na espessura de 3 pm, mantendo uma distdncia de 12
cortes, e corados com azul de toluidina - borato de s6dio 1%. Imagens do parénquima
testicular foram obtidas em microscopio Olympus AX-70 e analisadas utilizando-se o

programa Image-Pro Plus 4 (Media Cybernetics).

2.3. Proporgdes volumétricas (%), volume dos componentes do testiculo e indice
tubulossomatico

As propor¢des volumétricas de tibulo e intertubulo foram estimadas a partir da
contagem de 2.660 pontos projetados sobre imagens capturadas utilizando objetiva de 10X,
totalizando 10 campos aleatorios nos cortes histologicos do testiculo de cada animal.

Para calculo dos volumes de tubulo e intertubulo utilizou-se a féormula: Volume = %
tubulo ou intertibulo/100 x peso parénquima de 1 testiculo.

Baseado nos volumes de tibulos seminiferos e nos pesos corporais foi calculado o
indice tubulossomatico (ITS) a partir da féormula ITS = VT/PCx100, onde VT = volume de

tubulo seminifero e PC = peso corporal.

2.4. Diametro tubular e altura do epitélio seminifero

Foi obtido o didmetro tubular médio por animal a partir da mensuragdo, ao acaso, de
20 secgdes transversais de tibulos seminiferos que apresentavam contorno o mais circular
possivel. Nas mesmas sec¢des utilizadas para se medir o diametro tubular foi mensurada a

altura do epitélio seminifero, a qual foi tomada da tinica propria até o lume tubular.

2.5. Comprimento total dos tubulos seminiferos e comprimento total de tubulo por grama de
testiculo

O comprimento total dos tibulos seminiferos por testiculo (m), foi estimado a partir do
conhecimento do volume ocupado pelos mesmos no testiculo e do didmetro tubular médio
obtido para cada animal, empregando-se a formula (Attal e Courot, 1963; Dorst e Sajonski,
1974): CT = VTS/Tch, onde VTS = volume total de tabulos seminiferos; nR? = 4rea da
sec¢ao transversal dos tibulos seminiferos; R = diametro tubular/2.

O comprimento total de tibulo por grama de testiculo foi calculado a partir da

formula: CT/g = Comprimento total de tubulos (m)/Peso bruto dos testiculos.
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2.6. Analise estatistica
Analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls foi usada para
comparar médias e desvio-padrdo entre os grupos experimentais (p<0,05). Todos os

resultados estdo expressos em média + desvio-padrao.

3. RESULTADOS

As médias referentes ao peso corporal, testicular e do parénquima, ndo sofreram
variagdes significativas (p>0,05) e encontram-se na Tabela 1.

As proporg¢des volumétricas (%), o volume (ml) dos compartimentos do parénquima
testicular e o ITS, ndo variaram significativamente entre os grupos, € encontram-se na Tabela
2.

Os valores referentes ao didmetro tubular, altura de epitélio seminifero, comprimento
total de tubulo (m) e comprimento de tibulo por grama de testiculo (m/g) também nao

variaram entre os grupos (p>0,05) e encontram-se na Tabela III.

4. DISCUSSAO

A propor¢do volumétrica de tubulos seminiferos em mamiferos é bastante variavel,
sendo este, um dos principais fatores responsaveis pela diferenga observada para a eficiéncia
na produg¢do espermatica nas diversas espécies (Russell et al., 1990b; Fran¢a e Russell, 1998).

Os valores referentes a propor¢ao de tubulos seminiferos entre animais do grupo
controle e tratados com EAROS permaneceram préximos das médias relatadas para roedores,
como Mus musculus (camundongo - 85%), Mesocricetus auratus (hamster dourado - 85%),
Cavia porcellus (cobaio - 90%) e Octodon degus (degu - 93%) (Russell et al, 1990b). Os
parametros relacionados a propor¢do e volume intertubular também nao variaram de forma
significativa, assim como em ratos tratados com extratos de Rudgea viburnoides Benth
(Monteiro, 2004), Arctium lappa L (Predes et al., 2007) e Trichilia catigua (Gomes, 2007).

