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SANTOS, Mirian Campos dos. AVALIAGAO DO POTENCIAL TOXICO
REPRODUTIVO DO EXTRATO DE Cordia ecalyculata Vell, EM RATOS WISTAR,
2014. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) - Faculdade de Ciéncias e

Letras, Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”, Assis, 2014.

Resumo

A utilizagdo de extratos de Cordia ecalyculata esta crescendo devido ao seu
potencial em inibir o apetite. Seus efeitos colaterais na reproducao sdo desconhecidos.
Entao, o estudo avaliou o potencial toxico reprodutivo de diferentes doses do extrato
de C. ecalyculata em ratos adultos. Os animais (n=12/grupo) receberam agua
destilada (grupo Controle) ou o extrato hidroetandlico de C. ecalyculata em diferentes
concentracoes de 1,5 ml (20, 100 e 400 mg/kg de peso corpdreo). Os tratamentos
foram administrados por via oral (gavage), unica dose/dia, durante 60 dias
consecutivos. Ao final do tratamento, a massa corpdrea dos animais que receberam o
extrato foi similar ao grupo controle, demonstrando a ineficacia do fitoterapico na
reducdo do peso corporal. O peso dos testiculos, vesiculas seminais e préstata nao foi
afetados pelos tratamentos (p>0,05), mas houve aumento significativo no peso dos
epididimos na dose de 400 mg/kg do extrato. Em todas as doses, os testiculos e
epididimos apresentaram alteragdes histopatoldgicas, houve aumento significativo no
percentual de gametas anormais na cauda do epididimo e a taxa de fertilidade dos
animais foi reduzida (p<0,05). Concluiu-se que o extrato de Cordia ecalyculata
promoveu toxicidade reprodutiva, porém com auséncia de efeito dose-dependente.

Palavras-chave: Toxicidade reprodutiva; porangaba; Pholia Magra®;

epididimos; histopatologia; fertilidade.
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SANTOS, Mirian Campos dos. EVALUATION OF REPRODUCTIVE TOXIC
POTENTIAL OF EXTRACT Cordia ecalyculata Vell, IN WISTAR RATS, 2014. 76 f.
Dissertation (Master's degree in Bioscience)- Faculdade de Ciéncias e Letras,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Assis, 2014.

Abstract

The use of extracts from Cordia ecalyculata is growing due to their potential to
inhibit appetite. Its side effects on reproduction are unknown. Then, the study
evaluated the reproductive toxic potential of different doses of the extract of C.
ecalyculata in adult rats. The animals (n = 12/group) received distilled water (control
group) and the hydroethanolic extract of C. ecalyculata in different doses (20, 100 and
400 mg / kg body weight). Treatments were administered orally (gavage), single
dose/day for 60 consecutive days. At the end of treatment, the body weight of the
animals that received the extract was similar to the control group, demonstrating the
ineffectiveness of this herbal medicine in reducing body weight. The weight of the
testes, seminal glands and prostate were no affected by treatments (p>0.05), but
increased there was(p < 0.05) on the epididymis weight at a dose of 400 mg / kg of the
extract. At all doses, the testes and epididymides showed histopathological changes,
increased (p <0.05) the percentage of abnormal gametes in the epididymal tail and
fertility of animals was reduced (p<0.05). In conclusion that the extract of Cordia
ecalyculata promoted reproductive toxicity, but without dose-dependent effect.

Keywords: Reproductive toxicity; epididymis; histopathology; testes; Pholia

Magra®; fertility.
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INTRODUGAO

1. Obesidade e o uso de farmacos
Desde a antiguidade, a populagdo busca uma forma de prevenir
doencas, trata-las e amenizar os sintomas, a partir da utilizagdo de plantas
medicinais. Sdo variadas as formas como essas plantas sao utilizadas, seja em
compressas, infusdes, decocgdes, emplastos, entres outros (DALLAQUA et al.,
2001; MELLO et al., 2007).

Produtos naturais sdo utilizados para diversos tratamentos estéticos,
assim como para tratamentos de diversas patologias, sendo que muitos s&o
comercializados como emagrecedores. Geralmente, as plantas utilizadas para
perda ou manutengdo de peso agem como estimulantes do metabolismo ou
como moderadores do apetite (TUROLLA, 2004), inclusive no tratamento da
obesidade (PELIZZA, 2010).

A obesidade, considerada uma epidemia mundial, afeta criangas e
adultos. O sobrepeso é um fator de risco para diabetes ndo dependente de
insulina, doengas cardiovasculares, osteoartrite, alguns tipos de céancer, e
certas desordens reprodutivas e metabdlicas (MAYES; WATSON, 2004).

Estudos tém mostrado uma relagao entre obesidade e infertilidade, mas
ainda ha controvérsias. pois ndo foram significativa as diferengas encontradas
na contagem de espermatozoides, espermatozoides anémalos, nem alteragao
nos niveis de testostetorona de pacientes obesos (PAASCH et al., 2010).
Estudo realizado em ratos Wistar que se alimentaram com dieta de alto teor de
gordura demonstrou que houve diminuigdo na motilidade dos espermatozoides,

resultando em reducdo no potencial de fertilidade apds a inseminacgao artificial
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(FERNANDEZ et al., 2011). O aumento de peso, independentemente de outros
fatores de risco, traz prejuizos a fungdo sexual como desejo sexual, eregéo e
ejaculacado (DALLAL et al., 2008). A reducao do peso corporal seja por meio de
procedimentos cirurgicos ou através da mudanga do estilo de vida, dietas e
atividade fisica permite inferir melhora na satisfagdo sexual de homens obesos
(SOUZA et al., 2011).

Apesar do aumento no numero de pessoas com excesso de peso e com
obesidade, o tratamento clinico inclui apenas alguns tipos de drogas
(CATERSON, 1999). Fenfluramina e fluoxetina foram sugeridas como possiveis
solucdes, mas causam efeitos colaterais, razdo pela qual foram retiradas do
mercado (CANNISTRA et al., 1997; MARK et al., 1997; ROTHMAN; BAUMAN,
2002). Atualmente € prescrito o uso da sibutramina, com comercializagéo
controlada rigorosamente pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e
proibida em varios paises, devido aos efeitos colaterais que promove em
pacientes com problemas cardiovasculares. Este farmaco geralmente promove
aumento da pressao arterial, fadiga, constipac¢édo, taquicardia, dor de cabeca e
insénia (LUQUE & REY, 1999; FANGHANEL et al. 2000; JAMES et al. 2000).

Devido aos efeitos colaterais que os farmacos sintéticos tém promovido
sobre a saude humana, a utilizacdo de fitoterapicos e outros produtos naturais
como alternativa para a terapia antiobesidade tem recebido grande atencao da
populagdo (BELLO et al., 2002). Nas ultimas décadas houve um aumento no
consumo de produtos naturais e uma das justificativas para esse crescimento é
a repercussao na midia, principalmente em revistas e sites que abordam o

tema emagrecimento (PELIZZA, 2010). Além disso, comumente a populagao
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adere ao pensamento errbneo de que produtos naturais ndo causam efeitos
colaterais (PELIZZA, 2010).

Ha ainda poucos estudos relacionados a toxicidade de fitoterapicos e para
controle do peso, sendo que suas possiveis propriedades terapéuticas,
farmacoldgicas e toxicoldgicas tém recentemente recebido maior atencdo na
comunidade cientifica. Um exemplo é a Cordia ecalyculata Vell, denominado no
mercado como Pholia Magra®, que tem sido utilizada por pessoas que buscam
a reducao ou a manutencdo do peso corporeo, com e sem recomendacao

clinica (BELLO et al. 2002; PELIZZA, 2010).

2. Cordia ecalyculata

O género Cordia foi descrito por Linnaeus em 1753 e pertence a familia
Boraginaceae, a qual conta com cerca de 100 géneros e 2.000 espécies
difundidas nos tropicos, nas regides temperadas e articas (LORENZI, 2008).

