Avaliacéo terapéutica de Inula crithmoides L. em érgéos

reprodutores de ratinhos expostos a tetracloreto de carbono

Inula crithmoides é uma planta amplamente utilizada na medicina tradicional devido
principalmente aos seus efeitos hepatoprotectores. Contudo, o objectivo deste trabalho
foi estudar os efeitos protectores e/ou regeneradores de |. crithmoides, em 6érgéos
reprodutores de ratinhos. A actividade protectora ou regeneradora dos frutos desta planta
foi estudada por analise histopatolégica, usando o tetracloreto de carbono (CCl,), como
indutor de toxicidade. Os animais foram divididos em 5 grupos: Grupo | - grupo de
controlo positivo (CCly); Grupo Il - grupo de controlo negativo (NaCl 0,9%); Grupo Il -
grupo tratado apenas com |. crithmoides; Grupo IV grupo pré-tratado com CCls, no
primeiro dia, seguido de tratamento com I. crithmoides; e Grupo V — grupo tratado com |.
crithmoides durante 4 dias, e no Ultimo dia tratado com CCl,. O periodo de exposicao foi
de 6 dias, excepto para o grupo |, que foi de 2. Todos os animais foram pesados e
injectados subcutaneamente e sacrificados 24h apds a Ultima injec¢do. Testiculos e
epididimos foram recolhidos para analise histolégica convencional. As seccdes
histoldgicas de testiculo apresentaram vacuolizagdo, libertacdo e acumulagéo de células
imaturas e células em degenerescéncia no limen do tdbulo seminifero, nos grupos
tratados com CCl, (I, IV e V). Os cortes de epididimo revelaram sinais de vacuolizagao e
em todos os grupos se evidenciaram zonas desprovidas de espermatozéides. Contudo,
estas alteragdes foram negligenciaveis, dado que correspondem a menos de 10% do
total da seccdo analisada. Os grupos IV e V revelaram menores alteracdes

histopatolégicas, comparativamente com o controlo positivo.
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D INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas como terapias para varias doencas, sendo administradas sob a
forma de chés e/ou integradas em farmacos. Contudo, a planta medicinal s6 pode ser considerada
terapéutica quando usada correctamente, podendo assim ser incluida na farmacopeia. De facto, foram as
observacgbes populares sobre o0 uso e a eficacia dessas plantas que contribuiram, de forma relevante, para
a divulgacéo das virtudes terapéuticas dos vegetais, despertando o interesse de investigadores em estudos
envolvendo areas multidisciplinares, como por exemplo a botanica, a farmacologia, a fitoquimica e a
fitoterapia (Maciel et al., 2002).

A Organizacdo Mundial de Saude definiu a medicina tradicional como um conjunto de praticas terapéuticas
gue existem ha séculos (Singh et al., 2009; Kampoj, 2000). Estas incluem o uso de plantas medicinais, de
minerais e matéria organica (Kampoj, 2000). A popularidade das chamadas plantas medicinais tem
aumentado com o passar dos anos devido a sua eficacia, aos reduzidos efeitos secundarios e ao custo
relativamente baixo, embora os seus componentes biolégicos activos sejam muitas vezes desconhecidos
(Kampoj, 2000). Por esta razdo, torna-se importante fornecer provas cientificas que justifiquem o seu uso

medicinal.

O género Inula, familia Asteraceae, inclui mais de 100 espécies e é encontrado principalmente na Europa,
Africa e Asia. As suas partes aéreas séo usadas na medicina tradicional para tratamento de varias doencas
(Abdel-Wahhad et al, 2008). Tendo em consideracao os varios estudos efectuados com outras espécies do
género Inula (Rao et al., 1997; Song et al, 2000; Kobayashi et al., 2002; Gholap et al., 2003; Saygi et al.,
2003; Abdel-Wahhad et al., 2008), tornou-se pertinente investigar se Inula crithmoides apresenta a mesma
actividade protectora sobre o sistema reprodutor masculino de ratinhos. Inula crithmoides tem sido estudada
principalmente pelo seu conteido em flavondides, entre outros constituintes e 6leos essenciais (Abdel-
Wahhad et al.,, 2008). Os compostos fendlicos, nomeadamente os flavondides, sdo comummente
encontrados em plantas comestiveis e ndo comestiveis e tém sido estudados no contexto da sua actividade
biolégica, nomeadamente actividade antioxidante (Kahkdnen et al., 1999; Sakihama et al., 2002), com

efeitos anti-mutagénicos e anti-cancerigenos (Sakihama et al., 2002).

Espécies de Inula (. britannica, I. racemosa, |. hupahensis, |. serrata, |. heterolepsis, I. japonica) sdo
amplamente utilizadas na medicina popular em muitos paises (Saygi et al, 2003). Existem alguns estudos
cientificos sobre os diferentes efeitos benéficos de varias espécies de Inula. Dois estudos referem que |.
racemosa e |. britannica tém efeitos hepatoprotectores sobre a lesdo hepatica aguda em ratos e ratinhos
(Rao et al., 1997; Song et al., 2000). Foi confirmado que as raizes de |. racemosa tém propriedades anti-
inflamatorias, anti-sépticas, antipiréticas e hipoglicémicas (Gholap et al., 2003). Relativamente ao extracto
aquoso de flores de I. britannica, este demonstrou prevenir, imunologicamente, a hepatite em ratos (Song et
al., 2000; Kobayashi et al., 2002). Nestes estudos, os resultados demonstraram o efeito preventivo sobre a

diabetes, regulando a producao de células imunitarias.

