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INTRODUCAQ

As investigmgdes cientificas para desenvolvimento de um método sistemdtice de
contracepgéo masculina tiveram inicio nos anos 50, através da observagio dos clettos de
diversas substdncias quimicas sobre a espermatoginese (144). Os primeiros compostos
analisados foram os nitrofiranos, que sfio clinicamente usados como bacteriostaticos (145). Eles
revelaram-se eficazes em interromper a producsio de espermatozdides no homem, mas em doses
que provocaram ndusea e dor de cabeca (143). De uma forma geral, as drogas testadas nio
alcancaram o objetivo por causa da baixa atividade sobre a espermatogénese e também da
toxicidade. Entretanto, destas substincias, muitas, como os compostos mencionados, forneceram
resultados que mereceriam uma reavaliagdo ou a sintese de andlogos menos téxicos (183).

A utilizagio de horménios esteréides com o objetivo de suprimir a liberagfio do horménio
foliculo estimnlante (FSH) ¢ do hormdnio hiteinizante (LH), num mecanismo semethante ao da
contracepgio feminina, foi outra drea bastante investigada (181,183). Entretanto a dificuldade
em acertar a dose ideal para suprimir a espermatogénese, o problema do "rebound” (rebote), que
é 0 aumento na produgio de espermatozéides apds o periodo de inibigHo, ¢ a necessidade de
uma fonte de testosterona exdgena para evitar a impoténcia ainda impossibilitam que este método
geja usado com seguranga

Outro enfoque da contracepgfio masculina ¢ o uso de andlogos quimicos do horménio
tiberador do hormaénio luteinizante {(LHRH). Esses andlogos interferem com a aglo do LHRH,
um peptidio sintetizado no hipotilamo que estimula a liberagio do FSH e do LH (160).

Sdo intensas as investigacBes sobre o efeito de extratos vegetais e principios ativos
isolados na reprodugfio. O gossipol ¢ o principio ativo mais estudado e que apresenta methores
resultados (83,141,149). Apesar de ndo ser ideal para a "pilula masculina”, fornecen
vérios espermicidas e certamente contribuiu para aumentar o conhecimento da bioquimica do
espermatozéide e das células do trato reprodutor. Atualmente estudos com o Trypteriginm
wilfordii Hook sfio muito promissores para um contraceptive masculino {164,1637). Entretanto
outras espécies vegetais, de maneira mais modesta, estdo sendo investigadas.

Na literatura, revisfes de plantas usadas por diversos povos, principalmente indigenas, sio
abundantes. Nomes de espécies se repetem, principaimente quando se tratam de contraceptivos
fomininos e abortivos. Entretanto algumas séo referidas como tendo sido usadas pelo homem,
como por exemplo, a Dieffenbachia seguine (Jacq.} Schott (158).

Negte trabatho, duas espécies de plantas que sfio utilizadas para regular a fertilidade
feminina (6,7,35,48) serfo festadas em camundongoes para verificar sen possivel efeito na
espermatogénese, a exemplo de outros trabalhos {95,102). Estas plantas, Maytenus ilicifolia
Mart. ox Reiss {"espinheira-santa") ¢ Achillea millefolium L. ("milfolhas”), sdo medicinais e de
uso popular no Brasil, com varias indicages, muitas delas com base cientifica {31,35).

A seguir tem-se algumas consideragdes sobre o testiculo ¢ o espermatozdide, em especial
sobre a espsrmatogénese, uma revisdo das principais drogas e plantas estudadas para g
contracepgio masculinae observag8es gerais sobre as espécies utilizadas neste trabalho.



CONSIDERACSES SOBRE O TESTICULO E O ESPERMATOZOIDE

1. ESPERMATOGENESE

A espermatogénese é o processo no qual a espermatoginia, uma célula germinativa
dipléide ¢ ndo diferenciada, transforma-se no espermatozdide, a célula germinativa hapléide
especializada em fertilizar o gameta fominino. Entre a espermatogfnia e o espermatozdide, a
gélula germinativa apresenta caracter{sticas especificas e recebe outras denominagdes. As
célulag espermatogénicas, segundo a sua diferenciagfio, s#o demominadas espermatogdnias,
espermatbcitos primérios, espermatdcitos secunddrios, espermétides ¢ espermatozdides (133).

A espermatogénese divide-ze em trés fases principais: a espermatocitogénese, onde as
espermatogdnias proliferam por mitose, originando as vérias geragles de espermatogfnias ¢ os
espermatbcitos primdrios; a meiose, onde os espermatdcitos sofrem duas divisSes de maturagéo,
reduzindo o8 cromossomos pela metade, produzindo 23 espermétides; e a espermioggnese, onde
a espermdtide, que ¢ uma célula ovéide, soffe notdveis transformacbes até a formacdo de uma
célula alongada e com flagelo, o espermatozdide (133).

A espermatogénese, no camundongo, dura 34,5 dias e ¢ dividida em 12 estdgios ¢ 4 ciclos
do epitélio seminifero (147). Os estdgios representam associagdes celulares bem definidas nos
tibulos seminiferos. Estes estigios s#o demarcados especialmente pelo desenvolvimento das
espermatides, com mudangas 20 nivel do micleo e do acrossomo. Os varios estigios da
espermiogénese estfo sempre associados com 08 mesmos estdgios da espermatogénese e, assim,
o8 estigios bem definidos da espermiogénese sfio usados para classificar os eventos da
espermatogénese {113). Entretanto a espermiog@nese do camundongo ¢ dividida em 16 estégios ¢
somente os 12 primeiros correspondem a um ciclo do epitélio seminifero (146).

O cicle do epitélio seminifero ¢ definide como uma série de mudangas que ocorrem muma
dada drea deste epitélio, entre o surgimento sucessivo da mesma associagfo celular. Entfio, por
exemplo, um ciclo come¢a com a formaglio das espermitides ¢ termina quando a proxima
gerac8o das espermitides aparece na mesma drea (112,113).

Os estégios da espermiogénese sfo enumerados por mimeros ardbicos, enquanto os do
ciclo do epitélio seminifero, por mimeros romanos (112).

O tabulo seminifero no estdgio I do ciclo inclui, entre outras células, espermdtides no
estégio 1 da espermiogénese; no estdgio II, espermatides no estdgio 2 ¢ assim por diante (113).
Entretanto, como mencionado anteriormente, a espermiogénese requer mais do que um ciclo para
se completar, ¢ os estdgios 1 a 8 das espermatides desenvolvem-se sobrepostos a estdgios 13 &
16 (146).

A espermiogénese ¢ dividida também em 4 fases (112,113):



- fase de Golgi, onde hé o surgimento de grimalos PAS positivos (indicando a presenga de
glicoproteinas) no idiossoma, um corpo central na zona de Golgi. Os granulos se fundem em um
Gnico grinulo acrossémico;

- fase de capuz, onde o grinulo acrossdmico achata-se sobre o micleo o forma o espuz
acrossdmico;

- fase de acrossoma, que inclui o desemvolvimento do acrossoma, a condensacdo do
nucleoplasma ¢ o alongamento da espermétide;

- fase de mahwracdo, que lova 4 formagdo do espermatozdide livre.

Detalhes sobre estas fases, bem como sobre os estigios da espermiogénese ¢ da
espermatogénese do camundongo sfo dadas por OAKBERG (146). H4 um maior nimerc de
informagfes sobre o ciclo do epitélio seminifero de rato (80,112,113), do que sobre o de
camundongo, mas s8sas ndo podem ser aproveitadas integralmente j4 que a duragfio e o nfimero
de estagios diferem. A espermatogénese do rato dura de 48 a 53 dias (37) e ¢ dividida em 14
estagios (112}. A espermiogénese, por sua vez, foi dividida em 19 estdgios (112).

Brevemente a espermatogénese do camumndongo pode ser assim descrita:

As espermatogdnias denominadas do tipo A (que possuem nficleo interfiisico com uma
cromatina finamente granulada) aumentam emn nlimero por uma série de divisBes mitéticas,
provavelmente 3 {Al d4 origem & A2, que origina A3 e que, por sua vez, origina A4). Nos
tibulos em estdgios Il ¢ I, a maioria das espermatogdnias do tipo A transformam-se em
espermatogdnias do tipo intermedidrio. Umas poucas, entretanto, tornam-se dormentes ¢ somente
iniciam um novo ciclo de multiplicagdo de espermatogénias pela divisgio mitética no estdgio IX.
Paralelamente a estas espermatogénias, permanece, nos tibulos seminiferos, um tipo de célula
que raramente se divide e que por isso atuaria como reserva Estas sdo referidas como tipo A9.
As espermatogdnias Al iniciam a mitose com a regularidade de um relégio, em intervalos fixos,
que é, por exemplo, de 12 dias no rato ¢ de 16 dias no homem. As espermatogfnias do tipo
intermedidrio dividem-se no estdgio IV para Formar espermatogénias do tipo B (que possuem
micleo com massas de cromating intensamente coradas, adjacentes ao envoltério miclear). Estas,
por sua vez, dividem-se no estdgio VL, originando os espermatécitos primérios {38,69,146).

Assim, os espermatbcitos primdrios s#o produto da mitose da quinta geragdio de
espermatogbnias. Eles soffem a primeira divisSo meidtica ¢ derivam os espermatdcitos
secunddrios que sofrem a segunda divisic meistica e originam ag espermatides {(152).

A duragfio das diversas etapas da espermatogénese de camundongo foi estimada (146):
espermatogdnia tipo A - sempre presente;
espermatogdnia tipo intermedidrio - 273 Iy
espermatogdnia tipo B - 294 h;
espermattcito primadrio pré-leptdtens - 31 h;
leptéteno - 31,2 b
zigdteno - 37,5 by
paquiteno - 175,3 h;
dipidteno - 214 h:



diacinese + metdfase 1- 104 h
espermatécito secunddrio - 104 Iy
espermatide - 2292 h

Estudos com raio X, tanto em camundongos, como em ratos, mostraram que nenhum
espermatozéide permanece no tibulo seminifero, apés 27 ou 28 dias da irradiagfo. Esta duracfio
representa o tenypO necessdrio para o espermatozdide ser produzido a partir dos espermatécitos
primarios, j4 quie, com a irradiagdo, a fonte de espermatogdnias foi lesada (146).

Os picos de mitose sfo trés: o primeiro ocorre no estdgio IX, o segundo, no estégio Xl e o
terceiro, nos estagios [ = I Pelo fato da metdfase e da andfase ocorrerem rapidamente, células
nestas etapas da divisfio celular estio em frequéncia muito baixa nos tibulos seminiferos e
restritas aos estdgios X, Xl o TI (1486).

Parece que a transformagfo da espermatogdnia do tipo A para aquela do tipo intermediério
¢ um estdgio critico que, algumas vezes, origina numerosas formas degenerativas. A
espermatogdnia do tipo B, ao contrério, parece ser particularmente resistente a fitores que
perturbam a espermatogénese (152).

Em carmmdongos normais, nos tibulos seminiferos de estdgios IX a II, ao longe da
membrana basal, observam-se muitas células necréticas que sfio originadas principalmente de
espermatogdnias do tipo A Os picos de degeneragfio sdo intimamente associados aos picos
mitéticos das células do tipo A e parecem resultar de interrupcfio na meiose. Necroge de
espermatogfnias do tipo intermedidrio e do tipo B também ocorrem, mas com menor frequéncia.
Numerosos espermatécitos necrbticos ocorrem durante a meiose, mas nfio hd perda de
espermatocitos cdurante a préfase. A perda celular durante a meiose é o fator primdrio
responsdvel pela discrepéncia entre o nimero esperado e o niimero observado de espermitides.
O nimero de espermétides no estigio II é de somente 87% daquele esperado com base no
nimero de espermatécitos primérios. H4 ainda uma pequena quantidade de degeneragfio nos
estdgios iniciais da espermiogénese. Muitas células em degeneragdo ocorrem nos tGbulos no
estdgio XII. A degeneragiio de células durante a espermatoginese deve ser uma seleglo contra
aberragBes cromossémicas. Células degeneradas na meiose frequentemente mostram os
cromossomos agrupados na placa metafisica, mas andfases atipicas mostrando vérios tipos de
anormalidades citogenéticas também podem ocorrer, (146).

Uma slta proporgdo de cada geragdo de espermatogdnias do tipo A é multinucleada. Tais
células soffem meiose e desenvolvimento pés-meidtico normais e dio surgimento a
espermatozéides tipicos (25). Espermitides muaitimicieadas também sfio componentes do epitélio
seminifero de cammndongos normais. Em muitas destas células, os nicleos sofrem a sequéncia
normal de transformagdo vista em células uninucleadas » déo surgimento a espermatozéides
individuais. Entretanto, em outras cujos micieos estéio muito préximes, um Gnico complexo de
Golgi pode servir a ambos e dar surgimento a um dnico acrossomo em forma de T ou ento uma
inica manchete pode envolver os dois micleos (pares de axonemas dentro de uma mesma
membrana plasmética foram encontrados) e assim tem-se um espermatozbide com duas cabegas e
um flagelo comum {26).



2. ESPERMIACAO

O processo de liberagdio dos espermatozéides para a luz dos tibulos seminiferos,
denominado de espermiagio, parece envolver movimentos ativos complexos da regi%o apical da
céluta de Sertoli, onde as espermdtides estio inseridas. Estes movimentos devem depender de
filamentos citoplasmdticos pequenos, como actina, e, possivelmente, de fluxo citoplasmdtico
dirigido ac longo dos microthbulos (62).

A egpermiacfio deve ser o passo mais vulnerivel na espermatogfnese e merece mais
atencéo. Certos agentes antifertilizantes parecem interferir na liberagdo do espermatozdide,
oufros parecem causar a liberagdo de formas premshwas. Qualquer um destes efeitos tem
potencial para contracepcio masculina {62).

3. BARREIRA TESTICULAR

As particulas maiores séo geralmente excluidas dos tibulos seminiferos pela camada de
células midides peritubulares, mas particulas menores aftravessam facilmente as fendas entre
essas células, alcancando a base do epitélio germinativo. Elas nflo avangam mais devido a
presenca de jungdes de oclusdo entre as células de Sertoli, que dividem o epitélio germinativo
em dois compartimentos: o compartimento basal que contém espermatogdnias e espermatécitos
em pré-leptdteno, e o compartimento adluminal que contém os estigios mais avangados das
células germinativas. Entéio qualquer substdncia que se difinde pelos espagos perivasculares do
tecido intersticial tem acesso as espermatogénias em repouso no compartimento basal, entretanto
ag jungdes de oclusio constinem uma barreira que isola as células germinativas em
diferenciagfio do compartimento extracelular (62).

As jungBes de oclusdo sfo a base morfolégica da barreira testicular (62).

Entre as células de Sertoli e as células germinativas h4 jungdes desmossoma-"gap”. O
desmossoma ¢ um componente de adestio, que mantém a integridade do epitélio seminifero e
assegura que as células de Sertoli ¢ as células germinativas permanegam em registro, quando as
células germinativas se movem para a luz do tiibulo seminifero. A jungfo "gap” acopla as células
idnica e metabolicamente, pois permite a passagem de moléculas acima de 1,2 kDa (169).

As células de Sertoli respondem a uma variedade de agentes, sendo indicadores muito
sensiveis ao dano testicular. A resposta mais comum das células do Sertoli é o desenvolvimento
de vaciolos de diferentes tamanhos, que cont®m 4gua e sdo delimitados por membrana. Foi
observada tal resposta a vérias formas ndo relacionadas de situagSes experimentais, como
hipoxia de alta altitude simulada, deficiéncia de vitamina A, indugfo de orquite alérgica e
administragdo de bis-dicloroacetildiamina, wm agente antifertilizante, o de 23,5 tris-etileno
iminobenziquinona, um agente alquilante. Nio se sabe ao certo se estes vaciolos surgem da
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dilatagdo das cisternas do reticulo endoplasmidtico ou da endocitose de gotas de fluido. Este
actimmlo de fluido deve resultar de dano ao processo de secregfo ou 8 um mecanismo de
transporte transcelular (62).

Vacliolos ocorrem principalmente nos Hibulos de estdgio VI ¢ VI, e geralmente em
posigo supramuciear nas células de Sertoli. Também se cogita que os vaciolos sejam
resultantes da degeneragdo das células germinativas dentro da regifio basal do epitélio
seminifero. Vactiolos grandes permanecem depois do desaparecimento das células germinativas
em degeneragdo (101). Eniretanto a andlise ulira-estrutural (71) ¢ a vacuolizagfio das células de
Sertoli em testiculos criptorquidecs com somente células de Sertoli (15) reforga a teoria que os
vaciolos estdc dentro das células de Sertoli.

Dano 3s células de Sertoli pode resultar na liberagdio dos corpos residuais {excesso de
citoplasma perdido pelo espermatozdide) para a luz dos thbulos seminiferos. Os corpos
residuais normalmente permanecem retidos no epitélio (62).

Entio o dano as células germinativas pode ser secunddrio 4 inteferdncia com a fungio das
células de Sertoli {62).

4. ALTERACSES NA ESPERMATOGENESE

Na biépsia do testiculo, BILLIS (21) resume as alteragldes na espermatogdnese nos
seguintes padries histolégicos:

- Aplasia germinativa: os tibulos seminiferos s8o revestidos apenas por células de Sertoli. Ha
grandes vacGolos que correspondem a8 dreas anteriormente preenchidas por células
germinatives.

- Parada de maturagdo: pode ocorrer em diferentes niveis da espermatogénese, em
espermatdcitos primdrios ou secunddrios e em espermétides.

- Fibrose peritubular: hd o espessamento fibroso da tinica prépria dos tibulos seminiferos até
hialinizacfo completa dos tibulos. Neste processo, o tibule sofre hipotrofia (redugfio de
calibre) e as células germinativas desaparecem, restando as células de Sertoli.

- Hipospermatogénese: hd uma reducfio no mimero de espermatozéides que é refletido na
diminuigfo da espessura do epitélio germinativo e numa pobreza dos diferentes tipos celulares
que o constitnem. Também ¢ denominada de maturag@o incompleta ou de epitélio germinativo
com descamacfio.

