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RESUMO

Plantas medicinais vém sendo utilizadas pela popula¢do mundial como matéria-prima para o
tratamento informal, cura e prevengdo de doengas. Carica papaya L popularmente conhecida
como mamio, tem sido muito estudada nas tltimas décadas pelo seu grande potencial como
contraceptivo masculino. Um agente téxico pode interferir na maturagdo sexual, na producio
e no transporte de gametas, no ciclo espermatogénico, no comportamento sexual e na
fertilidade. Este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos do extrusado de Carica
papaya verde sobre o estabelecimento da puberdade em ratos. Foi realizado um modelo
experimental com 30 ratos Wistar recém desmamados provenientes do biotério da instituicao,
divididos em trés grupos experimentais e um grupo controle. Os animais experimentais
receberam suco de C papaya a vontade. Foram realizadas andlises histologicas por
microscopia optica de amostras testiculares e epididimarias e andlise microscopica de
amostras de espermatozdides coletados do epididimo. Estas andlises mostraram que o
extrusado de C papaya ndo teve efeitos sobre o estabelecimento da puberdade, ou seja, ndo
impediu a complementacdo do primeiro ciclo da espermatogénese, o que estd evidente pela
presenga de células esperméticas nos testiculos e no epididimo dos ratos tratados. No entanto,
o tratamento com o extrusado de mamao verde causou redu¢do da motilidade espermatica e
induziu patologias como decapitacdo e cauda enrolada, fatores que afetam negativamente a
fertilidade. Estas alteragdes foram tempo dependentes e, de acordo com a literatura podem ser
reversiveis.

Palavras-chave: Carica papaya. Puberdade. Espermatogénese. Patologia espermatica.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo, hd muito tempo, utilizadas pela populacdo mundial
como matéria-prima para o tratamento informal, cura e prevencio de doencas. A popularidade
alcancada pelo tratamento de doencas mediante o uso de plantas, entretanto, aumentou a
preocupacdo dos pesquisadores em relacdo a eficicia dos tratamentos fitoterdpicos e aos reais
efeitos que 0os mesmos possam exercer no organismo.

As plantas servem como fonte natural de substancias, mas, seu uso, sob o ponto de
vista terapéutico, nao deve ser indiscriminado. Como preconiza a toxicologia, toda substancia,
mesmo sendo de origem natural, pode ser considerada um agente téxico, dependendo das
condicdes de exposicdo, como dose administrada ou absorvida, tempo e frequéncia de
exposicdo e vias de administragﬁo.l

Carica papaya L, popularmente conhecida como mamado, tem sido uma espécie de
planta muito estudada nas ultimas décadas pelo seu grande potencial como contraceptivo
masculino. Os efeitos da administracdo da C. papaya no sistema reprodutor masculino sio
bastante relatados e discutidos. Contudo, por tratar-se de um sistema muito sensivel a acdo de
fatores nocivos, a exposicdo a determinados agentes pode gerar alteragdes que comprometem
o desempenho reprodutivo do individuo.

Um agente toxico pode interferir na maturacdo sexual, na produgdo e no transporte
de gametas, no ciclo espermatogénico, no comportamento sexual e na fertilidade.” Por esta
razdo, neste trabalho objetivou-se investigar os efeitos do extrusado de C papaya verde sobre

o estabelecimento da puberdade em ratos.



2 REVISAO DE LITERATURA

A reprodugdo masculina é um processo multifacetado que envolve testiculos,
epididimo, glandulas sexuais acessdrias e hormonios associados. Este processo apresenta dois
eventos altamente organizados e complexos, chamados espermatogénese e esteroidogénese
que sdo vitais para a perpetuacdo da vida. Espermatogénese € um processo altamente
dindmico e sincronizado, que ocorre dentro dos tibulos seminiferos do testiculo, com o apoio
das células somadticas de Sertoli, levando a formagdo de espermatozdides maduros a partir de
células-tronco indiferenciadas.>* O compartimento intersticial, que compreende as células de
Leydig, € o local de esteroidogénese.3 3

