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RESUMO

Phyllanthus niruri L., conhecido como quebra-pedra, € uma erva daninha que ocorre
amplamente nas regiGes tropicais e podem ser encontradas em todos os estados
brasileiros. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito dos extratos aquoso e
etandlico de Phyllanthus niruri sobre os testisculos, préstata, figado e rins de ratos
Wistar adultos através de avaliacdo histopatoldgica, histomorfometrica e hormonal. Para
a realizacdo desse estudo foram utilizados 37 ratos machos que receberam extrato
aquoso e etandlico de Phyllanthus niruri na proporcdo de 100mg/kg e 500mg/kg por 30
dias. As plantas inteiras foram secas em estufa a 50 °C, trituradas, pesadas. Para o
extrato aquoso 5g do pé foi adicionado a 50 mL de agua destilada, em ebulicdo por 10
minutos, filtrado, liofilizado, e armazenado até o uso a — 20° C. O extrato etandlico foi
realizado na proporcdo de 2:1 de etanol, filtrados, rotaevaporados, e armazenado até o
uso a— 20° C. Os extratos foram aplicados por meio de gavagem aos animais entre 100-
140 dias de idade. Apo6s 30 dias os animais foram eutanasiados com cetamina 115
mg/kg associada a xilazina 10mg/ml. Os O6rgdos foram removidos para anélise
toxicoldgica, morfométrica e histopatélogica. Foram visualizadas poucas alteracGes no
figado e rins no extrato aquoso e alteragdes mais evidentes nesses mesmos Orgaos
quando utilizado o extrato etanolico, mas essas alteracfes ndo foram incompativeis com
a vida dos animais. O extrato aquoso ndo causou alteracdes no peso corporal, testicular,
prostatico ou de figado e rim. Os niveis de testosterona aumentaram nos animais que
receberam extrato aquoso, 0 nimero da populacdo de células de Leydig aumentaram
significativamente confirmando os achados do nivel hormonal. A analise da prostata
mostrou que o 6rgao sofreu aumento na altura do epitélio e volume do limen, epitélio e
estroma, mas ndo de forma significativa. O extrato etanélico de P. niruri reduziu o peso
corporal, testicular e dos rins, préstata, glandula vesicular e figado ndo sofreram
reducdo. Os niveis de testosterona aumentaram, o didmetro nuclear das células de
Leydig diminuiram porém a populagdo de células de Leydig mantiveram-se. A analise
da prostata mostrou que o 6rgao sofreu reducéo na altura do epitélio, volume do epitélio
e estroma, e manteve-se no volume do limen mas ndo de forma significativa. O extrato
aquoso mostrou-se menos toxico em relacdo ao extrato etandlico.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Quebra-pedra. Morfometria Testicular. Prostata.



ABSTRACT

Phyllanthus niruri L., known as stone breaker, is a weed that occurs widely in tropical
regions and can be found in all Brazilian states. The aim of this study was to evaluate
the effect of aqueous and ethanolic extracts of Phyllanthus niruri on the testis, prostate,
liver and kidney in adult Wistar rats through histopathological, histomorphometric and
hormonal evaluation. For this, aqueous and ethanolic extract of Phyllanthus niruri (100
mg/kg or 500 mg/kg) were given to 37 male rats for 30 days. The whole plants were
dried at 50 °C, crushed and weighed. To the aqueous extract, 5 g of the powder was
added to 50 mL of distilled water, boiling for 10 minutes, filtered, lyophilized, and
stored at -20 °C. To the ethanolic extract, it was used the 2:1 ratio of ethanol. The
extract was filtered, rotoevaporated and stored at -20 °C. Both extracts were
administered by gavage to animals at 100-140 days old for 30 days. After this, the
animals were anaesthetized with ketamine (115 mg/kg) and xylazine (10mg/ml) and
euthanized. The organs were removed for toxicological, morphometric and
histopathologic analysis. For the aqueous extract, it was observed few alterations in the
liver and Kidneys. The ethanolic extract caused more severe damage to these organs,
however, these changes are not incompatible with life. The aqueous extract did not
changed the weight of the body, testis, prostate, liver and kidney, however, it increased
serum testosterone levels and Leydig cells population. In addition, prostate epithelial
height and volume (lumen, epithelium and stroma) also increased, but not significantly.
The ethanolic extract reduced the weight of the body, testis and kidney. Prostate,
seminal vesicles and liver weight did not change. Serum testosterone levels increased,
nuclear diameter of Leydig cells decreased, but the population of these cells did not
change. In prostate, epithelium height and volume and stroma volume decreased. The
aqueous extract showed lower toxicity than the ethanolic extract.

Key-words: Medicinal Plants. Stone Breacker. Testicular Morphometry. Prostate.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais, sempre foram um dos recursos mais utilizados no
tratamento de varias doencas que acometem o corpo humano desde a antiguidade
(MARQUES, 1997). O conhecimento e utilizacdo de plantas para tratamento, cura e
prevencdo de doencas é uma das mais antigas formas de pratica medicinal, apesar de
algumas plantas conterem substancias que exercem efeitos adversos. Assim podem
apresentar acdo terapéutica ou toxica (MACIEL, et al. 2002; GOMES, et al. 2002;
MORGAN, 2003; ARNOUS et al. 2005; VEIGA JUNIOR, et al. 2005).

O Brasil é o pais que apresenta uma das maiores biodiversidades no mundo
(CALIXTO, 2003), possuindo uma imensa quantidade de plantas com fins medicinais,
dentre elas estdo quebra-pedra, camomila, espinheira santa e erva-doce, que possuem
importantes atividades farmacoldgicas, tanto em suas partes como no todo e, por assim
se apresentarem sdo muito comercializadas.

A partir do conhecimento dos beneficios causados pela ingestdo de plantas
medicinais foram criados no Brasil programas para estudo das atividades quimicas
dessas plantas, tal como o Programa Farmacia Viva, criado pelo professor Francisco
José de Abreu Matos da Universidade Federal do Cear4, hd mais de 30 anos. Foi o
primeiro programa de assisténcia social farmacéutica baseado no emprego cientifico de
plantas medicinais desenvolvido no Brasil com objetivo de produzir medicamentos
fitoterapicos, acessiveis a populacdo carente (MATQOS, 1994). Posteriormente, a sua
criacdo, tornou-se referéncia para o Nordeste brasileiro e, em seguida, para todo o pais
(MALTA et al. 1999).

O Phyllanthus niruri L., conhecido como quebra-pedra, é uma erva daninha que
ocorre amplamente nas regides tropicais (CALIXTO et al.1997; LORENZI & MATOS,
2002), e desenvolve-se em qualquer tipo de solo e podem ser encontradas em todos 0s
estados brasileiros (LORENZI & MATQOS, 2002). Essa especie é popularmente
utilizada para doencas que acometem os rins, como o tratamento de calculo renal e
urinario, e também diabetes (CALIXTO, et al. 1997). O teste realizado por
Syamasundar et al. (1985) revelaram também a presenca de constituintes com agéo
antihepatotdoxicas em extratos de Phyllanthus niruri L.

Estudos experimentais com as folhas e sementes tém demonstrado sua agéo

hipoglicemiante, antibacteriana e anticancerigena (MOUCO, et al. 2003).
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Assim as plantas fitoterapicas ou medicinais sdo usadas amplamente inclusive como
afrodisiacas, atuando como solucéo de problemas de disfungdo erétil ou simplesmente
para melhorar o desempenho sexual. Algumas plantas consideradas afrodisiacas
também possuem outras atuacdes farmacoldgicas como a anticancerigena, antidiabética,
hepatoprotetora, cardioprotetora e analgésica, mas com efeitos adversos para as funcdes
reprodutivas masculinas, em animais e humanos, tais como, Ocimum sanctum
(AHMED, 2002), Sarcostemma acidum (VENMA et al. 2002), Azadirachta indica,
(ALADAKATTI e AHAMED, 2005), Syzygium aromaticum, (MISHRA e SINGH,
2008).

Os testiculos sdo os 6rgdos responsaveis pela producdo de espermatozoides e
horménios androgénicos atuando diretamente nas fungdes reprodutivas e nas
caracteristicas sexuais secundarias. Estdo revestidos pela tanica albuginea e
subdivididos no compartimento tubular e intersticial. O processo de espermatogénese
ocorre no compartimento tubular com atuacao das células de Sertoli e no compartimento
intertubular ou intersticial ocorre a producdo de testosterona atraves das células de
Leydig (RUSSEL et. al., 1990).

O estudo qualitativo e quantitativo nos testiculos e préstata permite observar a
atuacdo das substancias encontradas no extrato e fornecer respostas sobre a acgdo
positiva ou negativa do extrato aquoso de P. niruri no processo espermatogénico, na
producdo espermatica diaria e no funcionamento das células de Leydig. A partir dessas
informac@es houve a necessidade de aprofundar o conhecimento das propriedades de P.
niruri e relaciond-las ao sistema reprodutor masculino através da avaliacdo
histopatol6gica, histomorfométrica e toxicologica de figado e rins de ratos Wistar

adultos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Desde a antiguidade as plantas medicinais sao conhecidas por apresentarem uma
fonte terapéutica valiosa e até os dias atuais muitos medicamentos sdo produzidos a
partir de derivados de plantas ou produtos naturais (ATANASOV, et al. 2015;
KINGHORN et al. 2011; NEWMAN e CRAGG, 2012).

Os primeiros estudos sobre a constituicdo quimica das plantas foram relatados a
partir do século XVIII antes disso as plantas eram usadas apenas com base em
conhecimento empirico de informac@es repassadas entre as pessoas (SNEADER, 2005;
FRANCO, 2005).

Segundo Schenkel et al. (2002) as plantas medicinais podem ser conceituadas
como vegetais que possuem fins terapéuticos, com base no conhecimento popular ou
conhecimento cientifico. Medicamentos fitoterapicos, sdo constituidos exclusivamente
por plantas, ndo havendo nenhuma mistura com componentes sintéticos (MARQUES,
1997).

O modo de utilizacdo dessas plantas medicinais ou fitoterapicas na medicina
popular assim como na cientifica é amplo, sendo encontradas e utilizadas geralmente
como: - substancias ativas isoladas; - extratos purificados ou selecionados, centrados em
grupos de substancias especificas; - extratos totais, padronizados em relacdo a uma
substancia ou a uma especificacdo determinada e como droga integra ou triturada
destinada a preparacdo de infusGes ou decoccdes aquosas (chas) (SCHENKEL et al.,
2002). A diversidade de utilizagcdo dessas plantas gera uma necessidade maior de
pesquisas para investigar a agdo das mesmas sobre o proposito ao qual estdo sendo

testadas e sua toxicidade em Orgéos vitais como rim e figado.
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2.2 Phyllanthus niruri

Phyllanthus niruri  Linn. pertence a familia Phyllanthaceae, género

Phyllanthus, que contém mais de 600 espécies, , muitas das quais crescem no Brasil.
Trata-se de uma planta bastante conhecida na medicina tradicional e é popularmente
chamada de erva-pombinha (SIMOES et al., 1986; GARLET, 2000), quebra-pedras-de-
arvorezinha (GARLET, 2000), e quebra-pedra (SIMOES et al., 1986; RITTER et al.,
2002). Dos exemplares que compdem o género, apresentam-se sob a forma de arbustos,
arvores e ervas. Espécies como P. accuminatus, P. amarus, P. anisolobus, P. emblica,
P. flexuosus, P. fraternes, P. pulcher, P. mullernus, P. niruri, P. niruroides, P.
orbiculatus, P. oxyphyllus, P. raticulatus, P. simplex, P. urinaria, P. virgatus, e P.
watsonii  foram investigadas em pesquisas fitoquimicas e farmacoldgicas
(BAGALKOTKAR et al., 2006; EMBRAPA, 2006).

Dentre as espécies do género Phyllanthus, P. niruri (Figura 1-A) é nativa da
Floresta Amazonica e de outras areas tropicais do Brasil e do mundo, como Bahamas,
sul da India, China, Gana, Nigéria, entre outros (SAMALI et al., 2012;
BAGALKOTKAR et al., 2006). De todas as espécies que compde esse género o P.
niruri € a mais conhecida e estudada, € muito confundida com P. amarus, mas possuem
pequenas diferencas descritas a seguir. Apesar de outras espécies que compde o0 género
serem chamadas de quebra-pedra, a Unica espécie que possui propriedades medicinais
oficialmente comprovadas é P. niruri (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010)

Durante anos P. niruri e P. amarus foram usadas como sendo a mesma planta,
mas apesar de sua semelhanca, diferenciam-se pelas folhas assimétricas, inflorescéncias
unissexuais e estiletes capitados em P. niruri e folhas simétricas, inflorescéncias
bissexuais e estiletes agudos em P. amarus. Ambas sdo encontradas em regides

tropicais brasileiras facilmente.

Na literatura consultada foi verificado seu uso medicinal principalmente para
infeccBes que acometem o rim ou a bexiga, suas folhas séo utilizadas como diuréticas,
litoliticas, eupépticas em afecgdes do figado, ictericia, colicas renais, moléstias da
bexiga, retencdo urinéria e como auxiliar na eliminagdo do acido Urico. As sementes, 0S

frutos e as folhas sdo utilizados em pacientes diabéticos (SIMOES et al. 1986).
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Apresenta propriedades fitoquimicas e farmacologicas com mais de 50
compostos tais como alcaloides, lignanas, flavonoides e triterpenos. Além de rutina,
beta-alanina, beta sistoterol, &cido caféico, geranina, quercitina, niruside, e &acido
repanusidic, que atuam como constituinte importante na prevencdo e inibicdo do
crescimento de célculos e mantém os cristais dispersos facilitando sua eliminagédo
(BOIM, et al. 2010).

A partir dos componentes quimicos encontrados muitos estudos tém sido
realizados, para comprovar suas propriedades, algumas ja conhecidas como a anti-
hipertensiva, hepatoprotetora, analgésica, anti-inflaméatéria e antimicrobiana além de
anti-carcinogénica (JOY e KUTTEN, 1998), anti-nociceptiva, hipoglicémica, anti-
oxidante, diurética, anti-inflamatéria, tratamentos hepatotoxico e hepatite B
(BAGALKOTKAR et al., 2006; MANJREKAR, 2008).