- Hiperplasia das células de Leydig: este diagndstico deve ser feito com cautela, pois as células
de Leydig tendem a se aproximar toda vez que h4 hipotrofia dos thbulos seminiferos.



5. ULTRA-ESTRUTURA DO ESPERM ATOZOIDE

O espermatozéide pode ser dividido em duas partes: a cabega ¢ 2 canda.

A cabega contém o micleo, com o material genético altamente empacotado, e o acrossoma,

uma vesicula com cerca de 10 enzimas hidroliticas, que permitem a passagem do espermatozéide
pelas camadas envoltérias do 6vulo.

Entre o segmento apical do acrossoma e a ponta do micleo hd o espago subacrossdmico,
que, na maioria das espécies, ¢ pequeno, mas, nos espermatozdides de ratos e camundongos,
este espago é grande o ¢ ocupado por uma estrutura densa, resistente, chamada "perforatorium".
Este ¢ um termo inadequado, relacionado com a idéia antiga ¢ ndo comprovada da fingiic
mecénica na penetragdo do évalo. O "perforatorium” do rato foi isolado e é um polipeptidio
com 13 kDa (61).

A isoenzima desidrogenase l4tica que & especifica do espermatozéide (LDH - X) estd
focalizada em maiores concentragfes na membrana pés-acrossémica do que na superficie de
espermatozdide de camundongo (61).

Imediatamente abaixo da cabega do espermatozéide hd a pega conectora. Esta estrutura
complexa tem uma regido articular convexa, densa chamads “ecapitulum®. Filamentos finos
atravessam o espago elétron-licido, estreito entre o "capitulum” ¢ a placa basal. Eles parecem
ser responsdveis pela ligagdo da cabega d canda (61).

A cauda pode ser dividida em trés segmentos: a peca intermedidria, a peca principal = a
peea final. A pega intermedidria ¢ caracterizada por uma bainha de mitocéndrias orientadas
circunferencialmente em torno do axcnema Na sua parte final, uma estrutura densa anelar, o
"annulus”, estd firmemente aderida & membrana plasmitica e impede o deslocamento das
mitocdndrias durante os movimentos da canda. Na peca principal, o axonema (conjunto 9+2 de
microtibulos) é fechado por uma bainha de fibras densas circunferenciais. A peca final ¢ a
porgéo além do final da bainha fibrose, consistindo somente do axonema {61,69,133).



SUBSTANCIAS QUE AFETAM A ESPERMATOGENESE
1. AGENTES FARMACOLOGICOS
1.1 - ALFA-CLORIDRINA E DERIVADOS

A alfa-cloridrina, no inicio das investigac@es, era considerada uma droga com atividade
pés-testicular, pois se acreditava que sua agfio era restrita ac espermatozéide no epididimo.
Outros trabalhos, porém, mosiraram que tem ag8o sobre as células do testiculo e do epididimo,
bem como das glf&ndulas sexuais acessdrias.

Esta substéncia torna-se presente no fluido da "rete testis” em ratos quase tfo rapidamente
como 4gua fritiada, alcangando os niveis sangnineos dentro de 40 min (175). As células
préximas & membrana basal dos tibulos seminiferos (as espermatogbnias) sdo as primeiras a
serem afetadas. Posteriormente os espermatécitos, as espermstides e os espermatozoides, nesta
sequéncia, desaparecem do epitélio germinativo. Fafretanto hé repopulagdo dos tibulos
seminiferos com a retirada da droga (53).

Esta droga afua diretamente no metabolismo das células do testiculo ¢ do epididimo,
através da reducgfio na atividade da ATPase (182), do aumento do catabolismo de RNA e
proteinas (98) e do prejuizo da glicélise (99,100). A redugfio na atividade da ATPase, o que
sugere uma queda na sintese protéica, pode ser responsdvel pela inibigo da espermatogfnese
(182). A glicélise deficiente provoca uma menor entrada de precursores, como piruvato, no
ciclo de Krebs, o que dimimi sua velocidade. H4 ainda uma diminuicéo na atividade das trés
principais enzimas do ciclo de Krebs (isocitrate desidrogenase, succinato desidrogenase e
malato desidrogenase). A velocidade do ciclo de Krebs também ¢ reduzida pela baixa
disponibilidade de aminodcidos em geral, por causa da menor atividade de gama-ghutamil-
transpeptidage (y-GTP). Esta enzima esti associada a0 transporte de aminodcidos através da
membrana {99,100}

A enzima ¥-GTP, por estar envolvida com o transporte de aminodcidos e com a sintese
protéica, pode ter um papel na sintese de ABP (proteina que se liga a0 andrégeno) e/ou do fator
que inibe o FSH (inibina), também produzido pelas células de Sertoli. A sua diminui¢fo nas
células do testiculo pela alfa-cloridrina pode levar a uma interferSncia na sintese de ABP {98).
Alteragfies nos niveis de ABP nos testiculos, no epididimo ¢ no soro ocasionadas pelas altas
doses desta droga foram mencionadas (119).

Normalmente hd uma alta atividade de y-GTP no epididimo, sugerindo que haja um ciclo
de y-GTP nas membranas das células epiteliais do epididimo. A y-GTP deve estar envolvida
com a zbsorgio de aminodcidos do fluido proveniente dos testiculos. Os baixos niveis de y-
GTP, apés o tratamento, indicam uma perturbagiic do fendmeno de absorgfio. Os
aminodcidos n#io podem ser iransportados na wvelocidade normal e consequentemente & sintese



protéica serd mais lenta (40,100).

Aparenternente alfia~cloridrina entra nos espermatozéides e, por ter uma estrutura
gemelhante ao glicerol, compete com ele pela enzima glicerol quinase ¢ torna-se fosforilada
O produto, alfa-cloridrina fosfato, 6 um inibidor de gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenass.
A taxa de glic6lise do espermatozdide, o consumo de oxigdnio ¢ a concentracfio de ATP
sdo reduzidas, diminuinde amotilidade, e assim a fertilizagfio ¢ evitada (24,94,119, 182,194).

A composigéo do sémen dos animais tratades é diforente daquela dos nfio submetidos &
droga, ¢ isto pode ser responsével pela inibic8o no transporte dos espermatozdides. Alfa-
cloridrina pode competir com o glicero! na sintese de fosfolipidios no epididimo. Outra
hipbtese envolve o zinco. A falta de zinco nas etapas espermatogénicas ¢/ ou a aita
concentragdo de zinco no fluido seminal bloqueia o gasto de energia no espermatozdide
necessédrio para a motilidade (194,195). O mxmento na acidez do fluido no limen dos tibulos
seminiferos ¢ do epididimo também pode ter um papel importante ao efeito contraceptivo (29).

Algns mutores proplem que o efeito desta droga nfio seja devido a uma interferéncia
na secreqlio de proteinas especificas por parte do epididimo, mas sim na aquisicio destas
proteinas pelos espermatozdides nesse érgdo, j4 que foram encontradas proteinas diferentes na
superficie do espermatozdide (192).

As mudangas produzidas na atividade enzimética dos testiculos e nas secregdes dos 6rghos
gexuais acessérios podem ser devidas 2 natureza antiandrogénica da alfa-cloridrina (86).

Esta droga exerce seus efeitos nas estruturas dependentes de andrégeno como vesicula
geminal, préstata ventral, epididimo e complexo "perineal” (incluindo os misculos "levator
ani”, pénis e bulbo do pénis). Estes efeitos so reversiveis (53,54).

Em doses mais elevadas, alfa-cloridrina afeta os ductos eferentes ¢ a cauda do
epididimo por um mecanismo nfio conhecido que leva 4 oclusfo destas esitruturas, evitando a
passagem do espermatozdide do testiculo ao epididimo. Esta acfio results pa infertilidade
prolongada ou até mesmo permanente (94).

Estudos da OMS, em primatas, revelaram que alfa-cloridrina é téxica, pois provoca dano
4 hematopoiese e outros efeitos, ndo permitindo seu uso em homens {98,99).

1.2 - ACETATO DE CIPROTERONA. E COMPOSTOS DERIVADOS

Acetato de ciproterona ¢ uma progestina. As progestinas podem inibir ou potencializar a
agfio do androgénio. Tanto a atividade antiandrogénica como a sinandrogénica das progestinas
podem ser explicadas pela sua interagio com o receptor para androgénio. Foi sugerido que o
receptor para androgénio seja uma proteina alostérica com miltiplos sitios de ligagde, podendo
aceitar tanto androgdnio como progestina {137).
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O acetato de ciproterona compete com a testosterona pelos seus sitios receplores nos

érgaos alvo, tendo wmna aglo antiandrogénica. Provoca a involuglio ¢ atrofia destes orglos, a

redugdo do reticulo endoplasmdtico rugoso, dos ribossomos livres ¢ do Golgi nas c¢élulas

destes e a dimimuigfio da secregdo (46,110,132,167,188). Em homens tratados com acetato de
ciproterona, o volume do ¢jaculado diminuiu bastante {136).

Além de afetar as vesiculas seminais e o epididimo, aféta os testiculos. Diminui 2
atividade enzimatica ¢ parimetros bioquimicos essenciais para a espermatogénese, fevando a
mudangas nas células germinativas, de Sertoli o de Leydig (19). Células germinativas se
desenvolvem até espermétides na fase de capuz ¢ entfio degeneram. As células de Sertoli
contém grandes gotas lipidicas e estruturas como lisossomos com fragmentos celulares, que
s#o possivelmente partes de espermdtides. A diminuigdo na quantidade de ABP também reflete o
dano das células de Sertoli. A redugdio dos niveis de testosterona plasmatico s testicular,
por sua vez, demonstra que a secrecdo das células de Leydig ¢ afetada, o gue também ¢
constatado pelo menor tamanho dos seus nicleos (65,79,163).

O acetato de ciproterona tem sido excluido dos possiveis contraceptivos masculinos,
porgue 330 necessdrias, no minimo, dez doses, mesmo elevadas, para inibir a espermatogénese,
o que provocaria atrofia das glndulas sexuais acessorias (188).

1.3 - BIS-DICLORO-ACETIL DIAMINAS

Estes compostos foram originalmente usados para tratamento de infecgBes imtestinais
causadas pela ameba (170). Durante os estudos sobre toxicidade crinica, verificou-se que
alguns destes compostos inibiam a espermatog®nese no rato, cdo e macaco {43). Foram entfo
testados em prisioneiros volumtérics. Suprimiram completaments a produgdo de
gspermatozdides, que retornava 2o normal, quando a droga ¢ra suspensa. A imvestigagdo foi
interrompida por estar associada a um aumento na frequéncia de hepatite entre os prisioneiros e,
quando testada em outros grupos voluntdrios, potencializar os efeitos vasculares do alcool
Ficaram diividas se a hepatoxicidade era realments devida & droga e uma nova avaliagéo
destes compostos faz-se necessania (17).

O analogo mais estudado ¢ mais potente ¢ o N-N1- bis{dicloroacetil})-1,8 octanediamina
{WIN 18,446). Em doses de 125 mg, duas vezes ao dia, produziu severa oligospermia no homem
(154). Ele tem um «feito destrutivo sobre os espermatécitos (73).

Além dos espermatécitos, as bis-dicloro-acetil diaminas afetam as espermatides
alongadas, onde uma grande distorgdo do acrossoma 4 observada (66). A atividade
antiespermatogénica ¢ reversivel {119). H4 ainda o surgimento de vachiolos nas células de
Sertoli (119) ¢ hiperplasia nas células de Leydig (14). Foram observadas uma elevagdo do FSH
¢ do LH e uma dimimiicfo dos niveis de testosterona {73,119).



11

1.4 - 5-TIO-D-GLICGSE

Tioglicose ¢ um andlogo da glicoss, sendo que difere desta pela presenga de um &tomo de

enxofie, a0 invés do oxigénio, na ligagfio entre o C1 e o C5 do seu anel estrutural. O composto
foi mencionado pela primeira vez era 1962 (10).

Esta substancia afeta o transporte celular da D-glicose. Seu principal efeito 4 interferir no
metabolismo da hexose no testiculo ¢ na produgéio de energia {119).

As espermatides sfio as células testiculares mais vulnerdveis aos efeitos da tioglicose,
porque sdo altamente dependentes da glicose como fonte de energia para a sinfese protéica.
Assim hd uma inibigHo significativa da sintese protéica nestas células (138).

Intbigdo da sintese protéica nos espermatdcitos também é mencionada (119). As células
de Sertoli ou de Leydig, por sua vez, ndo sdo afetadas (84,138). A resistincia das cslulas de

Leydig pode ser importante para explicar por que a droga nfic é descrita como afetando a libido
(138).

Foi observada, além da degeneragdo das células germinativas, a produgfio de células
gigantes multinucleadas nos tibulos seminiferos (84,124,125). Trregularidades na citocinese e
cariocinese podem ser responsdveis por estas células multinucleadas (119). Efeito inibitério na
divisfio celular & havia sido observado (124).

Sen efeito ¢ reversivel (84,124,125),

1.5 -PIPECOLINOMETLL 1,5 - HIDROXIINDANO

DL - 6 (N - pipscolinometil 1,5 - hidroxiindano malato) (PMHI) interferiu na fertilidade de
ratos machos {22,23).

PMHI atua primariamente nas células de Sertoli, onde foram observados vaciclos e, em
consequéncia, pode afetar as células germinativas das primeiras fases da espermatogénese
{60,119). Este composto provoca ainda bloqueio da espermiogénese, que inclui condensagio
acrossémica anormal das espermétides ¢ presenca de espermatides multinucleadas (69).

As células de Leydig permanecem intactas com o tratamento (60). Ndo forem notadas
mudangas nos niveis de FSH, LH ou testosterona (23,119)

Esta droga se acumula nos testiculos ou nas vesfculas seminais. Fla é parcialmente
liberada na urina (119).
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2. HORMGENIOS ESTERSGIDES

Nos anos 40, virios pesquisadores mencionaram que propionato de testosterona podia
suprimir as contagens de espermatozdides a zero. Este efeito era considerado colatersl, e
nenhum dos pesquisadores sugeriu 2 sua adaptagfio para o desenvolvimento de um método
contraceptivo masculino {181).

Dez anos mais tarde foi proposto o uso da supressfic pela testosterona ¢ do "rebound”
{rebote) como uma medida terapéutica para a oligospermia. Os homens oligospérmicos eram
tratados com propionato de testosterona, resultando na supressdio da produgdo de
espermatozbides. A terapia de testostorona era suspensa e alguns pacientes tinham um "rebote”,
ou seja, um aumento na contagem de espermatozéides acima dos niveis do pré-tratamento. Este
continua a ser um dos métodos para tratamento da oligospermia mais usado (181).

Mesmo nesta época, no foi sugerido que esse método fosse adaptado para a contracepeéo
(181). Nos anos 70, iniciaram-se as investigag8es com este objetivo.

Todos os esterdides gonadais: estrégenos, progestinas e andrégenos, s&o capazes de
suprimir a esperinatogénese, mas as doses necessarias e o§ efeitos colaterais limitam seu uso.
Isto ¢ particularmente verdadeiro para estrégenos, que suprimem as gonadotrofinas e induzem
azoospermia, mas resultam em feminilizagdo (181). Progestinas e androgénios oferecem
melhores perspectivas para a confecgdio de contraceptivos masculinos (160,181).

O uso de progestinas e androgénios tern sofrido considerive! investigagio durante os
Gltimos quinze a vinte anos com um grau minimo de sucesso. Vérias progestinas foram
empregadas sozinhas ou em combinag#o com testosterona através de implantes ou injegBes com
ésteres de prolongada agdo, tais como enantato de testosterona Em nenhum caso houve indugiio
de azoospermia ou oligospermia (1 a 10 milhSes/ml) em todos os pacientes. Além disso, houve
diminuicdo da libido em 25% (11 - 100%) ¢ ginecomastia ou dor no mamilo em 4% (0 - 11%)
(181).

Os androgénios estudados até agora incluem a testosterona, o cipionato de testosterona e o
enantato de testosterona. Os progestogénios incluem o acetato de medroxiprogesterona (DMPA),
o levonorgestrel, a norgestrienona, o Danazol, o R2323, o acetato de megestrol, o acetato de
ciproterona ¢ a noretandrolona (159).

A combinagdo mais promissora foi a de DMPA com um androgénio (155). Estudos com
DMPA combinado com ésteres de testosterona revelaram que, em mais de 75% dos homens, as
concentragBes de espermatozdides foram reduzidas a menos de um milhio por ml. Em alguns, a
producéio de espermatozéides foi interrompida completamente (160).

A mamitencfio da azoospermia foi associada & permanéncia do LH a aiveis indetectdveis.
A auséncia de espermatozdides depende da presenga de "foedback” negativo de testosterons
sobre o LH, resultando a supressfio da produgfio de andrégenos no testiculo. Ainda nfo &
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possivel concluir se a sintese e/ou a liberagfo de LH ssja regulada pelos niveis absolutos de
testosterona circulante, ou se esia regulagfio se deve a outros fatores como, por exemplo, o
cardter oscilatério da secregdo de testosterona. E possivel que o LH tenha sua secreqfio regulada
pelas oscilagBes de testosterona, quer pela amplitude, quer pela frequéneia dessas oscilagdes ou
ainda por ambos {183).

A testosterona exégena induz atrofia germinativa pela supressfio da concentracio do LH no
soro ¢ subsequente redugio na produgfo de testosterona testicular, cujo nivel normalmente &
alte para manter o epitélio germinativo (181,197). Os tabulos seminiferos s%0 normalmente
envolvidos por linfa, contendo acima de dez vezes mais testosterona por unidade de volume do
que o sangue arterial que entra nos testiculos (142).

Em doses apropriadas ¢ a intervalos de tempo adequados, a administracio de testosterona
produz azoospermia, que pode ser mantida por perfodos prolongados, que, provavelmente, nio
resultam em anmemnto dos valores plasmdticos desse horménio a ponto de significar algum risco
(183).

