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Resumo

Turnera diffusa é amplamente utilizada como afrodistaco. O objetivo do estudo foi avaliar
a estrutura tecidual de testiculos e ovérios de ratos e ratas da linhagem Wistar, assim
como o desempenho reprodutivo de progenitores tratados com o fitoterdpico. Machos
e fémeas foram tratados com o extrato aquoso de 7. diffusa (10 mL/Kg de peso vivo)
ou solugio fisiolégica (grupo controle), 2 vezes ao dia, durante 15 dias consecutivos.
Nao houve influéncia significativa do tratamento no peso corpéreo e peso dos 6rgios
reprodutivos masculino e feminino, com excegao do peso epididimdrio. O tratamento
fitoterdpico promoveu alteragoes na histologia ovariana, mas nao no tecido testicular.
As taxas de fertilidade e gestacio foram semelhantes nos grupos controle e tratado. O
tamanho da ninhada foi significativamente menor (p < 0,05) no grupo tratado com 7.
diffusa. Os resultados permitiram concluir que a fertilidade dos machos e fémeas nio
foi afetada pelo tratamento fitoterdpico, e os ovérios responderam de forma diferente
que os testiculos & acdo de 7. diffusa.
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Abstract

1. diffusa is largely utilized as aphrodisiac. The goal of study was to evaluate the testicular
and ovarian histological structure of Wistar lineage rats, and the reproductive perfor-
mance of progenitors treated with phytotherapic. Male and female rats were treated
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with Turnera diffusa aqueous extract (10 mL/Kg of weight body) or physiologic solution
(control group), twice day, during 15 consecutive days. There was not significant influence
of treatment in the body weight and masculine and feminine reproductive organs weight,
except epidydimis weight. The phytotherapic treatment promoted alterations in ovarian
histology, but not in testicular tissue. The fertility and gestation rates were similar in
the control and treated groups. The number of foetuses/litter was significantly reduced
(p<0,05) in the 7. diffusa group. The results permitted to conclude that the fertility of
male and female was not affected by phytotherapic treatment, and the ovaries response
of different manner that the testis to action of 7 diffusa.

Key words: Tirnera diffsa, testis, ovary, histology.

INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo mundialmente utilizadas como
recurso terapéutico. Diversos registros da Organizagao Mundial de Saade
(OMS) mostram que cerca de 82% da populagio faz uso de algum tipo
de planta com finalidade terapéutica .

Os estudos toxicoldgicos tém a finalidade de avaliar a idéia erronea
de que produtos fitoterdpicos, por serem naturais, sao isentos de efeitos
toxicos ou adversos, e que o uso popular de plantas medicinais serve
como validacio da eficicia de tais medicamentos @.

Turnera diffusa é uma planta da familia Turneraceae, conhecida
popularmente como Damiana ou Turnera afrodisfaca. E encontrada
em paises de clima tropical e subtropical, sendo utilizada na medicina
popular do México, Estados Unidos, Ilhas do Caribe e Brasil para o
tratamento de diversas patologias.

Segundo o British Herbal Pharmacopoeia ®, as indicagbes especificas
para o uso de Damiana sio a ansiedade associada com impoténcia,
depressao, dispepsia nervosa, constipagio e insuficiéncia coital.

Na crenga popular, a Damiana é conhecida como afrodisiaco,
e tem sido utilizada para estimular o desempenho sexual masculino e
feminino “.

Kumar & Sharma © relataram que a infusdo da folha da Damiana
tem sido usada como remédio tradicional de doencas relacionadas com
os sistemas gastrointestinal e respiratdrio, 6rgaos reprodutores ¢ para o

tratamento de gonorréia em sociedades latino-americanas.
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Estudo realizado por Arletti e colaboradores ® demonstrou
que o extrato fluido de Zurnera diffusa e Pfaffia paniculata, sozinho ou
combinado, melhorou o desempenho copulatério de ratos sexualmente
impotentes, sendo este efeito atribuido principalmente a0 aumento da
disposigio noradrenérgica e dopaminérgica.