O efeito do extracto aquoso da raiz de |. heterolepsis também foi testado para determinar a sua capacidade
de tratar lesdes hepéticas induzidas experimentalmente pelo alcool. Orgdos como o figado, rins e testiculos
foram analisados histopatologicamente, revelando que o grau de les@o e recuperacdo dos ratos tratados

com |. heterolepsis foi significativamente diferente do controlo (Saygi et al., 2003). A literatura apresenta
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multiplos estudos sobre efeitos de extractos de plantas no figado e nos rins, 0 que ndo se verifica para
orgdos reprodutores como o testiculo. Os efeitos anti-diabéticos e hipolipemiante (reducéo dos niveis de
lipidos no sangue) do extracto aquoso de flores de I. japonica foram confirmados em ratos diabéticos (Shan
et al., 2006).

Um outro estudo desenvolvido com I. crithmoides, avaliou o efeito protector do extracto aquoso das suas
partes aéreas, contra a mutagenicidade e stress oxidativo provocados por uma micotoxina frequentemente
presente em cereais e produtos agricolas. Através de estudos bioquimicos provou-se que o extracto de |.
crithmoides foi eficaz nesse caso. O extracto da planta neutralizou o stress oxidativo e forneceu protecgdo
contra a citotoxicidade (Abdel-Wahhad et al., 2008).

O tetracloreto de carbono (CCl,) € uma substancia liquida transparente, de cheiro adocicado e muito volatil,
pertence a classe dos hidrocarbonetos halogenados. Foi bastante utilizado até finais da década de 70, do

século XX, como insecticida, em extintores ou produtos de limpeza a seco (ATSDR, 2005).

O CCl, pode entrar no organismo através do ar contaminado, pela ingestdo de alimentos ou agua
contaminados. Tem efeitos negativos no sistema nervoso central em situacdes a elevadas concentracdes,
podendo causar cancro ou mesmo a morte. Para além disso, a exposicdo a elevadas concentracdes pode
levar a efeitos sistémicos negativos (ao nivel respiratério, cardiovascular, gastrointestinal, hematoldgico,
hepético, renal e cutaneo), assim como a perturbacbes nos sistemas imunolégico, reprodutivo e no
desenvolvimento (ATSDR, 2005). Varios estudos de hepatoproteccdo com extractos de plantas tém sido
efectuados face a toxicidade induzida por quimicos, tendo o tetracloreto de carbono sido amplamente usado
em modelos animais (Janakat et al., 2002; Horn et al., 2006; Jadon et al., 2007; Lee et al., 2008). Apesar de
ser mais utilizado para em estudos de hepatotoxicidade, como a cirrose, a necrose que se pensa serem
devidos a formacdo de intermediarios reactivos, no presente trabalho sera avaliado o seu efeito ao nivel
reprodutor, nomeadamente testiculo e epididimo. De facto, estudos anteriores demonstram que ratos com
danos hepaticos apresentaram redugdo no peso testicular, severas anomalias histolégicas, perda de células

germinativas, entre outras irregularidades (Cortazar et al., 2004).

Apesar dos varios estudos no figado e nos rins, desenvolvidos com espécies do género Inula, pouco se
conhece dos efeitos dos respectivos extractos em oOrgaos reprodutores (Saygi et al., 2003). O presente
trabalho teve assim por objectivo avaliar os efeitos protectores e/ou preventivos dos frutos de Inula
crithmoides na toxicidade induzida pelo CCl, no testiculo e no epididimo de ratinho (Mus musculus L.),
através de técnicas histoldgicas, visando a aplicagcdo futura no desenvolvimento de novos medicamentos
que, tendo efeitos protectores e mesmo regeneradores, ndo interfiram com o bom funcionamento destes

orgaos.

CJ METODOLOGIA

As Material vegetal

O material vegetal — Inula crithmoides L. — foi devidamente identificado, efectuando-se em seguida colheitas
de partes aéreas, nomeadamente inflorescéncias no estado de frutificagdo (cipselas), a 5 de Novembro de
2008, em Aveiro, na zona de sapal na rua da Péga (Latitude: 40° 38' 1" N; Longitude: 8° 39' 41" W). O

material vegetal recolhido encontrava-se ja seco, sendo apenas visiveis os caules e as inflorescéncias no

Rodrigues et al. 2011 « CAPTAR 3(1): 15-29 17



estado de frutificacdo, como mostra a Figura 1. Relativamente as
condi¢bes de colheita, considerou-se o estado de desenvolvimento da
planta, excluindo-se da colheita 0os espécimes mais debilitados (auséncia
total ou quase total de inflorescéncias no estado de frutificacdo) e os que
se encontravam molhados. O material vegetal foi transportado em sacos
de papel até ao laboratério, de modo a evitar 0 apodrecimento das plantas.
Apo6s colheita o material foi deixado a secar, durante alguns dias, num
local seco, arejado e a sombra.

Preparacédo do extracto de Inula crithmoides e outras solucdes

O extracto de partes aéreas (flores no estado de frutificagdo — cipselas) de
Inula crithmoides foi preparado de acordo com o método tradicional
utilizado no Egipto, a decoccdo (Song et al., 2000; Abdel-Wahhad et al.,
2008). Assim, 100g de Inula crithmoides foram fervidas em 1000 mL de
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FIGURA 1: Inula crithmoides em
frutificacao (Fonte:
http://www.biorede.pt/index2.htm
em 14-03-2009).

agua destilada durante uma hora e trinta minutos. De seguida, procedeu-se a filtracdo da solucéo utilizando

folhas de gaze e, apés decantacgéo, o filtrado foi dividido por varios cadinhos (5 ml por cada cadinho), que

foram colocados numa estufa a 40°C, até a obtencdo de um residuo sélido, ou seja, 0 extracto seco

precipitado. O rendimento deste procedimento foi de 10%. Posteriormente, o residuo sélido foi conservado

num frasco de vidro, garantindo-se uma atmosfera isenta de humidade. O extracto seco foi ressuspendido

no dia anterior & administracéo em solucéo salina (NaCl a 0,9%) e esterilizado, recorrendo & passagem por

filtros para seringa com poro de 0.2 ym. Prepararam-se solu¢des de extracto de cipselas na concentracdo