A dindmica do "feedback” negativo é de tal ordem que a mamstencdo dos niveis
plasméticos de testosterona em valores préximos do normal é suficiente pars manter a supresséo
do LH ¢« da espermatogénese {183).

O esquema terapéutico mais adequado de testosterona, mais precisamente de enantato de
testosterona, que ¢ um éster de prolongada agfio, consiste em uma fase de indugfo, onde altas
doses sio aplicadas num perfodo curto, com o objetivo de iniciar a supressfo da funcdo
testicular, e em wma fase de manutengfio com inje¢Bes a intervalos nfio superiorss a dez dias.
Asgim, pode-se conseguir uma supresso uniforme e a mamdencio das contagens de
espermatozéides abaixo de 0,3 milhSes/ml, sem elevar os nfveis de testosterona circulantes
acima dos valores normais, exceto durante as primeiras duas semanas de tratamento (181).

Intervalos maiores do que dez dias parecem resultar em um aumento nos niveiz de LH do
goro, seguido pelo surgimento de espermatozéides no ejaculado, provavelmente precedido por
uma elevagdo nos niveis de testosterona intratesticular (181).

As progestinas, em doses moderadas, atuam como antigonadotrofinas, restringindo a
producéio de FSH e LH de maneira a inibir, tanto a espermatogénese, como a esteroidogénese. A
progestina leva 4 atrofia das glindulas sexuais acessdrias ¢ 4 perda da libido, sendo necessaria
a administragdo de testosterona simultinea para evitar sstes ofoitos {188).

Um problema deste método ¢ que a testosterona e seus ésteres, por nio serem efetivos por
via oral, t8m que ser administrados por via parenteral. A procura de ésteres de testosterona
efetivos por via oral levou 4 sintese do undecanoato de testosterona. Este, porém, teve uma
baixa eficdcia, o que foi explicado por sua meia-vida curta. Entdio, para se ter 2 supressfo da
espermatogénese com este éster seria necessdrio usar altas doses ou induzir a supressgo inicial
de LH, a produgfio de testosterona intratesticular ¢ a espermatogénese com enantato de
testosterona (via parenteral) o entfio substituir pelo undecanoato de testosterona para manter a
supressfio (153).
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Um composto bastante estudado foi o Danazol (17 alfa-preg-4- en-20-ino-(2,3-d)isoxanol-
17-ol), um proandrogénio ativo oralmente (153). Sua administragfio concomitants comn enantato
de testosterona produziu oligospermia severa ¢ azoospermia, mas ndo diminuiu a libido e a
poidncia (181). Em doses adequadas, Danazol ¢ undecanoato de testosterona suprimem a
espermatoginese, retardam a maturagfo dos espermatozéides e reduzem a  viabilidade ¢ a
motilidade dos espermatozédides no epididimo, através da  diminuigfo dos niveig de
testosterona nos testiculos e da alteragio do contetido de fosfolipidios ¢ de proteinas no
epididimo {122). Foi demonsirado também que Danazol suprime o crescimento dos érgéos
dependentes de androgénio (32).

3. ANALOGOS DE LHRY

A caracterizac#o da sequéncia de aminodcidos do LHRH, em 1971, por SCHALLY &
GUILLEMIN, permitiu a sintese de andlogos desta substincia (68).

Qs andlogos podem ser agonistas, isto é, atuam de maneira semelhante a0 LHRH, ou
antagonistas, pois bloqueiam o efeito do LHRH (13). A maioria dos estudos feitos no homem
envolveram agonistas que cansam, depois de um breve aumento inicial dos niveis de FSH ¢ LH,
um decréscimo de até 40 ou 50% nesses niveis. Nenhum dos compostos, entretanto, interrompeu
completamente a produgfio de espermatozéides, e com a redu¢fio dos niveis de testosterona, hd
casos de impoténcia Todos os efeitos séo reversiveis (118).

Os andlogos de LHRH provocam mudangas degenerativas nas células germinativas ¢ nas
células de Sertoli, inibindo a proliferagfo das espermatogbnias ¢ dos espermatécitos primdrios
(193).



4, PLANTAS E SUBSTANCIAS ISOLADAS DE PLANTAS

4.1 - GOSSIPOL

As pesquisas sobre o gossipol, como anticoncepsional, foram iniciadas na China em 1971,
depois da descoberta de que a baixa fertilidade apresentada pelos lavradores das plantagdes de
algoddo ¢ra devida ao fato de que eles cozinhavam com 4leo de algodfio nfio refinado (140).
Gossipol é um pigmento fenélico amarelo encontrado na semente, no caule ¢ nas raizes do
algodoeiro (148).

Gossypium harbadense j4 era usada pelos mexicanos (39) e indianos (34) como
emenagoga ¢ abortiva. Testes farmacolégicos com suas raizes comprovaram isto por ser
estimulante das contragdes uterinas (198).

Os testes clinicos visando utilizar o gossipol como contraceptivo masculine imiciaram em
1972, na China (139). Gossipol foi administrado a mais de 4000 homens durante seis meses.
A eficacia foi de 99,89% (141).

Ha dois mecanismos de agdo do gossipol sobre a espermatogdnese:

1) Um, envolve a desorganizagdo da bainha mitocondrial na pega intermedidnia da
espermatide. A degenerago das mitocéndrias inicia no estagio 17 da espermiogénese, aumenta o
resulta, no estigio 19, em uma fenda distinta na bainha mitocondrial (83,96,149). Tal processo
¢ denominado aplasia de um segmento da bainha mitocondrial. Esta alteracdo favorece o
surgimento de outras lesdes quando o espermatozdide alcanga o segmento distal do epididimo.
Entre essas lesBes hi o deslocamento das fibras densas ao nivel da lacuna, a quebra do flagelo ¢
a decapitagio do espermatozéide. O segmento ausente da bainha mitocondrial provavelmente
representa um ponto de enfragquecimento no anel estrutural que suporta o feixe de fibras densas
durante a onda de contragiio (148). Além da desorganizacio do aparetho motor, ba prejuizo do
sistema energético: redugfo na utilizagdo de glicose e na degradagfo da frutose a gas carbdnico
e desacoplamento da cadeia respiratoria ¢ da fosforilagdo oxidativa (96). "In vitro”, foi
demonstrada a inibigo da cadeia respiratéria {107).

2) O segundo mecanismo envolve a degeneragdo das células germinativas nos estigios VI
e VOI do ciclo do spitélio seminifero, uma retengfio das espermétides no estigio 19 ¢ uma
esfoliag@o irregular das espermdtides ¢ espermatécitos. Aparententemente o dano 4
diferenciagio da célula germinativa ¢ mediado por un mau funcionamento das células de
Sertoli, devido & auséncia da estimulagdo por androgeno (149.200), Vaciolos nas células de
Sertoli foram observados {83).

Assincronia no desenvolvimento das células germinativas, redugdo das camadas celulares
do epitélio seminifero ¢ ssfoliagdo de células germinativas foram observadas nos testiculos de
animais ‘ratados com gossipol. A formagdo de um aglomerado de  células
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germinativas, incluindo espermatogfnias, ¢ de células de Sertoli, que foram deslocadas para a
luz do tibulo seminifero, sugerem que as pontes intercelulares nas células germinativas se
desintegrem e que as jun¢Ses do tipo "tight * entre as células de Sertoli, importantes para manter
a barreira testicular, estejam danificadas (78).

O primeiro tipo celular afetado pelo gossipol é a espermétide. Com mais tempo de
tratamento os espermatécitos sdo afetados e depois as espermatogdnias (87,139.161,201).
A fase acrossomal (estdgios XII-XIV) ¢ a de maturaggo {I-VII) sdio as fases da espermiogénese
mais prejudicadas pelo gossipo! {78).

Foi observada 2 inativag8o da lactato desidrogenase-X que ¢ especifica do espermatozéide
(72,108,114,134,184), mas aparentemente isto nfio ¢ a causa priméria da imotilidade do
espermatozbéide {184). As enzimas que metabolizam os nucleotideos nos espermatozéides
também sfo afetadas pelo gossipol, o que pode representar um mecanismo possivel para a
inibigfio da fincdo normal do espermatozéide (151). A adenilato ciclage ¢ inibida devido a
interagéo direta do gossipol com a regifo da subunidade catalftica da enzima, onde se ligaria o
nucleotideo AMP {150). A ribonucleotideo redutase, enzima importante para a sintese de DNA,
também ¢ inibida {(128).

Alguns autores nfio encontraram interferéncia na biossintese de andrégenos nos testiculos
por parte do gossipol {97}, entretanto outros {55,156,157,185) verificaram que 6 mesmo inibe a
esteroidogénese nas células de Leydig, chegando a concluir que a oligospermia e a azoospermia
podem ser secunddrias 4 dimimuigio da sintese de testosterona (117,157). A deficidncia de
andrégeno também ¢ constatada pela atrofia dos érgfos sexuais secundérios (78,87).

O metabolismo de proteinas ¢ dcidos nucléicos nos 6rgos sexuais secundérios é também
inibido pelo gossipol (42).

Os efeitos colaterais registrados foram: fadiga (12%), problemas gastrointestinais (7%),
dimimuigfio da libido (3%), hipocalemia, isto 8, deficidncia de potdssio (1%) e esterilidade
irreversivel (9,92%) (44).

4.2 - TRYPTERYGIUM WILFORDII HOOK

Esta planta tem dois a tr8s metros de altura O extrato do xilema da raiz & usado sob a
forma de tabletes para tratamento de artrite reumatdide e vdrias desordens da pele. A dose
efetiva para inibir a fertilidade ¢ de um ter¢o da dose recomendada para estas outras finalidades
(164).

Diminui a viabilidade, a motilidade ¢ a densidade dos espermatozéides ¢ aumenta a
porcentagem de espermatozdides deformados. O prejuizo aos tibulos seminiferos ¢ minimo.
Nenlmma mudanc¢a nas células do Leydig foi observada, bem como alteragdes no nivel de
testosterona e de LH do soro. A libido e a poténcia tembém contimaram normais. A
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infortilidade é rewversivel {164,165).

Os tipos de células germinativas mais sensiveis sfo as espermdtides e os espermatécitos
em paquiteno. Espermétides deformadas e fagocitadas pelas células de Sertoli foram observadas
(164).

Glicosideos de T.wilfordii administrados oralmente em ratos, numa dose de 30 mgrkg, por
80 dias, provocaram mudangas degenerativas nos tibulos seminiferos e nos espermatozdides ¢
diminuiram os niveis de testosterona plasmdética (203).

4.3 - EMBELIN

Embelin ¢ o principio ative das sementes de Embelia ribes Bum. Seu nome quimico ¢
2,5-dihidroxi-3-undecil-1,4-benzoquinona. £ isclado das sementes secas com benzeno quente
{75).

Diminuiu os parfmetros de fertilidade, baseados em nimero de prenhez e tamanho das
crias {75). A administragdo de embelin nas doses de 100 mg/kg/dia por 3 meses em macacos
80 mg/kg oralmente por 100 dias em cfes provocou redugdo na quantidade e na qualidade do
sémen, inibicBo da espermstogénese no estdgio de espermaticito e redugfio na testosterona.
Depois de 250 dias a espermatogénese foi recuperada (50,162).

Esta substincia proveca mudangas morfol6gicas nos espermatozéides, como: decapitagsio,
descontinuidade das membranas externas na peca intermedidria ¢ na cauda e alteracfo na forma
da gota citoplasmética. HA uma diminui¢#io na motilidade dos espermatozéides (75).

A administraco de embelin interfere com o metabolismo de carboidratos dos tecidos
reprodutores primdrios e secunddrios, levando a danos da glicélise, ciclo de Krebs ¢ outros
sistemas dependentes de NAD e NADP (77). H4 reduciio na atividade das enzimas da
glicélise e do metabolismo energético na pega intermedidria A limitagdo da utilizaglio de
hexose através da glicélise pode ser responsével pelo efeito espermatostitico (75). Ha
prejuizo também no metabolivme de lipidios (76).

Por causa de sua contracepgdo reversivel e ndo téxica, foi dito que o embelin pederia seor
usado por homens sem risco (18).

4.4 - HIBISCUS ROSA SINENSIS Bum.

E uma planta omamental muito cultivada na India e em Burma. As flores sde mencionadas
como cordraceptivas na literatura antiga "Ayurvedic®, no folclore e na "Materia Medica" {102).
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Extratos de flores de H.resa simensis, administrados orslmente, apresentaram atividade

contraceptiva pés-coito significativa, sendo que o exirato alcodlico alcangou 50% de oficécia e

o exirato em benzeno, 83,7% (188). Quercetina e cianidina, extraidas de flores de Hurosa

sinensis, administradas a ratas, muna dose de 250 mg/kg, nfo demonstraram atividade pds-coito

{104), mas 250 mg/kg de "hentricontane” demonstrou atividade astiimplantagdo (62%) (105).
As flores possuem atividade antiestrogénica (103).

A administragdio oral de 250 mg/kg do exirato benzénico de flores de H.rosa sinensis, por
30, 45 e 60 dias, a ratos provocou inibigdo da espermatogéness {sla foi interrompida no estdgio
de espermatide, pois houve descamagfio de espermatécitos), perda da fungfio endéorina dos
testicujos (as células de Levdig eram esparsas e afrofiadas) e da atividade secretora das
glindulas sexuais acessérias. O mecanismc de aglio da droga ¢ através do eixo pituitdria-
testicalo (102). A espermatogénese é recuperada ap6s a suspensdo do tratamento (60 dias).O
extrato aquoso ou alcodlico na mesma dose, por 30 dias, nfio mostrou efeito {187).

4.5 - MAIL.VAVISCUS CONZATI Greenm

E uma planta omamental cultivada, cujas flores lembram as da H. rosa sinensis. Pertence
a familia Malvacese. Esta o oulras planias desta familia mostraram agfio contraceptiva em
roedores (95).

A administracgo oral de 30 e 50 doses {50 mg/dia/camundongo) do extrato alcodlico de
flores de M.congatil provocou mudanges degenerativas nos tabulos seminiferos, que ficaram
reduzidos a uma ou duas camadas de células germinativas, e deficidncia na produglic de
andrégeno, refletida pela atrofia das gléndulas sexuais acessérias (95).

4.6 - DIEFFENBACHIA SEGUINE (Jacq.) Schott

E uma folhagem omnamental, pertencente a familia Araceae e ¢ nativa das Américas. £
semelhante a "comigo ninguém pode”, cujo nome cientifico ¢ D.maculata (Lodd.) G.Don ou
D.picta Schott. Ambas s#o usadas praticamerde sem distingéio (27).

Virias partes dessas plantas possuem um suco cdustico que, 20 contato, cause queimaduras
da pele e das mucosas. A toxicidade desta planta deve resultar de fatores mecinicos e quimicos.
MithSes de rafides, cristais de oxalato de cdlcio em forma de agulha, sfio liberadas de dentro da
célula, quando a planta ¢ mastigada ¢ uma fragho protéica venenosa penetra as lesdes feitas
pelos cristais. Os efeitos sfio: irritagfio cdustica das membranas, salivagiio intensa ¢ edema, que
podem interferir na degluti¢fo e na respiragfo por vérios dias a uma semana {135). As rifides
podem ser destrufdas pela secagem ou aquecimento (67).

Uma tintura do suco das raizes ¢ empregada para curaer prurido dos genitais (41). Algumae
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mulherss usam a infisfio para dismenorréia (158). Em Cuba, ela é§ empregada como um
afrodisiaco pelas mulheres que colocam o seu suco nos genitais, mas aparentemente nfo tem
nenhuma acdo sobre o homem (171).

Esta planta tem sido usada como contraceptivo pelos natives de Guadalupe, Porio Rico,
Santa Lacia e Cuba Os habitantes dag Antilhas dizem que o efeito esterilizante, no homem, dura
um ou dois digs apdés ela ser mastigada (57).

A propriedade esterilizante desta planta atraiu a2 aten¢fo dos nazistas. Em 1940, médicos
alemé#ies publicaram um trabalho onde demonstraram que o extrato de D.seguine, administrado
oralmente ou injetado em animais, causou mudancas orgdnicas que lembravam castragfio (123).
Em outubro de 1941, Adolph Pokorny, um dermatologista na Czechoslovakia, sugeriu a Himmler
que osta planta fosse usada para esterilizar o prisioneiros soviéticos. Himmier, por sua vez,
ingtruiu Pohl, que era responsavel pelos campos de concentragdo, que classificasse todas as
informactes sobre a planta ¢ que comecgasse a cultiva-la. O plano falhou, quando o Brasil
declarou guerra & Alemanha e cortou o suprimento da planta Mas experimentos com
prisioneiros cheagaram a ser realizados (190).

4.7 - POLYGONUM HYDROPIPER L.

P hydropiper pertence & familia Polygonaceae. Seu nome vulgar é erva-de-bicho e ¢
usada popularmente para hemorréidas, ailceras e erisipela

QO p6 obtido da secagem do extrato da planta era usado na Europz Central como
contraceptivo ¢ emenagogo (48). Na zona rural do Paraguai, as smlheres utilizam folhas ¢ talos
de P.puctatmmm Elliot para regular a fertilidade. Tomam o decocto ou o macerado frio antes ou
depois da data da menstruagfo, uma ou duas vezes por dia {6,82).

As fémeas de camundongos que receberam uma dieta conterdo 23% e 50% do pé obtido
da secagem da planta apresentaram uma ausdncia tempordria do estro (202). Contudo alguns
antores sugerem que este resultado seja dewvido a uma deficiéncia nutricional (9). Uma dieta
contendo 1g da planta, por 77 dias, no entanto, também provocou a inibigdo do ciclo estral e
impediu a ovulagéio. Os machos que receberam essa dieta tornaram-se inférteis. Como o ciclo
esitral retorna ao normal com a retirada da droga ¢ as fémeas ficam prenhes, a fingdo
gonadotréfica da pituitaria deve ser modificada pelo tratamento. P.hydropiper, entretanto. nfo
mostrou atividade estrogénica ou androgfnica, quando testada em camundongas
ovariectomizadss ¢ ratos castrados (58). O extrato de P.oultifforwm Thunb. mostrou efettos
antiprogestacionais {56).