A Cordia ecalyculata Vell, tem por nomenclatura cientifica alguns
sinbnimos como: Cordia digynia Vell., Cordia salicifolia Cham., Cordia glaziovii
Taub., Cordia coffeoides Warm (LORENZI, 2008; PELIZZA, 2010).
Popularmente é conhecida como cha-de-bugre, porangaba, cafezinho, café-do-
mato, cha-de-frade, louro-salgueiro, café-de-bugre, claraiba, louro-mole e erva
anti-barriga. Distribuida desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul, tendo
sido também encontrada na Argentina e no Paraguai (SAITO et al.,, 1986),
principalmente na floresta semidecidua (LORENZI, 2008). O género Cordia L. é
representado por 26 espécies somente no Estado de Sdo Paulo (CARDOZO et

al., 2008).
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Na fase adulta, os representantes do género Cordia podem ter de 8 a 20
m de altura (Figura 1); a copa € alongada e o tronco pode ter de 20 a 40 cm de
diametro, o tamanho das folhas varia de 8 a 18 cm de comprimento. A planta
possui pequeninas flores brancas e seus frutos sdo bagas globosas

avermelhadas semelhantes ao café (LORENZI, 2002).

2002).

Destacam-se em sua composi¢gdo quimica a presenca de alguns
alcaloides como cafeina, alantoina e acido alantdico, e também glicosideos
como a consolidina, entre outros tipos como taninos, flavonoides, saponinas,
mucilagens nos extratos fluidos desta planta, pigmentos e na parte de
compostos inorganicos, o potassio (ASSONUMA, 2009; SAITO, 1986).

Em varias partes do pais suas sementes sao torradas e utilizadas

substituindo o café, devido a grande quantidade de cafeina. Sua utilizagao
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como planta medicinal é antiga, comercializada na forma de extratos liquidos,
tinturas e principalmente na forma de cha (LORENZI, 2008). E utilizado na
medicina popular como diurético, estimulador da circulagdo, cardiotonico,
redutor de inchago, como cicatrizante, emoliente, inibidor do apetite e no
tratamento de obesidade em programas para perda de peso (SAITO et al.,
1986), além de auxiliar na diminuicdo dos niveis de colesterol total e
triglicerideos, prevenindo a deposi¢ao de gorduras nas artérias, embora poucos
relatos cientificos comprovem tais atividades (SAITO et al. 1986; LORENZI,
2008).

Foi analisada a eficacia da utilizacdo da Cordia salicifolia em
camundongos submetidos ao tratamento com uma dieta hiperlipidémica, onde
os indices sorologicos de colesterol e ftriglicerideos foram monitorados. Os
resultados mostraram que a utilizacdo de uma dose de 100 mg/kg/dia do
extrato, por via oral, durante 15 dias, promoveu uma diminui¢cdo significativa
nos niveis séricos de colesterol total, tanto no grupo que recebeu dieta normal
e o extrato, quanto no grupo com dieta hiperlipidémica e o extrato (CARDOZO
et al., 2008).

Foi relatado que a dosagem de 20 mg/Kg/dia de Cordia salicifolia,
administrada em ratos durante 13 dias, promoveu auséncia de efeitos
antiobesidade, anorexigeno e diurético, porém, houve uma diminuigdo nos
niveis de triglicerideos (SIQUEIRA et al., 2006).

Avaliou-se a acao farmacolégica da espécie, enfocando ensaios
antihemorragicos, antifungicos, antioxidantes e citotoxicos para células normais
e tumorais. Estes ensaios mostraram que a particdo acetato de etila do extrato

hidroetandlico das folhas apresentou uma porcentagem de inibicao
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hemorragica em torno de 75%. As avaliagbes de atividade antifungica e
antioxidante nao apresentaram resultados significativos e também nao foi
observada citotoxicidade em células normais e células tumorais (ASSONUMA,
2009).

O potencial mutagénico da Cordia ecalyculata Vell e Spirulina maxima foi
avaliado por meio do teste do micronucleo em células da medula 6ssea de
camundongos. Concluiu-se que doses de 150 e 500 mg/Kg de Cordia
ecalyculata foram eficazes na reducédo de até 13,4% do peso corpéreo dos
animais e a associacao da Spirulina maxima nao potencializou a acdo da
Cordia ecalyculata quanto a reducao de gordura. As drogas nao apresentaram
potencial mutagénico (ARALDI et al., 2011).

Em 2004, foi avaliada a toxicidade aguda do extrato hidroetandlico das
folhas de Cordia ecalyculata (5000 mg/kg), onde este foi administrado durante
15 dias em ratos Wistar machos e fémeas. No ultimo dia os animais foram
necropsiados e alteragdes macroscopicas nos orgaos foram avaliadas. Os
resultados indicaram auséncia de toxicidade do extrato nos 6rgaos, este ndo
promoveu mortalidade e nao alterou o comportamento dos animais (DIAS,
2004).

A toxicidade do extrato de Cordia salicifolia em camundongos submetidos
a diferentes doses foi determinada em 2005, onde os autores verificaram que a
dose letal (DL50) foi muito maior que 2000 mg/Kg via oral e a DL50 via
intraperitoneal foi de 920 mg/Kg em um periodo de 90 dias. Nao foram
encontradas evidéncias que indicasse que a administragdo do extrato de
Cordia salicifolia causa efeitos de toxicidade nos animais (CAPARROZ-ASSEF

et al., 2005).
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3. Plantas medicinais e a Reproducgao

A ideia equivocada de que plantas medicinais e fitoterapicos ndo causam
efeitos colaterais representa um perigo, pois ndo existem estudos cientificos
que comprovem a eficacia da maioria das plantas e os efeitos que as diferentes
doses e associagbes podem causar no organismo humano (MELLO et al.,
2005).

No aspecto reprodutivo, um ou mais componentes quimicos de plantas
medicinais podem promover prejuizos na fertilidade, na morfologia dos 6rgéos
reprodutores, na gestacdo, parturicdo e no desenvolvimento embriofetal
(CARVALHO et al., 2009).

A utilizagao indiscriminada de plantas medicinais sem orientacdo médica
e o desconhecimento dos efeitos secundarios e toxicidade oferece risco a
saude da populagdo, sendo muitas vezes, agravado pela falta de informagdes
confiaveis (BELLO et al., 2002), podendo levar a sérias consequéncias como
efeitos colaterais, interagdes medicamentosas e intoxicagdes, sendo tao
perigoso quanto o uso de “produtos quimicos”. Estudos relatam que existem
muitos metabdlitos na biossintese das plantas que podem ter efeitos téxicos,
genotdxicos e cancerigenos quando usados continuamente (OLIVEIRA et al.,
2006).

Foi relatado que varias plantas utilizadas no dia-a-dia possuem
substancias que podem causar riscos embriotdxicos, teratogénicos e abortivos,
se nao utilizadas de maneira adequada, uma vez que os constituintes dessas
plantas podem atravessar a membrana placentéaria. Os autores verificaram que

plantas como Angelica archangelica (angélica), usada como anticoagulante,
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Rosmarinus officinales (alecrim), utilizado como antioxidante e antisséptico,
assim como Symphytum officinales L. (canfora), Eucaliptos glébulos (eucalipto)
como anti-inflamatoério, Cassia agustifolia (sene) como laxativo, entre outros,
sdo abortivos mediante a quantidade usada e a fase da gestacéo
(RODRIGUES et al., 2011).

A planta Ruta chalepensis (Arruda) € usada como anti-helmintico e anti-
hemorragico, sendo contraindicada no periodo da gravidez por promover
contragdes uterinas, além de possuir efeito embriotdxico e teratogénico. Da
mesma forma as sementes de barbatimdo (Stryphnodendron polyphyllum),
usadas como antimicrobiano, acarreta a morte embrionaria (RODRIGUES et
al., 2011).

