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Resumo:

As plantas medicinais sdo uma opgao acessivel para curar ou aliviar enfermidades. No entanto, elas
podem apresentar toxicidade por conta dos seus proprios componentes, por manuseio incorreto ou
altas dosagens. Dentre estas plantas, a Luffa operculata (L.) Cogn (buchinha) é usada popularmente
para tratar os sintomas da sinusite e rinite, além de ser utilizada por conta das suas propriedades
abortivas. Estudos recentes apontam alteragbes testiculares de ratos machos submetidos a infuséo
dessa espécie vegetal em experimentagdo, o que, por sua vez, prejudica diretamente a fertilidade
masculina e, consequentemente, a reprodugao. Contudo, na literatura, sdo escassos os estudos que
investiguem essa correlagéo. Isto posto, o presente artigo teve por objetivo analisar a toxicidade do
extrato aquoso de L. operculata (L.) Cogn (buchinha) sobre aspectos reprodutivos em ratos Wistar
adultos. Para isso, foram empregadas analises histologicas testiculares, avaliagdo da contagem,
morfologia e motilidade dos espermatozoides, além da determinagado do peso corporal e de drgaos
reprodutivos. Embora tenham surgido diferengas estatisticas quanto a contagem, produgéo diaria e
transito dos espermatozoides, a relagdo da buchinha com a salude reprodutiva masculina demanda
analises mais aprofundadas.

Palavras-chave: Saude reprodutiva; Fitoterapia; Cucurbitaceas.

Abstract: The medicinal plants are an accessible option to heal or ease illnesses. However, they
could exhibit toxicity because of their own components, due to improper manipulation or high dosages.
Among these plants, the Luffa operculata (L.) Cogn (buchinha) is popularly used for the treatment of
sinusitis and rhinitis symptoms, in addition to being used because of their abortive purposes. Recent
studies point to alterations of male rats testicles by being submitted to the experimentation of this plant
species infusion, which directly affects male fertility and, therefore, the reproduction. Although, in
literature, the studies that explore this correlation are scarce. With that being said, the present article
had as objective to analyze the toxicity of the L. operculata (L.) Cogn (buchinha) aqueous extract over
the adult Wistar rats reproductive aspects. To achieve that, testicle histological analyzes were applied,
sperm count, morphology and motility evaluation, besides the reproductive organs and body weight
determination. Even though statistical differences in sperm count, daily production and sperm transit, the
correlation of the L. operculata (L.) Cogn with male reproductive health requests deeper analyzes.

Key-words: Reproductive Health; Phytotherapy; Cucurbitaceae.

1. Introdugao

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), plantas
medicinais sdo todas as espécies vegetais utilizadas para fins terapéuticos
-popularmente em chas e infusbes- as quais emergem como uma alternativa ou
complemento ao uso de farmacos sintéticos, constituindo uma fonte terapéutica
acessivel, especialmente em comunidades periféricas, bem como, podem fornecer
compostos que, quando modificados, apresentam maior eficiéncia e menor toxicidade,
além da possibilidade de serem utilizados como protétipos para criagao de farmacos
com atividade simil (Brasil 2011; Turolla & Nascimento 2006). Nesse sentido, quando
manipuladas para obteng¢do de medicamentos ou produtos profilaticos, caracteriza-se
como um fitoterapico, enquanto que, quando ha o isolamento de um composto
bioativo especifico para formagao de drogas, considera-se um fitofarmaco (Cechinel
2020).

Historicamente, é datado o uso de plantas medicinais em diversas civilizagbes da
antiguidade. Na Grécia Antiga, Hipdcrates -considerado pai da medicina- ja detinha o
conhecimento das propriedades terapéuticas das plantas, uma vez que, na obra
intitulada Corpus Hippocraticum, descreveu inumeras drogas vegetais, muitas dessas,
inclusive, seguem sendo usadas na medicina moderna (Monteiro & Barelli 2017). Por
sua vez, no Brasil, os povos indigenas e africanos s&o os responsaveis por difundir o
conhecimento e o cultivo de espécies vegetais com potencial de curar ou aliviar
enfermidades. Posteriormente, tal conhecimento foi absorvido pelos colonizadores
europeus que formaram os primeiros boticarios em territério tupiniquim, baseando-se,



especialmente, na biodiversidade da flora brasileira e nas plantas trazidas da Africa e
Asia (Saad et al. 2018).