Algumas substéncias isoladas desta planta, como o poligodial, a rutina e a quercetina, nfio
afetaram a fertilidade. Entfio estas nfio devem ser o principio ativo responsdvel pelos efeitos

sobre a reprodugio (9,58).
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CONSIDERACOES SOBRE AS PLANTAS UTILIZADAS

|, ACHTLI¥A MILLEFOLIUM L.

Amillefolium perfence & familia Asteraceae e ¢ conhecida vulgarmente como
»milfolhas”. E encontrada na Europa e foi introduzida na América do Norte (35).

Foi usada por Achilles, herdi grego, etn 1200 a.C., para tratar as feridas de seus soldados.
E utilizada na medicina popular para tratamento de hemorragia, dlcera, diarréia, cncer, tumor,
condiloma, verruga, leucorréia, gripe, preumonia, etc. E considerada sbortiva, contraceptiva,
emensgoga, cicairizante, analgésica, antinflamatéria, febrifuga, anti-helmintica... (35,36).

No norte da Europa ¢ em tribos indigenas norte-americanas, era usada como coniraceptiva,
abortiva ¢ emenagoga na forma de infisfo quente (35,48).

Sua composigic quimica foi determinada (59,89,90,91,92,189). Nas flores, foram
identificados lipidios, resinas e tanino (189).

Muitos dos seus efeitos foram explicados apés o coshecimento de sua composigéo
quimica. Por exemplo, aquileina, um alcaléide, ¢ um agente hemostatico ativo. Tujona, também
encontrada em outras plantag, € um abortivo e, possivelmente, responsdvel pelo uso desta planta
no tratamento de problemas relacionados com o aparelho reprodutor feminino. A analgesia
resulta de derivados do dcido salicilico, eugenol, mentol e outros componentes presentes no dleo
volatil. Tanino, esterbis, friterpenos e substfincias do 6leo voldtil, come cénfora, amleno,
sesquiterpenos e mentol, possuem atividade antiinflamatéria. Flavonéides tém atividade
espasmédica (35).

Saponinas também estfio presentes (189). Estas substincias tdm atividade espermicida,
associada 3o acido beta-amirin C-28 carboxilico, tipo de sapogenina ligada a uma sequéncia
particular de moléculas de agicar (177). Alfa-amirin ¢ o principal triterpenc de A.millefolium,
mas beta-amirin também foi encontrado {36).

O extrato de flores de "milfolhas” inibiu o crescimento de estreptococus beta-hemoliticos,
Staphylococcus aureus ¢ Candida albicans (49).

A planta misturada na dieta normal, numa conceniragfio de 25 a 50%, suprimiu o estro {30),
no entanto, em outro experimento {9), o extrato de folhas nfo alterou o tempo do primeiro
acgsalamento, a fertilidade deste e o tumanho das crizss.
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2. MAYTENUS ILICIFOLIA Mart. ex. Reiss

M.licifolia  pertence a familin Colastraceas e é denominada popularmente como
"espinheira-santa”. E enconfrada no sul do Brasil, no Paraguai, no Uruguai e na Argentina (5).

Seu uso para iratamento de males gdstricos é bastante difimdide no sul do pais. No Rio
Grande do Sul, era comum adicionar 10-15% desta erva ao chimarréo para combater 3 azia ¢ a8
gastralgias (16). Foi verificado que existe realmente uma agfio preventiva e curativa para
ulceras, além de combater a hiperacidez Acredita-se que sua acfo seja através do mumento do
pH e do volume do suco géstrico (31).

As mutheres da populagio rural ¢ indigena do Paraguai fazem uso do chd ou decocto,
produzidos a partir de folhas, galhos e rafzes, para regular a fertilidade {6,7,82). Algumas
populagdes tomam o chd duas ou trés vezes ao dia antes ¢ depois da menstruacgio (82). J4 as
indias Chirita (fupi-guarani) comec¢am a tomar o decocto apds o parte e nfo concebem até 2
crianga ter a idade de caminhar (7).

A decocgfio ou infusfo da planta também é usada pelas indias paraguaias como um indutor
da mepstruagSo. S0 utilizadas 9g da planta por dia alé a menstruago vir (5).
No nordeste da Argentina, a casca ¢ as folhas também sdo usadas como emenagogas ¢ ainda
como um abortivo (45). Entretanto M.ilicifolia (folhas ¢ caules) e Muboaria (raizes), uma plama
do Chile, nfo reduziram a frequéncia de implantagdes em hamster (126).

Estudos fitoquimicos de M.ilicifolia demnonstraram a presenga de aminoscidos, taninos
fitoester6ides insoltveis em 4gua leucoantocianidinas, compostos fendlicos, flavonéides,
glicosideos flavondides e saponinas (82,126}. Na M.sengalensis, foram revelados taninos,
terpendides, flavondides, alcaldides, esterbis e acidos fondlicos, entre outros compostos (74).

O género Maytenus ¢ conhecido como uma fonte de maitansinéides, triterpenos que so
citotéxicos ¢ que tém atividade antitimoral (na medicina popular, essas plantas sfo usadas para
necplasias) (88,178). Um exemplo de maitansinéide é a maitansina Ela afota 3 sintese de DNA
(168,178) ¢ o fuso mitético (85,116). Interrompe a divisdo celular das células de leucémia
murina L1210 na metafase (93,178,199). Maitansina é relativamente neurotéxica ¢, em altas
doses, embriotéxica ¢ teratogénica (178). A dose teratogénica de maitansina ¢ aproximadarnente
dez vezes maior do que sua dose antitumoral {179).

A baixa concentrag@o de maintansinéides na dose di4ria bebida pelas paraguaiss(em 9g de
folhas ¢ gathos, hd cerca de 5.331 pg de maitansinéides e, em 9g de raizes ¢ caule, hd 6,981 ug)

provavelmente néio causa sfvitos adversos nas mulheres que tomam essa planta para regular a
fertilidade (5).

Maintenina, maifansindide isolado das rafzes de M.ilicifolia, teve um efeito bacteriostdtico
{115).
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Foram realizadas avaliaglies toxicolégicas pré-clinicas e clinicas com M.lcifolla A
andlige toxicoldgica pré-clinica foi realizada com cammndongos e ratos, que receberam,
respectivamente, doses até 100 e 360 vezes maiores aquelas tomadas pelo homem. A
adminisiragdo foi por via oral, diariamente, por dois a trés meses. A posologia popular é em
torno de uma xicara (140-150ml) de chd ou abafado {dgua ¢ jogada sobre as folhas, ¢ o
recipiente é tampado) , preparado com cerca de 3g de pé das folhas Ratos que receberam uma
dose 40 vezes maior do que aquela geralmente usada pelo homem nfo apresentaram alteragdes
na espermatogénese ou nas glindulas sexuais acessérias, as f8meas ndo sofreram mudangas no
geu ciclo estral, e os filhotes gerados desemvolveram-se normalmente. Doses até 360 vezes
maiores ndo produziram alteragfes no peso, no comprimento, na temperatura ¢ nos parfmetros
bioquimicos séricos e hematolégicos de ratos. Camundongos que ingeriram doses até 100 vezes
superiores 4 posologia humana também nfio apresentaram nenhum efeito deletério (33).

A notdvel auséneia de toxicidade da "espinheira-samta” ndo permitiu ainda a determinagfo
da DL506. Camundongos sobreviveram inclusive a doses 1600 vezes maiores do que a tomada
pelo homem, o que corresponde a 10,88 g/kg do animal {131).

A primeira fase da andlise toxicolégica em voluntdrios mostrou que espinhetra-santa nfio ¢
téxica para o ser humano. No experimento, o abafado era de 6g de folhas moidas com 150ml de
4gua fervente {as pessoas geralmente usam 3g/150ml) {32).
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OBJETIVO

Este trabalho tem como objstivo estudar o eofcifo de oxiratos de M.ilicifola {"espinheira-
santa") ¢ A.millefolium ("milfolhas") sobre 3 espermatoginese. Estas espécies séo plantas
medicinais, com amplo uso popular e s8o inclusive wilizadas como reguladoras da fertilidade
feminina O camundongo foi utilizade como modelo experimental, e os testiculos foram
analisados morfologicamente, em microscopia de luz e eletrfanica
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MATERIAL E METODOS
1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos albinos Swiss, machos, adultos, de dois a seis meses de
idade, fornecidos pelo Centro de Bioterisme da UNICAMP, Campinas, ¢ mantidos no Biotério
do Departamento de Biologia Celular da UNICAMP, onde estavam sujeitos 2 uma variagfo de
temperatura de 25 a 28°C. Os animais receberam ragfio Nuvilab Cr 1 (Nuvital) e dgua "ad
libitum™.

2. MATERIAL VEGETAL EEXTRAGCAOC

Amostras secas de folhas de Maytepus ilicifolia Mart ex Reiss e flores de Achillea
millefolium L. foram fornecidas pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas
e Agricolas (CPQBA) da UNICAMP, em Paulinia, onde séo cultivadas. Uma segunda amostra de
A.millefolinm foi obtida da Albano Ferreira Martins Lida, coméreio de plantas medicinais, de
S#o Paunlo, SP.

A primeira extragfio de M.ilicifolia foi realizada com 40g de folhas moidas ¢ 1,5 1 de
alcool 99,56% (comercial). As folhas foram colocadas em frasco Ambar de boca larga, com 500
mi de dlcool. Agitou-se em intervalos frequentes, durante 24h. O extrato foi fiitrado e mais 500
mi de dlcool foi adicionado ao frasco com o material vegetal. Repetiu-se a operagdo, ou seja, o
extrato foi filtrado e mais 500 m! de dlcoo! foi colocado no frasco, que foi agitado. Apds 24h,
todo o contelido do frasco foi filtrado. O obtido foi evaporado em Rotavapor "El Buchi”, 2 40°C,
resuitando 6,67g de material seco. Um rendimento de 16,7% a partir do peso inicial.

A segunda extragdo de Milicifolia foi realizada com 100g de folhas moidas (a quantidade
ideal} e com dlcool 96%. O extrato foi concentrado. Uma aliquota de 0,2mi do extrato foi
colocada em tr8s béqueres. Os béqueres foram pesados antes e depois de o exirato ser colocado.
Eles foram ent#o colocados na estufa a 60°C por 1h ¢ novamente pesados apos retomar 3
temperatura ambients. Assim verificou-se o peso seco: 0,079g (média) para 0,2ml (ou 0.393g
para 1mi). Como foi obtido 45 m! do extrato, t&m-se entfio 17,78 O rendimento foi de 17,78%.
O extrato foi evaporado até a secura em Rotavapor "El Buchi”, a 40°C.

O primeiro extrato de A.millefollum foi realizado com 47g das flores moidas ¢ dlcool
99,56% (comercial). O extrato foi concentrado, obtendo-se 4,23g de um material consistente,
possivelmente devido 4 presenga de éleos fixos. O rendimento foi de 9%.

A segunda extracfio de A.millefolium foi realizada com 96,843¢g de flores moidas ¢ com
dlcool 80% (1900ml + 270mi + 250m! em trés dias, totalizando 2,42 1 de dlcool 80%). Foi
obtido 14,3g de material seco, resultande num rendimento de 14,77%.
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3. PROCEDIMENTO

Inicialmente foi realizado um estudo-piloto para identificagio do material
andtomo~histolégico ¢ para padronizagdo da técnica histolégica

Experimento 1.

Foi administrado a cinco camundongos 200 mg/kg/dia do primeiro extrato alcodlico das
folhas de M.ilicifelia, via intraperitoneal, durante 20 dias. O extratc seco (40mg) foi
emulsionado com quairo gotas {cerca de 0,2ml) de Cremophor {Sigma) e diluido em salina
0,15M (2ml). Aos cinco animais do grupo conirole foi administrado somente o veiculo
{Cremophor e salina).

Os animais foram mortos apés 24h da 1tima doss, por deslocamento cervical. Eles foram
pesados antes e logo apbs serem mortos. Foram dissecados e os 6rgdos do aparelho reprodutor,
bem como o figado e o rim, retirados. Os érgfos do aparetho reprodutor foram pesados e fixados
para estudo da morfologia

Qs testiculos foram fixados em liquido de Bouin e o epididimo, em formol neutro
tamponado, ambos por 24h. O material fixado em formol neutro tamponado foi colocado em 4dgua
corrente por 12h antes de ser submerso em lcool 70%. O material foi desidratado, diatanizado
¢ incluido em parafina Foram realizados cortes com 5yum de espessura dos testiculos e cortes
com 7um dos epididimos. As 1&minas histolégicas foram coradas com Hematoxilina e Eosina

(H/E).

Para avaliar a toxicidade da droga, a nivel morfolégico, pedagos de figado e do rim foram

fixados em formo! neutro tamponado, desidratados, incluidos em parafina, seccionados (7um) ¢
corados com H/E.

Experimento 2.

Foi administrado a nove carmundongos 200 mg/kg/dia do exirato alcodlico das flores de
A.millefolium, via intraperitoneal, durante 20 dias. O extrato foi emulsionado com Tween 20
{Sigma) (198) ¢ diluido em salina 0,15M. Sete camundongos foram usados como controles.

Foram seguidos os demais passos descritos no primeiro experimento. Enfretanto os
testiculos e epididimos de alguns animais foram fixados em solucdo de Kamovsky
(parsformaldeido 2% ¢ glutaraldeido 2,5%) em tampéo cacodilate 9,1M por 24h.

Porgies dos testiculos de alguns animais foram destinadas 4 microscopia eletrfnica. O
material foi pés-fixado em tetréxido de ¢smio 1% por 1h e corado com acetate de uranila 2%
por zh. Foram obtidos cortes semifinos que foram corados com azul de toluidina 1% numa
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soluglio de carbonato de sddio 0,5%, ¢ cortes ultra-finos, que foram corados com citrato de
chumbo 2% e observados ao microscépio eletrBnico {modelos Zeiss EM-10, EM-95 ¢ EM-
902).

Experimento 3:

Foi administrado a seis camundongos 800 mg'kg/dia do segundo extrato alcodlico de
M.ilicifolia, via oral, durante 30 dias. C exirato foi suspenso em 4gua destilada Dois grupos de

cinco animais cada serviram de controles. Um grupo recebeu somente dgua destilada, e 1o oufro
nada foi administrado.

As demais otapas foram semelhantes 38 do experimento 1 e, para microscopia eletrénica,
seguiu-se o protocolo descrito no experimento 2. Os cortes foram ainda corados com acetato de
uranila 2% e citrato de chumbo 2% por 15min. cada

Experimento 4:

Foi administrado a 17 camundongos 300 mg/kg/dia do segundo extrato alcodlico de
A.milefollium, por via oral, durante 30 dias. O exirato foi emulsionado em Tween 80 (Sigma)
(51) e diluido em 4gua destilada A nove camundongos foi administrado somente o vefculo
(Tween 80 ¢ dgma destilada). Eles representaram o grupo "sham”. Ao grupo controle nada foi
administrado. Wove dos 18 animais tratados foram mortos no dia seguinte 4 30* dose. Os demais
animais foram mantidos por mais 30 dias (sem tratamento) como um grupo de recuperagéo.

Seguiram-se 08 passos do experimento 1 e, para microscopia eletrdnica, os descritos no
experimento 2.

4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sobre o peso corporal e o peso dos 6rgdos reprodutores (foram considerados
somente os testiculos e as vesiculas seminais) foram analisados pelo Teste ™" de Student,
quando havia dois grupos no experimento, ou pela Andlise de Varidncia (Teste de Duncan de
Varidveis Mtltiplas), quando havia trés grupos. O nivel de significéncia considerado foi de 5%.

O Teste "t" foi realizado através do procedimento PROC TTEST e g analise de varidncia
pelo procedimento PROC GLM, do programa estatistico SAS (“Statistical Analysis
System")(173). Nas andlises de varidncia, foi feito um teste de comparagfes muiltiplas de
DUNCAN.



RESULTADOGS

1. Experimento 1: M.ilicifolia, 200 mg/'kg/dia, 20 dias

O tratamento com 200 mg/ke/dia do extrato alcodlico de M.ilicifolia, por 20 dias, nfo
causou uma diferenca significativa no peso corporal e no peso dos testiculos ¢ das vesiculas
geminaig entre os animais do grupo tratado e conirole, conforme é demonstrado na TAB. 1.

(s animaig ndo mostraram sinais de intoxicagfo cu qualquer comportamento diferente, com
excegdo de um animal tratado, que, no 14° dia de experimento, cerca de 30 mmn. apés administrar
a droga, apresentou sbdugdo dos membros posteriores. tremores, diminuigdo de temperatura e
consequente morte.

Cbservando-se os animais tratados durante a dissecacfo, os 6rgdos reprodutores ndio
diferiram dos controles, excetuando-se a0 que se referia & presen¢a de grinulos do material
vegetal sobre eles e pela cavidade intraperitoneal.

Na andlise histoldgica dos 6rgdos reprodutores, também nfo foi econtrada uma diferenga
significativa entre os animais tratados ¢ os controles.

Todos os tiibulos seminiferos mostraram epitélio germinative com as células soffendo as
diferentes etapas da espermatogénese até a espermiagdo (Fig.1). A maioria dos tibulos tinha luz
vazia (Fig.2) ou com espermitides em fase de espenmiagio somente (Fig 1), conforme o seu
estigio, entretanto alguma descamagio de células germinativas imaturas foi encontrada tanto em
animais controles (Fig.3) como em fratados (Figd). Alguns tibulos seminfferos de animais
controles continham muitos corpos residuais na sua luz (Fig.3).