Na década de 1950, houve reducao consideravel na taxa de natalidade
humana nas areas rurais da China. Descobriu-se que a redugdo nos
parametros reprodutivos masculinos estava relacionada a alimentacao, pois era
comum o uso de 6leo de algoddo. As raizes, partes aéreas e sementes do
algodao sao ricas em gossipol, compostos fendlicos que promovem diminuigéo
na producao de espermatozoides (GADELHA et al., 2001).

A planta Azarirachta indica, popularmente conhecida como Nim e utilizada
no controle de pragas agricolas, e na medicina popular no tratamento para
catapora e verrugas. Quando administrada dose de 200 mg/kg de peso
corporeo ao longo de 28 dias, diminuiu a fertiidade de ratos e promoveu
alteragdes morfoldgicas no epitélio seminifero testicular. A integridade desse
epitélio foi recuperada apds 42 dias do termino do tratamento (D’CRUZ et al.,

2010)
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Em 2012 foi verificado que Agave sisalana (sisal), muito popular no
tratamento de doengas hepaticas e cardiacas, causou danos aos tubulos
seminiferos de ratos tratados com 100 mg/kg de peso corpdreo em periodos de
30 e 60 dias, sendo que houve reducéao da fertilidade, no periodo de tratamento
de 60 dias ( MENDES et al., 2012).

Foi avaliada a toxicidade reprodutiva de Cassia occidentalis sobre a
fertilidade de ratos Wistar, com o liéfilo da planta nas doses de 100, 500 e 2500
mg/kg durante 60 dias, em machos e fémeas. Nao houve toxicidade sistémica
nas doses utilizadas e os parametros reprodutivos ndo foram afetados, porém
as doses de 500 e 2500 mg/kg promoveram mortalidade fetal, sendo o uso da
planta ndo recomendado durante a gestacdo (ANDRADE et al., 2008).

Um levantamento foi realizado no SUS de algumas capitais do Brasil por
Carvalho et al., (2008) sobre plantas comumente utilizadas como abortivas,
sendo: Senna Alexandria Mill.( Sene), Ruta graveolens L. (Arruda), Peumus
boldus (Boldo), Cabacinha Luffa operculata (Molina), Egletes viscosa (Marcela),
Cinnamomum verum (Canela), Coutarea hexandra (Quina-quina), Syzygium
aromaticum (Cravo) e Himatanthus lancifolius (Agoniada). Os autores
concluiram que muitos principios ativos destas plantas atravessam a
membrana placentaria, podendo provocar o aborto. Estas plantas podem
causar efeitos variados como: contragbes uterinas, as quais prejudicam o
organismo das gestantes e possuem agado emenagoga, além de causar
alteragdes anatbmicas, baixo peso, prematuridade e anomalias congénitas nos
fetos.

Os efeitos de Ginkgo biloba e Panax ginseng C.A. Meyer foram

comparados na reproducao de ratos machos e fémeas Wistar. Veficou-se que
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os extratos administrados nas doses de 120 mg/kg de Ginkgo biloba e 200
mg/kg de Panax ginseng durante 15 dias consecutivos, ndo promoveram
alteracbes nos testiculos e ovarios, e ndo comprometeram o desempenho
reprodutivo dos animais (KUNTZE et al., 2012).

Os resultados obtidos por KUNTZE et al. (2012) corrobora com o trabalho
realizado por CASTRO et al.(2005), onde a toxicologia de Ginkgo biloba foi
avaliada sobre a fertilidade de ratos machos tratados com 17 mg/kg por 91 dias
e fémeas por 77 dias. Nao foram observadas alteragdes no peso e na
morfologia dos testiculos, utero, ovarios nem na prole.

Em estudo realizado com Lepidium meyenil, popularmente conhecido
como “maca’”, a administragdo de 66,7 mg/kg de extrato duas vezes ao dia ao
longo de 14 dias, aumentou significativamente o numero de células de Sertoli,
células de Leydig e espermatdcitos, mas nao influenciou a qualidade dos
espermatozoides (REATEGUI, 2009).

E relatado que flavonoides e taninos sdo capazes de agdo anti-
androgénica, que afeta o sistema reprodutor masculino e a fertilidade
(FRACARO, 2004; ANDRADE et al., 2008; SA et al., 2010). Caesalpinea ferrea
(pau-ferro), sendo comumente utilizada na medicina popular como anti-
inflamatdrio, anti-ulcerogénico, em doengas do trato respiratorio, entre outras, €
rica em flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, esteroides e compostos
fendlicos. Embora Caesalpinea ferrea seja rica em flavonoides, foi
demonstrado que nao houve efeito téxico do extrato desta planta em ratos
Wistar tratados com 300mg /Kg de peso corporal durante 52 dias e 104 dias. A
exposicao ao extrato de Caesalpinea ferrea nao afetou a produgao de gametas

(SA et al., 2010).
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Em estudo realizado em 2009, ratas prenhes foram tratadas com Maytens
ilicifolia (espinheira santa) nas doses de 3,9 e 15,1 mg/ Kg durante 20 dias. O
tratamento com o extrato ndo alterou o desenvolvimento fetal, ndo promoveu
efeito teratogénico e ndo causou toxicidade materna (LAURA, 2009).

Avaliou-se a formulacdo fitoterapica Gotas Preciosas® contendo:
Gentiana lutea, (genciana), Rheum palmatum (ruibarbo), Aloe ferox (aloé),
Cynara scolymus (alcachofra), Atropa belladona (beladona), Paumus boldus
(boldo) e Baccharis trimera (carqueja), rica em flavonoides, saponinas,
alcaloides, taninos entre outros compostos. Foi verificado que mesmo sendo
aplicada em concentracdo 10 vezes maior que a recomendada para humanos
(2,14 gotas. Kg™) n&o causou efeitos toxicos nos testiculos e epididimos de
ratos tratados por 30 dias e no utero e ovarios de ratas tratadas por 44 dias,
incluindo periodo gestacional e de lactagdo (MELLO et al., 2007).

Em 2005 um estudo verificou que as plantas Heteropterys afrodisiaca (n6-
de-cachorro) e Anemopaegma arvense (vergateza) promoveram aumento no
peso dos testiculos, aumento no parénquima testicular, no didmetro dos
tubulos seminiferos e no volume do citoplasma das células de Leydig em ratos
Wistar tratados com os extratos num volume de 0,5 ml durante 56 dias
consecutivos (CHIEREGATTO, 2005).

Em 2006, Dimech et al observou que o extrato hidroetandlico de Mentha
crispa (hortela-da-folha-miuda) nas concentragbes de 0,5 e 1,0 g/Kg de peso
corporal ndo provocou sinais de toxicidade e nao alterou as funcdes
reprodutivas de ratos Wistar. Confirmaram também que o extrato da planta nao

apresenta propriedade contraceptiva.
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A toxicidade reprodutiva esta relacionada a varios efeitos que substancias
de medicamentos e principios ativos provocam, alterando as func¢des dos
orgaos reprodutores, do sistema enddcrino e nervoso. Nos homens além de
alterar a producao e maturagcado de gametas, podem afetar o transporte destes
e o0 comportamento sexual. Nas mulheres, além de muitas substancias
desregularem o ciclo menstrual, podem provocar sangramentos durante a
gestacéo e abortos. Nos fetos, podem promover efeito teratogénico (CASTRO

et al., 2005; MENDES, 2012; KUNTZE et al., 2012).

4.Testiculos

Os testiculos sdo alojados pela bolsa escrotal, circundados pela tunica
vaginal e por uma capsula de tecido conjuntivo denso, denominada tunica
albuginea. A partir da margem posterior forma-se o mediastino que se divide
em |bébulos testiculares, cada qual com a presenca de tubulos seminiferos
altamente enovelados (TOTSUI et al., 2013; ROSS & PAWLINA, 2012;
GOMES, 2011; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008, CHIEREGATTO, 2005).