O ITS ¢ um dado que visa quantificar o investimento em tibulos seminiferos em
relagdo a massa corporal. Ratos que receberam o extrato de Tynnanthus fasciculatus (Mello,
2007), na dose de 200mg/Kg de peso corporal, apresentaram aumento significativo no ITS em
relacdo ao grupo que recebeu a dose de 100mg/Kg, indicando, segundo o autor, ser um
aumento dose-dependente e refletir em maior investimento corporal na produgdo espermatica.
Por outro lado, camundongos tratados com EAROS ndo apresentaram variagdes significativas

no ITS, em ambas as concentragdes.

33



Em investigacdes envolvendo a func¢ao testicular, a medida do didmetro tubular ¢ uma
abordagem classicamente utilizada como indicador da atividade espermatogénica (Franca e
Russell, 1998; Paula et al., 2002). Ratos que receberam o irindide plumeride, extraido de
Plumeria bicolor (Gupta et al., 2004), planta utilizada popularmente como antifertilizante,
apresentaram reducao do didmetro tubular, o que reflete, segundo o autor, efeito anti-
espermatogénico.

Animais tratados com EAROS ndo apresentaram variagdes significativas no diametro
tubular e na altura do epitélio seminifero, sendo os valores do primeiro parametro bem
proximos a média encontrada por Bustos-Obregon et al., (2007b) para camundongos (220
um), e a média da altura do epitélio seminifero dentro da faixa observada para a maioria das
espécies de mamiferos, em torno de 60 a 100 um (Franca & Russell, 1998). Por outro lado,
ratos que receberam os extratos de Anemopaegma arvense, Heteropterys aphrodisiaca
(Chieregatto, 2005) apresentaram aumento na altura do epitélio seminifero e no didmetro
tubular, ¢ camundongos tratados com Lepidium meyennii (Bustos-Obregon et al., 2007a),
tiveram a altura do epitélio seminifero significativamente maior em relagdo ao grupo controle,
indicando nestes casos, aumento da atividade espermatogénica.

Parametros estruturais como tamanho do testiculo, didmetro tubular e volume dos
tubulos seminiferos, estdo intimamente relacionados com o comprimento total dos tibulos
seminiferos (Franca e Russell, 1998). Como ndo houve alteragdes significativas nos
parametros estruturais citados acima, nos testiculos dos animais que receberam o EAROS, o
comprimento total de tibulos também permaneceu sem variagdes significativas. Ao contrario,
animais tratados com Tynnanthus fasciculatus (Mello, 2007) na maior dose apresentaram
aumento do peso testicular e do volume total de tubulos seminiferos o que refletiu em
aumento no comprimento total dos tubulos, mas ndo no comprimento por grama de testiculo.
Predes et al. (2007) ndo observaram variagdes significativas no comprimento tubular, por
testiculo e por grama de testiculo em animais tratados com extrato de Arctium lappa L, assim
como observado no presente trabalho.

Os valores médios do comprimento de tibulos seminiferos por grama de testiculo dos
camundongos tratados com EAROS permaneceram dentro da faixa média encontrada para os
mamiferos, que ¢ de 10 a 15 metros (Franga & Russell, 1998).

Os dados apresentados permitem concluir que o tratamento com EAROS ndo
interferiu no parénquima testicular de camundongos adultos, ndo sendo observadas variagdes

nos elementos tubulares que indicassem alteragdes na atividade espermatogénica.
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Tabela I: Peso corporal (g), peso testicular (g) e peso do parénquima (g) de camundongos em

adultos, apos tratamento com extrato aquoso da raiz de Ouratea semiserrata.

Tratamento | Peso Corporal Peso Testicular  Peso Parénquima

Grupo 1 38,933+3,970°  0,248+0,052° 0,235+0,052%
Grupo 2 36,386+2,929°  0,242+0,048° 0,230+0,047°

Grupo3 | 39092+3221°  0218+0,016°  0,207+0,014°

Letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).
Grupo 1: apenas agua destilada (controle); grupo 2: concentragio de 750 mg/kg de peso corporal; grupo 3:

concentragdo de 1500 mg/kg de peso corporal.
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Tabela II: Propor¢do volumétrica (%), volume dos compartimentos do parénquima testicular
(ml) e indice tubulossomatico — ITS (%) de camundongos adultos, apds tratamento com

extrato aquoso da raiz de Ouratea semiserrata.