llustrando esse cenario, a Luffa operculata (L.) Cogn (buchinha), conhecida como
buchinha, buchinha-do-norte ou cabacinha, € uma planta nativa brasileira pertencente
a familia Cucurbitaceae, apresenta flores de tonalidade amarela escura, seus frutos,
em estagio inicial, sdo pequenos, com protuberancias moles ao amadurecerem e apés
a secagem, esses frutos transformam-se em estruturas fibrosas e sélidas, com uma
tonalidade amarelo claro (Caribé 2008; Revilla 2002). Popularmente, é usada para
tratar os sintomas nasossinusais da rinite e sinusite, através de infusdes de seu fruto
seco em agua que €, posteriormente, administrado por inalagao ou instilado na narina
(Menon-miyake et al. 2005). Ainda que a literatura cientifica a respeito seja incipiente,
e nao haja dados que indiquem seu mecanismo de agao nestas doengas respiratorias,
sua eficiéncia é comprovada e apontada por diferentes artigos (Menon-miyake et al.
2005; Silva et al. 2018; Salviano 1992; Scalia et al. 2015). Além disso, outro uso
popular se da pela propriedade abortiva e de inibi¢cao de fertilidade do cha de seu fruto
seco (Caribé 2008; Aguwa & Mittal 1983).

No entanto, concomitante aos seus beneficios, as plantas medicinais podem
apresentar toxicidade, seja por componentes que as constituem, contaminantes no
preparo ou superdosagens, assim como, reagdes alérgicas ou toxicas (Mendieta et al.
2014; Veiga et al. 2005). Nesse interim, a L. operculata (L.) Cogn, quando usada
incorretamente, esta associada a casos de malformacao fetal, hemorragia vaginal e
Obito de gestantes, ademais, também foi relatado hemorragia nasal em tratamentos
para doengas respiratérias (Lanini et al. 2009; Rodrigues et al. 2011; Barilli et al. 2007;
Mirdé 1995). Embora observadas alteragdes macroscoépicas e microscopicas e redugao
de células de Leydig nos testiculos de ratos submetidos a infusdo dessa espécie
vegetal em experimentacdo, sdo escassas as analises datadas na literatura dos
efeitos do uso da planta em aspectos reprodutivos masculinos (Silva et al. 2018).

Tais aspectos toxicologicos encontrados no sistema reprodutor masculino na
buchinha foram também observados em outras espécies da familia Cucurbitaceae,
entre as quais, foram relatados diminuicdo na contagem de espermatozoides,
motilidade e uma reducdo nos horménios sexuais e capacidade de fertilidade apos
uso do extrato etandlico de Momordia dioica e do extrato hidroalcodlicos do caule e
folha de Ecballium elaterium. (Pusuloori et al. 2017 ; Irisappan & Annamalai 2018).

A vista disso, o presente estudo teve como finalidade avaliar a estrutura dos
testiculos e epididimos, a producéo e qualidade espermatica, bem como, a fertilidade
de ratos Wistar adultos submetidos a infusdo dos frutos secos de L. operculata (L.)
Cogn (buchinha), de modo a elucidar os efeitos da planta sobre parametros
reprodutivos masculinos.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral: Analisar a toxicidade do extrato aquoso dos frutos secos de
Luffa operculata (L.) Cogn em relagdo aos aspectos reprodutivos em ratos Wistar
adultos.

2.2 Objetivos especificos: Mediante o desenvolvimento da pesquisa, os seguintes
parametros foram avaliados a fim de alcangar o objetivo supracitado:

a) peso corporal e dos érgéos reprodutivos;

b) histologia dos testiculos;

C) qualidade espermatica, através da determinagdo no numero, morfologia e
motilidade dos espermatozoides;



d) céalculo da produgao diaria de espermatozoides por testiculo e contagem do
numero e tempo de transito dos espermatozoides no epididimo.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Grupo experimental

Este experimento utilizou os animais de acordo com os principios éticos para o uso
de animais de laboratério descritos pelo COBEA - Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal e as diretrizes estabelecidas pelo CONCEA - Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal, além da avaliagdo do projeto pelo
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA da Universidade Federal da Grande
Dourados, com o protocolo N°17.2021. Foram utilizados 18 ratos machos Wistar
(Rattus norvergicus), em idade reprodutiva (idade inicial de 80 dias), pesando cerca
de 300g, oriundos do Biotério Central da UFGD e mantidos em gaiolas no Biotério
Tecnoldgico da Faculdade de Ciéncias da Saude em condigbes de controle de
temperatura (22°£2°) e iluminagao (ciclo 12h claro/12h escuro), sob dieta sélida e
liquida ad libitum.