A gbnada masculina (Figura 2) compreende dois compartimentos: (a)
tubular, onde ocorre a formacdo dos espermatozoides a partir da divisao e
diferenciagcdo das células germinativas; (b) intersticial, constituido por tecido
conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado, com varios tipos celulares e as
células enddcrinas de Leydig (DALAZEN, 2013; CHIEREGATTO, 2005;

RUSSELL et al.,1990).
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Figura 2. Corte sagital de testiculo e epididimo humano. a. diagramagédo das estruturas
testiculares. b. Corte histolégico de testiculo e epididimo corado com H-E (ROOS; PAWLINA,
2012).

O processo de producdo dos espermatozoides, conhecido como
espermatogénese, inicia-se na parede dos tubulos seminiferos, a partir das
espermatogdbnias. Estas células no rato se dividem nas linhagens: tipo A (ste-
cell, de proliferacéo e de diferenciacéo), intermediaria e tipo B (RUSSELL et al.
1990). No rato o processo espermanogénico dura aproximadamente 52 dias
(WHEATER et al. 1982; SQUIRES et al. 1983; JOHNSON et al. 2000).

Durante a espermatogénese, o desenvolvimento e a mitose das
espermatogbnias B d&o origem aos espermatdcitos primarios, em seguida, por
meiose os espermatocitos sofrem a primeira divisdo originando espermatdcitos
segundarios e numa segunda divisdo as espermatides. A espermatogénese no
rato possui 14 estagios do ciclo do epitélio seminifero, onde varias
transformacgdes ocorrem entre espermatogbnia até espermatozoide (DALAZEN,

2013; RUSSELL et al.,1990).
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A fase final da producdo dos espermatozoides € denominada
espermiogénese, onde o nucleo das espermatides sofre uma diminuigdo
gradativa e completa condensagdo, ocorre o desenvolvimento do capuz
acrossbmico que originara o acrossoma, o surgimento do flagelo a partir do
alongamentos dos centriolos e a perda de parte do citoplasma, o qual sera
fagocitado pelas células de Sertoli. (RUSSELL et al., 1990; WHEATER et al.,
1982; MEACHEM et al., 2001).

Entre as espermatogbnias, no compartimento basal tubular, localizam-se
as células de Sertoli, as quais possuem o nucleo geralmente triangular ou oval
e nucléolo proeminente; seu citoplasma estende-se até a luz do tubulo
preenchendo todos os espagos vazios entre as células da linhagem
espermatogénica e fagocitam o citoplasma em excesso que € eliminado pelas
espermatides durante a espermiogénese (BLANCHARD et al., 1996;
BOEKELHEDE et al., 2000; ROSS; PAWLINA, 2012).

As células de Sertoli mediam e exercem controle sobre as fases da
producdo dos espermatozoides e produzem varios metabdlitos importantes
para manter ativo o processo de espermatogénese e espermiogénese
(BOEKELHEDE et al., 2000; BLANCHARD et al., 1996).

O espaco intertubular é preenchido por tecido conjuntivo e nervos, possui
vasos que permitem a passagem dos componentes sanguineos e estédo
presentes células como fibroblastos, células indiferenciadas e células do
sistema imune, como macrofagos, e as células de Leydig, arredondadas com
nucleo eosindfilo, rico em lipidios. As células de Leydig séo responsaveis pela
produgcdo do horménio testosterona, que atua no desenvolvimento das

caracteristicas masculinas, essencial para a fungcdo continuada da
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espermatogénese (ROSS & PAWLINA, 2012; O'RAHILLY et al., 2005;

RUSSEL et al., 1990).

5. Epididimo

O epididimo (Figura 3) é um 6rgao delgado que se estende entre os polos
do testiculo, aplicado a margem posterior deste, composto por tecido conjuntivo
e vasos. E um ducto longo extremamente enovelado medindo de 4 a 6 m de
comprimento no homem, circundado por uma camada de células musculares
lisas, é dividido anatdbmica e histologicamente em: cabega, com ducto pequeno,
epitélio alto com estereocilios e pouca concentracido de espermatozoides na
luz; corpo, epitélio intermediario com diminuicdo no numero de estereocilios,
que se apresentam encurvados e ha um aumento na concentragcdo de
espermatozoides na luz ductular; cauda, epitélio mais fino, com poucos
estereocilios, ducto com o lumen mais amplo e grande quantidade de
espermatozoides neste (WHEATER et al.,, 1982; VERNET et al., 1997;

GARCIA, 2006; OLIVEIRA et al., 2013).
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Figura 3. Epididimo e seus compartimentos (KNOBIL et al., 2006).
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Uma das fungbes do epididimo € o acumulo e armazenamento de
espermatozoides. O epitélio dos ductos também auxilia na absor¢cdo de
metabolitos pelos estereocilios (HETEL, 2010; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008; LUCIANO et al.,, 2000). No rato o tempo de passagem dos
espermatozoides pelo ducto do epididimo dura aproximadamente 8 dias

(CHIEREGATTO, 2005; RUSSELL et al, 1990).
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OBJETIVOS

Embora ja tenham sido documentados alguns efeitos promovidos pela
utilizagcao de Cordia ecalyculata Vell com relagao a eficacia de emagrecimento,
dose letal, atividades citotoxicas e genotoxicas, ainda sdo desconhecidos seus
efeitos sobre a reproducdo, sobretudo de maneira dose-dependente. Desta
forma, o objetivo do estudo foi avaliar o potencial téxico reprodutivo do extrato
de Cordia ecalyculata em ratos albinos, por meio das seguintes analises:

¢ Estrutura histoldgica testicular e epididimaria, em microscopia de luz;

e Morfometria dos tubulos seminiferos e ducto epididimario;

e Morfologia espermatica do conteudo luminal da cauda do epididimo;

ePeso absoluto e peso relativo dos o6rgaos reprodutivos (testiculos,
epididimos, vesiculas seminais e prostata);

eTaxa de fertilidade e parametros fetais dos machos reprodutores

acasalados com fémeas nao tratadas;
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Resumo

A utilizacao de extratos de Cordia ecalyculata esta crescendo devido ao
seu potencial em inibir o apetite. Seus efeitos colaterais na reproducdo sio
desconhecidos. Entdo, o estudo avaliou o potencial toxico reprodutivo de
diferentes doses do extrato de C. ecalyculata em ratos adultos. Os animais (n=
12/grupo) receberam o extrato hidroetandlico de C. ecalyculata em diferentes
doses (20, 100 e 400 mg/kg de peso corpoéreo) ou agua destilada (grupo Controle).
Os tratamentos foram administrados por via oral (gavage), Unica dose/dia, durante
60 dias consecutivos. Ao final do tratamento, a massa corporea dos animais que
foi similar em ambos os grupos, demonstrando a ineficacia do fitoterapico na
reducdo do peso corporal. O peso dos testiculos, vesiculas seminais e prostata ndo
foi afetados pelos tratamentos (p>0,05), mas houve aumento (p<0,05) no peso dos
epididimos na dose de 400 mg/kg do extrato. Em todas as doses, os testiculos
apresentaram perda de células germinativas, e os epididimos apresentaram edema
e hemorragia intersticial. Houve aumento (p<0,05) no percentual de gametas
anormais(flagelo curto ou ausente) na cauda do epididimo, e a taxa de fertilidade
foi reduzida (p<0,05). Concluiu-se que o extrato de Cordia ecalyculata promoveu

toxicidade reprodutiva, porém com auséncia de efeito dose-dependente.
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histopatologia; fertilidade.
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Introduciao

A humanidade, desde a antiguidade, utiliza plantas medicinais para o tratamento
e prevencao de diversas patologias. Atualmente, os fitoterdpicos sdo utilizados como
uma alternativa para o tratamento de doengas, devido ao facil acesso e baixo custo do
produto em comparagdo com os produtos sintéticos. O aumento no niimero de homens e
mulheres que procuram medicamentos naturais ou sintéticos que prometem a redugdo
de peso corpéreo cresce a cada ano. A Pholia Magra®, fitoterapico preparado a partir
das folhas e talos de Cordia ecalyculata, também conhecida popularmente como
Porangaba, tem apresentado destaque em razdo do efeito diurético e inibidor do apetite
(Lorenzi, Matos; 2008).