0,259 kg ratinho™. O volume administrado da solugéo de extracto de I. crithmoides, por ratinho, foi de cerca

de 0,25 ml. Preparou-se também uma solucdo de tetracloreto de carbono (controlo positivo) de

concentragdo 1,5mg Kg ratinho™, utilizando azeite como veiculo para a administracdo (1:1). O volume

administrado de CCl,/azeite foi de 0,25 ml por ratinho. O azeite foi usado como solvente de CCl,, dado que

ndo foram encontradas referéncia que citem este composto como danoso para O organismo,

nomeadamente para 6rgaos reprodutores. Como controlo negativo utilizou-se uma solucédo de NaCl 0,9%,

sendo 0,25ml o volume administrado por ratinho.

Animais e tratamento

No presente trabalho foram utilizados 25 ratinhos (Mus musculus L.) machos ICR-CD1, com sete semanas,

pesando entre 27 e 34 g e provenientes de Charles River Laboratories. Os animais foram mantidos em

gaiolas de policarbonato transparente, numa camara climatizada do biotério do Departamento de Biologia,

da Universidade de Aveiro, sob condi¢Bes ambientais normalizadas: 22+2°C de temperatura, fotoperiodo

luz/escuridao de 12h/12h e humidade relativa 40 — 60%. Os animais tiveram livre acesso a alimento e a

agua. Os animais foram previamente pesados antes de iniciar a exposicdo e diariamente até ao seu

sacrificio, e foram divididos aleatoriamente em 5 grupos (n=5):

GRUPO I: Controlo positivo com CCl,/azeite, injectado com dose tnica de 1,5 ml Kg™.

GRUPO lI: Controlo negativo com NaCl 0,9%, injectado diariamente num volume de 0,25 ml durante 5 dias.

GRUPO III: Tratamento com extracto de Inula crithmoides, injectada diariamente, durante 5 dias. A dose

administrada foi de 0,259 Kg™ no volume de 0,25 ml.
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GRUPO IV: Tratamento com CCl, e I. crithmoides. O CCl, foi injectado na dose de 1,5 ml Kg'1 no primeiro
dia e nos 4 dias seguintes administrado o extracto de |. Crithmoides na concentragdo de 0,25 g Kg™. Este
tratamento teve como objectivo avaliar o efeito regenerador do extracto.

GRUPO V: Tratamento com |. crithmoides e CCl,;. Os ratinhos foram injectados com o extracto de I.
Crithmoides na concentracdo de 0,25 g Kg™, durante 4 dias e no quinto dia foi administrado o CCly, na dose

de 1,5ml Kg'l. Este tratamento teve por objectivo avaliar o efeito protector do extracto.

Todos 0s compostos usados (CCly, I. crithmoides, NaCl) foram administrados por via subcutanea e os
animais foram sacrificados 24h apds a Ultima injeccéo, excepto para o grupo I. Para o grupo do controlo
positivo (CCl,) o sacrificio ocorreu apds 48h, apés injeccdo com dose Unica. Os animais foram pesados

diariamente e no momento do sacrificio.

Recolha de 6rgdos e técnica histolégica

Os ratinhos foram pesados numa balanca (Precisa 220 M). Apés abertura da cavidade escrotal e
observagédo macroscépica dos érgaos, removeram-se os testiculos e epididimos, os quais foram também
pesados numa balanca (AND modelo HR-120) e submetidos a métodos histolégicos. De seguida,
fragmentos dos érgéos acima referidos foram imersos em fixador de Bouin. Apés a fixagdo, procedeu-se a
desidratagdo numa série crescente de etanol, a qual se seguiu a impregnacao e a inclusdo em parafina
(grau de fusao 56-58°C). Os cortes histoldgicos foram efectuados com a espessura de 6-8 um, utilizando um
micrétomo (Leitz 1512). Apds secagem na estufa, procedeu-se a desparafinacéo e rehidratagao, seguida de
coloracdo com hematoxilina-eosina. E posteriormente, efectuou-se nova desidratacdo e clareamento com
xilol. As preparacdes foram montadas em meio Eukitt® e observadas ao microscopio éptico (Olympus
modelo BX41TF), com sistema fotogréafico acoplado. Foram analisados cerca de 100 tibulos seminiferos de

cada seccao de testiculo, de todos os ratinhos pertencentes aos varios grupos.

Anélise estatistica

Foi usado o programa SIGMASTAT 3.5 (Systat Software Inc., CA, EUA) na analise dos dados obtidos,
nomeadamente pesos corporais e racios dos 6rgdos. Os racios dos 6rgdos, em percentagem, foram
calculados segundo a férmula (Peso do 6rgédo / Peso do corpo final)*100 e foi realizada uma analise de
variancia (ANOVA) unifactorial para avaliar se existiam diferencas entre 0s varios grupos, relativamente a
pesos corporais e racios de 6rgdos. A andlise dos racios permitiu identificar diferencas estatisticamente
significativas entre os diferentes grupos, para p < 0,05. Sempre que se rejeitou a hipétese nula, foi usado o
teste de Tukey, para analisar as possiveis diferencas significativas entre os vérios grupos. Os dados foram
expressos como média + desvio-padrdo. Um nivel de significancia de p < 0,05 foi usado nos testes de

hipoteses.