Segundo Nwafor e colaboradores © o extrato metandélico
da raiz de A. pubescens bak possui atividade anti-implantacional,
anticoncepcional e ndo-estrogénica em ratos e coelhos.

Ratos tratados com extrato aquoso bruto de Kalanchoe gastonis
bonnieri apresentaram inibi¢ao da fertilidade, com recuperacio de 100%
da mesma 30 dias apds o término do tratamento. A motilidade, viabilidade
¢ densidade dos espermatozdides diminuiram significativamente .

Apesar de estudos realizados com outras plantas medicinais
demonstrarem efeitos sobre a reproducio, nao foram obtidos relatos na
literatura sobre o desempenho reprodutivo de modelos animais tratados
com Turnera diffusa. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar a estrutura
histolégica das gdnadas masculina e feminina de ratos e ratas submetidos
a0 tratamento com o extrato aquoso de Turnera diffusa, e avaliar os

pardmetros reprodutivos de progenitores tratados com o fitoterdpico.

MATERIAIS E METODOS

As partes aéreas de 77 diffusa (Damiana) foram obtidas através
da Santos Flora Comércio de Ervas Ltda., que emitiu o Controle de
Qualidade e Laudo Técnico e Identificativo, seguindo registro IBAMA:
35867, Licenca de Funcionamento: 110101630003, Autorizagio
ANVISA: 1.04.604-1, Registro CRF: 2-02635-0101 e Ref. N°./Pedido:
2006006233.

O método de extragio seguiu aquele descrito por Gracioso @,
onde depois de secas e devidamente trituradas em moinho de faca, as
partes aéreas passaram por um processo de extra¢io em dgua fervente

(100 °C) durante 15 minutos na propor¢ao de 50 g de matéria prima
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vegetal para 500 mL de dgua ou uma solu¢io a 10%. Em seguida, apds
resfriamento em temperatura ambiente, o material foi filtrado e levado
ao liofilizador. O rendimento do infuso liofilizado obtido de 7. diffusa toi
aproximadamente 4%. O produto final obtido foi denominado extrato
aquoso liofilizado das partes aéreas de 7. diffusa.

O experimento foi realizado com ratos machos e fémeas da
linhagem Wistar, sexualmente maduros, com peso médio de 250 gramas,
obtidos do Biotério Central da UNESP — Botucatu, e posteriormente
alojados no biotério da FCL/Assis — UNESP, sob condi¢oes adequadas de
temperatura (22°C) e luminosidade (12h ciclo claro/escuro). Os animais
receberam dgua e ragao comercial ad libitum. O protocolo experimental
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCL/UNESP — Assis
(Proc. 029/2006).

Os animais (20 machos e 20 fémeas) foram distribuidos
casualmente em dois grupos experimentais: GRUPO A, constituido de
machos e fémeas controle; GRUPO B, constituido de machos e fémeas
tratados.

Os animais do grupo tratado receberam, via oral, em volume de
10mL/kg de peso vivo, 500 mg/kg do extrato de 7. diffusa, dividido em
duas administracoes didrias, durante 15 dias consecutivos, conforme
procedimento adotado por Araujo & Araujo ®. Os animais do grupo
controle receberam solugao fisiolégica 0,9%, no mesmo procedimento
descrito para o grupo tratado.

Ao final do periodo de tratamento, cinco machos e cinco fémeas
de cada grupo foram sacrificados para obtengao dos registros de peso
corpéreo e peso dos drgios reprodutivos e para andlise da histologia
gonadal. Os testiculos e ovérios foram preparados através da rotina
histolégica usual, obtendo-se secgoes de 5 pm de espessura, incluidas em
Paraplast (Labware Oxford — USA) e coradas com hematoxilina-eosina
para avaliagio em microscopia de luz.