A puberdade caracteriza-se como um evento dindmico e complexo que envolve um
conjunto de mudancas fisicas, comportamentais e hormonais, através do qual o individuo
alcanca a maturidade sexual e a capacidade reprodutiva.®

Na puberdade as células germinativas primordiais sdo as espermatogOnias que
aumentam de tamanho e se tornam mitoticamente ativas. Estas células sofrem o processo de
espermatogénese, dividida em quatro etapas principais: 1- mitoses para a renovacdo de
espermatogoOnias, 2- meioses para a formacdo de espermdtides, 3- espermiogénese para o
desenvolvimento e diferenciacdo das espermdtides e 4- espermiacdo para separagdo das
espermdtides maduras, i.e. espermatozéides, do epitélio seminifero, com fagocitose dos
corpos residuais pelas células de Sertoli. Nos mamiferos a espermatogénese ocorre no epitélio
seminifero dos testiculos. As células de Sertoli sdo responsdveis por nutrir e dar suporte para
o desenvolvimento das células germinativas.’

Os testiculos sdo dorgdos pares localizados no interior da bolsa escrotal e revestidos
externamente por uma cdpsula de tecido conjuntivo denso - a tdnica albuginea. Externamente
e adjacente a tunica albuginea encontra-se uma camada de peritonio visceral denominada
tinica vaginal, que também reveste a superficie interna da bolsa escrotal.® Os testiculos sdo
compostos por intersticio e tdbulos seminiferos, responsdveis pela esteroidogénese e
espermatogénese, respectivamente.

Cada testiculo de rato adulto apresenta, em média, 20 tdbulos seminiferos, contém
quantidade escassa de tecido conjuntivo e ndo apresenta 16bulos. Existem pequenas dreas no
final de cada tibulo seminifero que apresentam um epitélio de transigﬁ.o.9 Em animais adultos,
os tibulos seminiferos sdo constituidos por epitélio germinativo, composto por células de
Sertoli e células germinativas (espermatogdnias, espermatdcitos primdrios, secunddrios e

espermatides) organizadas em camadas concéntricas.
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A célula de Sertoli € uma célula somética que se estende desde a lamina basal até a
luz do tdbulo seminifero. Desempenha variadas fungdes importantes no processo
espermatogénico, dentre elas podemos destacar o suporte estrutural e nutricional as células
germinativas em desenvolvimento, a formacgdo da barreira hematotesticular através de juncdes
intercelulares, fagocitose, e a secrecdo de fluido e horménios.”

O intersticio € composto por tecido conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos, nervos,
macrdfagos e células de Leydig, as quais s@o responsédveis pela producdo de andrégenos,
substrato para uma variedade de outros hormdnios esteroides. Em ratos, observa-se nimero
reduzido de células de Leydig, que frequentemente se localizam préximo aos espacos
linféticos e se agrupam ao redor de vasos sangul’neos.9

Nos testiculos, os tiubulos seminiferos convergem formando a rede testicular, a qual
se continua com os ductos eferentes. Estes ductos, por sua vez, convergem para formar um
ducto tnico e altamente enovelado denominado epididimo.®

O epididimo de ratos é dividido em quatro regides distinguiveis macroscopicamente:
segmento inicial, por¢do mais proximal do ducto epididimario, diretamente ligada aos ductos
eferentes; cabeca, regido proximal do ducto epididimario em forma de bulbo; corpo, por¢io
estreita localizada na regido média do 6rgéo; e cauda, regido mais distal do epididimo de onde
emerge o ducto deferente.'' Ao nascimento, o ducto epididimdrio apresenta-se revestido
internamente por cé€lulas epiteliais indiferenciadas e, externamente, por células musculares
lisas em um intersticio de tecido conjuntivo frouxo.'> A diferenciacio do 6rgdo continua
durante o desenvolvimento pds-natal e, no rato, divide-se em trés fases distintas: periodo
indiferenciado, periodo de diferenciacdo e periodo de expansao.