D RESULTADOS

Sobrevivéncia e comportamento dos animais

No presente trabalho, a taxa de sobrevivéncia dos animais em estudo foi de 88%. Relativamente ao
comportamento e aspecto dos animais observou-se que: os ratinhos do Grupo | (controlo positivo)
demonstraram menor actividade e alteracdes visiveis na pelagem, sugerindo perda de pélos e

engrossamento dos mesmos, sendo menos macios ao toque. Foram sacrificados apés 48h da injeccdo com
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CCly,, devido ao seu estado debilitado, nomeadamente auséncia quase total de movimento que sugeria que
ndo aguentariam o periodo de exposi¢do. Os ratinhos do Grupo |l ndo apresentaram quaisquer alteragoes,
quer fisicamente, quer a nivel comportamental; os do Grupo Il ndo apresentaram quaisquer modificaces
comportamentais ou de aspecto fisico; os ratinhos do Grupo |V apresentaram pouca actividade e altera¢des
evidentes na pelagem. Trés ratinhos morreram no decurso da experiéncia, sendo que um morreu 24h apés
a l18njeccdo com extracto de I. crithmoides e os outros 2, passadas 24h da 22 injec¢cdo com extracto de I.
crithmoides. Os restantes 2 ratinhos do grupo IV foram sacrificados 24h depois da 22 injeccdo, uma vez que
demonstraram sinais de debilidade, quer ao nivel da actividade, quer ao nivel da pelagem. Os ratinhos do
Grupo V apresentaram sinais de perda de actividade 24h apés a injeccdo com CCly, coincidindo com o dia
do sacrificio. Ndo se notaram quaisquer alteragfes no consumo de alimento e 4gua nos varios grupos,

excepto o grupo | e 1V, o qual apresentou menor consumo de alimento que os restantes grupos.

Peso corporal ao longo dos tratamentos

O peso dos animais dos varios grupos foi registado diariamente (Figura 2). No grupo de animais injectado
apenas com extracto de Inula crithmoides constatou-se um aumento de peso desde o inicio até ao final do
tratamento, o que ndo se verificou nos grupos I, IV e V. Quanto ao grupo de controlo negativo verificou-se
um aumento gradual do peso médio corporal ao longo do tempo de exposi¢do, tendo sido observado um
ligeiro decréscimo no ultimo dia.

k! —— . positivo (CCld)

\

. negative (MaCly

30 —
n | arithim oides

CCld+1C

Paso(g)

] 1 2 ] 4 5 & 7 O+ 4
Tempo (dias)

FIGURA 2: Evolugéo das médias dos pesos corporais de cada grupo em funcdo do tempo de experiéncia,
para os diferentes grupos de tratamento.

A partir do gréafico da Figura 3, podemos verificar existem diferencas significativas entre os tratamentos (F=
6,838; gl 4,19; P = 0,001), relativamente ao peso registado no final da exposicdo, tendo em conta os
periodos de exposicao para cada grupo. O grupo Il foi significativamente diferente do grupo | (CCl,;) e do
grupo IV (CCl4+l. crithmoides) e grupo Il (NaCl) foi significativamente diferente do grupo IV (CCl4+l.
crithmoides) no que diz respeito ao peso corporal, ap6s o periodo de exposicdo. As letras a, b e ¢
representadas na figura 3, indicam quais os grupos significativamente diferentes com base nos resultados
do teste de comparacbes multiplas de Tukey. Ou seja tratamentos com letras iguais ndo sao
significativamente diferentes, enquanto que os representados por letras diferentes sdo significativamente
diferentes entre si.
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6rgédos em estudo a,c
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Ndo se observaram altera- 30 4 7 1 b o’
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He

¢bes macroscépicas nos

orgdos dos diversos grupos.

Peso corporal {g)
[3~]
(=]

Valores de racios dos

orgaos dos varios grupos

Procedeu-se, de seguida, a

andlise estatistica com os cCl4 MaCl Ic cela+ic IC+CCla
valores de racio dos 6rgéos. Tratamentos

Para o epididimo esquerdo ) ) ) o
FIGURA 3: Pesos corporais registados no final da exposi¢do, tendo em conta os

existem diferengas significa-  periodos de exposicdo de cada grupo de tratamento. Os valores expressam a
média * desvio-padrdo (IC representa |. crithmoides). As letras a, b e ¢
representam grupos com diferencas estatisticamente significativas (p<0,001) entre
¢ apresentado na tabela | e  0s tratamentos

tivas entre Grupo | e Il, como

figura 4. Para os restantes érgaos (testiculo esquerdo e direito e epididimo direito) ndo existem diferencas
significativas entre os grupos de tratamento.

TABELA [I: Quadro-resumo de andlise de variancia (ANOVA) unifactorial para os tratamentos efectuados,
relativamente ao testiculo esquerdo, testiculo direito, epididimo esquerdo e epididimo direito. Para cada um,
estdo representados os graus de liberdade (gl); variancia residual (MS) e estatistica F (com valor de P

associado).
g.l. MS F P
(Graus de liberdade) (Variancia) (Valor do teste)
Testiculo esquerdo 4,17 0,00119 0,810 0,536
Testiculo direito 4,17 0,00115 0,243 0,910
Epididimo esquerdo 4,17 0,00121 3,939 0,019
Epididimo direito 4,17 0,000536 1,178 0,179

A partir da analise do grafico da figura 4, podemos constatar que ocorreram diferencas significativas entre
os controlos positivo (CCl,) e negativo (NaCl), para o epididimo esquerdo. Para os restantes 6rgdos e
respectivos tratamentos, ndo se observaram diferencas significativas.

0,45 -
0.4 -

0.35 1

0,3 1
0.25 1 ETesticulo esquerdo
0,2 4 3 B Testiculo direito
0,15 1 = OEpididimo esquerdo
0.1 OEpididima direito
0.05 1

U .