Os machos e fémeas restantes, pertencentes a cada grupo
experimental foram submetidos ao acasalamento, na proporgao de
1:1, permanecendo juntos na caixa durante 10 dias apés o periodo

de tratamento "?. A gestagdo foi comprovada através da presenca de
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espermatozdides no esfregago vaginal, realizado diariamente. As fémeas
com esfregaco vaginal positivo foram mantidas em caixas individuais e
considerou-se como o primeiro dia de gestagao.

No 19° dia de gestacdo, as ratas foram sacrificadas para obtencao
dos seguintes dados: peso do ttero gravidico, peso das placentas, niimero
de implantes, peso e tamanho da ninhada, nimero de reabsorgoes e
numero de corpos ltiteos gravidicos. Os indices de perda pré-implantacao
[(n°. de corpos liteos — n°. de implantes) / n°. de corpos liiteos] x 100,
e perda pés- implantacio [(n® de implantes — n°. de fetos) / n°. de
implantes] x 100, foram calculados segundo Almeida e colaboradores™".
Os indices de fertilidade (n°. de fémeas com gametas no esfregaco / n°. de
fémeas acasaladas) x 100, e de gestacdo (n°. de fémeas com fetos vidveis
/ n°. de fémeas acasaladas) x 100 foram calculados segundo Weidner &
Sigwart 2. A avaliagao da fetotoxicidade foi realizada através da anélise
da morfologia externa fetal, sob estereomicroscépio TECNIVAL.

Os dados foram analisados através do emprego da andlise de
varidncia nao-paramétrica de Kruskal-Wallis, complementada com o teste
Dunn, no nivel de 5% de significAncia. Os resultados foram apresentados

com os valores de mediana + desvio interquartilico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados biométricos de pesos obtidos de fémeas e machos dos
grupos controle e tratado sao apresentados respectivamente nas Tabelas
le2.

Os pesos corpéreo, uterino e ovariano nio sofreram alteragao
significativa (p>0,05) em fun¢io do tratamento com o extrato de 7.
diffusa (Tabela 1). Este resultado é concordante com o obtido por Borges
e colaboradores ¥, em estudo com Hypericum perforatum.

ATabela 2 demonstra que os pesos corpodreo, testicular, prostdtico e
de vesiculas seminais nao diferiram significativamente (p > 0,05) entre os
ratos controles e tratados com 7. diffusa. Em estudo realizado para avaliar
a toxicidade reprodutiva do Ginkgo biloba, Castro e colaboradores
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demonstraram que a massa relativa dos 6rgaos internos (coragao, bago,
figado, rins, testiculos, epididimos, préstata e vesiculas seminais) nao
diferiu entre os grupos controle e tratado. Os mesmos resultados foram

19, quando avaliaram os efeitos do

obtidos por Mello e colaboradores
Pygeum africanum rosaceae em ratos.

O peso dos epididimos foi significativamente maior (p<0,05) nos
animais que receberam 7. diffusa (Tabela 2). Provavelmente isso ocorreu
devido a uma maior estocagem de espermatozdides na luz ductular
dos animais tratados, quando no momento do sacrificio. Mazaro e

19 avaliaram os efeitos do extrato hidrometanélico de

colaboradores
Austroplenckia populnea e verificaram que apesar dos pesos absoluto e
relativo da cauda dos epididimos de ratos nao diferirem entre os grupos
controle e tratado, houve redu¢io na concentragao de espermatozoéides

estocados no 6rgao.

Tabela 1. Dados de pesos corpéreo e dos 6rgios reprodutivos das fémeas dos
grupos controle e tratado.

PARAMETROS CONTROLE TRATADO
n=>5 n=5
Peso corpéreo (g) 250,00 + 11,00 a*# 231,00 + 8,00 a
Peso do ttero (g) 0,37 £ 0,07 a 0,48 + 0,09 a
Peso dos ovérios (g) 0,15+0,01a 0,12+0,01a

* letras iguais na mesma linha demonstram que os resultados nao diferiram entre si
(p> 0,05); # valores de mediana + desvio interquartilico

Tabela 2. Dados de pesos corpéreo e dos érgaos reprodutivos dos machos dos grupos.