No epitélio germinativo de animais controles e fratados, foram observados alcleos
alterados na vizinhanca de espermatogdnias, de espermatécitos e espermétides. Esses nficleos
diferiram na condensagdo da cromatina ¢ consequentemente na sua coloragdo. Alguns nicleos na
camada de espermstoginias, de espermatédcitos ou de espermdtides eram grandes e
avermelhados e podiam ser circundados por um pouco de citoplasma (Fig3). Eram pouceo
frequentes. Na posi¢fio periluminal, eram encontrados alguns nicleos do tamanho daqueles das
espermdtides redondas, mas com cromatina bem compactada, sendo visualizados como pequenas
esferas negrag (nlicleos picnéticos) (Fig.6) e nlicleos semelhantes aos das espermitides
alongadas, mas irregulares e palidamente eosinéfilos (Fig 7). Estes dois dltimos tipos aucleares
eram mais frequentes do que os nicleos grandes e avermelhados.

Células em metafase (Fig 6) eram pouco frequentes, tanto em controles, como om tratados.

Em alguns tibulos seminiferos, principalmente os da periferia do festiculo, tanto de
animais controles como tratades, hd vacuolizag#o entre as espermatogdnias (Fig. 5).
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Foram encontrados thbulos vacvolizados em irés snimais controles (um ou dois por
testiculo) (Fig.8) @ em um amimal tratado {parte de um tibulo). Em um animal controle, foi
observado um tibulo s& com uma camada de c&lulas germinativas e células de Sertoli.

O tecido intersticial dos testiculos de anmimais tratados era semelhante ao dos controles,
entretanto, em um animal tratado, havia regides com muitas células de Leydig e com infiltrado
linfocitério {Fig.4).

Os tibulos dos epididimos eram densamente preeenchidos por espermatozéides, com
excegdo daqueles da regifio proximal deste 6rgfio, que, muitas vezes, estavam vazios (Fig.9).
Células redondas e micleos picnéticos estavam presentes, embora em baixa Fequéncia, tanto em
tratados (Fig 9), como em controles (Fig.10).

Num tecido conjuntive aderido 2 finica albuginea de testiculos de animais tratados (Fig.11,
Fig.12) e num tecido conjuntivo aderido ac epididimo (Fig.13), foram observados macréfagos
contendo gramilos esverdeados, que se pressupde tratar-se de material vegetal. Havia também
estruturas semelhantes no tecido conjuntivo que recobre o rim {Fig 14). No figado de animais
controles {onde somente o veiculo foi administrado), somente o niicleo dos macrofagos era
visivel, e o seu limite celular era percebido indiretamente airavés dos hepatécitos vizinhos
(Fig.15). No figado do animal tratado, os macréfagos continham os grémilos amarelo-
esverdeados, possivelmente oriundos do extrato de M.ilicifolia administrado (Fig.16).
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Fig.1 - Corte de testiculo de animal controle do experimento com M.ilicifolia (200 mg/ke/dia),
mostrando tibulo geminiforo com espermatogdnese normal ¢ luz com espermatozdides

somente. H/E. 400x.

Fig.2 - Corte de testiculo de animal tratado com 200 me/kg/dia, por 20 dias, de Milicifolia.
mostrando tibulo seminifero com espermatogénese normal e luz vazia H/E, 400x.
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Fig.3 - Corte de testiculo de animal controle do experimento com M.ilicifolia {200 me/ke/dia),
mostrando tibulo seminifero com algumas espermatides redondas ( » ) e mwuitos corpos
residuais na sua luz { » ), H/E. 400x.

Fig4 - Corte de testiculo de animal tratado com 200 mg/kg/dia. por 20 dias, de M.ilicifolia.
mostrando tibulo seminifero com células germinativas redondas na sua luz e intersticio
abundante com mfiltrade { »). H'E. 400x
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Fig.5 - Corte de testiculo de animal controle do experimento com M.ilicifolia (200 mg/kg/dia, 20
dias), onde se observam nicleot alterados (grandes e mwuito corados devido &
compactago da cromatina) entre espermatogdnias e espermatécitos {  » } e entre
espermétides redondas ( » ). Vacuolizagfo entre as espermatogdnias e as células de
Sertoli também ¢ demonstrada (—). H/E. 400x.

Fig.6 - Corte de testiculo do animal controle do experimento com MLilicifolia (200 mg/ke/dia,

por 20 dias), onde se observam niicleo picnético { » ) e células em metdfase (—) H/E.
400x.






Fig.7 - Tibulo seminifero de animal controle do experimento com MLilicifolia (200 mg/kg/dia,
20 dias) que contém nicleos irregulares, palidumente corados entre as espermatides
alongadas ( » ). H/E. 400x.

Fig.8 - Corte de testiculo de animal controle do experimento com M.ilicifolia {200 mgkg/dia,
20 dias), contendo tibulo seminifero vacuolizado ). H/E. 125x.
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Fig.9 - Corte de epididimo de animal tratado com 200mg/ke/dia, por 20 dias, de M.ilicifolia,
mostrando tibule com espermatozéides e uma célula redonda » tibulo vazio. H/E. 400x.

Fig.10-Corte do epididimo de animal controle do experimento com M.ilicifolia (200 me/kg/dia,
por 20 dias), mostrando thbuios com espermatozéides e uma célula redonda. H/E. 400x.
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Fig 11 - Tecido conjuntivo sobre a tinica albuginea do testiculo de animal tratado pelo extrato
de MLilicifolia, via intraperitoneal, onde se observam macrétagos com o material
vegetal { » ). H/E. 400x.

Fig 12 - Macrofagos com material vegetal do extrato de M.ilicifolia { » ), que foi administrado
via intraperitoneal. no tecido conjuntivo sobre a tinica albuginea do testiculo de animal
tratado. H/E. 1000x

Fig.13 - Tecido conjuntivo sobre o epididimo, contendo macréfagos com gramnfos do extrato
de M.flicifolia, administrado via intraperitoneal { = ). H/E. 400.

F-ig 14 -Tecido conjuntivo sobre o rim. contendo macrofagos com grénulos do extrato de
M.ilicifolis, administrado via intraperitoneal { » ). H/E. 400x.
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Fig.15 - Corte do figado de animal controle do experimento com M.ilicifolia (200 mg/kg/dia),
mostrando hepatdcitos e células de Kupffer ( » ) normais. H/E. 1000x.

Fig 16 - Corte do figado de animal tratado com 200 mgkg/dia de M.Micifolia. mostrando
macr6fagos com particulas do material vegetal { » ). H/E. 1000x.
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2. Experumento 2: Amillefolimm 200 mg/kg/dia, por 20 dias

Amillefolium, numa dose de 200 mg/kg/dia, por 20 dias. nfio provocou diferencas
significativas no peso corporal e no peso dos testiculos e das vesiculas seminais enfre os
animais tratados ¢ controles, conforme ¢ demonstrado na TAB. 2.

Durante o experimemto, foram observados comportamentos diferentes do normal nos
animais tratados.

Dois animais controles foram tirados do experimento no 17° dia. Um animal apresentava
pieloerecdo, edema abdominal e diarréia, ¢ oulro apresentou hematiria.

Dois animais morreram durante ¢ tralamento com o exirato de A.millefolium: um, apés o 6°
dia, e outro, apés o 16°. Esses animais apresentaram, durante o tratamento, pieloeregiio e
contorqdes abdominais. Outro animal, apresentando esses simtomas. foi retirado do experimento
no 17° dia.

Foram observadas alteragBes macroscOpicas nos érgdios reprodutores de alguns animais
tratados. Num snimal, eles eram maiores ¢ apresentavam codgulos de sangue. Uma das vesiculas
seminais era rudimentar. Noutro, as vesiculas ndo foram achadas, possivelmente por serem
rudimentares ou por estarem encobertas pelos codgulos. Aparentemente o aumento ¢ a
deformagfio dos 6rglos reprodutores eram devidos 4 presenga de membranas que os envolviam e
4 vasodilataggo. Os testfculos dos animais tratados diferiram dos controles pela coloraggo
rosea, devida & vasodilatagso.

A anilise morfolégica mostrou que, nos animais do grupo confrole, a luz dos tibulos
seminiferos continha somente espermatozdides (Figl7) ou algumas células germinativas
imehiras (Fig. 18}, enquanto os tibulos seminiferos dos animais tratados foram severamente
afetados. Esses continham células das primeiras fases da espermatogénese ocupando sua luz,
podendo até mesmo nfio ser perceptivel o seu limite (Fig 19) ou provocar uma diminui¢8o da
egpessura do epitélio germinativo (Fig 20 ).

Ainda com relagfic 4 estrutura dos tfibulos seminiferos de animais tratados foram
observadas células gigantes, densamente cosinéfilas (Fig.19) no epitélio e na luz, muma
frequéncia maior do que nos controles ¢ do que nos animais do experimento com M.ilicifolia.
Estas células devem comresponder a células germinativas das primeiras fases da
espermatogénese que degeneraram. Semelhante ao experimento anterior foram observados
nficieos picnéticos @ micleos irregulares, palidamente corados.

Algumas células em metifase foram visualizadas nos ttbulos seminiferos de animais
tratados.

Os epididimos dos animais controles continham principalmente espermatozéides na sua luz
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(Fig.21). Eram poucas as células redondas. Os epididimos dos animais tratados, entretanto,
continham mais dessas células. Devido a esfoliagdo de células germinativas imaturas nos titbulos
seminiferos, sugere-se que as células redondas presentes no epididimo eram germinativas.
Entretanto um neutréfilo ¢ um eosindfilo foram reconhecidos {Fig. 22).

Ao microscopio eletrdnice, visualizou-se um grande espago enlre as espermatogdnias ¢ as
células de Sertoli {Fig.23) nos animais tratados. Nos animais controles, isto ndo foi observado.
(Fig.24).

Nas células de Sertoli, tanto em animais tratados como em controles, foram observadas
figuras mielinicas, corpos densos e corpos multivesiculares {Fig 23, 24 e 25). No citoplasma de
algumas células germinativas, foram vistas "lamelas amiatas” , uma estrutura membranosa, com
complexos de poro (Fig.25 e 26).

Espermatides jovens uminucieadas-interligadas (em comunicagfic por uma ponte
citoplasmdtica) e espermatides mmltinucleadas foram enconfradas, tanto em animais controles
(Fig.27, Fig 28}, como em tratados (Fig 29).

Corpo cromatbide, uma estrutura constituida de RNAm de reserva, pertencente a uma
espermatide, ¢ mostrado na Fig 28.

A8 mitocondrias das células germinativas possuem uma aparéncia tipica, dada pelas suas
cristas curtas {Fig. 29).

Nas Fig. 27, 28 ¢ 29, é possivel visualizar espermdtides no final da fase capuz, quando a
vesicula acrossdmica j4 se achatou sobre o nmicleo. Numa espermatide {Fig.29), devido ao
gngulo do corte realizado, ¢ possivel visualizar o acrossomo envelvendo totalmente 3 regifo
anterior do micleo. O grimulo acrossdmico estd presente no interior dessa vesicula (Fig.29).

A formagcfio do acrossomo também é mostrada nas Fig. 30 e 31. Na Fig 30, tem-se uma
espermatide no inicic da fase capuz, quando uma vesicula do Golgi, contendo o granulo pro-
acrossdmico, adere-se ao nficleo. Material denso ¢ depositado nesta regific. Na Fig. 31, a
cabeca da espermdtide foi cortada transversalmente. permitindo a visualizagdo da vesicula
acrossémica ¢ do material elétron-denso circundando o micleo, apesar de néo compietamente.

Nas Fig. 32 e 33, observam-se os microtiibulos auxiliando o processo de alongamento das
cabecas das espermstides.

Uma imagem incomum das espermdtides foi encontrada num ammal fratado {Fig34). As
espermdtides estavam envoltas por porgdes de citoplasma altamente vacuolizado e algumas nfo
estavam inseridas nas células de Sertoli. Essa imagem difere da que ¢ geralmente encontrada
(Fig.35), onde as espermatides estdo inseridas no citoplasma das células de Sertoli. As cabegas
das espermdtides, quando alongades, tem seu citoplasma reduzido; no msximo, na sua base, fica
retida a gota citoplasmitica (Fig. 36).
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Na Fig. 36, pode-se observar o formato de foice da cabega da espermétide, caracteristica
dos roedores. A regifio do flagelo visivel na fotografia ¢ a pega intermedidria, constitnida pelo
axonema, fibras densas e mitocdndrias.

As imagens de peg¢as intermnedidrias geralmente mostram o axonema, as fibras densas ¢ as
mitocéndrias a0 redor, eniretanto foram vistas mitocéndrias nfio organizadas em torno do
axonema (Fig. 37, Fig.38). Alguns deles, em um animal conirole, nfo continham o mimero normal
de microtibulos (9 duplas periféricas) e de fibras densas (9)
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Fig.17 - Corte de testiculo de animal controle do experimento de A.millefolium, mostrando

tibulo seminifero com espermatogénese normal ¢ luz com espermatozdides
somemnte. H/E. 400x,

Fig.18 - Tabulo seminifero do controle do experimente com A.millefolium (200mg/kg/dia,

por 20 dias) com descamagfio de algumas células para a luz, mas com epitélio mantendo
BUa eEPessura ¢ com espermatogénese normal. H/E. 450x. »
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Fig.1% - Corte de testiculo de animal tratade com 200mg/kg/dia, por 20 dias, com A.millefolium.,
mostrando tibulo seminifero sem luz bem delimitada devido 4 presenca de células das
primeiras fases da espermatogénese { = ). H/E. 450x.

Fig. 20 - Corte de testiculo de ammal tratado com 200 mg/ke/dia do extrato de A.millefolinm,
por 20 dias, mostrande tbule seminifero com redugfio no epitélio germinativo e
descamagdo de células deste para a luz (»). H/E. 400x.
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Fig.21 - Corte de tibulo do epididimo de manimal controle do experimento com A.millefolium,

(200 mg/kg/dia, por 20 dias), cujo interior cont®m exclusivamente espermatozdides(s
H/E. 1000x

Fig 22 - Corte de tibule do epididimo de snimal tratado com 200 mg/kg/dia, por 20 dias, de
A millefolium. cujo interior, além dos espermatozéides, contdm células germinativas
imaturas e um neutréfilo ( » ). H'E. 1000x,
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Fig 23 - Corte ultrafine observado 20 microscépio eletrénico de um fragmento do testiculo de
animal tratado com 200 mg/kg/dia, por 20 dias, de A.millefolium, mostrando grande
espago entre as espermatogénias (E) e as células de Sertoli (S). Corpos densos ( = Je
figuras de mielina (3} estéo presentes, 4000x.

Fig.24 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de snimal controle do experimento com
Amillefolium (200 mg/kg/dia, por 20 dias), onde se observam espermatogdnias (E),
células de Sertoli (S) e células midides (M). Grande corpo denso (possivelmente uma
goticula de lipidio) no citoplasma da cslula ds Sertoli é encontrado {» ). 4800x.
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Fig 25 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal tratado com 200 mg/kg/dia de
A.millefolium, por 20 dias, que mostra corpos multivesiculares { » ), Jamela anulata
¢—} e axonema envolto de mitocSndrias { »). 16000x%,

Fig 26 - Corte ultrafino de um fregmento de testiculo de animal controle do experimente com

A.millefolium (200 mg/kg/dia), que mostra Jamela anulate (—) e mitocondrias { » ).
19200x.
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Fig.27 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal controle do experimentoc com
Amiliefolium (200 mg/kg/din), onde se observam espermétides redondas uninucleadas
interligadas ( » ) e capur acrossbmico ). 4500x

Fig. 28 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal controle do experimento com
A.millefolium {200 mg/kgdia), onde se observam espermétide redonda multimicleada
{») e corpe cromatdide ( » ). Capuz acrossémico ¢ apontado (~—e) 4500x.

Fig.29 - Corte uitrafino de um fragmento de testiculo de animal tratado com 200 mg/kg/dia, por
20 dias, de A.millefolinm, onde se observam espermétides uninucleadas interligadas
( »), capuz acrossémico sobre o micleo de uma destas (—) e outro com grimlo
acrossdmico visivel, envolvendo a porgéio anterior de outro micleo ( == ) A
mitocéndria de aspecto tipico das células germinativas é apontada { = ). 4800x
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Fig3C - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal tratado, onde & possivel

visualizar a formagfio do acrossomo ( » ) apartir de uma vesicula do Golgi, contendo
o gramulo proacrossémico. 19000x.

Fig.31 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal tratado com 200 mg/kg/dia, por
20 dias, de A millefolium , que apresenta um corte transversal pela cabega de uma

espermétide alongada, permitindo a visualizagfio da vesicula acrossémica e do material
elétron-denso depositado sob esta. 12800x.
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Fig 32 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal controle do experimento com
A miliefolium (200 mg'ke/dia}, onde sfo observados microtabulos ac redor da cabega
de uma espermatide em alongamento ( = ). 5100x.

Fig.33 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal tratado com 200 mg/kg/dis, por
20 dias, de A.millefolium, mostrando microtibulos ao redor da cabe¢a da espermatide
em alongamento ( = ). 8500 x.

Fig 34 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de anima! tratado com 200 mg/ke/dia, por
20 dias, de A.millefolium, onde se observam cabegas de espermétides envolvidas por
porgdes de citoplasma altamente vacuolizado e auséncia do citplasma das células de
Sertol1. S100x.

Fig.35 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal tratado com 200 mg/kg/dia, por
20 dias, de Amillefolium, que tem cabegas de espermitides nfio envolvidas por
citoplasma como na figura anterior e inseridas no citoplasma das células de Sertoli.
6800x.
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Fig.36 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de anima! comtrole do eXperimento com
A.millefolium (200 mgkg/dia), que contém uma espermdtide alongada cortada
longitudinalments. 5100x.

Fig. 37 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal controle do experimento com
Amillefolium (200 mgkg/dia), onde sfo visiveis pecas intermedigrias alteradas:
auséncia de alguns microtibulos ¢ de algumas fibras densas e desorganizaco das
mitocbndrias. 11900x

Fig. 38 - Corte ultrafine de um fragmento de testiculo de animal tratado com 200 mg’kg/dia, por
20 dias, de A.millefolium, onde sdo observados dois conjuntos de mitocéndrias que no
§e organizaram em pegas intermedidrias e uma peca intermedidria normal. 19800x%.
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3. Experimento 3: M.ilicifolia, 800 mg/ke/dia, por 30 dias

No experimento com 800 mg/kg/dia do extrato alcodlico de M.ilHicifolia, por 30 dias, foi
obtida uma diferenca significativa entre animais tratados e controles ao que se refere ac peso
corporal, mas nfo em relagfio ao peso dos testiculos e das vesiculss seminais, conforme ¢
demonstrado na TAB. 3.