Muitos testes ja foram realizados para descobrir os beneficios oriundos das
partes e do todo da planta estudada, mas ndo foram encontrados na literatura disponivel,
muitos trabalhos envolvidos com patologias associadas ao sistema reprodutor masculino
e a influencia da planta com os hormonios que atuam nesse sistema. Sendo assim, faz-se
necessario desenvolver novos estudos e mecanismos através da fitoterapia para avaliar
novos tratamentos e atividades desempenhadas por essas plantas, como a acdo nos

testiculos, prostata, rins e figado.

2.2.1 MORFOLOGIA DA PLANTA

P. niruri é espécie ruderal, encontrada florida e com frutos durante todo o ano. E
uma erva pequena de haste ereta, fina e ramosa, medindo entre 12-40 cm, monoica,
anual, glabra, as folhas da espécie sdo pequenas, ovais e alternadas. Apresenta flores
amarelo-esverdeadas e frutos secos (SILVA e SALES, 2004).
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Figura 1 A- Fotografia de Phyllanthus niruri. B- Fotografia da exsicata de
Phyllanthus niruri L. registrada no herbario Vasconcelos Sobrinho da UFRPE. Fonte:
Oliveira,2015.
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2.2.2 IMPORTANCIA NO CENARIO ATUAL

O ministério da salde criou uma relacdo nacional de plantas medicinais de
interesse ao SUS baseado em espécies ja utilizadas em servigos de salde estaduais e
municipais de acordo com o conhecimento popular, quimico e farmacoldgico das
espécies inclusas. Essa selecdo de plantas foi realizadas por técnicos da Anvisa e do
Ministério da Salde de acordo com o Codigo Internacional de Doencas (CID-10)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

P. niruri esté inclusa na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Saude (RENISUS), (SUS), portanto, trata-se de uma espécie com
potencial para tratamento de diversas patologias que poderdo resultar em fitoterapicos
que serdo distribuidos por programas de salde do governo (PHARMACIA
BRASILEIRA, 2009).
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O uso de P. niruri tanto no emprego da medicina popular quanto no estudo de
suas propriedades quimicas e farmacoldgicas, da-se frequentemente pela planta inteira,
no entanto, na Farmacopéia Brasileira sua monografia descreve as partes aéreas como a

droga oficial e 0 acido galico como um de seus marcadores quimicos (BRASIL, 2010b).

2.2.3 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DO Phyllanthus niruri

Pesquisas fitoquimicas sobre os compostos de Phyllanthus niruri L., relatam a
presenca de lignanas, alcaldides, terpenos e taninos, que se destacam por possuirem
principios ativos que atuam com acdo de hepatoprotecdo, acao antiinflamatoria, inibicdo
da enzima transcriptase reversa, acdo contra hepatite e aumento da citotoxicidade da
vimblastina contra células cancerigenas multirresistentes (MURUGAIYAH; CHAN,
2007). Couto, (2005) e Gilberto et al. (2005) acrescentam cumarinas, fenois,
flavanoides, lipideos e triterpenos.

2.3 PLANTAS MEDICINAIS E ATIVIDADES NO SISTEMA REPRODUTOR
MASCULINO

Muitas sdo as espécies de plantas utilizadas com finalidades terapéuticas na
medicina popular, por apresentarem principios ativos para diversas patologias
associadas a diferentes doencas inclusive as que atingem o sistema reprodutor
masculino. Esses efeitos observados tém sido atribuidos a propriedades
antiespermatogénicas ou antiesteroidogénicas de um ou mais compostos ativos
(D’CRUZ et al., 2010).

Subeki (2005), Cimanga (2004) e Simons et al. (1995), descrevem que P. niruri
possui atividade antifertilidade, pela presenca de compostos como a quinina e
cloroquina (MEISEL, 1993; ADEEKO e DAADA, 1998). Relatos semelhantes foram
documentados a outras ervas como a Azadirachta indica (OZE, et al. 2007).

Ahmed et al. (2002) em pesquisa com o extrato benzénico das folhas de Ocimum
sanctum, aplicadas em ratos com dosagem de 250 mg/kg durante 48 dias, demonstraram
uma diminuicdo da quantidade espermética, motilidade e velocidade de deslocamento

dos espermatozoides, sendo esses efeitos reversiveis apos duas semanas da retirada do
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tratamento. Vacuolos intraepiteliais em diferentes tamanhos foram encontrados no
citoplasma das células de Sertoli quando aplicado extrato do p6 da folha Azadirachta
indica (ALADAKATTI e AHAMED, 2005).

3 TESTICULOS

Os testiculos sdo 6rgdos com fungdo endocrina e exdcrina que produzem 0s
espermatozoides, estdo localizados dentro do escroto, envolvidos pela tinica albuginea.
Abrigam células germinativas masculinas, produzem testosterona e outros hormoénios
que possuem um papel relevante na determinacdo dos caracteres sexuais secundarios
(OLIVEIRA, 2010; ESPERANCA, 2010; MOORE, 2011). Estes s&o divididos
funcionalmente em dois compartimentos, o tubular formado por tubulos seminiferos,
local onde ocorre a espermatogénese e o compartimento intersticial ou intertubular que
é composto pelas células de Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e outras
células tais como fibroblastos, macréfagos e mastécitos (RUSSEL et al. 1990).

O compartimento tubular constitui a maior proporcéo dos testiculos, ocupando
de 70 a 90% do parénquima testicular na maior parte dos mamiferos. Esses tubulos
formam algas contorcidas que possuem duas extremidades conectadas a rede testicular
bastante vascularizada e de tecido conjuntivo, chamada mediastino testicular. Os
tubulos seminiferos sdo constituidos por uma tdnica propria externamente, o epitélio
seminifero e ltmen do tubulo.

A tlnica prépria é formada por sua vez pela membrana basal e pelas células
midides, além de componentes acelulares como as fibras colagenas, no epitélio
seminifero sdo visualizados as células germinativas e as células de Sertoli. Esta Ultima
divide o epitélio germinativo em dois compartimentos: um chamado basal onde
encontra-se as espermatdgonias e 0S espermatocitos primarios, pré-leptotenos,
leptétenos, ou seja, na fase inicial da profase meidtica, e o outro chamado
compartimento adluminal, onde encontram-se 0s espermatocitos a partir do zigéteno, os
espermatocitos secundarios e as espermatides. As células de Sertoli ocupam o epitélio
desde a base até o &pice através de jungbes de oclusdo proporcionando ao epitélio
germinativo um ambiente imunoprivilegiado e isolado, sendo essencial para o0 processo
da espermatogénese (RUSSEL et al. 1990; POCCIA, 1994; SHARPE, 1994).
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As células de Sertoli desempenham papel fundamental na espermatogénese
(MONSEES et al., 2000), pois possuem muitas funcfes e as desempenham
simultaneamente, dando suporte ao epitélio, sustentagdo e manutencdo das células
germinativas, fagocitose e eliminacdo de debris celulares liberados pelas espermatides
alongadas durante a espermiogénese (RUSSELL et al. 1990; RUSSELL e GRISWOLD,
1993).

No compartimento denominado intersticial ou interbular do testiculo encontram-
se as células de Leydig, que atuam na producdo dos hormonios esterdides,
principalmente a testosterona (Figura 2) (KIM e YANG, 1999). Além das células de
Leydig estéo presentes tambem vasos sanguineos, linfaticos, nervos e outras células tais
como fibroblastos, macrofagos e mastocitos. As células de Leydig sd&o bem
caracteristicas devido a grande quantidade de goticulas de gordura e reticulo
endoplasmatico liso apresentando carater eosindfilico (ROSS et al. 2003) A producéo
de andrdégenos pelas células de Leydig ocorre sob o controle do eixo hipotalamico-

hipofisario-gonadal.

Figura 2. Testosterona e dihidrotestosterona (Guyton, 2002).
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3.1 ESPERMATOGENESE

A espermatogénese € um processo sincronico que atua na producdo de milhdes
de espermatozoOides por dia nos testiculos. Trata-se de um evento complexo e
sofisticado que envolve trés fases principais, a mitética ou espermatogonial, a meiotica
ou espermatocitogénica e pds meidtica, de diferenciagdo ou espermiogénica. Outros
eventos também envolvidos tais como a migracdo de células, diferenciacdo e apoptose
que estdo fortemente relacionadas a mecanismos moleculares que regulam as trés
principais fases (RUSSEL et al. 1990; SHIMA JE, et al. 2004; LAIHO A. et al. 2013).

O epitélio seminifero é organizado em etapas ciclicas, de modo que cada seccao
transversal contera um numero definido de células germinativas em um determinado
momento de desenvolvimento. Nessa etapa as células se diferenciam até formarem
espermatozéides funcionais Essas células espermatogénicas encontram-se organizadas
em associacdo distintas ou estadios de forma sucessiva e organizada (HERMO et al.
2010; KOTAJA, et al. 2004).

Essas associacOes podem ser classificadas de duas formas, pelo método de
morfologia tubular ou pelo método do sistema acrossémico. Para o0 método de
morfologia tubular sdo descritos oito estagios do ciclo a todas as espécies e no método
do sistema acrossémico, o nimero de estadios variam de acordo com a espécie
(FRANCA e RUSSELL, 1998; RUSSELL et al. 1990).

Em mamiferos a duracédo varia de 30 a 75 dias, sendo no rato 58 dias. O sucesso
da espermatogénese depende da agdo sincronizada e do controle de duas principais
atuacdes, a endocrina, a partir do horménio luteinizante (LH) e hormbnio foliculo
estimulante (FSH) da glandula pituitaria e da relacdo intercelular, através dos efetores
paracrinos como a testosterona, citocinas e fatores de crescimento ou ainda pelo contato
direto entre as células adjacentes (FIORINI et al. 2004).

3.2 PROSTATA

E uma glandula acessoria do sistema reprodutor masculino que apresenta
morfologia externa semelhante a uma “castanha”, ¢ responsavel por produzir o liquido

prostatico que é Util para a movimentagdo, nutricdo e preservacdo dos espermatozoides.
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Apresenta-se, circundando a uretra abaixo da vesicula urinaria (MARIEB e HOEHN,
2009).

Segundo Simpson (1997), a prdstata esté subdividida em trés zonas distintas, que
representam proporc¢des diferentes, sendo a regido central com 25% do volume, a zona
periférica com 70% - sendo este o local onde é mais propicio ao desenvolvimento de
cancer prostatico — e a zona de transigcdo que representa 0s 5% restantes do volume da
préstata e onde é encontrado o desenvolvimento das hiperplasias prostaticas.
Histologicamente € constituida por um conjunto de glandulas tubulo-alveolares,
revestidas por um epitélio secretor simples (NIU e XIA, 2009). O estroma prostatico é
formado por tecido conjuntivo, fibras musculares, vasos sanguineos, fibras nervosas e
em sua periferia é constituida por uma delgada cépsula fibro-eléstica que envolve a
glandula e que nela penetra por meio de septos (DAHL et al. 1973, ZABETONI e
TABOJA, 2001). A regulacdo e manutencdo da atividade prostatica sdo mantidas pela
interacdo entre estroma-epitélio (LEE, 1996).

Em relacdo aos roedores, a glandula prostatica estd subdividida em trés lobos
pares e distintos, denominados lobos ventral, lateral e dorsal, isso em relacdo a uretra.
Esses lobos possuem funcdes semelhantes a da prostata humana. A prostata € uma
glandula hormdnio dependente, a testosterona é o principal andrégeno a induzir sua
diferenciacdo, acredita-se que a agdo de outros hormonios como, por exemplo, a
prolactina atue sinergicamente a testosterona, para regular as atividades dessa glandula
(COSTELLO e FRANKLIN, 2000).

A Prostata ventral é a mais utilizada em pesquisas cientificas, pois, este é o lobo
mais semelhante a prostata humana no que se refere a influéncia dos androgénios sobre
sua fisiologia e morfologia. Adicionalmente a este fato, outra caracteristica é que a
préstata ventral possui uma quantidade de dobras menor no epitélio em relacdo aos
outros lobos.

O hormonio de maior atuacdo é a forma hidroxilada da testosterona, a
diidrotestosterona DHT (Figura 2), devido a alta afinidade com o0s receptores de
androgénio (RA). Vérios outros hormdnios como os estrogénios, os glicocorticoides, a
prolactina e a insulina, também tém sido implicados no controle da prostata (CUNHA,
et. al., 1987; VARGAS, 2013).