PARAMETROS CONTROLE TRATADO
n=5 n=5
Peso corpéreo (g) 336,00 + 13,00 a*# 360,00 + 51,00 a
Peso dos testiculos (g) 2,50 +£ 0,20 a 2,90 £ 0,50 a
Peso dos epididimos (g) 0,90 + 0,09 a 1,30+ 0,01 b
Peso da préstata (g) 0,70 £ 0,30 a 0,70 £ 0,20 a
Peso das vesiculas seminais (g) 1,40 £ 0,20 a 1,40 £ 0,10 a

controle e tratado. * letras iguais na mesma linha demonstram que os resultados nio
diferiram entre si (p> 0,05). # valores de mediana + desvio interquartilico
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A avaliagdo da morfologia gonadal permitiu verificar que nas
fémeas do grupo controle (Figura 1A), os ovirios apresentaram corpos
lateos bem desenvolvidos, enquanto que nas fémeas tratadas com o
extrato (Figura 1B) predominaram foliculos em diversos estdgios de
maturagdo. Neste grupo, em 20% das ratas houve auséncia de corpos
lateos nos ovdrios e nas demais estas estruturas se apresentaram de
tamanho reduzido. Os resultados indicaram que o fitoterdpico promoveu
efeito negativo na formacio e maturagio do corpo liiteo, sem, contudo
afetar a foliculogénese.

Estudos com outros fitoterdpicos demonstraram que ratas tratadas
com baixas doses de Genistein apresentaram aumento no nimero de
corpos liteos, enquanto que o tratamento com altas doses reduziu o
namero destes '®. Thakur e colaboradores " analisaram os efeitos da
planta Kamala, utilizada popularmente como afrodisiaco, e verificaram
que houve reducio no desenvolvimento folicular, aumento de foliculos
atrésicos e redugao significativa no niimero de corpos liteos.

A morfologia dos testiculos foi semelhante nos ratos do grupo
controle (Figura 2A) e tratado com 7. diffusa (Figura 2B). Mello e
colaboradores % e Castro e colaboradores ? avaliaram, respectivamente,
os efeitos do Pygeum africanum rosaceae e do Ginkgo biloba e verificaram
que a espermatogénese dos ratos manteve-se inalterada. Entretanto,
Sharma e colaboradores '® demonstraram que a administragio do extrato
etandlico das frutas de Semecarpus anacardium em ratos albinos resultou
na suspensao da espermatogénese.

Em estudo realizado com extrato metanélico da vagem de
Albizzia lebbeck (L.), Gupta e colaboradores ' demonstraram que os
ratos apresentaram reducdo significativa no nimero de espermatdcitos

primdrios, espermatécitos secunddrios e espermatides.
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Figura 1. Seccao histolégica do ovirio de rata do grupo controle (A) e tratado com 7.
diffusa (B). Observar em A, corpos liteos (CL) bem desenvolvidos e em B, a predomi-
nancia de foliculos (F) em diversos estdgios de maturagio. H.E., 40X.
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Figura 2. Secgio histoldgica de testiculos de rato do grupo controle (A) e tratado com
T diffusa (B). Observar a integridade da citoarquitetura tubular seminifera em ambos
os grupos. H.E., 100X.
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A histologia e o peso dos 6rgaos sexuais sao evidéncias do potencial
toxicoldgico de um agente sobre o sistema reprodutivo masculino .
Os resultados do presente estudo permitiram concluir que o fitoterdpico
nio apresentou efeito téxico sobre a gdbnada masculina.