Durante ¢ experimento, os animais n#o mostraram sinais de intoxicagdio ou qualquer
comportamento fora do padriio, entretanto grande e répida perda de peso corporal foi medida em
dois animais tratados.

Ao serem dissecados nfio foram observadas, macroscopicamente, altera¢fes nos 6rgdos
internos.

Na analise morfolégica, foram enconfrados alguns tibulos seminiferos com células
redondas na sua luz, tanto em controles (Fig. 39), como em tratados {Fig 40). Estes thbulos eram
mais comuns proéximos ao local onde foi cortada a porglo para microscopia eletrfnica
Eatretanto, como se pode ver nestas mesmas figuras, os tibulos seminiferos geralmente
continham espermatides em fase de espermiagfo.

Alguns tibulos vacuolizados foram vistos na periferia de testiculos de animais tratados
{Fig.40) ¢ de animais do grupo "sham” (Fig41) e controle (Fig42).

Alguma vacuolizacio em torno das espermatogdnias foi observada {tanto em controles
como em tratados).

Algomas céluias alteradas foram encontradas no epitélio germinativo dos tibulos
seminiferos. Estas células apresentavam niicleos grandes, intensamente 2osinétilos, com ou sem
citoplasma e eram encontradas préximas 4 luz dos tibulos seminiferos de animais tratados
{Fig.43) e, ocasionalmente, de "sham” (Fig44). Eram ansentes nos controles (Fig.45). Nicleos
picnéticos préximos 4 luz, na vizinhan¢a das espermdtides redondas, foram observados em
testiculos de animais tratados e, com menor frequéncia, em controtes. Nitcleos irregulares,
palidamente corados, possivelmente pertencentes a espermétides em alongamento, foram vistos
em algung tibulos seminiferos de animais "sham" e confroles (Fig. 46). Um micleo grande,
pouco corado, préximo 4 luz de um tibulo seminifero de animal “sham”, também foi observado
(Fig 44).

Uma célula multinucleada, gigante foi encontrada na fuz de um tbulo seminifaro, em corte
longitudinal, de wm animal controle (Fig47). Noutro, uma estrutura com grimulos baséfilos foi
observada (Fig 48).

Pouquissimas células em metafase estavam presentes no epitélio germinativo de animais
controles e tratados.
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Muitos tibulos da cabega do epididimo (regifo proximal deste 6rgio) estavam vazios.
Entretanto aqueles do corpo e da cauda estavam densamente preenchidos por espermatozéides.
Células redondas foram observadas no epididimo de todos os animais (Fig.49, Fig.50). Células
alognadas, com micleo muma extremidade, lembrando as células colunares do epitélio desse
érgho, eram as mais comuns nos controles (Fig50). Algumas células bi ou multinucleadas
também foram enconiradas.

Ao microscdpio eletrfnico, foram observados grandes espagos em torno das
espermatogdnias nos tibulos semintferos de animais tratados (Fig.51) e de animais controles
{Fig.52).

Foram encontrades corpos densos {possivelmente goticulas lipidicas) de grande tamanho
nes células de Sertoli de snimais tratados (Fig.51). Nos animais controles, eles eram bem
menores.

Espermdtides redondas de animais tratados apresentavam acrossomos bastante dilatados
de formato incomum (Fig 53) em relagfio dqueles de espermatides de animais controles e "sham”

(Fig.54).

O nicleo da cabega das espermdtides alongadas de animais tratados era bem mais
vacuolizado que o dos controles, incluindo os "sham", nos quais a vacuolizagdo geralmente se
restringia a um ponto elétron-licido (Fig.53, 54, 55, 56 e 57). Projegdes posteriores do nicleo
dessas células, possivelmente oriundas do envoltério muclear, foram observadas nos animais
tratados {Fig.53 e 55). Nos animais do grupo controle ¢ “sham" {(Fig.54, 56 ¢ 57) ¢ nos animais
dos experimentos anteriores, estas projegdes ndo foram identificadas.



Fig. 39 - Corte de testiculo de animal "sham" do experimento com 800mg/kg/dia de M.ilicifolia,
por 30 dias, mostrando alguns tibulos seminiferos com células redondas na luz (= ).
H/E. 100x.

Fig40 - Corte de testiculo de animal tratado com 806 mg/kg/dia (30 dias) de M.ilicifolia, onde
se observam tibulos seminiferos com células redondas na luz { » )} e tibulos

vacuolizados { » ), H/E. 100x.
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Fig41 - Corte de testiculo de animal "sham” do experimento com M.ilicifolia (800 mg/keg/dia),
onde tiibulos vacuolizados sdc mostrados. H/E. 400x.

Fig.42 - Corte de tébulo seminffero vacuolizado encontrado mum testiculo de animal controle do
experimento com M.ilicifolia (800 mg/kg/dia). H/E. 400x.
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Fig43 - Corte de testiculo de animal fratado com 800 mg'keg/dia de Miliciifolia . por 30 dias.
onde sfio visiveis células alteradas, avermelhadas e com niicleos grandes. préximas a
luz dos tibulos seminiferos { » ). H/E. 400x.

Fig44 - Tubulo seminifero em corte longitudinal, de animal "sham” do experimeato com
M.ilicifelia, 800 mg/kg/dia, 30 dias, mostrando uma célula alterada, com nticleo grande
e avermelhado ( » ) e outra com niicleo palidamente corado ( » ). H/E. 400x.






Fig.45 - Corte de testiculo de animal controle do experimento com M.ilicifolia, 800 mg/kg/diz,
por 30 dias, mostrando tibulo seminifero normal, em espermiaciic. H/E. 400x.

Fig 46 - Ttbulo seminiferc de animal "sham” de experimento com M.ilicfolia, 800 mg/ke/dia,
que contém nicleos palidamente corados e irregulares na camada periluminal { » ).
HE. 400x.






Fig47 - Tubulo seminifero de animal controle do experimento com M.ilicifolia (800mg/kg/dia,
30 dias), contendo wmna célula gigante multinucleada na sug luz H/E. 400x.

Fig. 48 - Tabulo seminifero de animal controle do experimento com M.Micifolia (800 mg/kg/dia),
com uma célula gigante, com granulos basdfilos na sua luz. H/E. 400%.






Fig.49 - Tubulo de epididimo de animal tratado do experimento com M.ilicifolia (800 mg/ke/dia.
30 dias}, com células redondas na sua luz além dos espermatozdides. H/E. 400x.

Fig.50 - Tabulo de epididimo de animal "sham” do experimento com M.Micifolia {800 mgkg/
dia), mostrando células redondas e uma com citoplasma atongado. H/E. 1000x.






Fig 51 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal tratado com 800 mg/kg/dia (30
dias} de MLilicifolia, onde sdo visiveis grandes espagos em volta da espermatogénia (E)

o grandes corpos densos (possivelmente goticulas lipidicas) no citoplasma da célula de
Sertol: ( = ). 4950x

Fig 52 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal controle do experimento com
Milicifolia (800 mg/kg/dia, 30 dias), onde sfio visiveis espagos entre a célula de

Sertoli (S) e as espermatogbnias (E) e um corpo denso (possivelmente umsa goticula
lipidica) no citoplasma da célula de Sertoli { » ). 4200x.

Fig 53 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal tratado com 800 mg/kg/dia de
M.ilicifolia, que contém uma espermatide redonda com acrossomo dilatade ¢ de formato
irregular { » ) e uma espermdtide alongada com niicleo bastante vacuolizado e com
uma proj2efio posterior ao ncleo { = ). 6400x.

Fig 54 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal "sham" do experimento com

M.ilicifolia (800 mg/kg/dia, por 30 dias) que contém uma espermétide redonda com
acrossomo normal ( » ) e espermatides alongadas com micleo bastante condensado.
5280x.






Fig.55 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal tratado com 800 mg/ke/dia de
M.flicifolia, que mostra espermdtides alongadas com alguma vacuolizagfio no ntcleo e
uma projecéo da regido posterior da cabega de uma delas, possivelmente oriunda do
envoltério nuclear. Inicio da formagao do flagelo é observade. 5530x.

Fig 56 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de mmimal controle {"sham™) do
experimento com M.ilicifolia (800 mg/kg/dia), mostrando espermatide alongada com um
ponte elétron-licido no micleo e sem a projegio posterior neste. O inicio da formagéio
do flagelo é observado. 8250x.

Fig.57 - Corte ultrafino de um fragmento de testiculo de animal controle do experimento com
M.ilicifolia (800 mg/kg/dia), onde uma espermdtide alongada (cabeca e peca
intermedidria do flagelo), em corte longitudinal, & observada Nicleo bastante
condensado, restringindo 2 vacuolizagio em um ponto elétron-lacido. A projegéio
posterior do niicleo, vista nos animais tratados, ¢ ausente. H4 organizagfio normal da
peca intermedidria do flagelo. 11230x, '
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4. Experimento 4: A.millefolium, 300 mg/kg/dia, por 30 dias

4.1 A millefolium, 300 mg/kg/dia, por 30 dias

O tratamento de 300 mg/kg/dia do extrato alcodlico de Amillefolium, por 30 dias, ndo
provocou diferengas significativas, entre os tratados, os controles e os "sham”, a0 que se refere
a0 peso corporal e ao peso dos testiculos e das vesiculas seminais, conforme pode ser
observado na TAB. 4.

Durante o tratamento. ndo foram observadas alteragdes no comportamento dos anitmais e
nenhum sinal de intoxicaggo.

Macroscopicamente, os érgfos internos dos animais tratados e "sham” pareciam normais
ndo se distinguiam daqueles dos animais controles,

Nos cortes histelégicos, observou-se que a maioria dos tibulos seminiferos dos animais
tratados e controles (incluindo os "sham") tinha fuz vazia ou com espermatozéides, entretanto
alguns tibulos semintferos apresemtavam descamacdo de células redondas (Fig.58). O epitélio
germinativo, porém, n#o apresentou redugo ne sua espessura, como percebida nos animais
tratados do outro experimento com A.millefolium. Entretanto alguns tibulos de animais tratados
(Fig.59) e de um animal controle estavam vacuolizados e apresentavam hipoespermatogénese
(Fig. 60).

Vacuolizagfo entre as espermatogfnias e as células de Sertoli foi observada em alguns
animais tratados (Fig.61) ¢ em tibulos seminiferos da periferia do testiculo de alguns "sham”.

O intersticio nos testiculos dos animais tratados, principalmente naqueles com tibulos
vacuolizados, era geralmente abundante e continha infiltrado {Fig.61). O intersticio, nos animais
controles e "sham” era bastante delgado (Fig.62).

Praticamente todos os tibulos seminiferos apresentavam espermatogénese normal,
inclusive, aqueles dos animais tratades (Fig.63). Nacleos grandes e avermelhados, entre as
espermatognias, os espermatdcitos e as espermitides redondas, foram encontrados em animais
dos diferentes grupos do experimento (Fig 64 e 65). Na Fig.64. hd o registro de uma grande
vacuolizagfio em torno de uma célula germinativa. Grupos de espermaétides redondas eram vistos
na luz de algms tibulos seminiferos em corte longitudinal (Fig.65). Nucleos picnéticos na
vizinhanga de espermétides redondas e nticleos palidamente eosindfilos junto as espermatides
alongadas eram comuns (Fig 66).

O epitélio germinativo dos testiculos de animais tratados se diferencicu do epitélio
germinativo dos animais controles pelo grande mimero de células em metifase (Fig.67).
Algumas células em andfiase também foram observadas.
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Células alteradas, com nticleo irregular e fortemente corade, localizados na por¢io do
epitélio germinativo préxima a luz do tibule foram observadas num animal controle (Fig 68).

Nos tibulos vacuolizados, dos animais tratados foram encontrados vérios tipos celulares,
inclusive células multinucleadas e restos citoplasmdticos destas. Ao lado destes tibuloes, havia
regides de intersticio com aspecto fibroso (Fig. 69).

Num destes tibulos aiterados, havia uma massa baséfila no seu epitélio. que possivelmente
era resultado de um aglomerado de espermatozéides. O citoplasma das células restantes dos
tabulos parecia "hialino” (Fig.59 ).

Células redondas foram observadas na luz de tibulos do epididimo de animais tratados
(Fig.70) e controles.

Como os resuitados obtidos na microscopia de luz nfio apontaram diferencas entre tratados
e controles que merecessem uma investigacdo = nivel ultra-estrutural, o materiai preparado para
microscopia eletrénica nfio foi observado.

4.2 Amillefelium, 300 mg/kg/dia, por 30 dias e com periodo de recuperagdo (sem droga)
de 30 dias

Os valores de peso corporal ¢ pese dos testiculos e das vesiculas seminais, apos um
perfodo de 30 dias sem droga, sio demonstrados na TAB. 5. Eles niio foram diferentes
significativamente para animais tratados ¢ controles.

A observagfio macrosodpica dos orghos, durante a dissecagfio, nfio revelou qualquer
alteragio.

Na andlise das l4minas histolégicas, foram enconfrados, embora em menor mimero,
niicleos grandes, avermelhados entre espermatogédnias, espermatécitos e espermitides redondas;
oicleos picnbticos e nicleos palidamente corados entre as espermitides alongadas. O
intersticio era normal. Nos animais controles (’sham™), os nficleos grandes ¢ avermelhados ¢ os
nicleos picnéticos eram pouco frequentes. Células gigantes, com niicleo imregular e bem corade,
semelhantes 4s encontradas nos controles desse experimento, sem periodo de recuperagdo
(Fig.68), o célula gigante com grinulos baséfilos, semelhante ao exibido na Fig48, foram
encontradas na Juz de um tibulo seminifero de animal tratado.



Tabela 5- Efeito de 300 mg/kg/dia do extrato de A.millefolium sobre o peso
corporal € o peso dos testiculos e das vesiculas seminais., apés um
periodo de recuperagio de 30 dias. >

GRUPO TRATADO GRUPQ CONTROLE
PCI  PCF PT PV PCI PCF PT PV
45 35 2327 3727 39 43 237,2 3674
43 43 1778 4244 39 47 2533,2 5787
43 30 298, 336, 39 38 2789 4737
43 48  241,7. 6383 39 33 334, 5641

42 47  312,8 4362

41 45 2844 5289

40 4 325, 5114

40 50 252, 460,

40 49 3878 3604
X 41,89 48,11 279,13 477,48 39 45,25 275,82 545,97
+SD 1,76 341 6123 91,79 0 634 4242 4859

PCI=Peso Corporal Indcial, em g

PCF=Peso Corporal Final, em g

Pr= Peso de um Testiculo, em mg/100 g de peso corporal
PV¥=Peso de uma Vesicula Seminal, em mg/100 de peso corporal
*=nioc hd diferengs significativa
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5. Estudo Prévio da Histologia dos Orgios Reprodutores

Nos snimais estudados antes da realizagfo dos experimentos, ndio foram encontradas
células redondas na luz dos tibulos seminiferos (Fig.71), mas foram observades micleos
picnéticos (Fig. 72), micleos grandes, intensamente corados (Fig.73) e piicleos irregulares,
cosinéfilos na camada de espermatides redondas e alongadas e quase pa luz dos tibulos
(semelhante acs exibidos nas Fig 7 ¢ 46). Ainda menos comum eram os picleos alterados entre
espermatogfnias e espermatcitos. Células em metifase e em andfase foram raramente
visualizadas ¢ eram restritas a wm determinado estdgio da espermatogénese. '

Alguns tibulos seminiferos s6 com células de Sertoli (Fig. 74) cu tarmbém com algumas
células germinativas das primeiras fases da espermatogénese foram vistos na periferia de um
testiculo.

Mauitos tibulos da cabega do epididimo {aqueles da regifio mais proximal) nfo continham
espermatozéides, mas os wmbulos do corpo e da cauda do epididimo estavam densamenmte
preenchidos com espermatozéides (Fig.75). Ocasionalmente eram vistas células redondas
{semelhantes ao do epitélio do epididimo), inclusive binucleadas (Fig 76), ¢ nicleos picndticos
na fuz dos tibuios do epididime (Fig 77).
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DISCUSSAO

Para avaliar a atividade antiespermatogénica de uma substincia sfo consideradas a redugfio
1o peso testiculzar, a histologia anormal do testiculo ¢ a infertilidade em 3 a 10 semanas depois
do inicio do estudo (119). No presente trabalho, foram considerades o peso ¢ a histologia do
testiculo, e acrescentaram-se observages a nive! ultra-estrutural. Acasalamentos enfre machos
tratados ¢ fmeas normais, porém nio foram realizados.

Alguns autores analisam a frequéncia dos estdgios do cicle do epitélio seminifero,
buscando variacdes nessa frequéncia provocadas pelo tratamento, mas para tanto sfo
necessérios contar 200 tibulos por corte de testiculo em, pelo menos, 12 animais se todos os
estigios forem considerados ou em 10 animais se somente o estigio VIL que ¢ o mais frequente,
for considerado (81). Isto inviabilizaria as demais etapas do trabalho no fator limitante tempo,
asgim se optou por uma andlise morfolégica qualitativa desconsiderando a frequéncia dos
diversos estigios.

A dose de 200 mg/kg/dia dos extratos de M.ilicifolia ¢ A.millefolium dos primeiros
experimentos foi assim estipulada tomando como base trabathos que investigam o efeifo de
extratos vegetais sobre a espermatogénese, onde ela variava em torno de 100 ¢ 250 mg/kg/dia
(102,176,180). Para determinar o perfodo de tempo que a droga deveria ser administrada
também foi tomada como base a bibliografia consultada, onde ela variava de 15 a 60 dias
(77,102,176,180).

Com a auséncia de um efeito significativo no primeiro experimento com M.ilicifelia,
decidiu-se administrar aos animais 800 mg/kg/dia do extrato, uma dose maior do que a dada pelo
grupo do professor Dr.Carlini da Escola Paulista de Medicina, que j4 era 100 vezes maior
aquela tomada pelo homem num ché (33).