CCl4 NaCl IC CCl4+IC IC+CCl4

Ricio dos dgaos (%)

Grupos de tratamento

FIGURA 4. Efeito dos tratamentos no racio dos 6rgdos (testiculo esquerdo, testiculo direito, epididimo
esquerdo e epididimo direito). Os valores expressam a média *+ desvio-padrdo. (IC representa o I.
crithmoides). Grupos com diferengas significativas entre si estdo representados com “*”, para p<0,05.
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Observacéao histopatolégica de seccdes de testiculo

Foram observadas algumas altera-
¢bes histolégicas, nomeadamente
vacuolizagdo, acumulacdo de células
imaturas no limen do tdbulo semini-
fero, presenca de células em dege-
nerescéncia’ e auséncia de esperma-
tozéides nos animais do Grupo |
(CCly) (Figura 5).

As secgOes de testiculo do grupo de
controlo positivo revelaram algumas

alteracBes  histopatol6gicas, no-

FIGURA 5: Alteracdes histopatolégicas provocadas pela intoxicagdo por
CCls no testiculo de ratinhos (Coloracdo H&E). (A) Libertacdo de
células imaturas no limen (*) do tdbulo seminifero, ampliagdo 400x; (B)
Tdbulos seminiferos apresentando vacuoliza¢@o (seta preta) e células
em degenerescéncia (O), ampliacdo 400x.

meadamente a libertacéo de células imaturas para o limen do tabulo seminifero (Figura 5A). Também foi

visivel a presenca de vacuolos e células em degenerescéncia (Figura 5B). As sec¢des de testiculo do grupo

de controlo negativo (NaCl) mostraram uma estrutura testicular normal. Contudo, também foram visiveis

alteracbes histopatolégicas, embora negligencidveis: observaram-se alguns vacuolos no epitélio seminifero

e libertac@o de células imaturas; todavia, a maioria das sec¢des observadas apresentavam estrutura normal

(Figura 6).

Nos ratinhos tratados apenas com |I.
crithmoides diluida em NaCl, as
seccdes de testiculo exibiram a sua
estrutura normal. Contudo registaram-
se algumas diferencas, também
negligenciaveis, relativamente ao gru-
po de controlo negativo. Assim, foram
visiveis alguns vacuolos e células em

degenerescéncia (Figura 7).

A observacdo das seccbes de
testiculo dos grupos IV e V revelou
alguma alteragdo quando comparado
com grupo de controlo positivo. Em
termos da estrutura geral notou-se a
regeneracdo do epitélio seminifero,
nomeadamente reducdo do numero
de células imaturas no limen, assim
como vacuolizacdo. As referidas
melhorias aparentaram ser mais

perceptiveis no grupo de tratamento V

FIGURA 6: Histologia normal do FIGURA 7: Tdbulo seminifero a-

tubulo seminifero, ampliagdo 400x. presentando células em degene-

(Coloragdo H&E) correspondente rescéncia (O), ampliagdo 400x

ao grupo II. (Coloragdo H&E), correspondente
ao grupo Il

FIGURA 8: Tuabulo seminifero FIGURA 9: Histologia normal de
apresentando vacuolizagdo (seta tubulos seminiferos, ampliagédo
preta), ampliacdo 400x. (Colora-gdo 400x. (Coloracdo H&E), em rati-
H&E), em ratinhos do Grupo IV. nhos do Grupo V.

do que no IV, como demonstram as Figuras 8 e 9.

1 "
Necrose de espermétides
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No grupo em que o CCl, foi administrado como pré-tratamento, antes de ser administrado o extracto de I.
crithmoides (Grupo V), os tabulos seminiferos apresentaram algumas alteracdes histopatoldgicas, também
representadas no grupo de controlo positivo, nomeadamente libertacdo de células imaturas para o IUmen,

assim como vacuolizagdo (Figura 8).

As seccdes de testiculo do grupo de ratinhos tratados com extracto de I. crithmoides seguido de CCl,
(Grupo V) mostraram menos alteragdes, relativamente ao controlo positivo, apresentando uma estrutura
tipicamente normal (Figura 9).

Observacdo histopatolégica de seccdes de epididimo

As varias secc¢des do epididimo demonstraram, em todos os grupos de tratamento, a auséncia total ou
parcial de espermatozdides na regido da cabe¢a como evidencia a Figura 10. Relativamente ao grupo de
controlo positivo, as secgbes do epididimo apresentaram algumas alteracdes histopatolégicas,
nomeadamente presenca de vacuolos (Figura 11). Contudo, a excepcdo desta regido do epididimo, todas

as células apresentavam organiza¢do normal, como mostra a Figura 12.

As seccdes do epididimo de todos os grupos, a excepc¢do do grupo tratado com CCl,; (Grupo 1)

apresentaram a sua estrutura normal. No grupo | observou-se uma pequena percentagem de células com

vacuolizagdo (~1-3%) (Figura 11).

FIGURA 10: Visdo geral da seccéo FIGURA 11: Células com epitélio FIGURA 12: Histologia normal das
do epididimo de ratinho, desprovida colunar  pseudo-estratificado (E) células do epididimo de ratinho,
de espermatozoides, ampliagéo apresentando vacuolizagdo (seta  ampliagdo 400x. (Coloragdo H&E),
1000x. (Coloragdo H&E), em ratinhos preta), ampliacdo 400x. (Coloragdo em ratinhos do grupo Ill.

do grupo Il H&E), em ratinhos do grupo .