3.2 Extrato de Luffa operculata

Os frutos de Luffa operculata foram coletados e identificados pelo bidlogo
responsavel Dr. Ramao Souza de Deus Junior. O extrato foi preparado de acordo com
0 uso popular, a partir dos frutos secos da planta, por infusdo. Em laboratério, 3 frutos
secos foram adicionados a 1.020 mL de agua filtrada em ebulicdo e mantidos em
infusdo por 10 minutos. Posteriormente, a infusdo foi resfriada, filtrada, congelada
(-70° C) e liofilizada, resultando no extrato aquoso, denominado ELO. Esse extrato foi
diluido em soro fisiolégico no momento da administracéo e, posteriormente, utilizado
no experimento que sera descrito a seguir.

3.3 Experimento

Para a realizagao do experimento, foram utilizados 18 ratos, divididos em 3 grupos,
contendo 6 ratos cada grupo, entre os quais, elenca-se: o grupo TLO, tratados com
ELO; o grupo Naive, que nao recebeu tratamento, e, por fim, o grupo Controle, que
recebeu apenas soro fisiolégico. O extrato obtido foi diluido em soro fisiolégico e
administrado em 1 mg/kg, dose estabelecida pela literatura (Alves et al. 2018), por
gavagem, durante cinco dias consecutivos, para os animais do grupo TLO, enquanto
que, os outros grupos receberam tratamentos distintos, conforme exemplificado.
Todos os ratos foram pesados durante os cinco dias de experimento.

Concluido o experimento, os animais foram eutanasiados e, posteriormente,
decapitados. Esse método se faz necessario uma vez que o sangue foi colhido dos
vasos cervicais rompidos para a realizagao de ensaios hormonais posteriores como
parte do projeto ao qual esse artigo esta inserido.

Foi coletada a cauda do epididimo esquerdo para obtencdo de espermatozoides e
analise morfolégica. A regido da cabeca/corpo do epididimo esquerdo, juntamente
com o testiculo direito, foi congelada a -20°C para contagem espermatica e
determinacao do tempo de transito. O testiculo esquerdo foi reservado para avaliagao
histologica. Além disso, realizou-se a pesagem dos 6rgaos reprodutivos, com o auxilio
de uma balanca analitica, entre os quais: testiculo, epididimo, préstata e vesicula



seminal cheia e vazia.

3.4 Coleta dos 6rgaos para histologia

O testiculo retirado teve sua tunica albuginea seccionada nos polos utilizando uma
tesoura cirurgica pequena. Em seguida, foi imerso na solugéo fixadora de ALFAC,
composta de alcool 80-85%, formaldeido 10% e acido acético glacial 5%, seguindo o
protocolo descrito por Russell et al. (1990). Os tecidos foram submetidos a
processamento histolégico, incluidos em parafina e cortados em segbes de Sum.
Essas secdes foram coradas com hematoxilina e eosina para a analise histologica.

3.5 Avaliagao histolégica

Foi conduzida uma analise histolégica mediante a avaliagdo de 100 cortes de
tubulos seminiferos. Foram examinados o estado do epitélio, o conteudo da luz e o
intersticio dos testiculos, categorizando anormalidades morfolégicas do 6rgao
conforme as especificagdes para estudos toxicolégicos (Foley 2001). Os tubulos foram
considerados irregulares se exibissem caracteristicas como células acidofilas, células
multinucleadas, espermatides retidas, degeneragao de tipos celulares, vacuolizagéao
do epitélio ou esfoliacdo celular na luz. Adicionalmente, o aspecto do intersticio
testicular foi qualitativamente avaliado utilizando um microscépio de luz Leica® em
ampliacdes de 100X, 200X e 400X.