ATabela 3 demonstra os parimetros reprodutivos obtidos entre os
acasalamentos de machos e fémeas controles e tratados com o fitoterdpico.
Em ambos os grupos experimentais as taxas de fertilidade e gestagao
foram de 100%. Os pardmetros de peso materno inicial e final, ganho
de peso materno, peso do ttero gravidico, peso das placentas e peso da
ninhada nio diferiram significativamente (p>0,05) entre os dois grupos
experimentais.

Borges e colaboradores ¥ demonstraram que a administracao de
Hypericum perforatum nao alterou significativamente o peso das placentas,
0 peso corpdreo materno e o nimero de implantes.

O tamanho da ninhada foi significativamente menor (p<0,05)
no grupo tratado com 7. diffusa. Embora numericamente o valor da
mediana da perda pré-implantacio tenha sido maior no grupo onde
ambos os progenitores foram tratados com o fitoterdpico, niao houve
diferenca estatistica entre os dois grupos experimentais, provavelmente
devido a varia¢io no valor do desvio interquartilico. No entanto, os
resultados sugerem que a redu¢io no tamanho da ninhada foi devido as
perdas pré-implantacionais ocorridas nas matrizes tratadas e acasaladas
com machos também tratados com 7. diffusa. O indice de perda pds-

implantacio foi semelhante em ambos os grupos.
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Tabela 3. Pardmetros reprodutivos nos grupos controle e tratado.

PARAMETROS MCXFC MTXFT
Fémeas/grupo 5 5
Fémeas prenhes 5 5
Taxa de fertilidade (%) 100 100
Taxa de gestagio (%) 100 100
Peso materno inicial (g) 220,00 + 20,00 a*# 223,00 + 14,00 a
Peso materno final (g) 326,00 + 1,00 a 302,00 + 5,00 a

Ganho de peso materno (g) 108,00 + 5,00 a 93,00 + 17,00 a
Peso do ttero gravidico (g) 29,0923 +5,8345a 19,5660 + 7,1937 a

Peso placentério (g) 4,6371 +0,4788a  3,4235+0,2395a
Numero de fetos/ninhada 12,00 + 1,00 a 8,00 + 2,00 b

Peso da ninhada (g) 11,0274 +1,6180a  7,3609 + 2,7318 a
Perda pré-implantagio (%) 8,33 +8,33a 20,00 + 42,10 a
Perda pés-implantagio (%) 0,00 + 0,00 a 0,00 + 0,00 a

* letras iguais na mesma linha demonstram que os resultados nio diferiram entre si
(p>0,05).

# mediana + desvio interquartilico

MC X FC: acasalamento de machos e fémeas nio tratados (controles)

MT X FT: acasalamento de machos e fémeas tratados com 7. diffusa

Estudo realizado por Elbeticha e colaboradores ' com o extrato de
S. fruticosa em ratas gravidas demonstrou que houve redu¢io no niimero
de fetos vidveis e aumento no nimero de reabsorgoes.

Em outro trabalho, Elbeticha e colaboradores ®” avaliaram o efeito
toxico da Globularia ardbica e G. alypum e verificaram que a ingestao
de ambos os extratos aumentou o nimero de reabsorcoes e somente G.
alypum causou redugio significativa no nimero de fetos vidveis.

No presente estudo, ndo foram observadas alteracoes na
morfologia externa fetal, corroborando com resultados obtidos por Fuad
e colaboradores *" quando avaliaram o potencial teratogénico do extrato

aquoso de Labisia pumila var. alata em ratos.
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Embora nao tenham sido obtidos relatos a respeito da avaliacio de
aspectos reprodutivos de modelos animais tratados com Turnera diffusa,
os resultados do presente estudo vém a colaborar com estudos realizados
com outros fitoterdpicos, que demonstraram auséncia ou presenca de
efeitos téxicos na reprodugio.

Com base na metodologia empregada e condigoes experimentais,
os resultados permitiram concluir que a estrutura tecidual ovariana
apresentou diferente padrio de resposta ao tratamento com 7. diffusa,
em comparagao a estrutura testicular e a fertilidade dos animais nao foi
afetada.
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