Tratamento Tubulo seminifero  Intertdbulo Volume Volume ITS
tubular intertubular
Grupo 1 89,929+1,220° 10,070£1,220*  0,106+0,024° 0,012+0,003? 0,270+0,045°
Grupo 2 90,121+£2,210* 9,879+2,210% 0,104+0,021* 0,011+0,003* 0,284+0,047°
Grupo 3 90,422+2,553° 9,578+2,553* 0,094-+0,008" 0,010+0,003* 0,242+0,031°

Letras iguais nas colunas nao diferem significativamente entre si (p>0,05).
Grupo 1: apenas agua destilada (controle); grupo 2: concentragdo de 750 mg/kg de peso corporal; grupo 3:

concentragdo de 1500 mg/kg de peso corporal.

39



Tabela III: Didmetro tubular (um), altura do epitélio seminifero (um), comprimento total dos

tubulos seminiferos (m) e comprimento dos tubulos por grama de testiculo (m/g) de

camundongos adultos, apds tratamento com extrato aquoso da raiz de Ouratea semiserrata.

Tratamento Diametro Altura de Comprimento Comprimento de
tubular epitélio total de tabulo tabulo/grama de
seminifero testiculo
Grupo 1 224,986+17,180° 82,474+7,714° 2,676+ 0,629° 10,900+1,699"
Grupo 2 220,456+11,981° 80,676+2,418" 2,728+0,637" 11,285+1,075"
Grupo 3 223,909+8,291* 85,263+5,848" 2,390+0,242" 10,976+0,778"

Letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

Grupo 1: apenas agua destilada (controle); grupo 2: concentragdo de 750 mg/kg de peso corporal; grupo 3:

concentragdo de 1500 mg/kg de peso corporal.
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Artigo 3
Efeitos do extrato aquoso da raiz de Ouratea semiserrata (Mart.) Engl. (Ochnaceae)

sobre componentes intertubulares do testiculo de camundongos Sui¢os adultos

RESUMO

Fitoterapico ¢ a mais antiga modalidade utilizada na medicina popular para aumentar a
fungdo erétil. Dentre eles, estd Ouratea semiserrata, uma espécie arbustiva, ocorrente nas
savanas brasileiras, conhecida popularmente como raiz de bugre. O testiculo dos mamiferos ¢
dividido em compartimento tubular e intertubular, sendo o segundo formado pelas células de
Leydig, que representam a por¢do enddcrina deste 6rgdo, células do conjuntivo, vasos
sanguineos e linfaticos. Neste trabalho, buscou-se avaliar os efeitos do extrato aquoso da raiz
de O. semiserrata (EAROS) sobre os componentes do compartimento intertubular dos
testiculos de camundongos adultos. Foram utilizados camundongos machos, sendo um grupo
controle (G1), que recebeu agua destilada, e dois que receberam o EAROS nas concentracdes
de 750 (G2) e 1500 (G3) mg/kg de peso corporal. O tratamento com EAROS reduziu a
propor¢do volumétrica (%) e o volume de tecido conjuntivo nos dois grupos tratados, e a
propor¢ao de macréfagos e o volume de vasos sanguineos apenas nos animais que receberam
a maior concentracdo do extrato. Observou-se ainda, neste ultimo grupo de animais citado,
aumento no didmetro ¢ volume nuclear (um’) de Leydig, indicando possivel aumento nos
niveis de testosterona, provavelmente, ndo o suficiente para interferir nos pesos dos 6rgaos

reprodutivos testosterona-dependentes.

Palavras-chave: Ouratea semiserrata, testiculo, intertubulo, célula de Leydig
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1. INTRODUCAO

Em machos, o desempenho sexual depende da integracdo e coordenacdo de varios
fatores anatdmicos e fisiologicos, que juntos, interferem no sistema corporal e providenciam a
tumescéncia peniana requerida para a atividade sexual (Kalamegam et al., 2003; Gauthaman
et al., 2002).