As células prostaticas sofrem influéncia de fatores intrinsecos por meio de
mecanismos paracrinos, autocrinos e intracelulares que correspondem, em grande parte,
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a diferentes tipos de fatores de crescimento, como o fator de crescimento epidermal, o
de queratindcito, e o de fibroblastos. Dessa forma os androgenos atuam com fungéo
diretamente relacionada ao crescimento prostatico através dos receptores de androgenos
ou indireto pela secrecdo de fatores de crescimento, que estimulam atividades
especificas nas células prostaticas como, por exemplo, a proliferacdo das células
epiteliais e estromais (TABOJA et al. 2009).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar os efeitos do extrato aquoso e etandlico de Phyllanthus niruri L. sobre

0s testiculos, prostata, figado e rins em ratos wistar.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o potencial androgénico de P. niruri sobre a morfologia testicular e
producdo da testosterona.
e Investigar morfometricamente os testiculos e prostata.

e Analisar 0s pesos da prostata, testiculos, epididimos, vesicula seminal, rins e
figado e seus respectivos pesos relativos em funcéo do peso corporal.

e Analisar dados da propor¢do volumétrica entre componentes do parénquima
testicular, altura de epitélio seminifero e didametro tubular.

e Producdo espermatica diaria estimada através da histologia quantitativa dos
testiculos.

e Auvaliar dados da proporcéo volumétrica da altura de epitélio prostatico, limen e

estroma prostatico.

e Avaliar a morfologia das células da linhagem espermatogénica de células de
Leydig através de microscopia Optica e as relagcdes quantitativas entre as
mesmas.

e Auvaliar os niveis plasmaticos de testosterona.
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CAPITULO |

EFEITO DE DIFERENTES DOSES DO EXTRATO AQUOSO DE Phyllanthus
niruri L. SOBRE OS TESTICULOS, PROSTATA, FIGADO E RINS EM RATOS
WISTAR ADULTOS: AVALIACAO HISTOPATOLOGICA,
HISTOMORFOMETRICA E HORMONAL

RESUMO

Phyllanthus niruri é uma planta tropical, conhecida como quebra pedra. E muito
utilizada na medicina popular por apresentar propriedades quimicas que atuam em
doencas como urolitiases, hipertensdo, antimaléarica, porém ndo ha muitos trabalhos
sobre sua atividade no sistema reprodutor masculino. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a histopatologia e histomorfometria de diferentes doses do extrato aquoso de P.
niruri, sobre o testiculo, prostata, figado e rins em ratos wistar adultos. A planta foi
coletada, seca e triturada. O extrato foi feito por decoccédo de 5g de P. niruri em 150 mL
de agua destilada. Foram utilizados 19 ratos distribuidos em trés grupos: grupo 1
recebeu apenas agua destilada; grupo 2 recebeu 100 mg/kg do extrato aquoso e o grupo
3 recebeu 500mg/kg do extrato aquoso. O extrato aquoso foi aplicado por 30 dias
consecutivos, por meio de gavagem e posteriormente, foram eutanasiados e analisados
quanto morfometria testicular e prostatica e a toxicidade nos rins e figado. N&o foram
visualizadas alteracGes no peso corporal, testicular ou prostatico dos animais, o nivel de
testosterona triplicou nos animais tratados quando comparado aos animais do grupo
controle, também foram visualizados aumento no nimero da populacdo de células de
Leydig, explicando o aumento da testosterona serica. A prostata também apresentou
crescimento nos parametros de altura e volume do 6rgdo reafirmando a influéncia do
extrato no aumento da testosterona. A administragdo das duas dosagens ndo provocaram
lesbes relevantes nos parénquimas renal e hepatico nem alteracbes nos 0Orgaos
reprodutores.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Quebra-pedra. Toxicidade. Morfometria Testicular.
Prostata.

36



ABSTRACT

Phyllanthus niruri is a tropical plant, known as stone breaker. It is widely used in folk
medicine due its chemical properties against many diseases, as urolithiasis,
hypertension and malaria. However, its activity on the male reproductive system is
poorly investigated. The aim of this study is to evaluate the effect of aqueous extract of
P. niruri in different concentrations on the testis, prostate, liver and kidney in adult
Wistar rats. The plant was collected, dried and crushed. The extract was produced by
decoction 5 g of P. niruri in 150 ml of distilled water. Nineteen rats were divided into
three groups: Group 1 received only distilled water, Group 2 received 100 mg/kg of the
aqueous extract and Group 3 received 500 mg/kg of the aqueous extract. The animals
were treated by gavage for 30 days, when they were euthanized. Prostate and testicular
morphology and kidney and liver toxicity were analyzed. Body, testicular and prostatic
weight did not differ. Testosterone levels of treated animals were three times higher
than control animals. In addition, Leydig cells population increased, explaining the
increase in testosterone levels. Prostatic epithelium height and volume also increased,
confirming the influence of the extract in increasing testosterone levels. The
administration of the two different concentration did not cause injury to renal and liver
parenchyma or alteration to the others reproductive organs.

Key-words: Medicinal Plants. Stone Breaker. Toxicity. Testicular Morphometry.

Prostate.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para tratamento de doencas tem sido descrito ha
milhares de anos pelo homem na busca por uma melhor qualidade de vida e
sobrevivéncia, utilizando-se do conhecimento empirico e informacdes repassadas de
geracdo a geracao, representando muitas vezes o Unico recurso terapéutico disponivel a
populagéo, sobretudo a populagdo mais carente (FRANCO, 2005; MACIEL et al. 2002).

O género Phyllanthus, que pertencia a familia Euphorbiaceae, foi desmembrado
e classificado na familia Phyllanthaceae (SILVA e SALES, 2007). Esse género possui
mais de 600 espécies distribuidas em todas as regides tropicais do mundo (WEBSTER
1956; 2002ab), é amplamente utilizado na medicina tradicional para tratamento de
inimeras doencas, sendo mais utilizado nas que acometem o sistema urinario. Dentre as
espécies do género Phyllanthus, a P. niruri, conhecida como quebra-pedra, é nativa da
Floresta Amazénica e outras areas tropicais em todo o mundo, como Bahamas, sul da
India, China, Gana, Nigeria, entre outros (SAMALI et al. 2012; BAGALKOTKAR et
al. 2006).

Vérias pesquisas tém sido realizadas para identificar e avaliar os compostos
quimicos presentes na planta. Em muitas delas, ja foram identificadas e isoladas
constituintes ativos que possuem atividade bioldgica tais como lignina, taninos,
cumarinas, terpenos, flavonoides e alcaldides, estes encontrados nas folhas, caule e
raizes dessa planta. Lipidios comuns, esterdis e flavandides também foram encontrados
(DHAR et al. 1968; MARKOM et al. 2007).

O extrato da planta inteira ou de suas partes é utilizado para varias doencas tais
como caélculo renal, disenteria, diabetes, gripe, como diuréticos, e hepatite B, entre
outras (BAGALKOTKAR et al. 2006; THIPPESWAMY et al. 2011). Esta inclusa na
relagdo nacional de plantas medicinais (RENISUS), de interesse ao (SUS) Sistema
Unico de Satde, por ser uma espécie com potencial para tratamento de diversas doencas
(PHARMACIA BRASILEIRA, 2009).

Estudos in vivo e in vitro do extrato de P. niruri demonstraram acao
hepatoprotetora frente a toxinas que acometem o figado (BAGALKOTKAR et. al.,
2006). Segundo Subeki, (2005), Cimanga, (2004) e Simons et al, (1995), o extrato de P.

niruri possui atividade anti malarica, outros autores como (MEISEL, 1993; ADEEKO e
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DAADA, 1998), relataram que agentes com atividade contra a malaria possuem efeitos
antifertilidade, que podem estar associados a componentes quimicos da planta como a
quinina e cloroquinina.

Apesar das inimeras pesquisas, ndo existem muitos relatos sobre os efeitos no
sistema reprodutor. Varias plantas utilizadas na medicina popular com importantes
propriedades farmacoldgicas possuem efeitos adversos para as fungdes reprodutivas
masculinas em ratos e humanos, dentre elas Ocimum sanctum (AHMED et al., 2002),
Azadirachta indica, (ALADAKATTI e AHAMED, 2005), Syzygium aromaticum
(MISHRA e SINGH, 2008), Sarcostemma acidum (VENMA et al., 2002).

Diante da escassez de trabalhos dos efeitos do cha do P. niruri sobre os 6rgdos
do sistema reprodutor masculino, figado e rins justifica-se a realizacdo deste trabalho, os

resultados poderdo revelar alternativas de tratamento a distarbios da espermatogénese.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 IDENTIFICACAO TAXONOMICA DO Phyllanthus niruri

Exemplares de P. niruri foram coletadas em Cruz de Reboucas, municipio de
Igarassu, PE sob as coordenadas de latitude 7° 50° 03” S e longitude 34° 54° 23” W. A
identificacdo taxondmica foi realizada no herbario da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, registrada e tombada sob o nimero de registro 51.757.

2.2 PROCESSAMENTO DO Phyllynthus niruri

Espécimes inteiros foram coletados, secados em estufa a 50 °C, pesados em
balanga comercial e triturados com auxilio de um liquidificador até ficarem na

consisténcia de po.

A extracdo aquosa foi realizada por decoccdo de 5 g do pé de P. niruri para 50

ml de &gua destilada. A mistura foi fervida por 10 minutos, filtrada em papel de filtro,
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acondicionada em frascos de vidro, posteriormente liofilizada e armazenada a -20 °C até
ser usada (SOH et al., 2009).

2.3 MODELO ANIMAL

Foram utilizados 19 ratos Wistar (Rattus norvegicus), oriundos do biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal DMFA/UFRPE, os quais foram
mantidos a 23 + 1°C, em ciclo circadiano.

Os animais foram alimentados com racdo industrial peletizada, em niveis
nutricionais adequados. Agua e comida foram oferecidos ad libitum durante todo o
experimento.

Esse projeto foi aprovado pela comissdo de ética animal da Universidade Federal
Rural de Pernambuco com o processo n° 23082.015149/2014 e licenca 132/2014.

2.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os ratos tinham de quatro a seis meses de idade e pesavam entre 300 e 450

gramas. Foram formados trés grupos experimentais de modo aleatério G1, G2 e G3.

Grupo G1 n=6: Animais controle que receberam agua destilada;
Grupo G2 n=6: Animais que receberam 100 mg/Kg do extrato aquoso de P. niruri;
Grupo G3 n=7: Animais que receberam 500 mg/kg do extrato aquoso de P. niruri;

Os animais receberam o extrato aquoso de P. niruri por meio de gavagem
(orogéstrica) por 30 dias consecutivos. Semanalmente foram pesados e suas doses

ajustadas ao peso correspondente.

2.5 EUTANASIA E COLETA DE MATERIAL PARA ANALISE

Ao final do experimento, os animais foram submetidos a eutanasia por injecao
intraperitoneal de cloridrato de cetamina 25mg/kg associada a xilazina 10mg/kg na
mesma seringa e aprofundadas com tiopental (FANTONI; CORTOPASSI, 1994).

Posteriormente, foi coletado sangue total por puncao no seio venoso, seguido de
centrifugacdo e acondicionamento de duas aliquotas de 1 ml de plasma, para dosagem
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de testosterona. Apds coleta de sangue, fez-se perfusdo intracardiaca com NaCl a 0,9%,
acrescida de heparina sddica (500 UIl/L; AKZO ORGANON TEKNIKA) e
nitroprussiato de sddio (100mg/L; SIGMA). Em seguida, os animais foram perfundidos
com glutaraldeido a 4%, em tampdo fosfato de sodio, pH 7,2 e 0,01M, durante 25
minutos. Apds a perfusdo foram removidos e pesados: testiculos, epididimos, prostata,

glandulas seminais, rins e figado.

2.6 ANALISES HISTOMORFOMETRICAS

Foram coletados testiculos, epididimo e prostata que foram fixados em
Glutaraldeido 4%. Os testiculos e préstata foram seccionados em fragmentos de até 2
mm de espessura. Para 0s estudos ao microscopio de luz, os fragmentos foram
processados para inclusdo em resina plastica a base de glicol metacrilato (LEICA),
permanecendo imersos em tampédo fosfato por 2 horas, sendo posteriormente
desidratados em séries crescentes de alcodis e incluidos na resina plastica. Cortes
histoldgicos de 4 um de espessura foram corados em azul de toluidina/borato de sédio a

1 % e analisados morfologicamente e morfometricamente.

2.7 INDICE GONADOSSOMATICO

O indice gonadossomatico foi calculado através da soma do peso de ambos 0s
testiculos, dividido pelo peso corporal, sendo referenciado em porcentagem
(BARBOSA et al. 2012).

2.8 AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA E HISTOPATOLOGICA DOS
TESTICULOS

O diametro tubular e a altura do epitélio foram medidos em aumento de 100X
usando um sistema de captura de imagem acoplado a um microscépio 6ptico Olympus
BX-51.

O diametro tubular médio para cada rato foi obtido a partir da mensuracéo de

quinze tdbulos, em diversos estadgios do ciclo do epitélio seminifero, escolhidos
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aleatoriamente, com perfis redondos ou arredondados. Os valores encontrados foram
resultantes da media de duas retas diametralmente opostas.

Os dados volumétricos da composicdo do parénquima testicular foram
calculados usando um sistema de captura de imagem onde foi inserida uma graticula
micrometrica com 441 pontos de interseccdo sobre a preparacdo histologica de testiculo
em aumento de 400X. Quinze campos foram contabilizados aleatoriamente somando

um total de 6615 pontos para cada animal.

O comprimento total dos tabulos seminiferos (CT), por testiculo, expresso em
metros foi estimado a partir da razdo do volume absoluto ocupado pelos tabulos
seminiferos no testiculo (VATS) por R? (onde R ¢é o didmetro tubular/2) e o valor de m:
CT= VATS/nR? (ATTAL e COUROQT, 1963).

Foi realizada a contagem de espermatogdnias, espermatocitos | em estagio de
pré-leptéteno e paquiteno, espermatides arredondadas e nucléolos de células de Sertoli
em cinco tabulos no estagio VII do ciclo do epitélio seminifero. A populacao de células
de Sertoli foi obtida através da contagem do nimero de células com o nucléolo visivel.
Apbs isso, foi realizada a correcdo do numero obtido utilizando a férmula de

Abercrombie (1946), modificada por Amann (1962), conforme segue:

Espessura do corte
DM? {’ DM’
| 4

Niimero corrigido = contagem obtida x

Espessura do corte +

o

O diametro nucleolar médio (DM) representa a média dos diametros de 05
nucléolos de células de Sertoli para cada animal dos grupos. A populacdo foi
estabelecida através do resultado da multiplicagdo do numero corrigido pelo
comprimento total dos tubulos seminiferos em micrometros (um) e dividido pela
espessura do corte.

A producéo espermatica diéria (PED) por testiculo e por grama de testiculo foi
obtida de acordo com Rocha et al. (1999) e Silva Janior et al. (2006): PED = N° total de
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células de Sertoli por testiculo X a propor¢do de espermatides redondas no estagio VII x
estagio VII com freqiiéncia relativa / duracdo do estagio (dias).

O didmetro nuclear das células de Leydig foi obtido através da média de duas
retas diametralmente opostas em aumento de 1000x. Foram mensurados 30 nucleos por
animal e foi aplicada a formula do volume da esfera (4/3nR®) para a obtengdo do
volume individual da célula.