No Brasil, a Cordia ecalyculata Vell. é encontrada desde o nordeste até o sul do
pais. Seu fruto assemelha-se ao do cafeeiro, razdo pela qual possui diversos nomes
populares tais como, café-de-bugre e café-do-mato (Lorenzi, Matos; 2008), além de
possuir entre seus constituintes quimicos a cafeina.

Embora varios estudos farmacologicos e toxicoldgicos sejam conduzidos com a
grande diversidade de plantas medicinais, ainda sdo escassos os relatos sobre os efeitos
colaterais dessas plantas na reprodugdo, principalmente no aspecto histopatologico.
Previamente foram relatados os efeitos promovidos pela utilizacdo da C. ecalyculata
com relacdo a eficacia de emagrecimento, dose letal e atividade citotoxica. No entanto,
os efeitos do extrato de C. ecalyculata na reproducdo sdo desconhecidos. Assim, ¢ de
fundamental importancia tracar o perfil do real beneficio e dos possiveis efeitos
colaterais que este fitoterapico pode promover no organismo. Entdo, este estudo avaliou
o potencial toxico reprodutivo de diferentes doses do extrato de C. ecalyculata em ratos

adultos.
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Materiais e Métodos
Preparacdo da solugdo do extrato vegetal

A Pholia Magra® (Cordia ecalyculata Vell.), adquirida comercialmente sem
excipiente e com a presenga do certificado de andlise do controle de qualidade, foi
preparada a partir das folhas e talos de C. ecalyculata, com solvente de extragdo
hidroetanolico. O laudo da matéria prima comercial atesta a presenga de 11,11% de teor
de taninos e 9,35% de teor de cafeina.

As solugcdes foram preparadas imediatamente antes da aplicagdo nos animais,

com a diluigdo da Pholia Magra® em 1,5 mL de 4dgua destilada.

Animais

Foram utilizados 48 ratos albinos Wistar com 90 dias de idade e peso médio
corporeo de 350g. Os animais foram adquiridos do Biotério Central da Univ Estadual
Paulista - UNESP (Botucatu, Sao Paulo, Brasil) e posteriormente foram alojados na
Univ Estadual Paulista — UNESP (Assis, Sao Paulo, Brasil), em sala com temperatura e
luminosidade controladas (22+£2°C e ciclo de 12h claro-escuro, respectivamente). Os
animais receberam dieta padrdo e dgua ad libitum. O protocolo experimental seguiu os
principios ¢éticos da pesquisa animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal, ¢ foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —

CEUA (Registro 010/2011).

Grupos experimentais
Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais
(n=12/grupo): grupos C20, C100 e C400, tratados respectivamente com 20, 100 e 400

mg/kg de peso corpdreo do extrato de Cordia ecalyculata e tratado com 1,5 mL de agua
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destilada (Controle - Co). As doses foram administradas por via oral (gavage), uma vez
ao dia, durante 60 dias consecutivos, no mesmo horario (8:00-9:00h). A escolha das
doses baseou-se em estudo prévio (Caparroz-Assef et al. 2005), que relatou que a dose

terapéutica para camundongos foi de 20 mg/kg.

Peso corporeo e coleta dos orgdos reprodutivos

Os animais foram pesados semanalmente e ao final do periodo experimental,
seis ratos/grupo foram induzidos & morte e os 6rgdos reprodutivos foram coletados e
processados por técnicas histologicas. Os seis ratos restantes de cada grupo foram
acasalados e destinados ao estudo da fertilidade. Apos o sacrificio dos animais com
dose letal de Tiopental Sédico (Thiopentax®, Cristalia, Sdo Paulo, Brazil), via i.p.,
foram coletados e pesados os testiculos, epididimos, prostata e vesiculas seminais cheias
e vazias. Foi registrado o peso absoluto (g) e relativo (g%; peso do 6rgao dividido pelo

peso corporeo X 100) de cada 6rgao.

Analise histopatologica

Os testiculos e o epididimo esquerdo foram fixados em solu¢cdo de Bouin,
desidratados em solugdes crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol e incluidos
em parafina (Paraplast Labware-Oxford, St.Louis, MO, USA). Sec¢des de 5-um de
espessura foram coradas com Hematoxilina e eosina (HE), Tricromico de Mallory e
PAS-H, para evidenciar os componentes celulares e a matriz extracelular. As laminas de
testiculo e epididimo foram analisadas qualitativamente. No ducto epididimario foi
avaliada cada regido anatomica do orgao (cabeca, corpo e cauda). As imagens foram
obtidas através de um microscopio optico Zeiss (Scope Al-Axio) acoplado com camera

de video AxioCam ICc3 e digitalizadas por meio do software Axio Vision, versao 4.7.2.
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Andlise morfométrica

Nos testiculos de cada animal foram escolhidas ao acaso 20 sec¢des transversais
de tibulos seminiferos, para a mensuracdo do didmetro tubular, altura do epitélio
germinativo, area luminal e area tubular, na objetiva de 20x. Nos epididimos, foram
escolhidas aleatoriamente em cada animal, 10 sec¢des transversais de cada segmento
anatomico do 6rgdo, para mensuracao da altura do epitélio, area luminal e area ductular,
na objetiva de 10x. As mensuracdes nos testiculos e epididimos foram efetuadas em
microscopio Optico Zeiss Axio Scope Al, acoplado ao sistema de captura com camara

Axio Cam ICc3, contendo o programa Axio Vision versdo 4.7.2.

Morfologia espermatica

Na cauda do epididimo direito de cada animal foram obtidos os
espermatozoides, através da técnica descrita por Vigil & Bustos-Obregon (1985). Os
esfregacos foram corados com Hematoxilina e Shorr, para analise da morfologia
espermatica em microscopio de luz, na objetiva de 100X. Foram analisados 100
espermatozoides de cada animal, classificados em dois grupos: gameta normal
(normotipo) e anormal (teratospérmico), conforme os critérios de avaliacdo da

morfologia da cabeca e flagelo do gameta (Narayana et al. 2002).

Teste de fertilidade e parametros fetais

Seis ratos de cada grupo foram destinados ao teste de fertilidade no final do
periodo de tratamento. Os animais foram acasalados com fémeas na proporcao 1:1. Na
manha seguinte, a presenca de espermatozoides no lavado vaginal foi considerado o 1°

dia gestacional (DG1).
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No DG19, as fémeas foram previamente anestesiadas com Ketamina (40 mg/kg)
e Xilasina (20 mg/kg), via intramuscular, e foi realizada a laparotomia. Os cornos
uterinos gravidicos e os ovdrios foram expostos, obtendo-se 0s seguintes registros:
tamanho e peso da ninhada, peso fetal, nimero de implantes, nimero de corpos luteos
gravidicos, viabilidade fetal, nimero de reabsorg¢des e peso das placentas. Foram
calculadas as taxas de perda pré-implantagdo (n° de corpos luteos — n® de implantes/ n°
de corpos luteos x 100) e perda pos-implantagdo (n° de implantes — n® de fetos/ n°® de
implantes x 100), taxa de fertilidade (n° de fémeas com espermatozoides no esfregago/n°®
de fémeas acasaladas x 100) e taxa de gestagdo (n° fémeas com fetos viaveis/n® de
fémeas com espermatozoides no esfregaco x 100), de acordo com Weidner & Sigwart
(2001) e Damasceno et al. (2008).

A fetotoxicidade foi avaliada pela morfologia externa, conforme os critérios:
anormalidades do tronco e cauda, extremidades (tamanho, posi¢do e digitos), contorno

do cranio, aspecto dos olhos e orelhas e exame da face e focinho.

Sinais e sintomas clinicos de toxicidade

Diariamente os animais foram monitorados quanto aos sintomas clinicos de
toxicidade (piloeregdo, alteragdo no comportamento, tremores € morte) e sinais clinicos
de toxicidade (consumo de racdo e agua, mensurados trés vezes na semana em dias
alternados), conforme descritos por Fernandes et al. (2010). O peso corpoéreo foi

registrado semanalmente.