3.6 Calculo da producgao diaria de espermatozoides por testiculo e contagem
do numero e tempo de transito dos espermatozoides no epididimo

Os testiculos direitos, apds serem descapsulados e centrifugados, foram
congelados até o dia da homogeneizagao, seguindo o método de Robb et al. (1978)
com ajustes. O tecido testicular foi descongelado e homogeneizado em solugédo STM
de acordo com o peso do parénquima, realizando duas sessdes de homogeneizagéo
de 15 segundos cada, separadas por um intervalo de 30 segundos em gelo. Em
seguida, o tecido foi sonificado por 30 segundos. Apoés uma dilui¢do de 10 vezes, uma
amostra foi transferida para uma camara de Neubauer (4 campos por animal) para
contar espermatides maduras. Para calcular a produgao diaria de espermatozoides
(PDE), o numero de espermatides foi dividido por 6,1, que representa o numero de
dias do ciclo em que essas espermatides estdo presentes no epitélio seminifero. De
forma similar, as por¢cdes de cabecga/corpo e cauda do epididimo foram cortadas em
fragmentos pequenos usando uma tesoura e homogeneizadas de acordo com o
mesmo protocolo utilizado para os testiculos. O tempo de transito dos
espermatozoides através do epididimo foi calculado dividindo o numero de
espermatozoides em cada porg¢ao pela PDE.

3.7 Motilidade espermatica

Foi realizada a avaliagdo da motilidade utilizando espermatozoides da cauda
epididimaria, sendo esses suspensos em meio HTF (Human Tubal Fluid). Uma
aliquota de 10 uL foi colocada em uma camara de Makler (Irvine, Israel) e examinada
sob microscopio de luz com um aumento de 400X. Analisou-se 100 espermatozoides
por animal, categorizando sua motilidade da seguinte forma: Tipo A para
espermatozoides médveis com movimento progressivo, Tipo B para espermatozoides
moveis com movimento nao progressivo e Tipo C para espermatozoides imoveis.



3.8 Morfologia espermatica

Para esse fim, 100ul de solugao contendo espermatozoides da cauda epididimaria
foram transferidos para 900 pl de uma solugdo de formol a 10%. Posteriormente,
foram feitos esfregagos em laminas histolégicas, as quais foram deixadas secar ao ar
livre durante 90 minutos. Apds esse periodo, os esfregacos foram observados
utilizando um microscépio de contraste de fase com aumento de 400x (Seed et al.
1996). Foram analisados 200 espermatozoides por animal, e as anormalidades
morfoldgicas encontradas foram classificadas em duas categorias: a) anormalidades
de cabeca (incluindo auséncia de curvatura e isoladas) e b) anormalidades de cauda
(enrolada, quebrada e isolada) (Filler 1993).

3.9 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e posteriormente os
grupos TLO e Naive foram comparados ao grupo Controle pelo teste de Dunnett. O
nivel de significaAncia para as analises foi fixado em p<0,05. O software GraphPad
Prism 8 foi utilizado para realizacdo de todas as analises.

4. Resultados e Discussao

A L. operculata (L.) Cogn tem sido objeto de investigagdo no que diz respeito a
utilizacdo de sua infusdo para fins abortivos, bem como possiveis complicagcdes em
gestantes (Revilla 2002). No entanto, ha uma auséncia de informagdes documentadas
sobre os possiveis impactos da Luffa operculata no funcionamento e na saude do
sistema reprodutor dos individuos do sexo masculino. O presente estudo assume uma
posicdo pioneira ao realizar avaliagbes abrangentes de alguns parametros
reprodutivos, objetivando uma avaliacdo mais profunda da toxicidade reprodutiva em
machos.

A avaliacdo do efeito toxico de plantas é realizada por meio da observacédo de
alteragdes no peso de orgdaos dos animais, incluindo, os 6rgaos reprodutores,
principalmente quando relacionada a avaliagdo da toxicidade reprodutiva. No sistema
reprodutor masculino, a redug¢do do peso desses 6rgdos, como os testiculos,
epididimos e vesicula seminal, que pode estar associada a diminuicao da fertilidade, é
considerada um critério essencial para a identificagcao de substancias toxicas. Essas
alteragdes podem, junto com outros fatores associados, indicar a presenca de
exposi¢cao a agentes toxicos e interferir na atividade reprodutiva (Reboredo et al. 2007;
Silva 2017).