O periodo indiferenciado se estende do primeiro dia pds-natal (DPN) ao DPN 15 e
caracteriza-se pela proliferacdo das células epiteliais indiferenciadas, as quais apresentam-se
como células colunares sem estereocilios. Durante o periodo de diferenciacdo (DPN 16 a 44),
as células colunares indiferenciadas originam diversos tipos celulares, tais como células
estreitas, claras, principais, apicais, halo e basais. Ao final do periodo de diferenciacdo, o
ducto epididimario deixa de ser um canal uniforme e passa a apresentar diferenciacdes
regionais altamente especializadas ao longo de sua extensdo, decorrentes tanto de mudangas
estruturais quanto fisiolégicas das células epiteliais."” No periodo de expansio (DPN 44 até a
vida adulta do animal), ocorrem o aparecimento de espermatozdides na luz do ducto
epididimario e o aumento do tamanho do 6rgdo em decorréncia do aumento da sua extensio e
peso.'* Os mecanismos que regulam o desenvolvimento pés-natal do ducto epididimério ainda

ndo sao conhecidos.
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Em ratos, um ciclo da espermatogénese dura aproximadamente 12 dias e apresenta-
se composto por 14 estidgios. Uma espermatogénia necessita de 4,5 ciclos para formar um
espermatozoéide, o que significa que a espermatogénese completa de rato tem duragédo de 52 a
53,2 dias, dependendo da linhagem animal avaliada.

As alteragdes espermadticas mais frequentes em espermatozdides sdo as do tipo gota
citoplasmatica distal, gota citoplasmadtica proximal, cauda quebrada, cauda enrolada e cabeca
isolada. Estes defeitos espermaticos podem ocorrer devido a altera¢es primdrias (falha na
espermatogénese no testiculo), secunddrias (durante a passagem dos espermatozdides no
epididimo) ou ainda tercidrias (HAFEZ, 2004).'°

O processo espermatogénico estd sob o controle neuroenddcrino do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal e tem inicio a partir da puberdade, devido a um aumento na
secrecao de gonadotrofinas: FSH- hormonio foliculo-estimulante; LH- hormdnio luteinizante.
O FSH age nas células de Sertoli estimulando suas funcdes sobre a espermatogénese,
enquanto o LH estimula as células de Leydig a produzirem andr(’)genos.”’18

Virios ativos bioldgicos oriundos de plantas, quando introduzidos em nosso corpo,
podem desregular o processo de espermatogénese e podem causar alteracdes tanto
morfoldgicas quanto funcionais no interior das células. Alguns extratos vegetais tém sido
relatados como capazes de afetar a espermatogénese por servirem como agentes reguladores
da fertilidade interferindo tanto com a produgdo como a maturagio espermatica, estocagem de
espermatozéides ou mesmo o transporte no trato genital.'>*

Em alguns paises orientais como India, Tibet e Sirilanka a populagio utiliza produtos
vegetais para regular a fertilidade de homens e mulheres.”'

Carica papaya € uma planta tropical e subtropical da familia Caricaceae, cujas
sementes contém proteinas, carboidratos e dcidos graxos, além de produzirem um Oleo
contendo 4cido oléico, que tem se mostrado um dos principais responsaveis pela causa de
infertilidade em ratos machos.”> Possui também vdrios outros compostos incluindo os

2324

alcaléides de piperidina como carpaina e pseudocarpaina, e compostos fendlicos tais como

0 4acido protocatecdico, p-cumdrico, 5,7-dimetoxicumarina, dcido clorogénico, campferol e

23,25 «

quercetina na folha, proteases tais como papaina, quimiopapaina A e B, e de papaina

26,27

endopeptidase IIl e IV no litex e outras partes do arbusto, isotiocianato na semente,”®

‘o A ~ Lo 29 . A
dcidos organicos nao-voldteis nos frutos™ e os compostos cianogénicos na folha, caule e

23,30
frutos.””

Na década de 2000, foram vdrios os trabalhos investigando diferentes efeitos e

mecanismos de acdo dos ativos presentes na C papaya sobre a fertilidade de machos.”' >
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No entanto, ndo foi encontrado relato de investigacdo sobre os efeitos da C papaya sobre o

estabelecimento da puberdade em machos.