D DISCUSSAO E CONCLUSOES

No presente estudo procurou-se verificar se as inflorescéncias no estado de frutificacdo de Inula crithmoides
possuiam efeito protector ou regenerador face a inducdo de danos pelo tetracloreto de carbono. Este
trabalho surgiu no decorrer de um trabalho experimental que se realizava no laboratério de Histologia da
Universidade de Aveiro, sendo o propésito a avaliacdo do efeito de Inula crithmoides na mitigacdo da
hepatoxicidade induzida por CCl;. Deste modo, toda experiéncia original foi planeada de acordo com
avaliacdo ao nivel hepéatico. Numa perspectiva de complementar este estudo e seguindo a tendéncia
observada na literatura para a andlise de diversos orgédos e sistemas (Janakat et al., 2002; Horn et al., 2006;
Jadon et al., 2007; Lee et al., 2008), surgiu a avaliacdo desse mesmo efeito ao nivel reprodutor (testiculo e

epididimo).
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No presente estudo foi registada alguma mortalidade nos individuos tratados inicialmente com CCl,, que
poderd estar relacionada com variagBes na susceptibilidade e/ou condicé@o fisiologica individual e que
eventualmente se terdo repercutido na tolerancia dos ratinhos a este tratamento. Os animais injectados com
CCl4 (1, IV e V) apresentaram reducédo de peso ao longo da experiéncia, apos injec¢do, o que é concordante
com os resultados publicados por Cortazar e colaboradores (2004). Contudo, os ratinhos do grupo | e IV
ndo cumpriram o tempo de exposi¢do pois apresentavam-se muito debilitados. Todavia, esta reducao foi
mais acentuada nos Grupos | (CCl,) e IV (CCl,4 + I. crithmoides) do que no Grupo V, o que podera indicar
um efeito protector de I. crithmoides, para organismos do grupo V. Relativamente aos restantes grupos,
apenas se regista uma pequena reducdo ao nivel do peso corporal para o Grupo Il, contudo é

negligenciavel, relativamente aos grupos em que foi administrado CCl,.

Os grupos de animais em que foi administrado CCl, demonstraram claramente sinais de perda de actividade
e pelagem, fraca reaccdo a manipulacdo pelo experimentador e diminuicdo do consumo alimentar. Este
facto é concordante com os resultados obtidos por alguns estudos indicando a perda de actividade apos
contacto com este téxico (ATSDR, 2005). Contudo, tendo em conta o estado de debilidade dos ratinhos do
grupo | ap6s injeccdo com CCly, ao fim de 48h de exposi¢do. Relativamente ao grupo IV, este também néo
cumpriu o periodo de exposi¢éo, pois um ratinho morreu apds 24h apds a 12 injeccao com extracto de |.
crithmoides e os outros 2, passadas 24h da 22 injeccdo com extracto de |. crithmoides. Os restantes 2
ratinhos do grupo IV foram sacrificados 24h depois da 22 injec¢do, uma vez que demonstraram sinais de
debilidade acentuados, sugerindo também que ndo aguentariam o periodo de exposi¢do. Porém, € de referir
gue os ratinhos do grupo Il e V, ndo apresentaram sinais de debilidade durante o periodo de exposicéo a I.
crithmoides. Contudo os ratinhos do grupo V, apos injeccdo do CCl, no dltimo dia de exposicéo,
apresentaram sinais de debilidade, como referido anteriormente. Estes dados confirmam que o CCl,

apresentou toxicidade para os organismos, reflectindo-se no seu estado de salde.

Relativamente aos racios dos varios orgdos, para os diferentes tratamentos, o teste estatistico revelou
diferencas significativas para o epididimo esquerdo, entre os grupos Grupo | e Il. Estes resultados estédo de
acordo com o esperado, uma vez que o Grupo | foi tratado com CCI4, que foi usado como indutor de
toxicidade. No tratamento com NaCl o racio foi mais elevado, como previsto, tendo em conta que este grupo
representa uma situacdo fisiolégica normal e saudavel, sem influéncia de tdéxicos. Relativamente ao

testiculo ndo foram identificadas diferencas significativas.

Na literatura estdo disponiveis dados de um estudo, que refere que em trés geragdes de ratos que inalaram
vapores de tetracloreto de carbono, correspondentes a uma exposicdo de 200 ppm ou superior,
relativamente ao peso do animal, durante 8 horas/dia, 5 dias/semana, por um periodo de 10,5 meses, foi
observada uma diminuicdo da fertilidade dos animais expostos (ATSDR, 2005). O mesmo estudo refere
uma moderada a acentuada degenerescéncia do epitélio germinativo testicular em ratos expostos
repetidamente (7 horas/dia, 5 dias/semana) a concentracdes iguais ou superiores a 200 ppm, durante 192
dias (ATSDR, 2005). Vérios estudos permitem provar que o tetracloreto de carbono € muito util como
modelo experimental para estudo de danos hepaticos (Janakat et al., 2002; Jadon et al., 2007; Lee et al.,
2008), e nao tanto ao nivel reprodutor. Contudo, ha alguns estudos que apontam algumas alteracdes

histopatdlogicas ao nivel do sistema reprodutor, como libertacdo de células germinativas, vacuolizacao de
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células, reducdo no nimero de espermatozoides e ainda reducdo no peso dos 6rgdos, em comparacao com

grupos controlo entre outras (Batra et al., 2001; Cortazar et al., 2004; Jadon et al., 2006; Horn et al., 2006).

Em termos de observacdo histopatolégica ndo foi feita qualquer identificacdo e individualizacdo entre
testiculos esquerdo e direito e entre epididimo esquerdo e direito. Apds uma alteragdo histopatolégica
observa-se intensa actividade regenerativa, com mitoses e células bi- ou trinucleadas. Os nucleos sdo
volumosos, com nucléolos evidentes, indicando elevada sintese proteica. A presenca de células em
degenerescéncia, indica algum grau de alteracdo, uma vez que representam nulcleos necroéticos. As
espermatogonias e 0s espermatécitos primarios sdo os principais alvos de alteragdes histopatolégicas, por
agentes toxicos, dado que estdo em constante actividade enzimética mitética e meidtica, respectivamente
(Batra et al., 2001).