Entretanto a dose do segundo experimento de A.millefolium foi mantida a valores préximos
ao do primeiro (300 mg/kg/dia o 200 mg/kg/dia, respectivamente) devido 4 morte o ao
comportamento anormal de alguns animais tratados. A dose foi levemente elevada, porque a
administragio oral tem efeito menos imediato que a intraperitoneal.

A opgdo pela via intraperitoneal, nos primeiros experimentos, deu-se pela suz maior
eficdcia, eliminando o risco de modificagiio dos principios ativos no tubo digestivo do animal e,
portanto, obtendo-se resultados mais répidos. Entretanto a administragfio intraperitoneal, por 20
dias, deve ter provocado peritonite nos animais do experimento de A.millefolium, entdo se optou
pela via oral nos préximos tratamentos, sendo essa mais usada para administragdo de extratos
vegetais por periodos prolongados. Além disso. a via de administraglio deve refletir a mais
desejdvel no ser humano (119).

Com a administragdo por via oral, o periodo de tratamento péde se estender a 30 dias.
Experimentos com a administragéo de extratos de planta. por via oral, geralmente duram 15, 30,
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45 ou 60 dias {77,102,176,180). Para deterrninar este tempo de adminisiragSo também se
considerou o fato da espermatogénese do camundongo durar 34.5 dias (147).

Grupos com periodos de recuperago geralmente sdo realizados neste tipo de experimento.
Em oulros trabathos variaram de 13 a 75 dias (53,77,102,125,180) apds a Gltima dose. Pelo
fator limitante tempo, optou-se pelo prazo mais curto e suficiente para ocorrer o processo
sgpermatogénico: 30 dias.

Os animais tratados com A.millefolium, por via infraperitoneal. ¢ alguns animais controles
tiveram um compeortamento bastante diferente daqueles do experimento com M.ilicifolia. pela
mesma via, ¢ dagqueles dos demais experimentos, que eram por via oral. Apresentaram diversos
gintomas como: irritabilidade, pieloeregéio, contorgdes abdominais, edema abdominal ¢ diarréia
Trés animais que receberam A.millefolium morreram O fato de alguns controles também terem
apresentado esses sintomas leva a3 pensar que a administragfio, por este periodo (20 dias). pela
via intraperitoneal, tenha produzide algum processo inflamatério ou infeccioso, ou que o
detergente usado para emulsionar o extrato (Tween 20) e que também toi dado aos animais do
grupo controle {"sham"”) seja responsével por estes efeitos. Entretanto este detergente foi usado
por oulros pesquisadores (198) com a mesma finalidade, sem nenlmma objecio.

A dissecagfic dos animais do experimento 2 mostrou que A.millefolium provocon
vasodilatagfio e hemorragia, o que nfio ocorreu com os animais submetidos ao exirato de
M.ilicifolia. Enquanto nestes s6 eram vistos grimulos da planta na cavidade abdominal e
depositados sobre os 6rgdos reprodutores e tecido adiposo, nos animais tratados com
A.millefolim, havia sangue na cavidade intraperitoneal, com deposi¢fio de codgulos sobre os
érgfios, inclusive os reprodutores. Este sangue na cavidade infraperitoneal explica 2 hemorragia
ap6s a aplicagfio da droga.

Os orghos reprodutores dos animais tratados por M.ilicifolia ndo diferiram
macroscopicamente dagueles dos controles, entretanto os érgdos do aparelho reprodutor dos
animais tratados por A.millefolium, por via intraperitoneal, eram envolios por membranas.que
foram retiradas como no ¢aso dos testiculos e dos epididimos, na tentativa de encontrar o 6rgdo
em si. Eatretanto isto representava, na verdade, uma alteragio patolégica dos drgfos. Estas
membranas deveriam ser constituidas de fibrina e serem resultantes de um processo inflamatério,
como uma peritonite, desencadeado pela presenga de substincias do extrato vegetal na cavidade
intraperitoneal e nos tecidos dos 6rglos como uma resposta & corpo esitranhe (MORAES,
comunicagfic pessoal). Possivelmente ocorreu uma inflamagdo pseudomembranosa-fibrinosa,
com a deposigio de fibrina sob forma de peliculas ou véus, que eram facilmente retirados com a
pinga {121).

Esta alteragfio fez com que os Orglos reprodutores aumentassem em volume ¢
congegquentemente em peso; por exsmplo, uma vesicula seminal de um ammal tratado era cerca
de trés vezes maior do que as dos demais, devido 4 sua deformagfio. Por outro lado, vesiculas
rudimentares também foram encontradas neste experimento, inclusive em um animal controle. o
qual tinha uma vesicula normal ¢ outra bem menor, nfio se compreendendo o porqué disto, pois
até o presente nenhum dado sobre a frequéncia normal de um dos 6rgfios pareados ser rudimentar
foi obtido.
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A auséncia de uma diferenga significativa entre os animais fratados ¢ coniroles ao que se
refere ao peso corporal e a0 peso das vesiculas seminais indica que 8 produgfo de testosterona
pelas células de Leydig ndo foi afetada ¢ a0 que se refere ao peso dos testiculos sugere que a
espermaiogénese ndo foi prejudicada severaments, principalmente em relagio a mudangas na
espessura do epitélio germinativo. O tamanho dos testiculos é intimamente correlacionado ao
digmetro dog tibulos semuniferos, e o didmetro destes estd relaciopado 4 atividade
espermatogénica, assim a supressio da espermatogénese reduz o difmetro dos thbulos e, por
conseguinte, do testiculo (142). Uma ressalva sobre a relagdo entre peso dos testiculos ¢
espermatogénese deve ser feita: o peso dos testiculos pode nfio se reduzir apesar de uma
inibi¢do da espermatogénese, se houver um aumento no tecido intersticial (196).

No segundo experimento com M.ilicifolia (800 mg/kg/dia, 30 dias, via oral), encontron-se
uma diferen¢a significativa enfre o peso corporal de animais tratados e controles, onde obteve-se
uma grande perda de peso em dois animais tratados, que pode ter sido provocada pela
introdugfio nfo adequada da cénula géstrica ou por ter sido administrado uma suspensdo ao invés
de uma emulsdo.

Dificuldade em emmulsionar o segundo extrato de M.ilicifolia foi e ncontrada. Possivelmente
a grande quantidade do extrato necessdria para preparar doses correspondentes a 800 mg/kg/dia
exigia maior volume de detergente do que aquele usado. O receio de que o detergente, em tal
quantidade, influenciasse os resultados fez com que se optasse por uma suspensfo. Assim tem-se
certeza de que os achados morfolégicos obtidos com a segunda amostra de M.ilicifolia se devem
a0 extrato vegetal e ndo ao detergente.

Variagdo individual era presente nos wvalores de peso corporal e peso dos drgios
reprodutores, e isto se compreende por fratar-se de material biolégico nflo isogénico. Na tabela
do trabalho de SETH et al.(176) sobre o efeito de Ocimum sanctum. onde os valores do peso
corporal @ do peso dos orgdos reprodutores de cada camundongo, sdo exibidos, também se
constata grande variagfio dentro do mesmo grupo.

Houve tamb$m varagdo no dano do testiculo entre animais do mesmo grupo e variagdo no
dano enire os tibulos seminiferos de um mesmo testiculo, principalmente no oxperimento com
A.millefolium, 300 mg/kg/dia, 30 dias, via oral, onde testiculos de aspecto normal contrastavam
com testiculos com tibulos altamente vacuolizados e intersticio abundante, com infiltrado ¢
regides de aspecto fibroso. BILLIS (20) também mencionou uma variagdo individual na
severidade do prejuizo dentro de todos os grupos de coelthos submetidos & colapso ortostitico e,
dentro de cada testiculo, uma diferenca na severidade do dane nos cortes dos thbulos.

A regpeito dos métedos de fixacdio, deve-se salientar o excelente resultado, a nivel de
microscopia de luz, obtido com a solugdio de Bouin, so contréric do obtido com a solugdo de
Karnovsky (paraformaldeido 2% e glutaraldeido 2,5%) em tampio cacodilate 0,1M. Com este
altimo fixador, o epitélio germinativo apresentou uma aparéncia "rachada” ¢ havia espagos enfre
os tibulos ¢ o intersticio. possivelmente por causa da retragdo provocada pelo glutaraldeido, o
que é evitado pelo dcido picrico do Bouin (12). O material cromatinico se corava
homogeneamente, mas sem a riqueza de detathes fornecida pela fixaglio com Bouin, onde as
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diversas etapas do ciclo celular, como paquiteno, metafase o telofase, oram distinguidas. A
coloragio era acemtuada nos cortes do matenial fixado pela solugdio de Karnovsky possivelmente
pela maior reteng@o de protefnas afravés das ligagBes cruzadas enfre estas o o glutaraldeido
(174}

O protocolo usado para microscopia eletrdnica permitiu imagens muito boas do material
do experimento com A.millefolium, mas, no experimento com M.ilicifolia, os cortes tiveram que
ser corados vom acetato de uranila e recorados com citrato de clumbo sem se gonseguir O
mesmo contraste. A hipétese de problema na fixagfio deve ser considerada, apesar do rigor ao
passos do protocolo e da presenga de estruburas e organslas, como axonemas ¢ mitocdndrias,
bem preservadas.

Resultados bastante difersntes formm obtidos nos dois experimentos com A.millefolinm. As
variagdes no material ¢ métodos desses experimentos, como fonte das amostras vegetais, tipo de
solvente para extragdo e via de administragdo, devem ser tevadas em consideracfo. A amositra
do primeiro experimento era do CPQBA, portanto cultivada sm Paulinia e a amostra do segundo
sxperimento, da Albano Ferreira Martins Lida, em Sdo Paulo, nfo se tendo conhecimento de sua
procedéncia. Elas foram cultivadas em regides distintas e estavam sujeitas a condigBes
climaticas e de solo diferentes. LAPA (111), sobre isso, mencionou que a capacidade sintética
dos vegetais ¢ muito influenciada pelo ecossistema, ¢ plantas de uma mesma espécie crescendo
em regides de climas diferentes ndo apresentam necessariamente o mesmo metabolismo
secundario; por esta razdo, podem apresentar efeitos biolégicos diferentes na dependéncia da
concentragdio relativa desses principios. Assim, a atividade medicinal de uma planta, em
diferentes épocas e lugares, pode ter uma variagfo muito grande; desde atividade benéfica,
quando predominam os principios terapéuticos, até aclo téxica quando outros produtos
predominam ou a sintese daqueles principios é excessiva Quanto 4 via de administragdo,
sabe—se que muitas substincias que tém atividade biolégica, como os flavondides, sdo
degradadas no sistema digestivo (CARVALHO, em commmicagio pessoal), o que pode ter
ocorrido com a administraggo oral do extrato de A.millefolium. A administragio intraperitoneal,
por fazer com que as substincias caiam diretamente na circulagdo sanguinea, aumenta o grau de
toxicidade, cOMO OcCOITeU NOS NOSSOS experimentos e como foi identificado em frabalhos com
gossipol (87), onde os animals morreram quande este principio era administrado por essa via. O
solvente hidroalcoélico (usado no experimento com A.millefolimm por via oral) pode ter
extraido uma menor concentragio de principios ativos.

Epitélio germinativo com descamagdo foi o padrdo histoldgico mais comumente achado,
variando em frequéncia e severidade comforme o experimento. Os apimaie tratados com
A.millefolium, por via intraperitoneal, foram os que mostraram a maior frequéncia e a maior
severidade, chegando 4 redugdo do epitélio germinativo ou 4 indefinigdo do limite da luz do
tibulo pelo preenchimento com células sosindfilas, que deveriam ger células germinativas das
primeiras {ases da espermatogénese om degeneragdo.

Ha de se considerar outros fatores, além do tratamento, que também devem contribuir pars
a presenga de células germinativas das primeiras fases da espermatogénese na luz dos tibulos
seminiferos. O principal é o corte do testiculo durante a dissecagéio, quando se separa uma parte
a ser fixada para microscopia eletrfnica BERTACHINL em comunicagdo pessoal, relatou a
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visualizagdo, em microscipio esteroscépico, da descamagdo dessas células germinativas,
quando os tibulos eram cortados a fresco.

Tanto que, nos cortes histolégicos de testiculos de animais do experimento com M.ilicifolia
{800 mg/kg/dia), os tibulos seminiforos com c¢élulas germinativas redondas na luz eram mais
frequentes proximos ao local onde foi seccionado o pedago para microscopia eletrénica. Assim,
no experimento seguinte (A.millefolium, 300 mg'kg/dia, 30 dias), um testiculo foi destinado 2
microscopia éptica ¢ o outro 4 microscopia eletrSnica, para evitar tal artefato. Realmente o
aimero de thbulos seminiferos com células germinativas redondas na sus luz foi bem menor,
sendo restrito & periferia do testiculo, ¢ muitas veres nfo ocorren.

O estresse sofrido pelo animal durante o experimento pode também ter coniribuido para
tal descemagdo, j4 que em algune coniroles ("sham”) do primeirc experimento com
A millefolium foram encontrados tibulos com células germinativas redondas na sua luz.

Apesar dessas consideragOes, a comparagfo entre controles (mesmo "sham") e tratados
revela que a esfoliaglio observada era maior em animais tratados, o que provavelmente se deve
a0 tratamento com 200 mg/kg/dia de A.millefolium, por intraperitoneal, por 20 dias.

As células esfoliadas no testiculo vfio juntamente com os espermatozéides para o
epididimo. Este fato permitiu distinguir a descamagéio pelo efdito da droga ou pelo estresse,
daquela provocada pelo corte do testiculo, j4 que este era cortado para uma parte ser destinada a
microscopia eletr8nica, somente depois de ser separado do epididimo.

Esfoliaglio de células germinativas imaturas é um eoféito caracteristico dos agentes
antiespermatogénicos. Foi obtida com S-aminoindazol (126), gossipol (78,141) e T.wilfordii
(164). Nos testiculos ¢ epididimos de animais tratados com prostaglandinas, também foram
observadas células germinativas imaturas, esfoliadas (1,2). Preenchimento da luz dos tibulos
com restos celulares eosinéfilos foi um dos efeitos da BCG, injetado intratesticularmente (186).
Massas eosintfilas foram vistas nos thbulos seminiferos de camundongos tratados com S-tio-D-
glicose (119). Redugfo nas camadas do epitSlio germinativo também foi provocada por esta
substéncia (125).

Como mencionado na introdugfio, a perda de células germinativas e de corpos residuais
pars a luz dos tibulos seminiferos pode ser resultante de dano 4s células de Sertoli (62).
Eaotretamto, ac que se refere aos corpos residuais, deve-se ressaltar que, em determinados
estdgios, da espermatogénese, sua presenga, na luz dos tibulos, é normal (129.172).

Niicleo picndtico, que ¢ um niicleo reduzido de volume e hipercorado (131), foi o tipo
nuclear alterado mais frequentemente encontrado no primeiro experimento (M.Hlcifolia, 200
mg/kg/dia), estando presente inclusive nos controies ("sham”) e, com variacio na quantidade,
esteve presente na maioria dos testiculos. Este fenétipo nuclear foi encontrado em células
epiteliais de tibulos de Malpighi de ninfas de Triatoma infestans Klug submetidas a choques
térmicos. Como foi observado 30 dias apés o choque térmico, concluiu-se que sra um efeito
degenerativo a longo prazo (47).
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Qs efeitos de agentes estressantes {como, por exemplo, jejum, tratamenio com metais
pesados, radiag@io e choque térmico) a0 nivel muclear geralmente envolvem mudangas no estado
de empacotamento da cromatina ¢ promovem vérios graus de degeneracfo na populagéo auclear
(109,130). Isto deve explicar a presenga de micleos de espermdtides alongadas, nfo
condensados (descritos como niicleos irregulares, palidamente corados enfre as espermdtides
alongadas) e micleos com cromatina bem compactada (micleos avermethados ou intensamente
baséfilos) vistos enire espermatogdnias, espermat6citos ¢ espermétides redondas nos testiculos
dos camundongos. Necrose em espermatogénias também foi obtida com sulfato de vinblastina
(28). Mudangas picnéticas ¢ cromatoliticas foram vistas nos espermatécitos de animais de um
experimento com "methallibure” (51). Espermatécitos primdrios em degeneragdo ¢ espermatides
na fase capuz necréticas foram observadas em ratos tratados com acetato de clomifeno, um
inibidor da liberagfo de gonadotrofinas (63).

As células alteradas enire espermatdcitos e espermdtides observadas sm muitos testiculos
devem corresponder ao que BILLIS (20) denominou espermatécitos primérios hiperiréficos e
espermitides redondas hipertréficas, observadas nos testiculos de costhos submetidos a colapso
ortostatico e raramente nos de confroles.

A presenca de células alteradas no epitélio germinativo de animais controles ¢ explicada
pelo fato de haver necrose de células germinativas, principalmente de espermatogdnias A e
espermat6citos, mas também, embora em menor quantidade, de espermétides nos estigios
iniciais da espermiog#nese, no epitélio germinativo de camundongos normais. Células
acidéfilas, grandes também foram observadas duramte a diviso meidtica, no epitélio
germinativo de camnundongo normal (146).

O fato das células germinativas constifuirem um sistema onde ocorre constante e rdpida
divisio celular permite que a presenga de substincias que afetem o ciclo celular seja

rapidamente constatada

O maior otimero de células em metdfase, encontrado nos tibulos seminiferos de animais
tratados com 300 mgkeg/dia (30 dias) de A.millefolium, pode ser resultado de vdrios
mecanismos. Um destes seria o blogueio na formaglio do fuso mitétice come ocorre com & uso
da colchicina (127). Actimulo de metdfases nas espermatogdnias também foi observado com a
administragfio de sulfiato de vinblastina (28). Entretanto ndo foi encontrado, na literatura, mengéo
da presenga de substfncias citotéxicas na A.millefolimm. Outra hipitese seria & de que essa
planta provoca uma intensa proliferagiio celular, o que ¢ apoiado pelo fato de ser usada como
cicatrizante {35,56).