Analise estatistica
Foram realizados testes de normalidade e homocedasticidade. Os dados foram

analisados por meio da analise de variancia paramétrica ANOVA, complementada com
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o teste de Tukey, quando apresentaram normalidade, e foram expressos como média +
desvio padrdo. Na auséncia de normalidade, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, complementado com o teste de Dunn, e os resultados foram expressos
como mediana + desvio interquartilico. As taxas de fertilidade e gestagdo, e o percentual
de espermatozoides anormais foram analisados através do teste Qui-quadrado (X?). A

significancia estatistica foi dada para p<0,05.

Resultados

O consumo de alimento e agua foi similar (p>0,05) nos grupos Co e C100
(Tabela 1). Os animais do grupo C20 ingeriram quantidade significativamente maior de
racdo, enquanto que no grupo C400 a ingestdo alimentar foi significativamente menor.
O consumo de agua foi significativamente maior (p<0,05) nos grupos C20 e C400,
comparativamente aos grupos Co e C100 (Tabela 1).

A administragdo do extrato de Cordia ecalyculata nas doses de 20, 100 e 400
mg/kg de peso corporeo ndo promoveu alteragdo significativa no peso corpéreo final
dos ratos, comparativamente ao grupo controle (Tabela 1). Na comparacdo entre os
grupos que receberam o extrato, o peso corpdreo dos ratos do grupo C400 foi reduzido
significativamente (p<0,05) em comparagdo ao grupo C20. Ao longo do periodo de
tratamento, o ganho de peso dos animais dos grupos C100 e C400 foi inferior ao
observado nos grupos Co e C20 (Figura 1).

Na avaliacdo do peso dos orgdos reprodutivos, o peso absoluto e relativo dos
testiculos, vesiculas seminais e prostata ndo foram afetados pelos tratamentos (p>0,05),
mas houve aumento (p<0,05) no peso relativo dos epididimos na dose de 400 mg/kg,

comparativamente aos grupos Co e C20 (Tabela 1).
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A andlise histopatologica dos testiculos mostrou que os grupos tratados com as
diferentes doses do extrato (Figuras 2C-H), apresentaram alteracdes tubulares,
comparativamente ao grupo controle (Figuras 2A-B). Os animais do grupo controle
apresentaram tibulos seminiferos com epitélio constituido por varias camadas de
células germinativas, dispostas de forma altamente organizada (Figuras 2A-B) e com
espermatozoides na luz. O intersticio tubular, constituido por tecido conjuntivo frouxo,
apresentou células de Leydig com morfologia caracteristica, proximas aos vasos
sanguineos. Todos os grupos tratados com C. ecalyculata apresentaram desprendimento
de camadas de células germinativas do epitélio seminifero, resultando na presenca de
células imaturas na luz tubular (Figuras 2C-D, E e F). Nos grupos C100 ¢ C400 houve a
presenga marcante de corpos residuais na luz dos tubulos seminiferos. Células em
degeneracgdo, caracterizadas pela picnose nuclear e acidofilia citoplasmatica, foram
observadas em posi¢do periluminal (Figura 2H) no grupo tratado com a dose mais alta
do extrato (400 mg/kg). As células de Leydig apresentaram padrdo morfologico
semelhante ao grupo Co, nos grupos C20, C100 e C400.

A analise morfométrica testicular (Tabela 2) mostrou que houve aumento
significativo (p<0,05) na area tubular do grupo C400, comparativamente ao grupo Co.
A érea luminal, o didmetro tubular e a altura epitelial foram similares (p>0,05) nos
grupos experimentais.

O tecido epididimario exibiu alteragcdes histopatoldgicas nos animais tratados
com as 3 doses do extrato (Figuras 3D-L) em compara¢do ao grupo controle (Figuras
3A-C). O epitélio ductular na reigdo do corpo apresentou células em processo de
degeneracdo, caracterizadas pelo ntcleo picndtico e citoplasma vacuolizado (Figura
3K). Espermatozoides com flagelo curto ou ausente, células germinativas imaturas e

células gigantes multinucleadas foram observados na luz do ducto (Figuras 3E e G). O
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intersticio ductular nas diferentes regides do 6rgdo e nas 3 doses do extrato apresentou
aspecto edematoso e hemorragico, com vasos sanguineos congestos e células do sistema
imune dispersas no tecido (Figuras 3D, F, G, H, I e J). No grupo que recebeu a menor
dose do extrato (C20), massas amorfas representativas de debris celulares estiveram
presentes na luz ductular. No grupo C400 houve espessamento da camada muscular que
circunda o ducto epididimario na regido da cauda (Figura 3L).

A analise morfométrica epididiméria (Tabela 2) mostrou que na regido da
cabeca, a area ductular, area luminal e altura do epitélio foram similares (p>0,05) entre
os grupos. Houve diferenca significativa (p<0,05) na area luminal do ducto na regido do
corpo, onde o grupo C20 apresentou maior area que os grupos Co e C400. A altura do
epitélio ductular da cauda do epididimo foi reduzida (p<0,05) nos grupos C100 e C400,
em comparagao ao grupo Co.

Na avaliacdo da morfologia espermdtica, a porcentagem de gametas com
morfologia anormal foi significativamente maior (p<0,05) nos grupos tratados com o
extrato de C. ecalyculata nas diferentes doses, quando comparada ao grupo Co (Tabela
2). Os gametas apresentaram anomalias de flagelo caracterizadas pela auséncia ou
encurtamento flagelar.

O indice de fertilidade dos ratos dos grupos tratados com o extrato foi similar
(p>0,05) ao grupo controle. No entanto, o indice de gestacdo foi reduzido
significativamente (p<0,05) nos grupos C20 e C100 (66,6%) e no grupo C400 (50%),
comparativamente ao grupo Co (Tabela 3).

O peso corpéreo da matriz acasalada com machos tratados foi menor no grupo
que recebeu a dose mais alta do extrato (400 mg/kg), porém diferiu significativamente
(p<0,05) apenas do grupo C20. O peso fetal foi reduzido (p<0,05) no grupo C400, em

comparacao grupo Co (Tabela 3). Nao houve influéncia (p>0,05) dos tratamentos sobre



38

o peso do utero gravidico, peso das placentas, tamanho e peso da ninhada, e taxas de
perda pré-implantagdo e poés-implantagdo (Tabela 3).

Quanto aos sintomas clinicos de toxicidade, houve o registro de ocorréncia de
mortalidade em apenas um animal do grupo C100 e C400. Outros sintomas, tais como,
piloerecdo e tremores ndo foram observados, mas as doses de 20 e¢ 100 mgkg
promoveram hiperatividade nos animais e a dose de 400 mg/kg reduziu a atividade apds
as primeiras horas da administracido dos extratos.

Discussao

Existem poucos estudos na literatura a respeito da Cordia ecalyculata. O extrato
da planta, administrado em diferentes concentragdes aos ratos albinos deste estudo, ndo
afetou o peso corporeo e o peso dos testiculos, vesiculas seminais e prostata, mas
promoveu alteracdes histopatologicas nos testiculos e epididimos, aumentou a
frequéncia de espermatozoides anormais e reduziu a taxa de gestagao.

No presente estudo, a auséncia de redugdo no peso corpéreo dos animais tratados
com as concentracoes de 20, 100 e 400 mg/kg do extrato, demonstrou a ineficacia do
fitoterapico como método alternativo para emagrecer. Resultado semelhante foi relatado
por outros autores (Caparroz-Assef et al. 2005; Siqueira et al. 2006; Silva et al. 2010).
O possivel efeito emagrecedor atribuido a C. ecalyculata pode ser decorrente da sua
propriedade diurética, observada nesse estudo pelo aumento no consumo hidrico dos
animais dos grupos C20 e C400. Esta propriedade ¢ atribuida principalmente aos
metabolitos da cafeina que atua aumentando o débito sanguineo renal e a filtragao
glomerular (Rates, 2010). H4 relatos de auséncia de efeito da C. ecalyculata no
consumo de racao e dgua dos animais (Siqueira et al. 2006; Silva et al. 2010). O menor
consumo alimentar observado nos ratos do grupo C400 resultou em menor peso

corporeo, comparativamente ao grupo C20 que apresentou maior consumo alimentar. A
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acao do extrato no consumo alimentar parece atuar de forma bifasica, em menor dose
aumentando a ingestdo de racdo e em maior dose diminuindo o consumo. A cafeina
parece ter o mesmo efeito quando introduzida na dieta de ratos Sprague-Dawley
(Wiizner et al. 1977; Gans, 1984).