As células de Sertoli? tém como principais funcdes o controlo da maturacdo e da migracdo das células
germinativas; estao envolvidas na sintese de proteinas e esterdides, e fagocitam células germinativas em
degenerescéncia (Dadoune e Demoulin, 1993), assim como corpos citoplasmaticos residuais libertados por
espermatides adultas durante a espermatogénese (Amann, 1993). As células de Sertoli sdo mais afectadas
por agentes quimicos téxicos do que as células germinativas mais avangadas, provavelmente porque estas
substancias passam necessariamente pela barreira-hematotesticular, antes de atingirem as células
espermaticas (Franca e Garcia, 2005).

Segundo Russell et al (1990), o processo espermatogénico pode ser reduzido por interrup¢éo do padréo de
divisbes das células tronco, degenerescéncia e fagocitose das células germinativas, atraso na
espermatogénese e libertacdo das células germinativas, que podem ocorrer isoladamente ou em
associacdo ao parénquima testicular, por caréncia hormonal ou efeito toxico de substancias quimicas.
Degenerescéncia generalizada das células germinativas, ocorréncia de espermatides multinucleadas,
formacao de células gigantes, libertac@o de células germinativas do epitélio seminifero e consequentemente
atrofia testicular sdo consequéncias da anomalia funcional das células de Sertoli (Russel e Griswold, 1993).
De facto, observou-se vacuolizacdo, acumulacdo de células imaturas no lumen do tubulo seminifero,
presenca de células em degenerescéncia e auséncia de espermatozoides nos grupos de animais em que foi
administrado CCl,. Contudo no grupo V, estas alteracdes foram registadas em menor percentagem que nos

restantes grupos em que se administrou extracto de |. crithmoides (Grupos | e IV).

Vérios tém sido os artigos publicados na literatura especializada que se referem a alteragGes
histomorfoldgicas e funcionais das células do testiculo induzidas por xenobiéticos®. Assim, alguns afectam o
citosqueleto das células de Sertoli (Hess e Nakai 2000; Raychoudhury et al., 2000). Outros induzem a
condensacdo da cromatina dessas células somaticas (Raychoudhury et al., 1999). Contudo, a alteracédo
mais evidente em vdarias situacdes experimentais corresponde a vacuolizagao do citoplasma (Soldani et al.,
1996; Contreras and Bustos-Obregon 1999), as quais estdo associadas a alteracdes metabdlicas celulares,
intervindo em processos enzimaticos. Adicionalmente, a modificagcéo da permeabilidade da barreira hemato-
testicular constitui ainda um alvo de extrema importancia em disfungdes do testiculo (Meyer et al., 1996;

Wiebe et al., 2000; Mizushima et al., 2001), contudo n&o foi considerada neste estudo. E conhecido que os

2 . . . . . - . A -
As células de Sertoli envolvem parcialmente as células da linhagem espermatogénica e intervém no suporte e nutricdo
3das células germinativas; séo as coordenadoras da formacao dos espermatozoides.
Substéancias estranhas ao organismo.
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efeitos toxicos de um xenobiodtico podem ser modificados por outras substancias (Skoczyska e Smolik,
1994; Gupta e Gill, 2000). Os compostos polifendlicos presentes nas células vegetais podem ter uma accao
antioxidante ao se ligarem as espécies reactivas de oxigénio, via enzimética e reac¢des ndo enzimaticas
(Marja et al., 2000; Pyo et al., 2004).

Os tubulos seminiferos de ratinhos tratados com CCl, (Grupo [), apresentam a sua morfologia normal.
Contudo, foram registadas algumas alteracdes pontuais, nomeadamente e com maior relevancia a
libertacéo e acumulagdo de células germinativas no limen do tabulo seminifero. Estes resultados estédo de
acordo com os discutidos por Russel et al., 1990, anteriormente referidos. No grupo | notou-se que houve
diminuicdo do numero de espermatozdides, mas apenas dois tubulos seminiferos apresentavam total
auséncia de espermatozoéides. Contudo, estas alteragBes tornam-se negligenciaveis, tendo como base os
100 tubulos seminiferos analisados de cada seccdo de testiculo de todos os ratinhos. Os animais deste
grupo tiveram apenas 48h de exposicao e foram injectados com uma dose Unica de CCl,. A continuacéo da
experiencia ndo foi possivel, tendo em conta a probabilidade de sobrevivéncia que sugeriam, mesmo apoés
24h da injaccdo. Contudo é de salientar o facto de que, se a experiéncia tivesse decorrido normalmente,

provavelmente os efeitos histopatoldgicos alteragfes significativas.

Os ratinhos do grupo de controlo negativo ndo apresentaram qualquer alteracdo significativa da estrutura
normal do tdbulo seminifero. Mais uma vez ocorreram alteracBes pontuais, que apresentam menor

severidade relativamente ao grupo de controlo positivo, tratado com CCly, tal como era esperado.

Os ratinhos do tratamento com apenas extracto de I. crithmoides (em NaCl 0,9%) (Grupo lll) apresentaram
tubulos seminiferos normais, bem delimitados, mas com alguns nucleos em provavel necrose e alguns
vacuolos no epitélio. Contudo, nos 100 tabulos seminiferos analisados de cada secgdo de testiculo, ndo
foram observadas células com libertacdo e acumulacdo de células imaturas no limen. Analogamente aos
grupos de controlo positivo e negativo estes resultados sdo pouco relevantes, uma vez que representam
uma minoria, tendo em conta todas as células analisadas. Apesar da irrelevancia, seria interessante
analisar e avaliar os compostos presentes no extracto, com posterior identificacdo dos compostos

potencialmente nefastos para a estrutura morfologica do testiculo e epididimo.