A proporcédo volumétrica de ndcleo/citoplasma foi realizada através da contagem
de 1000 pontos entre citoplasma e nucleo, utilizando um reticulo com 441 interseccdes
no aumento de 1000x. A partir dessa proporcao foi calculado o volume citoplasmatico e
o volume celular O volume citoplasmatico foi calculado pela multiplicagdo da
porcentagem de citoplasma pelo volume nuclear, e dividido pela porcentagem nuclear.
O volume individual da célula de Leydig foi estimado através da soma entre os valores
do volume nuclear e volume citoplasméatico (MORAIS et al., 2014).

Com os resultados do volume de uma célula de Leydig e do volume total de
células de Leydig por testiculo, obteve-se a populacdo dessas células por testiculo. Em
seguida, esse valor foi dividido pelo peso liquido para obtencdo da populacdo por grama

de testiculo.

2.9 PROCESSAMENTO DE MATERIAL PARA HISTOPATOLOGIA

Os fragmentos dos rins e figado foram processados de acordo com as técnicas de
rotina para inclusdo em parafina, cortados em micrétomo ajustados para 4 micrémetros
e as laminas foram coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina (H.E.), segundo
metodologia descrita por Behmer, Tolosa e Freitas Neto (1976). As analises foram
realizadas em microscopio Optico. Todo processamento para microscopia Optica foi
realizado na Area de Patologia Animal do Departamento de Medicina Veterinaria e na
Area de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal DMFA/
UFRPE.

2.9.1 TESTOSTERONA SERICA

As amostras sanguineas obtidas por meio de puncdo cardiaca, foram

acondicionadas em tubos de ensaio contendo anticoagulante e posteriormente foi levado
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a centrifuga por quinze minutos a 2500 rpm. ApOs a precipitacdo das células
sangliineas, o soro sobrenadante foi colhido por micropipetas, armazenado em
eppendorff e guardado em freezer até a realizacdo das dosagens de testosterona. A
dosagem foi realizada pelo método de enzima-imuno-ensaio (ELISA - Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay), com leitura de absorbancia em 405 nm, conforme descrito por
Brown et al. (2004).

3 MORFOMETRIA PROSTATICA

Fragmentos da prostata foram inclusos em resina plastica, posteriormente foram
confeccionadas Iaminas histol6gicas a 4 um e coradas com azul de toluidina com 1 %
de borato de sddio. Para medicdo da altura do epitélio prostatico acinar foi considerada
a distancia linear, medida em micrémetros, entre superficie luminal e sua membrana
basal. Foi utilizado a fungdo “straight line” do software Imagel] versao 1,48 (NIH,
Bethesda, Maryland, EUA) para esta analise. A média de cada animal foi calculada apds
250 medicGes com aumento de 100X, adaptada de Vargas (2013).

3.1 PROPORCAO VOLUMETRICA DA PROSTATA

As densidades de area do lumen acinar, epitélio e do estroma foram calculadas
com auxilio do software ImageJ. Em cada campo histoldgico, foi aplicado uma grade de
108 pontos e os pontos incidentes sobre o limen, epitélio e estroma foram contados e
expressos em porcentagem. Para cada animal, a média foi determinada em 25 campos
com aumento de 400X, adaptada de Vargas (2013).

4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados com o auxilio do programa GRAPHPAD
PRISMA 5. Foram realizados os testes ANOVA e pos hoc de Tukey e os dados
representados como média e desvio padréo. Os valores de p<0,05 foram considerados

significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DO PESO CORPORAL, EPIDIDIMO, PROSTATA, VESICULA,
TESTICULOS E INDICE GONADOSSOMATICO (IGS)

De acordo com a figura 1-A e tabela 1 ndo houve diferenca significativa com
relagdo ao peso corporal dos animais nos grupos analisados (p = 0,1256). O peso
testicular ndo apresentou diferencga significativa entre os grupos estudados, porém, é
possivel visualizar na figura 1-B uma leve tendéncia de aumento nos grupos tratados

com 100 e 500 mg/kg em relacdo ao grupo controle (p= 0,1627).

O indice gonadossomatico (Figura 1-C) aumentou significativamente nos
animais do grupo que recebeu maior dose em relacdo ao grupo controle (p= 0,0451).
Isso possivelmente ocorreu devido a tendéncia proporcional de aumento no peso

testicular e redugéo no peso corporal observada no grupo 500 mg/kg.

Figura 1. A- Peso corporal (g), B- Peso testicular (g) e C- Indice
gonadossomatico — IGS (%) de ratos adultos tratados com extrato aquoso de
Phyllanthus niruri em diferentes concentragdes.
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Né&o foi observada diferenca estatistica no peso da prostata (p= 0,3332) (Figura
2-A) entre 0s grupos estudados, embora seja possivel notar uma tendéncia de aumento
(31,14%) neste parametro no grupo 500 mg/kg quando comparado com 0 grupo

controle.

A gléndula seminal (Figura 2-B) apresentou diferenca significativa entre o grupo
controle e 100 mg/kg com (p= 0,0275). Isso demonstra que no grupo de 100 mg/kg
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houve aumento no peso da glandula quando comparado com o controle. Na
administragcdo de 500 mg/kg houve tendéncia de aumento (29%) em relagdo ao grupo

controle mas ndo foi significativamente estatistico.

Em relagdo ao peso do epididimo houve diferenca estatistica entre os grupos (p=
0,0499) (Figura 2-C). Nao foram observadas diferencas significativas nos grupos
tratados em relacdo ao peso do figado e rim. Dados referentes aos achados

histopatologicos estdo demonstrados na tabela 7 e Figura 8 e 9.

Figura 2. A- Peso de Prostata (g), B- Glandula seminal (g) e C- Epididimo (g) de ratos
adultos tratados com extrato aquoso de Phyllanthus niruri em diferentes concentracdes.
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Tabela 1. Parametros biométricos de ratos Wistar adultos do grupo controle e tratados
com extrato aquoso de Phyllanthus niruri nas doses de 100 e 500 mg/kg.

Grupos experimentais

Controle 100 mg/Kg 500 mg/Kg
Peso corporal (g) 365,30 + 40,03 376,00 + 34,62 334,60 + 33,18
Testiculo (g) 1,47 £ 0,09 1,62 + 0,20 1,61 +0,09
Epididimo(g) 0,61+0,052 0,72 +0,06" 0,63+ 0,092
IGS (%) 0,008 + 0,0012 0,007 + 0,0012 0,010 + 0,001°
Prostata (g) 0,61+0,16 0,70+£0,11 0,80 +£0,31
Glandula seminal (g) 0,99 £ 0,332 1,59 +0,19° 1,28 + 0,432
Peso Figado (g) 12,75£1,79 13,58+1,11 11,99+2,12
Peso Rim (g) 1,59+0,26 1,57+0,24 151+0,21

IGS (%) = Indice gonadossomatico. Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si
(P<0,05).
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5.2 RELACAO VOLUME DO TUBULO SEMINIFERO (mL) X VOLUME DO
INSTERSTICIO (mL)

N&o houve diferenca significativa no volume ocupado pela regido tubular
(p=0,2338) entre os grupos experimentais. Apesar disso houve uma leve tendéncia de
aumento de 7 % e 9 % nas dosagens de 100mg/kg e 500mg/kg respectivamente, quando
comparados ao grupo controle.

No volume ocupado pelo intersticio, houve diferenca significativa do grupo
controle e 100 mg/kg e entre os grupos de 100 e 500mg/kg (p=0,0048). Esse aumento
provavelmente esta relacionado ao aumento dos niveis séricos de testosterona e ao

parametro de populacdo de células da regido do intersticio (Figuras 3-A e B).

Figura 3. A- Volume Tubular (mL) e B- Volume Ocupado pelo Intersticio (mL) de ratos
adultos tratados com extrato aquoso de Phyllanthus niruri em diferentes concentracdes.
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Tabela 2. Volume Tubular (mL) e Volume Intersticial (mL) do tdbulo seminifero dos
animais dos grupos controle e tratados com as doses de 100 e 500 mg/kg do extrato
aquoso de Phyllanthus niruri.

Grupo experimental

Controle 100 mg/Kg 500 mg/Kg

Volume Tubular (mL) 1,26+0,08 1,36+0,18 1,38+0,09
Volume do Intersticio (mL) 0,109+0,020 0,150+0,022 0,123+0,014

Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05)
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5.3. COMPARTIMENTO TUBULAR

O didmetro e a altura do epitélio seminifero ndo apresentaram diferenga
estatisticamente significativa entre os tratamentos e o grupo controle (Figura 4-A, 4-B e
Tabela 3).

Figura 4. Diametro tubular e altura do epitélio seminifero de testiculo de ratos adultos
tratados com extrato aquoso de Phyllanthus niruri nas doses de 100 e 500 mg/kg.
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Tabela 3. Diametro tubular, Altura do Epitélio Seminifero, Comprimento Total do
Tabulo Seminifero (m), Populagdo de Células de Sertoli (x10°), Producéo Espermatica
Diaria/Testiculo (x10°) e Producdo Espermatica Diaria por Grama de Testiculo de
animais dos grupos controle e tratados com as doses de 100 e 500 mg/kg do extrato
aquoso de Phyllanthus niruri.

Grupos experimentais

Controle 100 mg/Kg 500 mg/Kg
Diametro tubular (g) 353,3+18,77  350,6+ 17,75 346,6+ 11,97
Altura do epitélio seminifero (g) 99,47+ 4,78 103,5+ 7,94 101,4+ 7,24

Comprimento Total Tubular (m)  13,87+1,63 15,19+ 2,83 15,76+ 1,99

Populacdo de célula de Sertoli 2,400, 67 3,04+0,10 2,84+ 0,69
(10°)

PDE testiculo (10°) 5,47+1,81 6,10+2,11 5,96+2,00
PDE/g de testiculo (10°) 3,98+1,34 4,14+1,57 3,98+1,37

Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).
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Figura 5 A- Comprimento total do tibulo (m), B- Populagio de células de Sertoli (107),
C- Producéo espermatica diaria (PDE) por testiculo (10°) e Producéo espermatica diaria
(PDE) por (g) de testiculo (10°) de ratos adultos tratados com extrato aquoso de
Phyllanthus niruri em diferentes concentracdes.
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De acordo com a Tabela 3, o comprimento total do tubulo seminifero (um) nao
diferiu estatisticamente (p= 0,3174), apesar disso esse parametro apresentou tendéncia
de aumento de 9% e 13% nos grupos tratados com 100 e 500mg/kg, respectivamente,
em relagdo ao grupo controle (Figura 5-A).

A populacdo de células de Sertoli ndo diferiu significativamente entre 0s grupos
experimentais (p= 0,4078) (Tabela 3). Contudo, houve tendéncia de aumento nos
grupos tratados com extrato na dosagem de 100mg/kg (26,6%) e 500mg/kg (18%)
quando comparado ao grupo controle (Figura 5-B).

A producdo espermatica diaria por testiculo teve um aumento de 11 % no grupo
100mg/kg em relacdo ao grupo controle, embora ndo tenha sido estatisticamente
significativo (p=0,8440) (Tabela 3), (Figura 5-C).
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Adicionalmente, a producdo espermatica diaria por grama de testiculo (Tabela 3)
também ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos avaliados (p=0,9742),
(Figura 5-D).

Na Figura 7, observam-se fotomicrografias evidenciando o compartimento
tubular no estagio VII do ciclo do epitélio seminifero nos tratamentos e o intersticio

evidenciando as celulas de Leydig.

5.4 COMPARTIMENTO INTERSTICIAL (TESTOSTERONA E CELULAS DE
LEYDIG)

No nivel de testosterona sérica ndo houve diferenca significativa entre os grupos
analisados. Apesar disso, 0s niveis do horménio chegaram a triplicar ap6s o tratamento,

em ambas as concentracdes, em comparagdo com o grupo controle (p=0,1216).

O diametro nuclear da célula de Leydig diminuiu no grupo tratado 500mg/kg
quando comparado ao grupo controle (p= 0,0378). Com relacdo ao volume das células
de Leydig houve reducdo significativa entre o grupo controle e 500 mg/kg (p= 0,0069).
A populacdo de células de leydig aumentou significativamente entre os grupos tratados
em relacdo ao controle (p< 0.0001). Na Figura 7 B, D e F, fotomicrografias do
compartimento intersticial testicular mostram a disposicdo das células de Leydig nos

grupos experimentais.
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Figura 6. A- Niveis séricos de testosterona, B- Diametro Nuclear de Leydig (um), C-
Volume de Leydig (um®) e D- Populagdo de Células de Leydig (10°) por testiculo em
ratos adultos tratados com extrato aquoso de Phyllanthus niruri em diferentes
concentragoes.
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Tabela 4. Niveis de Testosterona Plasmatica (nMol/L), Diametro Nuclear de Células de
Leydig (um), Volume Individual de Célula de Leydig (um®) e Populagdo de Células de
Leydig dos animais dos grupos controle e tratados com 100 e 500 mg/kg de extrato
aquoso de Phyllanthus niruri.

Grupos experimentais

Controle 100 mg/Kg 500mg/kg
Testosterona (ng/mL) 0,76+0,40? 2,96+2,06a 2,36+2,228
Diametro nuclear da 7,67+ 0,442 7,18+ 0,63ab 6,85+ 0,47b
célula de Leydig (um)
Volume da célula de 727,5+ 125,2a 606,4+ 122,3ab 508,3+ 66,95b
Leydig (um®)
Populacéo da célula 2,44+5,672 5,39£7,53b 3,39+6,43c
de Leydig (g/testiculo)

Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).
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Figura 7 Fotomicrografia comparando o compartimento tubular no estagio 7 da
espermatogénese e o compartimento intersticial em ratos do grupo controle (A-B),
100mg/kg de P. niruri (C-D), e 500 mg/kg de P. niruri (E-F). L- lamen; Epi — Epitélio;
Int — Intersticio; VS — vaso sanguineo; seta preta indica células de Sertoli; Seta branca
indica célula de Leydig. Aumento de 400x nas figuras A, C e E e aumento de 1000x nas
figuras B, D e F.
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5.5 MORFOMETRIA PROSTATICA

A altura do epitélio prostéatico ndo apresentou diferenca estatistica significativa,
(p= 0,0870) contudo houve tendéncia de aumento 18 % no grupo tratado com 500mg/kg
em relacdo aos grupos controle e 100mg/kg como representado na (Figura 9-A, Tabela
5).