O peso absoluto e relativo dos testiculos, vesiculas seminais e prostata ndo foram
influenciados pelas diferentes concentragdes do extrato da planta. As alteragdes
morfologicas observadas no tecido testicular dos ratos ndo interferiram no peso do
orgio. E possivel que a estrutura tecidual tenha se alterado primeiramente, sem,
contudo, promover concomitantemente alteracao no peso testicular.

O peso relativo do epididimo no grupo C400 foi maior que os demais grupos,
provavelmente devido ao aumento na espessura da camada muscular circundante ao
ducto na regido da cauda, conforme observado nas seccdes histologicas. Este resultado
pode ser devido a acdo da cafeina, que em estudo prévio (Sorobo et al. 2012) promoveu
aumento da musculatura lisa em areas da prostata ventral de ratos. Da mesma forma que
a prostata, o epididimo ¢ um 6rgdo androgeno-dependente, que pode ter respondido
similarmente a ac¢do da cafeina presente no extrato de C. ecalyculata.

As alteracdes histopatologicas promovidas pelo extrato no tecido testicular e
epididimario deste estudo podem ser atribuidas a metilxantina cafeina e seus diversos
metabolitos, como a teobromina ou a a¢do sinérgica desses compostos com 0s taninos,
que devido a propriedade dos taninos de se ligarem a proteinas e outras
macromoléculas, faz com que eles atuem como uma via de toxicidade (Monteiro et al.
2005). Em estudos com ratos que receberam dieta complementada com cafeina e
teobromina houve efeitos toxicos testiculares. A teobromina causou extensos danos aos
testiculos, que apresentaram areas com o epitélio seminifero degenerado, sinais de

necrose, formagao celular multinucleada (Gans, 1982) e areas de intersticio edematoso
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com aparente proliferacdo de arteriolas (Tarka et al.,, 1981), enquanto que a cafeina
promoveu areas de vacuolizacdo epitelial seminifera (Gans, 1984). Em estudo realizado
por Sorobo et al. (2012) o desenvolvimento de hiperplasia prostatica foi atribuido ao
uso da cafeina. No presente estudo, o epitélio seminifero dos testiculos e o epitélio
ductular epididimario, assim como o intersticio do ducto genital, foram afetados pelo
tratamento fitoterapico nas trés doses avaliadas. A presenga de células germinativas
imaturas ¢ debris celulares no limen do ducto epididimario ocorreu devido a
descamagdo de células do epitélio seminifero testicular. As diversas doses do
fitoterdpico ndo promoveram alteragdes morfologicas nas células de Leydig,
similarmente ao estudo em testiculos de galos (Gallus domesticus) que receberam
alimentagdo complementada com cafeina (Ax et al., 1976).

A morfologia dos espermatozoides foi afetada pelo tratamento com Cordia
ecalyculata, em todas as concentragdes do extrato. As anormalidades espermaéticas
principais foram a presenga de flagelo curto ou auséncia flagelar. Ekaluo et al. (2013)
relataram que a cafeina presente em extrato de Annona muricata induziu a redugdo na
quantidade, motilidade e viabilidade espermadtica, e aumentou a porcentagem de
espermatozoides com anomalias de cabeca em ratos. Erros ocorridos durante o processo
da espermiogénese nos tubulos seminiferos ¢ o carater formador das teratospermias.
Possivelmente as substancias quimicas presentes no extrato de C. ecalyculata atuaram
nas organelas envolvidas na formacao do aparato flagelar.

A toxicidade testicular e epididimaria observada nos animais tratados com o
extrato, nas suas diferentes doses pode ter ocorrido devido a uma agdo direta de um ou
mais componentes quimicos da C. ecalyculata sobre os 6rgaos e/ou uma ac¢ao indireta
sobre o eixo neuroenddcrino. Embora no presente estudo ndo tenha sido realizado a

dosagem hormonal de FSH, LH, testosterona e DHT, estudo conduzido por Sorobo, et
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al., (2012) mostrou que nos ratos tratados com cafeina houve aumento nos niveis
plasmaticos de testosterona.

A taxa de fertilidade dos ratos ndo foi influenciada pelas diferentes doses do
extrato, mas houve reducdo na taxa de gestacdo com indicagdo que a capacidade
fecundante do gameta foi prejudicada. Quanto aos parametros maternos e fetais, apenas
0 peso corporeo da matriz foi reduzido no grupo tratado com a concentracdo mais alta
do extrato (400mg/kg), provavelmente devido a redug¢do no consumo alimentar. Este
efeito promoveu redugdo no peso fetal, cuja quantidade de nutrientes transportados pela
membrana placentaria foi prejudicada.

Os animais tratados com a maior dose do extrato exibiram como sintoma clinico
a hipoatividade, enquanto que aqueles que receberam a menor dose e a dose
intermediaria tornaram-se hiperativos. Dentre os componentes do extrato de porangaba,
a cafeina ¢ a que apresenta maior potencial como estimulador da atividade motora
(Nehlig et al., 1992) tendo seu efeito maximo principalmente em doses intermediarias
em humanos (10 mg/kg a 30 mg/kg de peso corporeo). Em ratos, doses acima de 100
mg/kg ndo causaram alteracdo comportamental (Solinas et al., 2002).

Embora o indice de mortalidade apresentou-se baixo nos grupos C100 e C400, o
resultado demonstra que a C. ecalyculata possui vias de toxicidade, devido as possiveis
alteragdes metabolicas no organismo, sendo possivel a interacdo isolada ou sinérgica de
seus constituintes. De acordo com Caparroz-Assef et al. (2005) a dose letal (DL50) do
extrato da planta, quando administrado em camundongos, foi muito maior que 2000
mg/kg (via oral), uma dose superior as do presente estudo. Ha relato de baixa atividade
clastogénica do extrato, quando administrado para camundongos em tratamento agudo e
cronico, de 24 horas e 15 dias, respectivamente (Silva et al., 2010).

Em conclusdo, a administracdo oral de Cordia ecalyculata Vell, promoveu
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toxicidade reprodutiva, porém com auséncia de efeito dose-dependente em ratos

albinos.
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Legenda das figuras

Figura 1. Curva de ganho de peso(g) durante o periodo experimental nos diferentes

grupos.

Figura 2. Fotomicrografias de testiculos de ratos dos grupos: Co (A, B), C20 (C, D),
C100 (E, F) e C400 (G, H). Observar a integridade morfolégica dos tibulos seminiferos

no grupo controle e as alteracdes histopatoldgicas nos grupos tratados com o extrato de
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Cordia ecalyculata, caracterizadas pela desorganizagao do epitélio seminifero, presenga
de células germinativas imaturas na luz (gi), areas desprovidas de células no epitélio,
escassez de espermatozoides na luz tubular e presenca de células germinativas em
degeneracdo (cd). Tubulos seminiferos (ts) e intersticio tubular (i). PAS-H (A, C, D);

Tricrémico de Mallory (B, G, H); HE (E, F).