3 METODO

3.1 Animais

Foi realizado experimento com 30 ratos machos com 30 dias de nascidos, fornecidos
e mantidos pelo Biotério da instituicdo. Estes animais foram separados em trés grupos
experimentais, com oito animais cada e um grupo controle com seis animais. Os animais
experimentais foram mantidos em gaiola de polipropileno (60x50x22 cm), em salas com
temperatura controlada (23 + 2 °C), obedecendo a um ciclo claro/escuro de 12 horas.

Receberam ragdo comercial e extrusado do maméao verde a vontade.

3.2 Preparo e administraciao do extrusado

Toda manha foi coletado um maméao verde que depois de lavado foi fragmentado em
pequenos cubos; cem gramas destes cubos foram triturados com 4gua filtrada no
liquidificador. A solucdo obtida foi coada em peneira plastica de malha pequena e depois
filtrada em funil de vidro com algoddo. O volume obtido era completado para um litro.

Este suco foi oferecido a vontade, em mamadeira com 500 mL. Todas as manhis foi
anotado o volume consumido e trocada a mamadeira por outra contendo extrusado recém

preparado.
3.3 Pesagem e avaliacio de toxicidade aguda

Os animais tratados foram observados nas primeiras 24 horas quanto a possiveis
sinais de toxicidade aguda como diarréia, perda de apetite, pelos arrepiados,

comprometimento da marcha e da capacidade de prensao.

3.4 Eutanasia, necropsia e coleta de amostras
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A eutanasia foi realizada por exsanguinacio por puncdo cardiaca sob anestesia (0,2
mL/100g de peso vivo de uma solugdo 1:1 de cloridrato de xilasina 2% e cloridrato de
quetamina 10%). A necropsia foi realizada por incisdo na linha branca e abertura do térax.
Durante a necropsia foram coletados os testiculos dos animais de cada grupo e, apds pesagem,
foram fixados em solucdo de formaldeido a 10% tamponada, para preparo de cortes
histolégicos. A cada periodo de necropsia dois animais do grupo controle foram sacrificados

para comparagdo dos dados.

3.5 Microscopia 6ptica

Para microscopia foram realizados cortes histopatoldgicos de 5 um que foram fixados

em laminas e corados com Hematoxilina e Eosina (HE).

3.6 Analise espermatica

Um fragmento de 1,5 cm contendo parte da cauda do epididimo, local onde os
espermatozodides sofrem maturacdo e sdo estocados, e do ducto deferente foi cortado e
colocado em tubo contendo 1 mL de solugéo salina fisioldgica a temperatura de 37 °C. Apds
saida dos espermatozdides para a solucdo uma aliquota deste fluido foi usada para andlise da
motilidade, viabilidade e anormalidade espermaéticas, de acordo com o recomendado no WHO
Laboratory Manual.

Foi atribuido escore de 4 a 1 para motilidade, de acordo com a predomindncia de
movimento linear progressivo rapido, movimento linear progressivo lento, movimento

vibratério e auséncia de movimento, respectivamente.
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4 RESULTADO

4.1 Pesagem dos animais, consumo diario de extrusado e avaliacio de toxicidade aguda

Nio foi observado nenhum sinal de toxicidade aguda assim como ndo houve variacio
significativa do peso dos animais durante o experimento. Como os animais foram mantidos
em grupo foi calculada a média do volume consumido diariamente: a média individual foi de
26,74 mL para animais do grupo necropsiado aos 50 dias de idade, 40,00 mL para animais do
grupo necropsiado aos 60 dias de idade e 38,83 mL para animais do grupo necropsiado aos

110 dias de idade.

4.2 Massa dos testiculos

As massas testiculares mensuradas nos dias de necropsia estdo apresentadas na tabela
abaixo. Nao houve variagdo significativa das médias obtidas para os animais tratados

comparados com os controles

Tabela 1- Massa (em gramas) dos testiculos de animais tratados com extrusado de mamao verde e
controles nas diferentes idades experimentais

Idade dos animais (em dias)