Quanto ao volume do epitélio prostatico verificou-se que o tratamento nao
promoveu alteracdo significativa entre os grupos tratados (p=0,4013). Mas houve uma
Tendéncia de aumento de 22 % do grupo 500 mg/kg quando comparado aos grupos
controle e 100mg/kg (Figura 9-B, Tabela 5).

Em relacdo a densidade do estroma ndo houve diferenca entre os grupos tratados
com 100mg/kg e 500mg/kg (p=0,4806), entretanto ambos os tratamentos apresentaram
tendéncia de aumento 12 % e 27 % respectivamente. J& no parametro de volume do
Ldmen igualmente ndo houve diferenca significativa entre os grupos analisados,
contudo foi verificado tendéncia de aumento de 16 % no grupo tratado com 100 mg/kg
e 9 % no grupo tratado com 500 mg/kg em relacdo ao grupo controle (Figura 9-C e D,
Tabela 5).
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Figura 8. A- Altura do Epitélio Prostatico (mp), B- Volume do Epitélio Prostatico
(mL)), C- Volume do Estroma Prostatico (mL), C- Volume do Ldmen Prostatico (mL)
de ratos adultos tratados com extrato aquoso de Phyllanthus niruri em diferentes
concentragoes.
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Tabela 5. Altura do epitélio prostatico (um), Volume do Epitélio Prostatico (mL),
Volume do Estroma Prostatico (mL), Volume do Lumen Prostatico (mL) de ratos
adultos tratados com extrato aquoso de Phyllanthus niruri em diferentes concentracdes.

Grupos experimentais

Controle 100 mg/Kg 500mg/kg

Altura do Epitélio Prostatico (um) 26,62+3,76 26,10+1,83 31,5445,73

Volume do Epitélio Prostatico (mL) | 0,226+ 0,076 0,223+0,030 0,276+ 0,093

Volume do Estroma Prostatico (mL) | 0,100+ 0,043  0,112+0,029  0,127+0,037

Volume do Lumen Prostatico (mL) | 0,296+0,094 0,338+0,084  0,325+0,094

Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).
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Figura 9. Fotomicrografia da prostata, A e B animais controle; C e D animais tratados
com 100mg/kg, evidenciando o Iimen, epitélio e estroma prostatico; E e F, animais
tratado com 500mg/kg de extrato aquoso de P. niruri. Estrela indica regido do estroma,
cabeca da seta o epitélio prostatico, o asterisco indica o Ilimen. As figuras A, C e E com
aumento de 100X e as figuras B, D e F, aumento de 400X.
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5.6 FIGADO E RINS

As tabelas 6 e 7 descrevem os achados histopatologicos encontrados na analise

do figado e rins dos animais que receberam o extrato aquoso de P. niruri.

Tabela 6. Achados histopatologicos em figado de ratos Wistar adultos, controle e
tratados com extrato aquoso Phyllanthus niruri nas doses de 100 e 500 mg/kg.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Controle | 100mg/kg | 500 mg/kg
Achados Figado
Necrose de coagulacao + ++ -
Vacuolizagéo + + -
Congestao - +/++ -
Hipertrofia + ++ ++
Hiperplasia + + ++
Dilatacao de capilares sinosdides - +

Hepatocitos grandes/binucleados +/+ + +

Tabela 7. Achados histopatol6gicos de rins de ratos Wistar adultos, controle e tratados
com extrato aquoso Phyllanthus niruri nas doses de 100 e 500 mg/kg.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Controle | 100 mg/kg | 500 mg/kg
Achados Rim
Vacuolizagéo - + +
Descamacdo celular - - +
Debris celular + ++ +
Atrofia glomerular + +/++ +
Nefrite - - -
Congestao corticomedular + ++ +++

Glomeronefrite + +/+++ -
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Figura 10 Fotomicrografias do parénquima de figado de ratos tratados ou ndo com diferentes
doses de extrato aquoso de Phyllantus niruri corados com HE. Figura 8A — Fotomicrografia de
parénquima hepatico de animais do grupo controle, aumento 100x. Figura 8B - Detalhe de
parénquima hepético de animais do grupo controle. Observar presencga de hepatécitos grandes
binucleados (cabeca de seta), estrela indica necrose de coagulagdo, aumento 400x. Figura 8C -
Fotomicrografia de parénquima hepatico de animais do grupo tratado com 100 mg/kg, aumento
100x. Figura 8D — Detalhe de parénquima hepéatico de animais do grupo tratado com 100
mg/kg. Observar presencga de hepatécitos grandes e binucleados (cabega de seta), dilatacdo de
capilares sinusoides (asterisco), seta preta indica vacuolizagdo, aumento 400x. Figura 8E —
Fotomicrografia de parénquima hepético de animais do grupo tratado com 500 mg/kg, aumento
100x. Figura 8F — Detalhe de parénquima hepatico de animais do grupo tratado com 500 mg/kg.
Observar necrose de coagulacéo (estrela), aumento
400x.
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Figura 11 Fotomicrografias do parénquima renal de ratos tratados ou ndo com diferentes
doses de extrato etandlico de Phyllantus niruri corados com HE. Figura 9A -
Fotomicrografia de parénquima renal de animais do grupo controle. Notar atrofia
glomerular (seta preta), aumento 100x. Figura 9B - Detalhe de glomérulo em atrofia de
animais do grupo controle, aumento 400x. Figura 9C - Fotomicrografia de parénquima
renal de animais do grupo tratado com 100 mg/kg, aumento 100x. Figura 9D — Detalhe de
parénquima renal de animais do grupo tratado com 100 mg/kg de P. niruri. Observar
glomerulonefrite proliferativa (estrela), aumento 400x. Figura E — Fotomicrografia de
parénquima renal de animais do grupo tratado com 500 mg/kg de P. niruri. Notar presenca
de atrofia glomerular (seta preta), aumento 100x. Figura 9F — Detalhe de parénquima renal
de animais do grupo tratado com 500 mg/kg de P. niruri. Observar glomerulonefrite
proliferativa (estrela), aumento 400x.
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6 DISCUSSAO

Os pesos corporal, testicular e prostatico ndo apresentaram diferenca
significativa no presente estudo. Por outro lado, os pesos do epididimo e da glandula
vesicular aumentaram significativamente em relacdo ao grupo controle. Corroborando
esses resultados, Akomolafe et al. (2015) utilizando o extrato aquoso das folhas de
Tetracarpidium conophorum encontraram  aumento nos pesos corporal, testicular e
epididimal de forma significativa. Apesar disso, 0os pesos das glandulas seminal e
prostatica também sofreram aumento, mas ndo foi estatisticamente significativo.

Adicionalmente, Hardani et al. (2015) observaram que o peso testicular de ratos
Wistar tratados, durante 30 dias, com o extrato aquoso de aipo (Apium graveolens L.)
tendeu a aumentar, quando comparados com o grupo controle. J& o peso epididimal
aumentou significativamente nos animais tratados com a maior dosagem do extrato.
Devido a isso, sugeriram que esse extrato promoveu aumento no nimero de células e,
conseqiientemente, elevacdo na taxa de fertilidade dos ratos, promovendo assim
melhoras na espermatogénese.

J& no estudo realizado por Parhizkar et al. (2014) ndo foram observadas
diferencas estatistica no volume dos testiculos de ratos tratados com o extrato aquoso de
Phaleria macrocarpa. O peso testicular € um parametro importante e que tem relacao
direta com comprimento de tubulos seminiferos, populacdo de células de Sertoli e
producdo espermética (FRANCA et al. 2005). No presente trabalho foi verificado que
esses parametros sofreram aumento, decorrentes da utilizacdo do extrato aquoso do
Phyllanthus niruri, corroborando com o descrito por Franca et al. (2005).

O indice gonadossomatico (IGS) é uma relacdo que indica a porcentagem do
peso testicular presente no corpo (CALDEIRA et al. 2010). Esse parametro esta
relacionado diretamente com a producdo relativa de espermatozoides em espécies de
roedores (GOMENDIO et al. 2006). Nesse estudo, o IGS apresentou uma pequena
reducdo nos animais do grupo que recebeu 100mg/kg do extrato aquoso de P. niruri

devido ao aumento proporcional dos pesos corporal e testicular.

No presente estudo, ndo foi verificada diferenga significativa no didametro
tubular e altura do epitélio seminifero nos testiculos dos ratos tratados. No entanto,
Mirhoseini et al. (2012) observaram que houve diminuicdo significativa nos didmetros e

alturas dos tubulos seminiferos apds 35 dias de tratamento com o extrato aquoso (200
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mg/kg) da flor do cartamo (Carthamus tinctorius L.). Ja no trabalho realizado por
Hardani et al. (2015), houve tendéncia de aumento na altura do epitélio e didmetro
tubular em ratos tratados com extrato aquoso de aipo (Apium graveolens L.) nas
concentracdes de 100 e 200 mg/kg. Resultados semelhantes foram encontrados no
presente estudo com P. niruri.

As células de Sertoli desempenham papel fundamental na espermatogénese
(MONSEES et al. 2000), pois possui muitas funcoes e as desempenha simultaneamente,
dando suporte ao epitélio, sustentacdo e manutencdo das células germinativas,
fagocitose e eliminacdo de debris celulares liberados pelas espermatides alongadas
durante a espermiogénese (RUSSELL et al. 1990; RUSSELL e GRISWOLD, 1993).

Nesse estudo, a populacdo de células de Sertoli ndo diferiu significativamente
entre 0s grupos experimentais, no entanto, foi observado um aumento desse parametro
acompanhado de aumento também na producdo espermatica diaria por testiculo e na
producdo espermdtica didria por grama de testiculo, semelhantes aos achados
encontrados por Orth et al. (1988), que descreveu que o nimero de células de Sertoli
determina a producdo espermatica diaria nos individuos sexualmente maduros.

De acordo com Couto (2005) e Gilberto et al. (2005), P. niruri contém
alcaldides, flavonoides e saponinas (NAKWETI et al. 2013) que podem influenciar no
testiculo de rato. Gauthaman et al. (2002) mostraram que a saponina tem efeito
estimulador sobre producdo de andrégenos como a testosterona. As células de Leydig
sintetizam os andrdgenos testosterona e hiidrotestosterona, a testosterona é o principal
hormdnio responsavel pela espermatogénese e a diidrotestosterona € responsavel pela
manutencdo funcional das glandulas acessérias e do epididimo. A sintese de
testosterona é controlada por hormonios produzidos pela hipofise, como o horménio
luteinizante (LH) e o horménio foliculo estimulante (FSH), (GOYAL et al. 1999;
COLLETA E CARVALHO, 2005).

Em trabalho realizado por Asare et al. (2013), foi observada redugdo nos niveis
de testosterona em camundongos tratados com o extrato aquoso (50mg/kg e 500 mg/kg)
da folha do Phyllantus niruri durante 90 dias de tratamento, mas nédo foi
estatisticamente significativo. No presente estudo, 0s niveis de testosterona chegaram a
triplicar nos grupos tratados com o extrato aquoso da planta inteira de Phyllantus niruri,
embora ndo tenha sido estatisticamente significativo, diferenciando assim dos achados
encontrados por Asare et al. (2013). Da mesma maneira que Asare et al. e Oyelowo et
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al. (2011) também observaram queda no niveis sericos de testosterona em animais
tratados com o extrato aquoso (400 mg/kg) de Trichilia monadelpha.

Em estudo do efeito antifertilidade de Martynia annua L., utilizando extrato
etanolico com doses de 50, 100 e 200 mg/kg em camundongos por 60 dias, Mali et al.
(2002), observaram que o nivel de testosterona sérica também sofreu diminuicdo
significativa e atribui esse fato a reducdo nos danos causados nos testiculos. Estes
supdem que a diminuigdo do LH pela indugédo do extrato tenha suprimido tal hormonio
e de forma secundaria ter provocado disfuncao nas células de Leydig e essas por sua vez
reduziram a producéo de testosterona.

No presente trabalho observou-se que o didmetro e volume das células de
Leydig apresentaram diferencas significativas, porém a populacdo de células aumentou
significativamente, 0 que sugere que 0 extrato atua estimulando a sintese do hormonio
testosterona e aumento no ndmero de tais células responsaveis pela secrecdo da
testosterona.

O uso de chés ou infusos podem promover toxicidade em érgdos vitais como
figado e rim, Makoshi et al. (2013), informaram que a dose letal para o extrato aquoso
de P. niruri provavelmente é superior a 2000 mg/kg, pois em seu experimento foram
feitos testes com 500, 1000 e 2000 mg/kg e nenhum animal morreu pela toxicidade. No
presente estudo foram feitas analises histopatoldgicas no figado e rim e foram
visualizadas poucas alteracbes. Contudo, ndo houve lesdes que impossibilitassem o

desempenho normal dos érgdos analisados.

Outro 6rgdo que também sofreu influencia do extrato aquoso de P. niruri foi a
préstata que ndo apresentou diferenca significativa, porém apresentou tendéncia de
aumento na altura do epitélio prostatico e no volume do epitélio prostatico, limen e

estroma na dosagem de 500mg/kg do extrato aquoso.
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CONCLUSOES

. O peso do epididimo e glandula seminal foram influenciados positivamente pela
administracdo do extrato aquoso de P. niruri na dose de 100mg.Kg™.

. A dose 100mg.Kg™ P. niruri exercerceu efeito positivo sobre o volume do
compartimento intersticial, populacdo de células de Leydig e consequentemente
elevacdo nos niveis de testosterona.

. O extrato aquoso de P. niruri possui influéncia positiva sobre a esteroidogénese
de ratos machos adultos embora tenha ocorrido influéncia negativa sobre
volume médio das células.

Pardmetros testiculares diretamente relacionados com a producdo espermatica
ndo foram influenciados pelo extrato aquoso de P. niruri nas doses
administradas.