Figura 3. Fotomicrografias de epididimo de ratos dos grupos: Co (A, B, C), C20 (D, E,
F), C100 (G, H, I) e C400 (J, K, L), nas regides da cabeca, corpo e cauda. Nos grupos
tratados com o extrato de Cordia ecalyculata, observar o extravasamento de hemacias
(h) no intersticio, vaso sanguineo congesto (vs), espermatozoides na luz (spz), células
em degeneracdo no epitélio ductular (seta, destaque em K) e camada espessa de
musculo liso (cm) circundante ao ducto. Em E, é dado destaque a presenca de células
gigantes multinucleadas na luz ductular. Em G, ¢ dado destaque a presenca de
espermatozoides com flagelo curto ou auséncia flagelar. Ducto epididimario (de) e

intersticio (1). HE (A, B); Tricromico de Mallory (C-L).
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Tabela 1. Consumo médio de ragdo (g) e dgua (mL), peso corpodreo inicial e final (g) e
peso absoluto (g) e relativo (g%) dos orgdos reprodutivos nos diferentes grupos

experimentais (N=12/grupo).

Co C20 C100 C400
Parametros
Consumo de ragdo 105+11a 115£11,5b 107+ 16 a 93+ 18¢c
Consumo de agua 150+22,7 a 185+412b 150+25a 200+ 110b
Peso corporeo (g)
Inicial 368,0+45,7a 343,6 24,8 a 333,8+24,8a 332,5+38,4a
Final 457,1 £ 69,3 ab 4793+428 a 441,5+37,8 ab 410,1£51,2b
Peso dos testiculos
g 3,15+ 1,17 a 3,71£0,32a 3,29+0,03a 3,53+0,09a
8% 0,69+0,11a 0,72+ 0,07 a 0,76 £0,11 a 0,84+0,11a
Peso dos epididimos
g 1,37+0,38a 1,41 £0,11a 1,48 +0,05 a 1,66 0,10 a
%" 0,29+ 0,03 a 0,28 +£0,02a 0,32+ 0,03 ab 0,38+£0,05b
Peso das vesiculas
seminais cheias
g 2,07+044 a 2,16+0,51 a 1,92+0,35a 1,73+£0,14 a
g% 0,46 £0,07 a 0,43 +£0,09 a 0,42 +0,09 a 0,42+ 0,06 a
Peso das vesiculas
seminais vazias
g 1,14+034 a 1,41 £0,22a 1,21+0,25a 1,14+£0,20 a
g% 0,29+ 0,10 a 0,28 £0,04 a 0,27 +£0,08 a 0,28 +0,05a
Peso da prostata
g 0,86 + 0,64 a 1,25+045a 0,88 = 0,08 a 0,91 +0.28a
%" 0,20+ 0,08 a 0,25+ 0,06 a 0,17+0,09 a 0,24+£0,04 a

Valores expressos como mediana + desvio interquartilico; Kruskal-Wallis; teste de Dunn.

expressos como média = desvio padrao; ANOVA; teste de Tukey. Letras diferentes na mesma linha

* Valores
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indicam que os valores diferem estatisticamente entre si (p < 0,05). Co: grupo controle; C20: grupo
tratado com 20 mg/kg do extrato; C100: grupo tratado com 100 mg/kg do extrato; C400: grupo tratado

com 400 mg/kg do extrato.



Tabela 2. Anélise morfométrica testicular

e epididimaria,

espermatozoides anormais nos diferentes grupos experimentais.
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e percentual de

Parimetros Co C20 C100 C400
Testiculos
Area tubular (umz) 62411,9+6364,3 a 69187,8+ 8595,6 ac 64556,4 +4546,9 ab 68312,0 +51335,5 be

Area luminal (um?)
Diametro tubular (um)

Altura epitelial (um)

Epididimos
Cabeca
Area ductular (um?)
Area luminal (um?)
Altura epitelial (um)*
Corpo
Area ductular (um?)
Area luminal (um?)
Altura epitelial (um)
Cauda
Area ductular (um?)
Area luminal (umz)*

Altura epitelial (um)

Gametas anormais (%)

12095,7 +2741,1 a
2772+157a

83,1+82a

29928,9 +£2689,1 a
12852,0 £ 118,8 a

33,0+7,04a

91978,1+ 33595,1 a
68636,4 £29921,9 a

243+1,54a

176434,49+£70301,0 a
152205,2 £76286,9 a

21,6 +£3,27a

1,16 £ 1,60 a

15613,0 £3982,8 a
293,0+16,2a

81,6 £5,7a

304477,8 +£12857,9 a
14536,5 £ 6206,5 a

31,0+8,70 a

68482,8 +£9950,2 a
102175,7 £24215,7b

228+3,35a

168126,2 +34129,2 a
135677,4+2804,8 a

18,6 + 1,08 ab

20,17+1,72b

14606,5 +2599,5 a
286,2+9.4a

77,6 +5,6a

35414,9 +8581,0 a
17843,6 £ 6222,8 a

329+9,46a

98657,4 +21634,5a
76328,2420291,6 abc

19,8+0,04 a

198697,9 + 65329,50 a
200876,8 +43613,8 a

143+128b

18,40 +4,39b

18063,3 £5133,5a
294,7+83a

793+35a

29326,5 +8615,6 a
12783,1 £2362,8 a

28,8 +8,05a

86318,6 + 149058 a
68507,4 £ 19307,0 ac

194+8,53 a

208387,6 +80995,7 a
214193,7 £94557,0 a

14,05 +3,48b

11,20+ 11,38 b

alores expressos em mediana esvio interquartilico; *média esvio padrdo. Letras diferentes na
Val d + d t rtilico; *média + d d Letras diferent

mesma linha indicam que os valores diferem estatisticamente entre si (p < 0,05). Co: grupo controle; C20:

grupo tratado com 20 mg/kg do extrato; C100: grupo tratado com 100 mg/kg do extrato; C400: grupo

tratado com 400 mg/kg do extrato.
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Tabela 3. Parametros reprodutivos e fetais em cada grupo experimental.

Parametros Grupos Experimentais

Co C20 C100 C400
indice de fertilidade* (%) 100 a 100 a 100 a 100 a
Indice de gestagio* (%) 100 a 66,6 b 66,6 b 50b

Peso corporeo materno (g) 359,00 + 41,29 ab

Peso do tutero gravidico (g) 41,92+ 11,83 a

Peso das placentas (g) 5,70+ 1,10 a
Peso da ninhada (g) 21,17+ 5,45a
Tamanho da ninhada 12,00+ 2,25 a
Peso fetal (g) 1,79 +0,24 a
Perda pré-implantagdo (%) 0+0a
Perda pos-implantagao (%) 0+0a

428,50+ 28,71 a

45,74 £2,78 a
6,50+2,03 a
21,07+£2,71 a
12,50+ 1,75 a
1,72+ 0,18 ab
6,69 +423a

0+0a

365+12,25ab 320+42,00b

37,95+ 15,30a 33,17+7,15a

571+£198a 433+1,39a
1839+732a 15,80+3,28a
10,50+ 4,75a 10,00+ 1,00a
1,71+0,16 ab 1,65+0,22 b
3,84 +8,26a 0+0a
0+0a 0+0a

. — e 2
Valores expressos em mediana + desvio interquartilico. * teste do X°, n=6. Pelo menos uma

letras diferentes na mesma linha indica que os valores diferem estatisticamente entre si (p

<0,05).
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Figura 1. Curva de ganho de peso(g) durante o periodo experimental nos diferentes

grupos
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CONSIDERAGOES FINAIS
Os resultados permitiram concluir que:

- O consumo de agua e racado foi afetado pelo tratamento com o

fitoterapico nas doses de 20 e 400mg/kg;

- O peso corpédreo final foi reduzido nos animais tratados com a dose

mais alta (400 mg/kg) comparativamente coma dose mais baixa 920 mg/kg);

- As diferentes doses do extrato promoveram alteragdes histopatoldgicas
nos testiculos e epididimos, concomitantemente a alteragcdes no peso relativo

dos epididimos de C400;

- O tratamento com as diferentes doses de Cordia ecalyculata Vell.
Promoveu aumento na percentagem de espermatozoides com anomalias

flagelares;

- Houve redugao na taxa de gestacao, peso corpéreo da matriz prenha q

peso fetal no grupo tratado com 400 mg/kg do extrato.
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