Animais 50 60 110
TE TD TE TD TE TD

Ex. 1 1,31 1,29 1,75 1,59 2,24 2,43
Ex. 2 1,47 1,35 1,73 1,83 2,92 2,85
Ex. 3 1,61 1,49 1,66 1,68 2,98 3,08
Ex. 4 1,85 1,77 1,70 1,69 3,15 2,97
Ex. 5 1,80 1,69 1,78 1,82 2,61 2,45
Ex. 6 1,50 1,41 2,11 2,14 2,42 2,32
Ex.7 1,76 1,81 2,05 2,14 2,47 2,36
Ex. 8 1,64 1,67 1,73 1,77 2,42 2,50
X 1,61 1,56 1,81 1,83 2,65 2,62
Cont. 1 1,42 1,38 1,78 1,87 2,36 2,50
Cont. 2 1,66 1,67 1,85 1,84 2,35 2,46
X 1,54 1,52 1,81 1,85 2,35 2,48

Ex = experimental; Cont. = controle; TE = testiculo esquerdo; TD = testiculo direito
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4.3 Microscopia dos testiculos

Os cortes histopatoldgicos de testiculos e epididimos dos ratos necropsiados aos 50
dias de idade, portanto, aos 20 dias de tratamento apresentam tibulos seminiferos normais,
onde se observam diferentes etapas de meiose e algumas espermadtides; observa-se luz tubular
normal com células espermaticas imaturas. O nimero de espermatozdides imaturos na luz dos
tibulos seminiferos e epididimarios aumentou de acordo com a idade dos animais a necropsia

(Figura 1).

4.4 Analise espermatica

J4 na primeira necropsia observaram-se espermatozdides em concentracio
condizente com o inicio da puberdade para a espécie. A concentracio aumentou
progressivamente em funcdo da idade e da maturidade sexual atingida pelos animais, como
era esperado. Quanto a qualidade espermadtica, observou-se uma diminui¢do do percentual de
espermatozéides com movimentos progressivos rapidos (escores 4 e 5) e um aumento de
patologias representadas por espermatozdides decapitados e por espermatozdides com cauda
enrolada (Tabela 2, Figura 2).

Tabela 2- Indices de concentracdo (C), motilidade (Mot.) e patologias (Pat.) observados para amostras
de espermatozoéides de ratos tratados com extrusado de mamao verde e ratos controles

Idade dos animais (em dias)

Animais 50 60 110
C Mot. Pat. C Mot. Pat. C  Mot. Pat.
Ex1 + 4 A ++ 4 A +++ 3 P
Ex 2 + 4 A ++ 3 P ++ 3 P
Ex3 + 4 A ++ 4 A +++ 4 A
Ex 4 + 3 P ++ 3 P ++ 2 P
Ex S + 4 A +++ 4 A +++ 3 P
Ex 6 ++ 4 A +++ 4 A +++ 4 A
Ex7 + 4 A ++ 3 P ++ 2 P
Ex 8 + 4 A +++ 4 A +++ 4 A
Cont. 1 + 4 A +++ 4 A +++ 4 A
Cont. 2 + 4 A +++ 4 A +++ 4 A

+ = C baixa; ++ = C média; +++ = C alta; 2 = movimento vibratério; 3 = movimento linear
progressivo lento; 4 = movimento linear progressivo rapido



Figura 1- A, B e C apresentam cortes transversais de testiculos de ratos jovens tratados com extrusado
de mamio verde mostrando tubulos seminiferos. Observar diferentes etapas meidticas e
formas jovens na luz dos tibulos: A- aos 50 dias de idade, B- aos 60 dias de idade, C- aos
110 dias de idade. Em D, E, F sdo apresentados cortes de tibulos do epididimo nas mesmas
idades dos cortes de testiculos. Observar que o nimero de espermatozdides e o estdgio de
maturidade aumentam de acordo com a idade do animal (H.E. 160x).



Figura 2- espermatozéides coletados do epididimo de ratos tratados com extrusado de mamao
verde por 110 dias: a- morfologia normal; b-cabeca isolada; c- cauda isolada;
d- cauda torcida. No detalhe cabega isolada (corante de Wright, 400x)

17
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5 DISCUSSAO

A auséncia de alteracdes nos pesos dos animais e de outros sinais de toxicidade
indicam que o extrusado de C papaya nio representa risco de toxicidade sistémica, o que foi
jé constatado por vdrios pesquisadores que trabalharam com diferentes extratos, sejam eles da
semente ou da polpa de mamao verde, 92031343637

Segundo Robb et al.*® citado por Perobelli et al., biologicamente, a puberdade é
definida como o momento em que a espermatogénese esteja com o primeiro ciclo completo e
os espermatozdides entrem no epididimo, o que acontece por volta de 50 dias de idade nos
ratos. A producdo espermdtica aumenta até os 75 dias de vida e as reservas espermdticas na
cauda do epididimo atingem o grau maximo por volta dos 100 dias.