. As anélises histopatoldgicas testiculares, prostaticas, hepaticas e renais das doses
de 100 e 500mg/kg do extrato aquoso de P. niruri ndo revelaram efeito toxico

sobre o parénquima destes 6rgaos.
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CAPITULO I1I

EFEITO DO EXTRATO ETANOLICO DE Phyllanthus niruri L. (QUEBRA-
PEDRA) SOBRE OS TESTICULOS, PROSTATA, RINS E FIGADO EM RATOS
WISTAR ADULTOS: AVALIAGCAO HISTOPATOLOGICA,
HISTOMORFOMETRICA E HORMONAL

RESUMO

Phyllanthus niruri é uma erva daninha, tropical, conhecida como quebra pedra. E muito
utilizada na medicina popular por apresentar propriedades quimicas que atuam em
doencas como urolitiases, hipertensdo, efeito antimalaria, porém ndo ha muitos
trabalhos avaliando sua atividade no sistema reprodutor masculino. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito do extrato etanolico em diferentes doses de P. niruri, sobre
o testiculo, prostata, figado e rins em ratos wistar adultos através da histopatologia e
histomorfometria. A planta foi coletada, seca e triturada. O extrato foi feito por imersao
de espécimes inteiros em recipiente contendo etanol PA Merk©. Foram utilizados 18
ratos distribuidos em trés grupos: grupo 1 controle recebeu dleo de gergelim. Grupo 2
recebeu 100 mg/kg do extrato etandlico e o grupo 3 recebeu 500mg/kg do extrato
etanolico de acordo com o peso corporal de cada animal. O extrato etandlico foi
administrado por gavagem por 30 dias consecutivos e posteriormente foram
eutanasiados e analisados quanto a morfometria testicular e prostatica e a toxicidade nos
rins e figado. Foram visualizadas reduc6es no peso corporal, testicular e prostatico dos
animais, o nivel de testosterona ndo sofreu reducdo nos animais tratados quando
comparado aos animais do grupo controle. A reducdo na altura do epitélio prostatico e
no peso dos rins sugerem que o extrato etanolico causou reducdo nesses parametros. O
extrato etandlico ndo é indicado para ingestdo pois provoca alteracbes importantes no
figado e rins.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Quebra-Pedra. Extrato Etanolico. Morfometria

Testicular. Préstata.
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ABSTRACT

Phyllanthus niruri is a tropical weed, known as stone breaker. It is widely used in folk
medicine due its chemical properties against many diseases, as urolithiasis,
hypertension and malaria. However, its activity on the male reproductive system is
poorly investigated. The aim of this study is to evaluate the effect of ethanolic extract of
P. niruri in different concentrations on the testis, prostate, liver and kidney in adult
Wistar rats through histopathology and histomorphometry. The plant was collected,
dried and crushed. The extract was produced by soaking whole specimens in ethanol PA
Merk®©. Eighteen rats were divided into three groups: Group 1 (Control) received
sesame oil, Group 2 received 100 mg/kg of the ethanolic extract and Group 3 received
500mg/kg of the ethanolic extract. The animals were treated by gavage for 30 days,
when they were euthanized. Prostate and testicular morphology and kidney and liver
toxicity were analyzed. Body, testicular and prostate weight reduced, but serum
testosterone levels did not differ from control group. The treatment with the ethanolic
extract also decreased the height of the prostatic epithelium and weight of the kidneys.
The ethanolic extract is not suitable for consumption because it causes significant
changes in the liver and kidneys.

Key-words: Medicinal Plants. Stone Breaker. Testicular Morphometry. Reproduction.
Prostate.
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1 INTRODUCAO

Historicamente, as plantas medicinais tem sido opgéo de tratamento a diversas
doencas, principalmente em paises em desenvolvimento. Nos paises desenvolvidos a
industria farmacéutica é bastante expressiva, apesar disso, ainda é grande o numero de
pessoas que utilizam as plantas medicinais como recurso terapéutico (BRANDAO et al.,
2010; CALIXTO, 2000).

Diariamente é possivel notar o apelo da midia para o consumo de produtos de
fonte natural, com o argumento de que as plantas sdo utilizadas ha milénios e por isso
sdo seguras para a populacdo em qualquer lugar do mundo. Porém, é importante
esclarecer que a forma de extracdo ou aplicacdo dessas plantas, pode acarretar em
toxicidade para o individuo, sendo mais comuns os efeitos adversos relacionados a
adulteracbes a preparacdo do extrato e acdo sinérgica da planta com outras drogas,
sendo em muitos casos, problema de saude publica (VEIGA JR et al. 2005).

No Brasil, a legislacdo regula os critérios de qualidade para esses medicamentos
(BRASIL, 2010a; 2010b), da mesma forma como ocorrem em muitos paises europeus,
apoiados em normativas da Organizacdo Mundial da Saude (COUTO et al., 2013b).

Dentre os espécimes medicinais brasileiros, Phyllanthus niruri, conhecido como
“Quebra-pedra” se destaca por ser de ampla utilizacdo e ocorréncia no pais. Pertence a
familia Phyllantaceae, género Phyllanthus que possui mais de 600 espécimes, dentre as
quais, muitas crescem no Brasil (BAGALKOTKAR et al., 2006; CALIXTO et al.,
1998).

Phyllanthus niruri L. é considerado uma planta medicinal promissora para o
desenvolvimento de medicamentos fitoterdpicos, e estd incluso no RENISUS Relagdo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Salde (SUS),
baseados em evidéncias farmacoldgicas relacionadas ao seu uso popular, além de dados
fornecidos por estudos fitoquimicos e botanicos (BAGALKOTKAR et al., 2006;
CALIXTO et al., 1998; COUTO et al., 2013b; BARROS et al., 2006; MOREIRA et al.,
2013; PHARMACIA BRASILEIRA, 2009).

P. niruri apresenta diterpenoides, triterpenoides, alcaldides, taninos,
ellagitaninos, flavanoides, lignanas, em sua composicdo quimica, a porcentagem de

cada composto depende do tipo de extracdo que foi realizada. Esses compostos
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quimicos atuam com funcdo antihepatotdxica, antihipertensiva, antihepatite B,
antidiabética, diurética e urolitiases (BAGALKOTKAR et al., 2006; BARROS et al.,
2003).

Diante do exposto, 0 objetivo desse artigo € investigar e avaliar os efeitos do
extrato etandlico de Phyllanthus niruri L. sobre os testiculos, prostata, rins e figado em

ratos Wistar adultos através de avaliacdo histopatologica e histomorfométrica.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 PLANTA

Exemplares de P. niruri foram coletadas em Cruz de Rebougas, Igarassu, PE. A
identificacdo taxonémica foi realizada no herbario da Universidade Federal Rural de

Pernambuco, registrada e tombada sob o nimero de registro 51.757.

2.2 EXTRACAO DA PLANTA

Espécimes inteiros da planta foram coletados, secados em estufa a 50 ° C,
pesados em balanca comercial e triturados com auxilio de um liquidificador até ficarem
na consisténcia de po.

A extracdo etanolica foi realizada por imersdo das plantas inteiras em recipiente
contendo etanol P.A. Merk©, na propor¢cdo de (2:1), por 72h (MATOS, 1997). O
material resultante foi filtrado em papel de filtro e concentrado em rota-evaporador sob
pressdo reduzida, a 45 °C e com 120 rpm (rotacdes por minuto), e armazenado em
freezer a -20 °C ate o0 uso.

Para administragdo orogastrica (gavagem) nos ratos, o extrato foi pesado, diluido
em Oleo de gergelim e as doses foram ajustadas de acordo com o peso individual dos

animais, nas concentragdes de 100 mg e 500 mg.
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2.3 MOD/ELO ANIMAL

Foram utilizados 18 ratos Wistar (Rattus norvegicus), oriundos do biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal DMFA/UFRPE, os quais foram
mantidos a 23+1°C, em ciclo circadiano. Os animais foram alimentados com racgao
industrial peletizada, em niveis nutricionais adequados. Agua e comida foram
oferecidos ad libitum durante todo o experimento.

Esse projeto foi aprovado pela comisséo de ética animal da Universidade Federal
Rural de Pernambuco com o processo n® 23082.015149/2014 e licenca 132/2014.

2.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os ratos tinham de 4-6 meses de idade e pesavam entre 300 e 450 gramas.
Foram formados 3 grupos experimentais de modo aleatorio G1, G2 e G3.
Grupo G1 n=6: Animais controle tratados com 6leo de gergelim.
Grupo G2 n=6: Animais tratados com 100 mg/Kg do extrato etandlico de P.niruri.
Grupo G3 n=6: Animais tratados com 500 mg/kg do extrato etanolico de P. niruri.

Os animais receberam o extrato etanolico de P niruri por meio de gavagem por
30 dias consecutivos. Semanalmente foram pesados e suas doses ajustadas ao peso
correspondente.

2.5 EUTANASIA E COLETA DE MATERIAL PARA ANALISE

Ao final dos 30 dias de experimento os animais foram eutanasiados com
aprofundamento do anestésico por injecdo intraperitoneal de cloridrato de cetamina
25mg/kg associada a xilazina 10mg/kg na mesma seringa e aprofundadas com tiopental
(FANTONI; CORTOPASSI, 1994). Posteriormente foi realizada coleta de sangue total
por punc¢édo no seio venoso, centrifugacdo e acondicionamento de duas aliquotas de 1 ml
de plasma sanglineo, para posterior dosagem de testosterona. Apos coleta de sangue foi
realizada perfusdo intracardiaca com NaCl a 0,9%, acrescida de heparina sodica (500
UI/L; AKZO ORGANON TEKNIKA) e nitroprussiato de sodio (100mg/L; SIGMA).
Em seguida, os animais foram perfundidos com glutaraldeido a 4%, em tampé&o fosfato
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de sodio, pH 7,2 e 0,01M, durante 25 minutos. Apos a perfusdo foram removidos e
pesados: testiculos, epididimos, prostata, glandula seminal, rins, figado, pulmao,
coracdo, baco. Foram avaliados suas alteragdes decorrentes do uso dos extratos de P.
niruri em relacdo a toxicidade no figado, rins, processo espermatogénico e 6rgaos

androgeno dependentes.

2.6 ANALISES HISTOMORFOMETRICAS

Ap0s a perfuséo os testiculos, epididimos e préstata foram refixados na mesma
solucdo utilizada na perfusdo por duas horas. De cada animal, um fragmento da préstata
e um testiculo foram utilizados para as analises microscépicas. Os testiculos e prostata
foram seccionados em fragmentos de até 2 mm de espessura.

Para os estudos ao microscopio de luz, os fragmentos foram processados para
inclusdo em resina plastica a base de glicol metacrilato (LEICA), antes disso
permaneceram imersos em tampdo fosfato por 2 horas, sendo posteriormente
desidratados em séries crescentes de alcoois e incluidos na resina plastica. Cortes
histologicos de 4 um de espessura foram corados em azul de toluidina/borato de sddio a

1% e analisados morfologicamente e morfometricamente.

2.7 INDICE GONADOSSOMATICO

O indice gonadossomatico foi calculado através da soma do peso de ambos 0s
testiculos, dividido pelo peso corporal, sendo referenciado em porcentagem
(BARBOSA et al. 2012).

2.8 AVALIACAO QUALITATIVA, QUANTITATIVA E HISTOPATOLOGICA
TESTICULAR

O diametro tubular e a altura do epitélio foram medidas em aumento de 100X
usando um sistema de captura de imagem acoplado a um microscopio éptico Olympus
BX-51. O diametro tubular médio para cada rato foi obtido a partir da mensuracdo de

quinze tdbulos, em diversos estadgios do ciclo do epitélio seminifero, escolhidos
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aleatoriamente, com perfis redondos ou arredondados. Os valores encontrados foram
resultantes da media de duas retas diametralmente opostas.

Os dados volumétricos da composi¢do do parénquima testicular foram obtidos
usando um sistema de captura de imagem onde foi inserida uma graticula micrométrica
com 441 pontos de interseccdo sobre a preparacdo histologica de testiculo em aumento
de 400X. Quinze campos foram contabilizados aleatoriamente somando um total de

6615 pontos para cada animal.

O comprimento total dos tabulos seminiferos (CT) por testiculo expresso em
metros foi estimado a partir da razdo do volume absoluto ocupado pelos tabulos
seminiferos no testiculo (VATS) por R? (onde R é o didmetro tubular/2) e o valor de m:
CT= VATS/nR? (ATTAL e COUROQT, 1963).

Foi realizada a contagem de espermatogdnias, espermatocitos | em estagio de
pré-leptoteno e paquiteno, espermatides arredondadas e nucléolos de células de Sertoli
em cinco tabulos no estagio VII do ciclo do epitélio seminifero. A populacao de células
de Sertoli foi obtida através da contagem do nimero de células com o nucléolo visivel.
Apbs isso, foi realizada a correcdo do numero obtido utilizando a formula de

Abercrombie (1946), modificada por Amann (1962), conforme segue:

Espessura do corte
DM? {’ DM’
| 4

Niimero corrigido = contagem obtida x

Espessura do corte +

o

O diametro nucleolar médio (DM) representa a média dos didmetros de 05
nucléolos de células de Sertoli para cada animal dos grupos. A populacdo foi
estabelecida através do resultado da multiplicagdo do numero corrigido pelo
comprimento total dos tubulos seminiferos em micrometros (um) e dividido pela
espessura do corte.

A producdo espermaética diaria (PED) por testiculo e por grama de testiculo foi
obtida de acordo com Rocha et al. (1999) e Silva Janior et al. (2006): PED = N° total de
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células de Sertoli por testiculo X a propor¢do de espermatides redondas no estagio VII x

estagio VII com freqiiéncia relativa / duracdo do estagio (dias).

As células de Leydig foram analisadas quanto a sua populacdo, volume, gque foi
feita através de proporcdo onde foram contados 1000 pontos entre citoplasma e ndcleo
com o auxilio do graticula e o diametro do nucleo, foi obtido através da medida de 30
diametros por animal (NEVES, 2001).

O diametro nuclear das células de Leydig foi obtido através da média de duas
retas diametralmente opostas em aumento de 1000x. Foram mensurados 30 nucleos por
animal e foi aplicada a formula do volume da esfera (4/3nR®) para a obtengdo do
volume individual da célula.