A procura por um tratamento efetivo, seguro e facil para combater problemas eréteis ¢
cada vez maior. Fitoterapico ¢ a mais velha modalidade utilizada na medicina popular para
aumentar a fungdo erétil (El-Thaher et al., 2001). Varias espécies tém sido utilizadas na
medicina popular com esta finalidade sendo citadas: Cynomorium coccineum e Withania
somnifera (Abdel-Magied et al., 2001), Ferula harmonis (El-Thaher et al., 2001), Tribulus
terrestris (Gauthaman et al., 2002), Heteropterys aphrodisiaca e Anemopaegma arvense
(Chieregatto, 2005), Lepidium meyenii (Bogani et., 2006), Tynnanthus fasciculatus (Mello,
2007), Trichilia catigua (Gomes, 2007) e Caesalpinia benthamiana (Zamblé et al., 2008).

O género Ouratea pertence a familia Ochnaceae e seus representantes ocorrem
principalmente na América do Sul. No Brasil, podem ser encontradas 53 espécies (Velandia et
al., 1998; Daniel et al., 2007). Ouratea semiserrata (Mart.) Engl. (Ochnaceae), conhecida
como raiz de bugre, ¢ uma espécie arbustiva, ocorrente nas savanas brasileiras (Valadares et
al., 2003). E utilizada popularmente como adstringente, antiinflamatéria ¢ como estimulante
sexual (McNeill e Jurgens, 2006).

O compartimento intertubular dos mamiferos ¢ formado pelas células de Leydig, que
representam a porcdo endodcrina, por células do conjuntivo (macréfagos, mastdcitos e
fibroblastos), leucocitos, vasos sanguineos e linfaticos (Sharpe, 1994).

As células de Leydig sintetizam testosterona que sustenta a espermatogénese, promove
a diferenciagdo do trato genital masculino, mantém os caracteres sexuais secundarios e a
funcdo das glandulas acessorias (O’Donnel et al., 2001; Colleta et al., 2005). Os macréfagos
testiculares secretam citocinas, tais como, interleucina 1 ¢ TGFa, que podem estimular os
progenitores dessas células (Ge et al., 1996). Ratos e camundongos apresentam um padrao de
intertibulo em que as células de Leydig estdo associadas aos vasos sanguineos e envolvidas
pelo fluido linfatico (Fawcett et al., 1973).

O emprego de O.semiserrata na medicina popular, como afrodisiaco, motivou uma
investigacdo mais detalhada dos seus efeitos sobre a por¢do androgénica testicular. Neste

sentido, o presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos do extrato aquoso da raiz de O.
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semiserrata (EAROS) sobre os componentes do compartimento intertubular de testiculos de

camundongos adultos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Coleta e preparacéo do extrato

As raizes de O. semiserrata foram coletadas no més de julho do ano de 2006, na
regido de cerrado, no municipio brasileiro de Cuiab4, estado de Mato Grosso. O material foi
identificado ¢ autenticado no Herbario da Universidade Federal de Vigosa (UFV), onde
espécime testemunho foi depositado (exsicata VIC 31.379). A raiz foi seca em temperatura
ambiente, protegida da incidéncia direta da luz solar e, em seguida, o material vegetal foi
pulverizado em moinho de bola.

A preparacao do extrato aquoso da raiz de O. semiserrata (EAROS) foi realizada no
Laboratério de Histologia da UFV. Dez gramas da raiz foram imersos em 1 litro de agua
fervente e deixados em ebulicao durante 10 minutos, sendo o material posteriormente filtrado.
O rendimento dessa extracdo foi de 25%, o que resultou em uma relagdo droga: residuo seco
(RD/RS) de 4:1, equivalente a 2,5 mg/ml. A partir deste resultado e do conhecimento do peso
médio dos animais (40g), foram calculadas as concentragdes, relativas ao extrato da droga a

serem ofertadas em 30 mL diarios.

2.2. Animais, grupos experimentais e tratamento

Foram utilizados 27 camundongos em idade reprodutiva (70 dias), provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde da UFV. Os animais foram
divididos em trés grupos com 9 individuos cada, pesados e colocados em gaiolas individuais.

O grupo controle (Gl), recebeu apenas agua destilada e os dois outros receberam
EAROS nas concentragdes de 750 (G2) e 1500 (G3) mg/kg de peso corporal. Todo o regime
liquido foi fornecido ad libitum assim como a alimentagdo soélida (ra¢do). Os animais foram
mantidos em ambiente com temperatura de 24°C e luminosidade de 12 horas. O tratamento

teve duragdo de 84 dias consecutivos.