Neste trabalho procedeu-se ao estudo do potencial protector/regenerador da planta relativamente a
exposicdo a CCl, através da realizacdo de dois grupos de tratamento IV e V. Os resultados obtidos com
estes tratamentos revelaram-se pouco promissores, tendo-se observado contudo algumas diferencas
relativamente ao tratamento em que apenas foi administrado CCl,: diminuicdo do grau de vacuolizagdo e
acumulacdo de células germinativas no limen do tdbulo seminifero, bem como reducdo de células em
degenerescéncia. Deve reconhecer-se que estas melhorias observadas nos tratamentos em que se
administrou extracto da planta sédo diminutas quando comparando com os danos provocados pelo tdxico.
N&o se pode excluir a possibilidade de o tempo de tratamento a que os animais foram sujeitos, de apenas 5
dias de injeccdo com o0 extracto vegetal, poder ter sido curto para a observacdo de efeitos positivos.
Também é de notar que o tratamento preventivo com extracto de |. crithmoides (antes da administracéo de
CCl, - grupo V) foi, segundo observagdo histopatol6gica, mais eficaz na reabilitagcdo do testiculo do que o
tratamento curativo com extracto de |. crithmoides (depois da administracdo de CCl, - grupo V). Estas
conclusBes estdo naturalmente condicionadas pela alteracdo do tempo de duracéo da exposi¢cao (devido ao

estado débil dos animais, as injeccdes com extracto de I. crithmoides ndo cumpriram o programado) e
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consequentemente ndo é possivel avaliar, nas mesmas circunstancias, o efeito regenerador ou protector da

planta.

Além do testiculo, verificaram-se também condicdes histopatoldgicas no epididimo, que serdo devidas a
interligacdo deste com o testiculo. Nao foi possivel comparar os resultados obtidos pela observagédo do
epididimo com trabalhos de outros autores, uma vez que nao foi encontrada literatura que reportasse estes
parédmetros. As vérias sec¢des do epididimo demonstraram, nos varios grupos de tratamento, a auséncia
total ou parcial de espermatozéides na zona da cabeca do epididimo, o que afasta a possibilidade de
eventual alteracdo histopatoldgica em resposta aos diferentes tratamentos. O estudo da cabeca do
epididimo poder& ser incluido em futuros trabalhos, uma vez que é esta a regido que apresenta a maior
actividade de secrecdo de proteinas importantes para a maturagcao de espermatozoéides (Dacheux, 2002).
Apesar de ndo haver diferencas notérias na presenca de espermatozdides, no grupo tratado com CCl,
visualizaram-se mais alteracdes histopatolégicas, nomeadamente a presenca de vacuolos no epitélio

colunar do epididimo.

As secc¢bes do epididimo do grupo Il (NaCl), do grupo Il (Inula crithmoides), do grupo IV (CCl; + I.
crithmoides) e ainda do grupo V (l. crithmoides + CCl,;) apresentaram, no geral, a sua estrutura normal.
Algumas células do epididimo apresentaram vacuolos, mas numa percentagem muito diminuta da seccao
analisada (cerca de 1-3%), enquanto o grupo de controlo positivo (CCl,) apresentava uma percentagem um
pouco superior (7-9%). Estes dados sugerem que o extracto de I. crithmoides podera ter algum efeito
preventivo e/ou curativo, ainda que pouco esclarecedor. Para este pardmetro ndo foram tidos em conta
valores absolutos de células alteradas, tendo apenas sido feita uma avaliacdo geral. Apesar da avaliacao
precoce, que se pode fazer ao nivel do epididimo, importa referir que o grupo pré-tratado com CCl, e depois

tratado com extracto de I. crithmoides apresentou mais sinais de vacuolizacao ligeiramente superiores.

Analogamente ao verificado para o testiculo, o grupo tratado com extracto de |. crithmoides inicialmente e
depois com CCl, pareceu ter sido mais eficaz na reabilitacdo do epididimo do que o grupo tratado com CCl,
inicialmente e depois com extracto de |. crithmoides. As mesmas razées se enunciam novamente quanto ao
grupo tratado com CCl, inicialmente e depois com extracto de I. crithmoides, uma vez que o tempo de
experiéncia nao foi o inicialmente planeado, ndo se podendo fazer uma avaliagdo precisa relativamente a

este grupo.

Sugere-se, que 0 extracto aquoso de cipselas de |. crithmoides podera apresentar propriedades
potencialmente protectoras mais promissoras do que as propriedades regeneradoras. Todavia, 0S
resultados obtidos ndo se podem considerar significativos, sendo proveitoso no futuro realizar novas

experiéncias para confirmar o valor protector desta planta.

D APLICACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Face as alteracbes verificadas e a determinacdo inconclusiva da actividade deste extracto surge a
necessidade de investigar novas concentracdes de CCl; que induzam efeitos adversos, possiveis de
regeneracao e/ou protec¢do pelo extracto de inflorescéncias no estado de frutificagcdo de Inula crithmoides.
Pretende-se no futuro realizar novas experiéncias para confirmar o valor protector desta planta, avaliando

varias condi¢cBes de teste, nomeadamente novas doses, diferentes tempos e modos de exposicao.
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Torna-se necessario, portanto, aprofundar este estudo, fazendo testes mais minuciosos e alargando o
universo de 6rgaos estudados, prolongando os testes e englobando as glandulas anexas ao sistema
reprodutor, assim como realizando andlises bioquimicas. Adicionalmente, a modificacdo da permeabilidade
da barreira hemato-testicular constitui ainda um alvo de extrema importancia em disfun¢des do testiculo,
pelo que devera ser considerada em estudos posteriores. O estudo da cabeca do epididimo devera também
ser considerado, mas de forma mais pormenorizada, em futuros trabalhos, uma vez que, é esta a regido do
epididimo que apresenta a maior actividade de secrecdo de proteinas importantes para a maturacdo de
espermatozoides. E ainda aconselhavel a identificaco e individualizag&o do testiculo (esquerdo e direito) e
epididimo (esquerdo e direito). Seria interessante analisar e avaliar os compostos presentes no extracto,
com posterior identificacdo dos compostos potencialmente nefastos para a estrutura morfolégica e funcéo

do testiculo e epididimo.
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