A proporcdo volumétrica de nucleo/citoplasma foi realizada através da contagem
de 1000 pontos entre citoplasma e ndcleo, utilizando um reticulo com 441 intersec¢des
no aumento de 1000x. A partir dessa proporcdo foi calculado o volume citoplasmatico e
0 volume celular O volume citoplasmatico foi calculado pela multiplicacdo da
porcentagem de citoplasma pelo volume nuclear, e dividido pela porcentagem nuclear.
O volume individual da célula de Leydig foi estimado através da soma entre os valores
do volume nuclear e volume citoplasméatico (MORAIS et al., 2014).

Com os resultados do volume de uma célula de Leydig e do volume total de
células de Leydig por testiculo, obteve-se a populacdo dessas células por testiculo. Em
seguida, esse valor foi dividido pelo peso liquido para obtencdo da populagéo por grama
de testiculo.

2.9 PROCESSAMENTO DE MATERIAL PARA HISTOPATOLOGIA

Os fragmentos dos rins, figado, pulmé&o, baco e coracdo foram confeccionados
em laminas histoldgicas através de clivagem, e processados de acordo com as técnicas
de rotina para inclusdo em blocos de parafina, cortados em micr6tomo a 4 micrdémetros
e corados pela técnica da Hematoxilina-Eosina (H.E.), segundo metodologia descrita
por Behmer, Tolosa e Freitas Neto (1976). As analises das laminas foram realizadas em
microscopio 6ptico. Todo processamento para microscopia optica foi realizado na Area
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de Patologia Animal do Departamento de Medicina Veterinaria e na Area de Histologia
do DMFA/ UFRPE.

2.9.1 TESTOSTERONA SERICA

De cada animal foram obtidas amostras sanguineas, por meio de puncéo
cardiaca. O sangue obtido foi envasado em tubos de ensaio contendo anticoagulante e
posteriormente foi levado a centrifuga por quinze minutos a 2500 rpm. Apés a
precipitacdo das células sangiineas, o soro sobrenadante foi colhido por micropipetas,
armazenado em eppendorff e guardado em freezer até a realizacdo das dosagens de
testosterona. A dosagem foi realizada pelo método de enzima-imuno-ensaio (ELISA -

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), com leitura de absorbancia em 405 nm.

3 MORFOMETRIA PROSTATICA

Os blocos foram confeccionados em resina plastica e a altura do epitélio acinar
foi medida em cortes a 4um e corados por azul de toluidina com 1% de borado de sddio.
Para tanto foi considerado a distancia linear, medida em micrometros, entre superficie
luminal e sua membrana basal. Foi utilizado a funcao “straight line” do software ImageJ
versdo 1,48 (NIH, Bethesda, Maryland, EUA) para esta analise. A média de cada animal

foi calculada ap6s 250 medi¢6es com aumento de 100X, adaptada de Vargas (2013).

3.1 PROPORCAO VOLUMETRICA DA PROSTATA

As densidades de area do lumen acinar, epitélio e do estroma foram calculadas
com auxilio do software ImageJ. Em cada campo histologico, foi aplicado uma grade de
108 pontos e 0s pontos incidentes sobre o lumen, epitélio e estroma foram contados e
expressos em porcentagem. Para cada animal, a média foi determinada em 25 campos
com aumento de 400X, adaptado de Vargas (2013).
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados com o auxilio do programa GRAPHPAD
PRISMA 5. Foram realizados os testes ANOVA e pos hoc de Tukey e os dados
representados como média e desvio padrdo. Os valores de p<0,05 foram considerados
significantes.

5 RESULTADOS

5.1. ANALISE DO PESO CORPORAL, EPIDIDIMO, PROSTATA, VESICULA,
TESTICULOS, INDICE GONADOSSOMATICO (IGS), FIGADO E RINS

De acordo com a Figura 1, Tabela 1 ndo houve diferenga significativa com
relacdo ao peso corporal dos animais nos grupos analisados (p = 0,1837). Também néo
foi verificada diferenca estatistica no peso testicular dos grupos estudados (p= 0,7343),
embora em ambos seja possivel verificar uma tendéncia a reducdo de 7% e 3%

respectivamente.

O indice gonadossomatico ndo apresentou diferenca significativa nos animais
tratados com 100 mg/kg e 500 mg/kg em relagdo ao grupo controle (p= 0,7271), embora

seja possivel notar uma tendéncia de aumento de 12,5% nas duas dosagens.

Né&o foi observada diferenca estatistica no peso da préstata (p= 0,9263) entre 0s
grupos estudados. Assim como na prostata, na glandula seminal (p= 0,7823) e no

epididimo (p= 0,1054) ndo foram visualizadas diferencas significativas nos tratamentos.

O peso do figado Figura 2, Tabela 1, ndo apresentou diferenca significativa (p=
0,2742), o peso dos rins apresentou uma reducgéo significativa de 11% e 15% nas doses
de 100 mg/kg e 500 mg/kg (p= 0,0313).
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Tabela 1. Parametros biométricos de ratos Wistar adultos do grupo controle e tratados
com extrato etandlico de Phyllanthus niruri nas doses de 100 e 500 mg/kg.

Grupos experimentais

Controle 100 mg/Kg 500 mg/Kg
Peso corporal (g) 379,7 £ 27,24 370,0 + 29,63 351,7+ 17,17
Testiculo (g) 1,49 +0,18 1,48 + 0,09 1,44 + 0,08
Epididimo(g) 0,73 £0,05 0,82 £0,08 0,75+0,08
IGS (%) 0,008 + 0,001 0,009 + 0,0004 0,009 £ 0,0005
Prostata (g) 0,86 +0,21 0,90+0,19 0,87 +0,16
Glandula Seminal (g) 1,68 + 0,46 1,79 £ 0,39 1,86 + 0,42
Peso Figado (g) 10,46+ 1,02 10,90+ 0,77 9,99+ 1,00
Peso Rim (g) 1,38+ 0,152 1,21+ 0,13a 1,17+ 0,10b

n = Numero de animais; IGS (%) = Indice gonadossomatico. Médias seguidas por letras distintas na
mesma linha diferem entre si (P<0,05).

Figura 1 A- Peso Corporal (g), B- Testicular (g) e C- indice Gonadossomatico — IGS
(%), D- Epididimo (g), E- Prostata (g), F- Glandula Seminal (g) de ratos adultos
tratados com extrato etandlico de Phyllanthus niruri nas concentraces de 100 mg/kg e
500

mg/Kkg.
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Figura 2 A- Peso Hepatico e B Peso Renal de ratos adultos tratados com extrato
etanolico de Phyllanthus niruri nas doses de 100 e 500 mg/kg.
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5.2 RELACAO VOLUME DO TUBULO SEMINIFERO (mL) X VOLUME DO
INSTERSTICIO (mL)

N&o houve diferenca significativa no volume ocupado pela regido tubular
(p=0,9592) entre 0s grupos experimentais, Figura 3, Tabela 2.

No volume ocupado pelo intersticio, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos, porém houve uma tendéncia a reducdo de (10 %) no grupo de 100 mg/kg e
de (20 %) no grupo de 500mg/kg (p=0,2400).

Figura 3 A- Volume Tubular (mL) e B- Volume ocupado pelo Intersticio (mL) de ratos
adultos tratados com extrato etandélico de Phyllanthus niruri em diferentes
concentragoes.
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Tabela 2. Volume Tubular (mL) e volume Intersticial (mL) do tubulo seminifero dos
animais dos grupos controle e tratados com as doses de 100 e 500 mg/kg do extrato
etandlico de Phyllanthus niruri.

Grupo Experimental

Controle 100 mg/Kg 500 mg/Kg

Volume Tubular (mL) 1,29+ 0,15 1,29+ 0,08 1,28+ 0,11
Volume do Intersticio (mL) 0,198+ 0,055 0,180+ 0,014 0,158+ 0,038

Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).

5.3 COMPARTIMENTO TUBULAR

O diametro (p= 0,1067) e a altura do epitélio seminifero (p= 0,0545) ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos e o grupo
controle. De acordo com a tabela 3, o comprimento total do tibulo seminifero (um) nao
diferiu estatisticamente (p= 0,2626), apesar disso esse parametro apresentou tendéncia a
reducdo de 12% e 7% nos grupos tratados com 100 e 500mg/kg, respectivamente, em
relacdo ao grupo controle (Figura 5-A).

A populacdo de células de Sertoli ndo diferiu significativamente entre 0s grupos
experimentais (p= 0,0655) (Tabela 3). Contudo, houve tendéncia a redugdo nos grupos
tratados com extrato na dosagem de 100mg/kg (27,5%) e 500mg/kg (9%) quando
comparado ao grupo controle (Figura 5-B).

A producdo espermatica didria por testiculo apresentou tendéncia a reducéo de
30 % no grupo 100mg/kg em relacdo ao grupo controle, embora ndo tenha sido
estatisticamente significativo (p= 0,1141) (Tabela 3), (Figura 5-C). Adicionalmente, a
producdo espermatica diaria por grama de testiculo (Tabela 3) também néo apresentou

diferenga estatistica entre os grupos avaliados (p=0,1042), (Figura 5-D).
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Tabela 3. Didmetro Tubular e Altura do Epitélio Seminifero de animais dos grupos
controle e tratados com as doses de 100 e 500 mg/kg do Extrato Etandlico de
Phyllanthus niruri.

Grupos experimentais

Controle 100 mg/Kg 500 mg/Kg
Diametro tubular (g) 3242+ 11,74 3475+ 22,04 335,8 +17,68
Altura do Epitélio 97,69 + 2,37 101,1+ 7,96 92,78 + 4,46
Seminifero (g)
Comprimento Total 15,76 + 2,21 13,81 +1,74 14,55+ 1,98
Tubular (m)
Populacdo de Célula de 26,6 + 5,43 19,3 £ 4,00 24,5+5,81
Sertoli (10°)
PDE por Testiculo (10% 4,27 + 1,05 3,00 + 0,60 3,90 £1,26
PDE/g de Testiculo 2,77 +0,49 2,03+£0,42 2,73 0,87
(10%

n = NUmero de animais. Médias seguidas por letras distintas ha mesma linha diferem entre si (P<0,05).

Figura 4. Didmetro Tubular e Altura do Epitélio Seminifero de testiculo de ratos adultos
tratados com extrato etanolico de Phyllanthus niruri nas doses de 100 e 500 mg/kg.
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Figura 5 A- Comprimento Total do Tdbulo (m), B- Populacdo de Células de Sertoli
(107), C- Producio Espermatica Diaria (PDE) por testiculo (10%) e Producio
Espermatica Diéria (PDE) por (g) de testiculo (10°) de ratos adultos tratados com
extrato etanolico de Phyllanthus niruri em diferentes concentracdes.
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54  COMPARTIMENTO INTERSTICIAL (TESTOSTERONA E CELULAS DE
LEYDIG)

No nivel de testosterona sérica ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
analisados. Apesar disso, 0s niveis do horménio tenderam a aumentar apds o
tratamento, em ambas as concentragdes, em comparagdo com 0 grupo controle (p=
0,3340).

O diametro nuclear da celula de Leydig diminuiu significativamente nos dois
grupos tratados quando comparado ao grupo controle (p= 0,0236). Com relagdo ao
volume das células de Leydig houve reducdo significativa entre o grupo controle e
100mg/kg. Da mesma maneira notou-se diferenca significativa entre os animais que
receberam a dose 100mg/kg e 500mg/kg (p= 0,0026). A populacéo de células de Leydig

apresentou discreta tendéncia de aumento entre os grupos tratados em relacdo ao
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controle de 9% (100mg/kg) e 2% (500mg/kg), embora ndo tenha sido significativo
(p=0,5761).

Tabela 4 Niveis de testosterona plasmaética (nMol/L), Didmetro nuclear de células de
Leydig (um), Volume individual de célula de Leydig (um®) e Populagio de células de
Leydig dos animais dos grupos controle e tratados com 100 e 500 mg/kg de extrato
etanolico de Phyllanthus niruri.

Grupos experimentais

Controle 100 mg/Kg 500mg/kg
Testosterona (ng/mL) 1,72+ 0,83 2,94 +£1,76 3,09+221
Diametro nuclear de 7,70 £ 0,23a 7,92 + 0,35a 7,29 =+ 0,45b
celula de Leydig (um)
Volume de célula de 702,3 £ 61,24a 668,1 + 82,73b 528,8 + 78,28¢
Leydig (1)
Populacéo de célula 47,2 £0,70 51,7+0,51 48,6 £ 0,94

de Leydig (g/testiculo)

Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).

Figura 6. A- Diametro Nuclear de Leydig (um). B- Volume de Leydig (um®) C-
Populacio de Células de Leydig por testiculo (10°%) e D- Niveis Séricos de Testosterona
em ratos adultos tratados com extrato etandlico de Phyllanthus niruri em diferentes
concentragoes.
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Na andlise histopatoldgica dos testiculos dos animais controle e tratados com
controle (6leo de Gergelim) e 100 mg/kg e 500 mg/kg do extrato etandlico de P. niruri
ndo foram visualizados alteragdes significativas no parénquima testicular, de tal forma
que diferentes estagios do ciclo do epitélio seminifero foram visibilizados, (Figura 7- A,
C e E). Embora na Figura 7D, seja possivel notar a presenca de vacuolo intranuclear na

célula de Sertoli, este achado ndo foi freqliénte nos demais animais.

A regido intersticial foi possivel notar a presenca de células de Leydig e células
do conjuntivo, bem preservadas e delimitadas, embora possa ser visibilizada na figura
na Figura 7F, a presenca de uma célula de Leydig em processo de morte. As figuras A,

C e E tem aumento de 400x e B, D e F com aumento de 1000x.
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Figura 7 Fotomicrografia comparando o compartimento tubular no estigio 7 da
espermatogénese e 0 compartimento intersticial em ratos do grupo controle (A-B),
100mg/kg de P. niruri (C-D), e 500 mg/kg de P. niruri (E-F). L- limen; Epi — Epitélio; Int
— Intersticio; VS — vaso sanguineo; seta preta indica células de sertoli; Seta branca indica
célula de sertoli. Aumento 400x e 1000x.
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55 FIGADO E RINS

As Tabelas 5 e 6 indicam os achados histopatoldgicos no figado e rins de

animais que receberam extrato etanolico de P. niruri.