2.3. Coleta de amostras e preparacao histologica

Os animais foram anestesiados por inalagdo de éter, contidos e pesados para entdo
serem perfundidos, inicialmente com solucdo salina (0,9%) contendo heparina sddica
(Liquemine®) por 10 minutos, e em seguida, com solu¢do fixadora de glutaraldeido 3% em

tampdo fosfato de sodio 0,1 molL™", pH 7,4. Apds a perfusdo, os 6rgios coletados (testiculos,
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glandula vesicular, prostata e epididimo) foram imersos no mesmo fixador por 24 horas. O
método de perfusdo corporal utilizado foi modificado de Sprando (1990).

Para determinar o peso do parénquima testicular, a albuginea foi retirada e pesada,
descontando-se seu peso daquele obtido para o testiculo inteiro. Fragmentos de um dos
testiculos, destinados ao estudo em microscopia de luz, foram desidratados em concentragdes
crescentes de etanol, incluidos em 2-hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica), seccionados
na espessura de 3 pum, mantendo-se uma distdncia de 12 cortes, e corados com azul de
toluidina - borato de s6dio 1%.

Imagens do parénquima testicular foram obtidas em microscopio Olympus AX-70
com objetiva de 20X e analisadas utilizando-se o programa Image-Pro Plus 4 (Media

Cybernetics).

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

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

O volume (ml) dos elementos intertubulares foi calculado a partir da porcentagem do

elemento no testiculo/100, multiplicado pelo peso do parénquima de 1 testiculo.

2.5. Diametro, volumes nuclear e citoplasmatico, nimero de células de Leydig por testiculo,
por grama de testiculo, relacdo nucleoplasmatica da célula de Leydig e ILS

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

Para se calcular os volumes (um®) nuclear, citoplasmatico e de cada célula de Leydig
por testiculo, utilizou-se as seguintes formulas:
Volume nuclear = 4/3 nR’, onde R = raio nuclear
Volume citoplasmatico = % citoplasma X volume nuclear / % nticleo
Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmatico

Os numeros de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo foram
calculados de acordo com as formulas abaixo:
Numero de células de Leydig por testiculo = volume que as células de Leydig ocupam por

testiculo (um’) / volume de uma célula de Leydig (um?)
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Numero de células de Leydig por grama de testiculo = volume que a célula de Leydig ocupa
por grama de testiculo (um’) / volume de uma célula de Leydig (um’)
Onde:
Volume que a células de Leydig ocupa por testiculo = propor¢do da célula de Leydig no
testiculo X peso do parénquima de um testiculo / 100
Volume que a célula de Leydig ocupa por grama de testiculo = volume que a célula de Leydig
ocupa por testiculo / peso bruto de um testiculo

Para calcular a relagdo nucleoplasmatica (%) das células de Leydig dividiu-se o
percentual ocupado pelo nucleo pelo percentual ocupado por citoplasma. Este percentual foi
obtido a partir da contagem de 1000 pontos sobre nucleo e citoplasma.

O indice Leydigossomatico (ILS) foi calculado através da seguinte formula: ILS =

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

2.6. Analise estatistica
Analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls foi usada para
comparar médias e desvio-padrdo entre os grupos experimentais (p<0,05). Todos os

resultados estdo expressos em média + desvio-padrao.

3. RESULTADOS

Os parametros biométricos referentes a peso corporal, testicular, do parénquima,
glandula vesicular, prostata e epididimo, ndo sofreram variagoes significativas (Tabela I).

Houve reducao na proporcdo de tecido conjuntivo nos grupos que receberam o
EAROS, em relacdo ao controle, e também de macréfagos sendo, porém, esta ultima reducao
citada, significativa (p=0,01) apenas no grupo que recebeu a maior concentra¢do do extrato.
As proporgdes dos demais pardmetros permaneceram invariaveis significativamente (Tabela
10).