Zenick et al.* afirmou que a ocorréncia de efeitos na espermatogénese é um dos aspectos de
grande importincia para a verificagdo da acdo de substincias no sistema reprodutor. Os cortes
histolégicos dos testiculos e do epididimo mostram imagens celulares dos tiubulos seminiferos
testiculares e epididimarios dos animais tratados com o extrusado do mamao verde que
condizem com os relatos de Robb et al.*® e evidenciam que o tratamento ndo afetou o
estabelecimento da puberdade.

Zenick et al.* afirmou ainda que a qualidade do gameta produzido € outro aspecto de
grande importancia para a verificacdo da acdo de substincias no sistema reprodutor. A
motilidade espermética é um parametro importante para avaliar a qualidade espermética e o

potencial de fertilidade."'

O presente estudo mostrou diminui¢io da motilidade de
espermatozodides de ratos tratados com extrusado de C papaya, efeito relatado por outros
autores.”' ™ Esta diminui¢do de motilidade observada pode estar relacionada a uma aceleracio
do trinsito dos espermatozéides pelo epididimo.*' No experimento de Perobelli et al.*' a
acelerag@o do transito de espermatozéides pelo epididimo comprometeu a maturacio, ou seja,
a motilidade dos espermatozéides e o potencial de fertilizacdo, sendo observadas alteragdes
protéicas na membrana plasmadtica dos espermatozdides coletados da cauda do epididimo
associadas a baixa qualidade do sémen.

A subfragdo metanol de extrato da semente de C papaya administrada por tempo
prolongado inibiu completamente a motilidade espermadtica, diminuiu a concentragio
espermadtica, a porcentagem de espermatozdides vidveis e acarretou um significativo aumento
de patologias espermaticas, além de causar degeneragéo do epitélio germinativo, vacuolizacio

nas células de Sertoli e proliferacao de células germinativas.42
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Da Cruz et al.” relataram redugdo nuclear e citoplasmitica e vacuolizagdo das células
de Sertoli em animais tratados com extrato cloroférmio bruto de sementes de C papaya em
ratos, e degeneracdo das células de Leydig e presencga de vacuolos nos tiibulos seminiferos de
animais tratados com extrato de sementes maduras. A alteracdo negativa da motilidade e a
deteccdo de patologias no sémen dos animais tratados durante 80 dias com o extrusado de C
papaya sugerem que o uso deste tratamento por mais tempo resultaria em efeitos semelhantes
aos narrados por Da Cruz et al.’ confirmando as afirmacdes de tempo dependéncia para
intensificagc@o dos sinais de toxicidade reprodutiva.

Os tratamentos de curta duracdo podem ser utilizados para demonstrar a ocorréncia
de alteracdes do nimero e da morfologia de espermatozdides, apds a exposi¢do a uma
substancia tdoxica, considerando que durante esse periodo os espermatozdides sofrem o
processo de maturacdo no epidl’dimo.43 Neste trabalho, a produgdo de gametas e a sua
morfologia ndo foram afetadas pelo tratamento nos primeiros 20 dias, considerando que as
proporcdes de gametas normais e anormais foram comparativamente semelhantes entre os
animais dos grupos controle e tratado. No entanto, houve efeito indesejado sobre a qualidade

ao final do tratamento, reafirmando a relagdo tempo/dependéncia.
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6 CONCLUSAO

O extrusado de C papaya, da forma como foi utilizado neste trabalho nédo afetou o
estabelecimento da puberdade, mas, exerceu efeito negativo sobre a qualidade espermaética
reduzindo a motilidade dos espermatozdides e induzindo o surgimento de patologias

espermaticas.
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