Tabela 5 Achados histopatoldgicos em figado e rim de ratos Wistar adultos, controle e
tratados com extrato etanolico Phyllanthus niruri nas doses de 100 e 500 mg/kg.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Controle | 100 mg/kg | 500 mg/kg
Achados Figado
Necrose de Coagulagéo + +++ +++
Vacuolizagéo - ++ -/+
Congestao - -[++ -/+
Hipertrofia ++ ++ ++/+++
Hiperplasia ++ +/++ ++/+++
Dilatacdo de Capilares Sinusoides - ++ ++
Estreitamento dos Capilares Sinusoides ++ ++ ++/+++
Hepatdcitos Grandes/Binucleados ++ ++/+++ +/++

Tabela 6 Achados histopatoldgicos em figado e rim de ratos Wistar adultos, controle e
tratados com extrato etanolico Phyllanthus niruri nas doses de 100 e 500 mg/kg.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Controle | 100 mg/kg | 500 mg/kg
Achados Rim
Vacuolizagdo +/++ +/++/+++ ++/+++
Descamacéo Celular + +
Debris Celular no Lamen do Tubulo + +++/+++ +HA++[+++
Renal
Congestao +/++ -
Atrofia Glomerular ++/+++ | H+H/+++ ++/+++
Nefrite -/+ -
Nefrose - ++ +/++
Congestao Corticomedular ++ +/++/+++ +/++/+++
Glomeronefrite +/++ ++/+++ +/++[+++
Hepatdcitos Grandes/Binucleados - - -
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Figura 8 — Fotomicrografias do parénquima de figado de ratos tratados ou ndo com
diferentes doses de extrato etandlico de Phyllantus niruri corados com Hematoxilina
Eosina (HE). Figura 8A — Fotomicrografia de parénquima hepatico de animais do grupo
controle. Notar parénquima hepatico e capilares sinusoides, aumento 100x. Figura 8B -
Detalhe de parénquima hepético de animais do grupo controle. Observar presenca de
hepatocitos grandes binucleados (cabeca de seta), aumento 400x. Figura 8C -
Fotomicrografia de parénquima hepatico de animais do grupo tratado com 100 mg/kg
de P. niruri, aumento 100x. Figura 8D — Detalhe de parénquima hepatico de animais do
grupo tratado com 100 mg/kg de P. niruri. Observar presenca de hepatdcitos grandes e
binucleados (cabeca de seta), dilatacdo de capilares sinusoides (asterisco), aumento
400x. Figura 8E — Fotomicrografia de parénquima hepéatico de animais do grupo tratado
com 500 mg/kg de P. niruri, aumento 100x. Figura 8F — Detalhe de parénquima
hepatico de animais do grupo tratado com 500 mg/kg de P. niruri. Observar
estreitamento de capilares sinusoides (seta azul) e congestdo (seta vermelha), aumento
400x.




Figura 9 Fotomicrografias do parénquima renal de ratos tratados ou ndo com diferentes
doses de extrato etanolico de Phyllantus niruri corados com Hematoxilina Eosina (HE).
Figura 9A — Fotomicrografia de parénquima renal de animais do grupo controle. Notar
atrofia glomerular (seta vermelha), aumento 100x. Figura 9B - Detalhe de glomérulo em
atrofia de animais do grupo controle. Observar aumento 400x. Figura 9C -
Fotomicrografia de parénquima renal de animais do grupo tratado com 100 mg/kg de P.
niruri mostrando congestdo (cabeca de seta), aumento 100x. Figura 9D — Detalhe de
parénquima renal de animais do grupo tratado com 100 mg/kg de P. niruri. Observar
congestdo corticomedular (cabeca de seta) e glomerulonefrite proliferativa (seta preta),
aumento 400x. Figura E — Fotomicrografia de parénguima renal de animais do grupo
tratado com 500 mg/kg de P. niruri. Notar presenca de congestdo (cabeca de seta),
aumento 100x. Figura 9F — Detalhe de parénquima renal de animais do grupo tratado
com 500 mg/kg de P. niruri. Observar atrofia glomerular (seta vermelha), aumento
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5.6 MORFOMETRIA PROSTATICA

A altura do epitélio prostatico reduziu significativamente, (p= 0,0088) entre o
grupo controle e tratado com 100mg/kg (Figura 10 A-D, Tabela 8).

Quanto ao volume do epitélio prostatico verificou-se que o tratamento néo
promoveu alteracdo significativa entre os grupos tratados (p=0,8858). Mas houve uma
leve tendéncia de diminuigéo de 7% do grupo 100 mg/kg quando comparado aos grupos
controle (Figura 10-D, Tabela 8).

Em relacdo ao volume do estroma ndo houve diferenca entre os grupos tratados
com 100mg/kg e 500mg/kg (p=0,5238), entretanto a dose de 100 mg/kg apresentou
tendéncia de diminuicdo de 20%, em relacdo ao grupo controle. Por sua vez no
parametro de volume do Iumen também ndo houve diferenca significativa entre 0s
grupos analisados, contudo foi verificado tendéncia de aumento de 19% no grupo
tratado com 100 mg/kg em relacdo ao grupo controle (Figura 10-C e D, Tabela 8).

Na figura 10, observam-se fotomicrografias evidenciando as regides histoldgicas
da glandula prostatica. As figuras 10A e 10B pertencem a animais do grupo controle,
evidenciando o Iumen, epitélio e estroma prostatico; A figura 10C e figura 10D sédo de
animais tratados com 100 mg/kg e figuras 10E e 10F sdo de animais que receberam

500mg/kg do extrato etandlico de P. niruri.

Tabela 7 Altura do Epitélio Prostatico (um) e Volumes do Epitélio Prostatico, Estroma
Prostatico, Lumen Prostéatico (mL) de ratos adultos tratados com extrato aquoso de P
niruri em diferentes concentracdes.

Grupos Experimentais

Controle 100 mg/Kg 500mg/kg

Altura do Epitélio Prostatico 23,67+1,23a 20,67 £1,79b 22,62 +1,26a
(Lm)

Volume do Epitélio Prostatico 0,25+ 0,07 0,23 £ 0,07 0,24 £ 0,05

(mL)
Volume do Estroma Prostatico 0,15+ 0,04 0,12 £ 0,04 0,14+ 0,05
(mL)
Volume do Ldmen Prostatico 0,46 +0,11 0,55 +0,13 0,47 £ 0,10
(mL)

Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).
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Figura 10 - Fotomicrografias de prostata de ratos tratados ou ndo com diferentes doses de
extrato etanolico de Phyllantus niruri. Figuras 10A e 10B - Fotomicrografias da prostata de
animais do grupo controle; aumento de 100 e 400x, respectivamente. Figuras 10C e 10D -
Fotomicrografias de animais tratados com 100 mg/kg Phyllantus niruri. Notar detalhe de
[imen, epitélio e estroma prostatico; aumento de 100 e 400x, respectivamente. Figuras 10E
e 10F - Fotomicrografias de animais tratados com 500 mg/kg Phyllantus niruri. Es - regido
do estroma, Ep - epitélio prostatico, L - indica o lGmen.
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A Figura 10 evidencia a glandula prostatica dos animais do grupo controle e
tratados com 100 e 500mg/kg de P. niruri, é possivel notar que o epitélio prostatico,

[imen e estroma estdo bem preservados e sem lesdes significativas.

6 DISCUSSAO

Historicamente, as plantas tem sido consideradas como uma valiosa fonte
medicinal. No entanto, poucos estudos relatando a influéncia de compostos vegetais,
sobretudo de Phyllantus niruri sobre os parametros testiculares e sua repercussao sobre
a funcdo sexual foram conduzidos.

Trabalhos conduzidos por Subeki (2005), Cimanga (2004) e Simons et al. (1995)
reportaram efeitos antifertilidade, alem de antimalaricos ja reportados ao se empregar
extrato dessa planta.

Componentes quimicos presentes em Phyllantus niruri comprovam algumas de
suas propriedades: anti-hipertensiva, hepatoprotetora, analgésica, anti-inflamatéria e
antimicrobiana além de anti-carcinogénica (JOY e KUTTEN, 1998), anti-nociceptiva,
hipoglicémica, anti-oxidante, diurética, anti-inflamatdria, tratamentos hepatotoxico,
hepatite B, entre outros (BAGALKOTKAR et al., 2006; MANJREKAR, 2008).

Avaliou-se com o presente estudo a influéncia de diferentes doses de extrato
etanolico de Phyllanthus niruri sobre os parametros histomorfométricos de testiculos e
préstata de ratos adultos, com repercussdo em niveis séricos de testosterona, assim
como possiveis efeitos toxicos sobre figado e rins.

Com relacéo ao peso corporal e peso testicular de animais tratados com P niruri,
esses sofreram tendéncia a reducdo, mas nao de forma significativa. Por outro lado,
Mali et al. (2002) ao administrar o extrato etandlico da raiz de Martynia annua
obtiveram reducdo do peso corporal e testicular, além de reducdo de peso em 0Orgaos
androgeno-dependentes tais como: prostata, epididimo e glandula seminal.

Em nosso estudo, ndo foram observadas alteragbes em neste parametro. Do
mesmo modo, Kooti et al. (2014), ao avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico das
folhas de Apium graveolens sobre os testiculos do rato e observaram que ndo houve
diferenca significativa no peso dos testiculos nas duas doses aplicadas. No presente
estudo também ndo se constatou reducdo nesse parametro o que reflete auséncia de
toxicidade do extrato etanolico de P. niruri.
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O diametro do tabulo e altura do epitélio seminifero sdo parametros importantes
de avaliacdo da atividade da espermatogénese (Franca e Russel, 1998). No presente
estudo, ndo foram observadas alteracbes nos paramentros citados anteriormente.
Mirhoseini et al., (2012), descreveram uma reducéo significativa nesses parametros com
35 dias do extrato aquoso na dosagem de 200 mg/kg da flor do cartamo (Carthamus
tinctorius L.). Hardani et al., (2015), observaram que houve tendéncia de aumento na
altura do epitélio e didmetro tubular em ratos tratados com extrato aquoso de aipo
(Apium graveolens L.) nas concentracdes de 100 e 200 mg/kg.

A célula de Sertoli em individuos adultos oferece sustentacdo, nutricdo, aporte
hormonal e formam a barreira hematotesticular (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
Este tipo celular possui relacdo direta com o comprimento tubular e a producéo
espermatica (Franca e Russel, 1998). Substancias xenobidticas podem exercer efeitos
toxicos sobre diversos tipos celulares do testiculo. Contudo, substancias que agem
diretamente sobre as celulas de Sertoli podem provocar disrrupcdo sobre o epitelio
germinativo e consequentemente sobre a producdo espermatica (SILVA JUNIOR et al.
2006). De acordo com Kooti et al. (2014), o extrato hidroalcoolico na dose 200 mg/kg
de Apium graveolens promoveu aumento na populacdo de células de Sertoli. No atual
experimento, utilizando difententes doses de extrato etandlico de P. niruri, a populacéo
das células de Sertoli ndo diferiu entre os grupos, porém notou-se uma reducédo de 27,5
% na dosagem de 500 mg/kg.

Segundo Couto (2005), diferentes extratos de P. niruri possuem compostos
como alcaldides, flavondides e saponinas, os quais podem influenciar a atividade
androgéncica nos testiculos de ratos. Sendo a saponina o principal estimulante da
producdo de androgenos, tais como a testosterona.

As células de Leydig sofreram reducdo do diametro nuclear e volume celular,
sobre influéncia do extrato etandlico de P. niruri. De acordo com Franca et al. (2005),
Estes pardmetros refletem a atividade esteroidogénica destas células. Contudo, a
populacdo destas células ndo sofreu redugdo, assim como 0s niveis de testosterona
sérica.

A prostata e o epididimo sdo 6rgdos hormdnios dependentes (VARGAS, 2013) e
ndo tiveram reducdo de peso ap6s administracdo de diferentes dosagens de extrato
etanolico de P. niruri. De acordo com 0s nossos resultados a prostata ventral teve

reducdo 13% na altura do epitélio na dosagem de 100mg/kg. Contudo 0 mesmo evento
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ndo se repetiu para maior dose. Possivelmente 0 modo de extracdo ndo favoreceu a
atuacdo da saponina nesses parametros, uma vez que o0s resultados encontrados em
estudo realizado por Oliveira et al. (2016) do extrato aquoso do P. niruri obtiveram
resultados divergentes a esse parametro, uma vez que, a utilizacdo do extrato aquoso

proporcionou tendéncia de elevacéo destes parametro.

7 CONCLUSOES

1. Parametros testiculares diretamente relacionados com a producao
esperméatica ndo foram influenciados negativamente pelo extrato etandlico de
P. niruri nas doses administradas.

2. Diferentes doses de extrato etandlico de Phyllanthus niruri nao
exerceram efeitos toxicos sobre a espermatogénese dos animais tratados.

3. O extrato etandlico de Phyllanthus niruri reduziu o volume do
compartimento intertubular.

4. O diametro nuclear e volume médio das células de Leydig foram
influenciados negativamente pelas diferentes doses do extrato etandlico de P.
niruri.

5. Os niveis séricos de testosterona ndo foram alterados com a
administracéo de diferentes doses do extrato etandlico de Phyllanthus niruri.

6. O extrato etandlico de Phyllanthus niruri reduziu o peso dos rins e
produziu lesdes relevantes no parénquima hepatico e renal, compativeis com

toxicidade e insuficiéncia renal, respectivamente.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos aquoso e etanolico de Phyllanthus niruri nas dosagens de 100 e 500
mg/kg ndo indicaram efeito antiesteroidogénico significativo sobre os parametros de
testiculares e prostaticos dos ratos adultos.

A andlise dos rins e figado dos animais tratados com P niruri demonstrou que 0s
orgaos foram submetidos a um desafio toxicoldgico em ambos os tratamentos. Contudo,
no extrato aquoso seu efeito foi menor, com graus de lesdes inferiores aos achados para

0 extrato etanolico da planta nas duas doses utilizadas.
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