O volume de tecido conjuntivo também sofreu redugao (p<0,05) em ambos os grupos
tratados em relagdo ao controle, e o volume de vasos sanguineos do grupo 3 em relagdo ao
grupo 2 (Tabela IIT). Os volumes dos demais componentes do intertiibulo permaneceram sem
variacoes significativas (Tabela III).

Na Tabela IV encontram-se os valores referentes a didmetro nuclear (um), proporcao
de nucleo e citoplasma de células de Leydig (%), RNP (%) e ILS (%). Houve aumento
(p<0,05) no didmetro nuclear de células de Leydig dos animais do grupo 3 em relagdo ao

grupo 1. As médias referentes aos demais dados mostraram-se nao significativas (p>0,05).
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Os volumes (um’) nuclear, citoplasmatico e de uma célula de Leydig, o nimero de
células por testiculo (x 10°) e por grama de testiculo (x 10°) estdo expostos na Tabela V. O
volume nuclear da célula de Leydig aumentou nos dois grupos tratados, sendo significativo
(p<0,05) apenas no grupo que recebeu EAROS em sua maior concentragcdo. Os valores

relacionados aos demais dados ndo foram significativos (p>0,05).

4. DISCUSSAO

Em termos proporcionais, o principal elemento constituinte do compartimento
intertubular dos mamiferos s3o as células de Leydig, sendo estas as principais responsaveis
pela producao de esterdides. Sua quantidade varia entre as espécies e esta variacdo nao ¢
encontrada em outra glandula endécrina (Fawecett et al, 1973; Paula et al, 2002). Os demais
componentes do intertibulo apresentam variagdes menos evidentes quanto a propor¢ao
volumétrica (Paula et al., 2007).

Dados referentes a redugdes na propor¢ao e volume de tecido conjuntivo também
foram encontrados em ratos que receberam o extrato de Tynnanthus fasciculatus (Melo,
2007), porém, ao contrario dos animais tratados com EAROS, este autor verificou ainda
aumento na populagdo de macréfagos. Segundo Hales (1996), o niimero de macrofagos
testiculares aumenta consideravelmente do nascimento até a maturidade sexual, e pode
também aumentar no animal adulto sob o controle da hipofise. Este mesmo autor propde que
fatores secretados pelos macréfagos controlam de modo paracrino a atividade esteroidogénica
e o desenvolvimento das células de Leydig. Apesar da relagdo intima entre macréfagos e
células de Leydig ser relatada por varios autores (Khan et al, 1992; Ge et al., 1996; Hales,
1996; Colleta e Carvalho, 2005), e redugdo na propor¢ao destes dois tipos celulares ter sido
relatado em animais tratados com extrato de Trichilia catigua (Gomes, 2007), a redu¢do na
propor¢do de macroéfagos em animais que receberam o EAROS nao foi acompanhada pela
redu¢do na proporcao de células de Leydig.

O volume ocupado pelos vasos sanguineos no parénquima testicular reduziu no grupo
que recebeu a maior concentragdo de EAROS em relac¢do ao grupo 2, contrastando com dados
obtidos por Chieregatto (2005), em que ratos que receberam a maior concentracdo de
Heteropterys aphrodisiaca apresentaram o volume de vasos significativamente maior em
relacao ao controle.

De acordo com Castro et al. (2002), o volume nuclear da célula de Leydig esta
altamente correlacionado com o nivel de testosterona testicular e plasmatico. Animais que

receberam extratos de Barleria prionitis (Gupta et al., 2000) ¢ Plumeria bicolor (Gupta et al.,
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2004), apresentaram redu¢do do didmetro nuclear de Leydig e, segundo estes autores, seus
estudos direcionam a idéia de baixa producao de testosterona com interferéncia na fertilidade
e efeitos anti-espermatogénico, respectivamente.

Em camundongos que receberam o EAROS em sua maior concentra¢do, o aumento no
diametro e volume nuclear de Leydig, sugere possivel aumento dos niveis de testosterona, ndo
sendo este, provavelmente, suficiente para alterar os pesos da vesicula seminal, prostata e do
epididimo, o6rgaos sabidamente androgeno-dependentes (Gupta et al., 1993; Lohiya e Ansari,
1999; Chauhan et al., 2007). Chieregatto (2005) também observou aumento significativo no
volume nuclear de Leydig em ratos tratados com extrato de Heteropterys aphrodisiaca e
sugeriu aumento nos niveis plasmatico e testicular de testosterona, ndo encontrando, porém,
variagOes significativas no peso da vesicula seminal dos animais.