Apesar dos triterpenos citotéxicos (os maitansindides) presentes em M.Iicifolia, nfo se
observou um sumento no nimero de células em metifase nos thbulos seminiferos dos animais
tratados com esta planta, Possivelmente eles estavam em concentragfio muito baixa, no extrato
bruto, para produzirem qualquer efeito. Seria interessante realizar experimentos com extratos
purificados, que aumentsssem a concentraglio dessas substincias, para verificar se podem
interromper a espermatogénese.
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Fibrose peritubular no foi encontrada, mas tibulos s6 com células de Sertoli ou ainda com
algumas céfulas germinativas das primeiras fases da espermaiogénese, como egpermatogdnias ¢
espermatécitos primérios, semelhantes 4s imagens de aplasia germinativa e de parada de
maturagdo mostradas por BILLIS (22) foram observados. Entretanto estes tibulos também
estavam presentes em confroles, na periferia de seus testiculos, levando & hipétese de que em
determinadas regiGes dos tibulos seminiferos seja normal a presenga de somemte células de
Sertoli e espermatogdnias. Nada a respeito foi encontrado oz literatura

Em um rato trafado por acetato de clomifeno, os thbulos seminiferos eram ocupados s6 por
células de Sertoli {63). E, no experimento com T.wilfordii, alguns tibulos s6 com uma camada
de espermatogfnias e células de Sertoli, adjacentes a tibulos néo danificados, eram enconirados
em testiculos de ratos (164). BILLIS (20) também encontrou tibulos seminiferos 6 com células
de Sertoli e espermatogfnias em coelhos submetidos a colapso ortostatico.

Outro ponto nio sbordado na literatura que dificulta a interpretacfo dos achados
histolégicos ¢ a ocorréneia de tibulos vacuclizados. Em todos os experimentos, alguns tibulos
vacuolizados foram encontrados, inclusive em controfes. A vacuolizagfio, no entanto, foi mais
severa em alguns animais tratados com 300 mg/kg/dia de A.millefolium, por 30 dias, onde
praticamente 2 metade do testiculo era atingida Este tipo de alteragdio também foi encontrado
com sulfito de vinblastina (28), o que sugere que a vacuolizagfio se deva a morte celular, como
consequéneia da presenga de substincias citotéxicas.

O tecido intesticial nos testiculos de animais tratados geralmente ndo diferiu dos controles.
Muitas vezes as células de Leydig eram bastante desenvolvidas, mas nfo foi possivel determinar
se ¢ um caso de hiperplasia das células de Leydig. Varios agentes antiespermatogénicos
diferentes parecem promover hiperplasia das células de Leydig, talvez por interferir com o
balengo das gonadotrofinas da pituitéria pelo seu efeito comum na espermatogénese {143). Em
algums casos, foi encontrada, no tecido intersticial de alguns testiculos de animais tratados com
M.ilicifolia ¢ com A.millefolium, uma substincia gramlar cosinéfila abundante, que foi
interpretada como infiltrado linfocitdrio. Hiperplasia das células de Leydig e infiltragdo de
leucécitos foram obtidas em trabalhos que utilizaram BCG, por via intratesticular {186,191).

Como pode ser observado em nossos experimentos, o aumento do intersticio e a presenga
de infiltrado geralmente estavam relacionados com a vacuolizagfo dos tibulos seminiferos. Em
experimento com propionato de testosterona, que provocou vacuolizaglio dos tibulos
seminiferos pela descamacfo de células germinativas, edema do intersticio também foi
observado (3).

Regides do intersticio com aspecto fibroso foram observadas ao lado de thbulos
severamente vacuolizados de um animal tratado com 300 mgkg/dia de A.millefolium. O
infersticio de animais que receberam BCG, intratesticularmente, também era fibrinftico {191).
Fste fato sugere que a alteragdo do intersticio foi devida ao tratamento.

Vacuolizagfio enfre espermatogdnias e células de Sertoli era observada em alguns fibulos
seminiferos, principalmente naqueles que se situam na periferia do festiculo. Esta observagio
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também foi feita em testiculos de animais tratados com M.conzattd (95).

Ao microscépio eletrnico, este achado foi reforgado pela visualizagfio de grandes
espagos entre as espermatogdnias e as células de Sertoli nos animais tratados com 200
mg/kg/dia de A.millefolium o com 800 mg/kg/dia de M.ilicifolia

Existe grande discussdio sobre a localizaggio de vactolos no epitélio germinativo, isto ¢, se
os vaclolos estfio dentro das células de Sertoli ou se sio deixadas pela degeneragfio de
espermatogbnias (62,101). Entretanto aqui tem-se uma terceira localizag8o. A vacuolizagfo entre
as espermatogdnias e as células de Sertoli vista ao microscépio dptico consiste em um maior
espagamento emtre as espermatoginias e as células de Sertoli, como plde-se constatar ao
microscopio eletrdmnico.

Corpos densos foram geralmente vistos nas células de Sertoli, a0 microscépio eletrénico, e
possivelmente sfio goticulas lipidicas. Nas células de Sertoli dos animais tratados por
M.flicifolia (800 mg/kg/dia, 30 dias), no entanto, eles eram bem maiores do que nos demais,
sugerindo algum problems no metabolismo lipidico destas células ou aciimulo de vesiculas com
material descartado pelas espermétides, que nfio conseguiu ser reabsorvido pelas células de
Sertoli.

Corpos multivesiculares e figuras de mielina encontradas nes células de Serfoli devem ser
resultado da sua capacidade sbsortiva Infere-se isto devido & presenca destas estruturas nas
células principais do epididimo, onde refletem a fumgio de absorgfio destas células (4).
Células de Sertoli de animais tratados com acetato de ciproterona, acetato de clomifeno,
enantato de testosterona, S-tio-glicose o T.wilfordii também continham muitas gotas lipidicas de
grande tamanho e estrufuras como lisossomos com restos celulares e elementos membranosos
(63, 64,65, 125,164). A capacidade das células de Sertoli fagocitarem células germinativas
degeneradas e citoplasma descartado ao longo da espermatogénese t8m sido demonstrada por
vérios pesquisadores (1253).

As mitocdndrias de cristas curtas, intensamente “coradas”, presenfes nas células
germinativas sfo normais e tipicas nessas células. Foram mencionadas na literatura {26} como
“mitocéndrias de parede grossa” ("thick walled mitochondria™).

Ao microscépio eletrdnico, espermitides redondas interligadas e multimicleadas foram
reconhecidas. BILLIS (20) identificou espermatécitos e espermatides binucieadas, ao
microscépio ptico, em testiculos e epididimos de coelhos submetidos a colapso ortostético.
Entretanto é normal, na espermatogdnese, 2 presengs de células germinativas multinucleadas,
como foi mencionado aa introdugfio (25,26).

Em um animal controle do experimento com A.millefolium foram encontrados alguns
flagelos com o mimero de duplas de microtiibulos do axonema incompleto, mas, em homens de
fortilidade normal, auséncia de algumas duplas perifiricas de microtfibulos, entre outros
defeitos, também foi observada no flagelo de algums espermatozéides (70) e, portanto, uma falta
ocasional pode ser considerada dentro da normalidade.
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A auséncia das membranas da vesicula acrossdmica e de material elétron-denso junto ao
micleo da espermdtide de um animal tratado por A.millefolium, mostrada na Fig.31, pode ser

devida 4 incompleta formagio do acrossomo no momento da fixacfio, ao invés de uma alteragéio
da formagéio do acrossomo.

Enfretanto, nas espermdtides redondas de animais tratades por M.ilicifelia, foram
encontrados acrossomos deformados e dilatados. Os nficleos das espermétides dos animais
tratados também diferiram daqueles dos controles pela maior vacuolizago e pela presenga de
uma projecio posterior, possivelmente oriunda do envoltério miclear, que lembra o bulbo
miclear de espermdtides de insetos, uma protuberfncia na regifio posterior do micleo, com
material de baixa densidade eletrfnica, que estd relactonada com a eliminagéio do excesso de
micleoplasma e de envoltério nuclear (DOLDER, comumicacfo pessoal; 166).

Espermdtides com vesicula acrossdmica deformada e micleo com vaciiolos pequenos
foram observadas também nc experimento com T.wilfordii, onde se constatou um efeito
antiespermatogdnico {165), podendo-se entfio relacionar esta deformagio com efeito do
tratamento.

A auséncia de espermatozdides nos tibulos da cabega do epididimo foi mencionada por
vérios autores {63,65) como efeito da droga administrada. Entretanto isto ¢ um fato normal e bem
corhecido para os pesquisadores da 4rea: espermatozdides contidos na luz sfio escassos no
segmento I (segmento LI ¢ I constitiemn a cabega), mas eles aumentam em nimero nas regifes
distais do ducto, sendo mais numerosos na cauda do epididimo, onde eles formam massas de
células que preenchem totalmente os ductos (4.8). A razfio disto é que o armazenamento dos
espermatozdides se d4 naregifio distal do epididimo. A regifio proximal serve para a maturagfo
dos espermatozéides na sua passagem (11). Este fato explica porque tantos tibulos vazios sfio
encontrados na cabecga de epididimos tanto de tratadoes como controles.

A presenga de células sangufneas de defesa, como neutréfilos e eosinéfilos, em epididimos
de alguns animais do segundo experimento reforga a idéia de que estes animais estavam com
alguma inflamagfo. Entretanto, aumento na contagem de leucécitos foi resultado do tratamento,
num experimento com alfa-cloridrina (24).

As células alongadas com nicleo numa extremidade observadas no epididimo de animais
do quarto experimento, inclusive em confroles, ¢ de camundongos nfio tratados lembram as
células colunares do epitélio do epididimo. HA de se considerar a hipdtese de uma perda de
células em degeneragio do epitélio do epididimo paraa sualuz

Qs testiculos dos animais tratados com A.millefolium, por via intraperitoneal, mostraram
alteragBes morfolégicas severas, que consistiam de necrose das células germinativas,
descamagfio de células germinativas imaturas e redugfo no epitélio germinativo. Enfretanto nem
todos os tibulos seminiferos foram prejudicados. A espermatogénese ocorreu em mmitas regifes,
permitindo que os espermatozdides fossem enconfrados nos tibulos do epididimo. Em alguns
animais controles, também foram encontrados tibulos seminiferos com células germinativas
imaturas po seu interior, mas o epitélio germinativo manteve sua espessura tipica



9

Nos demais experimentos, tanto com M.ilicifolia, como com A.millefolivm, por via oral, as
diferencas na espermatogénese epfre tratados e controles eram mais sutis, consistindo
principalmente de células germinativas alteradag 4o nivel da compactagfo da cromatina. O efeito
mais severo foi encontrado em alguns animais tratados com A.millefolinm que apresentavam
muitos tibulos seminiferos vacuolizados e com células gigantes multinucleadas na sua luz. Estas
células também foram obtidas com a administragfo de propionato de testosterona (3,125). Elas
eram provavelmente resultantes de trvegularidades na citocinese ¢ na cariocinese {125).

Apesar desses tibulos alterados, a espermatoginese se deu normalmente, levando 4
presenca de muitos espermatozdides nos epididimos. Uma contagem de espermatozdides em
esfregago seminal se faz necesséria para concluir se houve alguma queda na producfio de
espermatozdides, mas a morfologia pouco alterada leva 4 conclusdo que extratos destes vegetais
tém pouco efeito sobre a espermatogénese e portanto sobre afertilidade.

Ag lacunas que ainda existem oo conhecimento 4 respeito da Reproducfio Maculing
dificulbtam a compreenséo de alguns resultados. Muito apropriada é a observagfo do Grupo
Assessor em Reprodugfio Humana do Conselho Eurcpeu de Pesquisa Médica ("European
Medical Research Council Advisory Subgroup on Human Reproduction™): "S#o necessérias
mais pesquizas bdsicas sobre a fisiologia e a patologia do sistema reprodutor masculino antes de
que novos métodos contraceptivos masculinos possam ser desenvolvidos” (160).
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CONCLUSOES

Pequenas slteragSes nas céhulas dos testiculos dos snimais tratades com M.Bicifella
foram observadas a nivel ultra-estrutural, eniretanto essas nfio foram suficientes para
provocar uma desorganizagdo do epitélio germinative que fosse percebida na microscopia
de fuz. Pode~se concluir que o seu uso popular como planfa medicinal n#o deve provocar,
como efeito colateral, distirbios na espermatogénese.

A.millefollum apresentou algnmas caracteristicas de oagente anfiespermatogénice,
como a esfolisgio de células germinativas imatiras. E mgerido uma possivel presenca de
substincias citotéxicas no exirato, baseado na observagdo de um maior nimero de
sspermatogdnias ¢ cspermatécitos em maetdfase ¢ de tibulos seminiferos com soments
células germinativas das primeiras fases da espermatoginese no epitélio ¢ com células
gigantes multinucleadas na sua luz. A maior frequdneia de metifases também pode indicar um
componente de efeito estimulador da proliferacdo celular, o que ¢ apoiado pelo fato desta
planta ser usada como cicairizante.
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RESUMO

QO efeitc de Maytenus ilicifolia Mart ex. Reiss ("espinheira-santa™) ¢ Achillea
millefolium L. ("milfolhas”) sobre a espermatogdnese de camundongos albinos "Swiss” foi
estudado a nivel morfolégico {microscopia de luz e eletrénica). Essas espécies sdo plantas
medicinais, de uso popular e sfo utilizadas como reguladoras da fertilidade.

Extratos alcoélicos de folhas de M.iticifolia foram administrados em doses didrias de
200 mg/kg, por 20 dias, por via intraperitoneal e em doses de 800 mg/kg/dia. por 30 dias,
por via oral. Extraio alcodlico de flores de A.millefolium foi administrade em doses didrias
de 200 mg/kg, por 20 dias, por via inftraperitoneal , ¢ extrato hidroalcodlico, em doses de
300 mg/kg/dia, por 30 dias, por via oral.

As alteracBes observadas nos testiculos dos animais tratados com M.ilicifolia ¢ com
A.millefolium foram: esfoliagio de células germinativas imaturas, necrose de cslulas
germinativas (constatada através de niicleos picnéticos e hipertréficos) e vacuolizagio de
tibulos seminiferos. Essas alteragdes variavam em intensidade nos diferentes experimentos,
Em alguns controles, também foram encontrados nécleos picnéticos ¢ algms tGbulos
vacuolizados ou com somente células de Sertoli.

A nivel estrutural, os testiculos de animais tratados com 200 mg/’kg/dia ¢ 300 mg'kg/
dia de M.ilicifolia nfio diferiram dos controles. Entretanto, a nivel ultra-estrutural foram
observados goticulas lipidicas de grande tamanho nas células de Sertoli ¢ acrossomos
deformados e dilatados nas espermétides jovens dos animais tratados com a maior dose. A
maioria dos tibulos seminiferos dos animais tratados por M.ilicifolia apresentava
espermatogénese normal, resultando na producfo de espermatozdides, indicando que o seu
extrato alcodlico ndo continha substincias, qualitativa ou quantitativamente, capazes de
interromper o processo espermatogénico.

Os tibulos seminiferos dos animais tratados com 200 mg/kg/dia de A.millefolium, por
via intraperitoneal, por 20 dias, foram os mais prejudicados. Muitos apresentavam
descamagio de células germinativas imaturas, que preenchiam a sua luz, ¢ tinham epitélio
germinativo reduzido, Naqueles de animais tratados com 300 mg/kg/dia do extrato {por via
oral), foram encontradas muitas células em metéfase, que podem ser decorrentes de um
bloqueio no ciclo celular ou de um estimulo a proliferagdo celular, provocados por
substincias nela presentes. O fato dos testiculos dos animais tratados por via intraperitoneal
terem sido mais afetados sugers que as substincias responsdveis por essas agfes ou estdo sm
baixa concentragfo no extrato hidroalcodlico ou sfio degradadas durante a absorgfo oral.



ABSTRACT

The effct of Maytenus Heifolla Mart ex Reiss and Achllea milefolinm {yarrow)
was tested on the spermatogenesis of Swiss albino mice, evaluating morphological
characteristics with the light and electron microscopes. These species are medicinal plants
which have been used in popular medicine for various cures and for fertility regulator.

A daily dose of 200 mgkg of the alcoholic extract of M.iicifolia leaves was
administered intraperitoneally, for 20 days, and a daily dose of 800 mgkg, orally, for 30
days. The alcohelic extract of A.millefolinm flowers was daily administered at doses of
200mg/kg , intraperitoneally, for 20 days and 300mg’kg of the hydroalcoholic extract, orally,
for 30 days.

The alterations sbserved in testes treated with M.ilicifolia and A.millefolinr included
immature germ cells, germ cell necrosis {recognised as picnotic and hypertrophic nuclei) and
vacuclized seminipherous tubules. These variations were not the same in the different
experiments. In some controls, were also found picnotic nuclei and some vacuelized tubules.

Structural analysis of animals treated with 200 mgke/day or 800 mgkg/day of
M.ilicifolia were not noticeably different from the controles. Ultrastructurally, greatly
enlarged lipid droplets were found in Sertoli cells and dilated, deformed acrosomes ocurred
in early spermatids of animal trested with the higher dose. Normal spermatogenesis was
found in most of the seminipherous tubules of mice freated with M.ilcifolia Sperm
production indicated that its alccholic extract do not contain adequate or sufficient substances
to arrest the spermatogenic process.

Seminipherous tubules of animals treated intraperitoneally with A.millefollum at a dose
of 200 meskg/day for 20 days were the most severy affected. Many tubules were exfoliated
with immature germ cells occupying the lumen and reduction of the germ cell layer. Animals
treated with 300 mgkg/day of A.millefolium had tibules with an increased number of
metafases which may be a consequence of cell cicle blockage or be due to a proliferation
stimulus, cansed by the plant extract. The fact of the testes of iniraperitoneally treated animals
have been more affected suggest that the active principle have been low concentration in the
hydroalcoholic extract or it was degraded during the oral absorption
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