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

Os valores correspondentes aos volumes celular e citoplasmatico de Leydig
encontram-se dentro da média relatada para camundongos (Russell, 1996) e ratos (Russell e
Franca, 1995) que é em torno de 1500um’ para volume celular, ¢ 1372um’ para volume
citoplasmatico em camundongos (Mori et al., 1982). Assim, como em camundongos tratados
com EAROS, ratos que receberam extratos de Arctium lappa L. (Predes et al., 2007) também
ndo apresentaram variagdes significativas para os dados citados acima.

As médias referentes ao numero de células de Leydig por testiculo e por grama de
testiculo em animais tratados com EAROS e controle, ndo variaram significativamente entre
si, permanecendo entre 4,7 e 40 milhdes, respectivamente. Intimeros fatores podem
influenciar na quantidade necessdria de células de Leydig por animal, dentre eles, a
quantidade de LH disponivel, o nimero de receptores de LH por célula, quantidade de
testosterona que a célula de Leydig ¢ capaz de secretar em um dado tempo, a velocidade pela
qual a testosterona deixa o testiculo via vasos linfaticos, vasos sanguineos e fluido seminal, o
volume sanguineo do animal e a taxa de metabolismo da testosterona (Russell et al., 1994;

Russell, 1996).

5. CONCLUSOES
O tratamento com EAROS ndo interferiu de forma significativa no espago linfatico,

porém, causou diminui¢do na propor¢do e volume de tecido conjuntivo, na propor¢ao de
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macréfagos e no volume de vasos sanguineos. Por outro lado, proporcionou aumento no
diametro e volume nuclear de Leydig, sendo que, todas estas alteracdes citadas foram mais
evidentes e significativas apenas no grupo que recebeu a maior concentragdo do extrato. O
aumento no volume e didmetro nuclear de Leydig sugere possivel aumento nos niveis de
testosterona, provavelmente, nao o suficiente para interferir nos pesos dos Orgaos

reprodutivos testosterona-dependentes.
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Tabela I: Peso corporal (g), testicular (g), do parénquima (g) e de oOrgdos reprodutivo-
acessorios (g) de camundongos adultos, apds tratamento com extrato aquoso da raiz de

Ouratea semiserrata.

Tratamento Peso Peso Peso do Peso do Peso da vesicula Peso da
corporal testicular parénquima epididimo seminal prostata

Grupo 1 38,933+3,970"  0,248+0,052*  0,235+0,052*  0,095+0,021° 0,3524+0,059*  0,081+0,025"
Grupo 2 36,386+2,929"  0,24240,048"  0,230+0,047*°  0,090+0,014" 0,355+0,103*  0,072+0,037°

Grupo 3 39,09243,221*  0,2184+0,016*  0,207+0,014*  0,088+0,012*  0,331+0,078" 0,075+0,027*

Letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

Grupo 1: apenas agua destilata; grupo 2: concentragdo de 750 mg/kg de peso corporal; grupo 3: concentragio

de1500 mg/kg de peso corporal.
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Tabela II: Propor¢do volumétrica (%) dos componentes no intertubulo de testiculos de

camundongos adultos, apds o tratamento com extrato aquoso da raiz de Ouratea semiserrata.

Tratamentos Tecido Espaco linfatico Vasos Macrdéfagos Células de
conjuntivo sanguineos Leydig
Grupo 1 7,000+1,316" 20,356+6,240" 8,344+3,564° 2,178+0,650° 62,122+7,521°

Grupo 2 4,556+1,761° 15,411+10,767" 11,911+4,104* 1,756+0,828" 66,367+9,852"

Grupo 3 3,878+0,982° 17,178+9,212° 8,478+5,700° 0,956+0,201° 69,511+11,488°

Letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).
Grupo 1: apenas agua destilada; grupo 2: concentragao de 750 mg/kg de peso corporal; grupo 3: concentragao de

1500 mg/kg de peso corporal.
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Tabela III: Volume dos elementos do intertubulo (ml) por testiculo de camundongos adultos,

apOs tratamento com extrato aquoso da raiz de Ouratea semiserrata.

Tratamentos Tecido Espaco linfatico Vasos Macrofagos Células de
conjuntivo sanguineos Leydig

Grupo 1 0,0008+0,0002*  0,0024+0,0009*  0,0009+0,0004™  0,0002+0,0001*  0,0074+0,0022°
Grupo 2 0,0005+0,0003°  0,0018+0,0014*  0,0013+0,0004*  0,0002+0,0001*  0,0075+0,0027"

Grupo 3 0,0004+0,0001°  0,0023£0,0027*  0,0007+0,0004°  0,0002+0,0002°  0,0072+0,0021°

Letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

Grupo 1: apenas agua destilata; grupo 2: concentragdo de 750 mg/kg de peso corporal; grupo 3: concentragio

de1500 mg/kg de peso corporal.
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Tabela IV: Diametro nuclear (um), propor¢ao de nucleo e citoplasma de células de Leydig
(%), relagdo nucleoplasmatica - RNP (%) e indice leydigossomatico - ILS (%) em testiculos

de camundongos adultos, apds tratamento com extrato aquoso da raiz de Ouratea semiserrata.

Tratamentos Diametro Nucleo de Citoplasma de RNP ILS
nuclear Leydig Leydig
Grupo 1 7,733+0,133*  10,067+1,992*  52,056+5,897°  19,267+2,601°  0,019+0,004"

Grupo 2 7,808+0,129° 10,644+2,661*  55,7224+7,590*  18,971+2,887"  0,021+0,006"

Grupo 3 7,972+0,229° 11,389+2,100"  58,122+10,037° 19,847+3,279"  0,018+0,005"

Letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).
Grupo 1: apenas agua destilata; grupo 2: concentragdo de 750 mg/kg de peso corporal; grupo 3: concentragdo

de1500 mg/kg de peso corporal.
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Tabela V: Volumes (um®) nuclear, citoplasmatico e de uma célula de Leydig, namero de
células de Leydig por testiculo (x 10°) e por grama de testiculo (x 10°) de camundongos

adultos, apos tratamento com extrato aquoso da raiz de Ouratea semiserrata.

Volume Volume Volume de uma N° de células  N° de células/
Tratamentos nuclear citoplasmatico célula de Leydig por testiculo  grama de
testiculo

Grupo 1 242,350+12,617"  1281,415+£210,345*  1523,765+£216,922*  4,937+1,730"°  39,825+10,023"
Grupo 2 249,516+12,384"  1342,768+208,953" 1592,2844213,367*  4,875+2,081*  40,211+13,934°

Grupo 3 265,893+22,544"  1378,981+282,025 1644,874+301,035"  4,510+1,524*  41,6941+14,119°

Letras iguais nas colunas nio diferem significativamente entre si (p>0,05).
Grupo 1: apenas agua destilata; grupo 2: concentragdo de 750 mg/kg de peso corporal; grupo 3: concentragdo

de1500 mg/kg de peso corporal.
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CONCLUSOES GERAIS
> A administragdo do EAROS nas concentragdes de 750 e 1500mg/kg de peso corporal
ndo alterou aspectos corporais, testiculares assim como a organizagdo tubular, ndo sendo
observadas variagdes no peso dos orgaos, no IGS, e na morfometria dos tibulos seminiferos
que indicassem interferéncia na atividade espermatogénica ou toxicidade da planta.
> A prospec¢do fitoquimica revelou a presenga de triterpenos/esterdides, flavonoides,
6leos essenciais e taninos.
> O tratamento em ambas as concentragdes promoveu reducdo na propor¢ao volumétrica
e no volume de tecido conjuntivo.
> A maior concentracdo do extrato (1500mg/Kg) promoveu diminui¢do na propor¢ao de
macrofagos e no volume de vasos sanguineos, € aumento no diametro e volume nuclear de
Leydig.
» A presenca de compostos fendlicos com atividade vasodilatadora na raiz de O.
semiserrata, direciona a estudos para verificagdo de vasodilatagdo em corpos cavernosos
induzida pelo extrato, bem como a estudos de comportamento sexual, para confirmacdo de

seu uso popular como afrodisiaco.
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