Tabela 1. Peso corporal final dos ratos e peso dos 6rgaos reprodutivos.

Parametros TLO Controle Naive
Peso final (g) 355,90+11,18 361,145,76 380,516,44
Préstata ventral (mg) 361,90+51,20 389+64,06 265,3+49,50
Préstata ventral relativa (mg/100g) 98,73+14,24 106,20+17,64 69,44+12,35
Testiculo (g) 1,42+0,03 1,50+0,06 1,44+0,07
Testiculo relativo (mg/100g) 384,7049,15 409,90420,21 377,00+13,85
Epididimo (mg) 238,3+48,57 169,5+5,75 190,5+9,70
Epididimo relativo (mg/100g) 64,61+13,04 46,32+1,54 50,03+2,19
Vesicula seminal cheia (g) 1,124+0,09 0,97+0,05 1,131£0,10
Vesicula seminal cheia relativa 330,30£24,13 265,40+16,45 296,20+24,41
(mg/100g)
Vesicula seminal vazia (mg) 623,3+56,76 526,4+19,98 617,8+57,72
Vesicula seminal vazia relativa 169,00£14,90 144,1046,57 161,90£13,75

(mg/100g)

Valores expressos como média * desvio padrao da média, p > 0,05. Teste de analise da variancia -
ANOVA com Dunnet a posteriori.

O presente estudo nao verificou diferengas no peso corporal final entre os grupos do
experimento, com todos valores p>0,05 pela analise estatistica, conforme exibido na
Tabela 1, indicando que o tratamento com o extrato de L.operculata (L.) Cogn pelo
tempo estabelecido neste estudo, ndo exerce influéncia sobre a massa corporea e nao
apresenta capacidade de atuar como inibidor de apetite. Além disso, também n&o
foram observadas diferengas significativas entre os pesos dos 6rgaos reprodutivos
entre os animais do grupo TLO com os demais grupos. No entanto, os achados deste
estudo n&o estdo em concordancia com os resultados de Alves et al. (2018), mesmo
utilizando a mesma dosagem e tempo de administragcdo, os quais demonstraram em
sua pesquisa efeitos positivos quanto a toxicidade da Luffa operculata (L.) Cogn sobre
o0 peso testicular e o peso relativo dos animais tratados, evidenciando aumentos
significativos em comparagao com o grupo controle.

Mesmo com os resultados anteriores, foi observada uma redugdao na contagem
espermatica testicular, tanto em relagao a producao diaria de espermatozoides quanto
a contagem de espermatides maduras, quando comparados aos grupos nao expostos
ao extrato de L. operculata (Tabela 2). Entretanto, no que diz respeito a contagem
epididimaria, apesar de uma reducgao significativa ter sido observada na regiao da
cabeca/corpo, o transito diario de espermatozoides ndao demonstrou alteragcdo. Por
outro lado, na regido da cauda epididimaria, observou-se uma diminui¢ao na contagem
de espermatozoides, o que consequentemente influenciou o transito espermatico nessa
parte do 6rgao, sendo este mais elevado nos ratos submetidos ao tratamento com
ELO, o que pode ocasionar problemas a integridade e funcionalidade dos
espermatozoides por meio da exposicado prolongada a condi¢gdes desfavoraveis, bem
como aumento de oxidacao e estresse oxidativo.



Tabela 2. Avaliacao da producdo diaria de espermatozoides e transito espermatico diario.

Parametros TLO Controle Naive

Contagem espermatica testicular
Espermatides maduras

82,1315,47AB 148,8+6,49 135,3+7,89
(x10%/test)
Espermatides maduras 50,68+8,80AB 125,30+13,46 149,10+39,73
(x10%/gltest)
Produgio espermatica
(x10%/test/ diario) 13,46+0,90AB 24,39+1,06 22,18+1,29
Producdo espermatica
(x10%/test/g/diario) 9,78+1.46AB 20,54+2,21 24,44+6,51
Contagem de espermatozoides

epididimarios

Cabecga/corpo
Numero de espermatozoides 67,5117,83AB 113,9046,09 140,30+17,36
(x10%/6rgao)
Transito espermatico (dias) 5,21+0.86 4.67+0,17 6,68+1,35
Cauda
Numero de espermatozoides 150,60£10,25AB 198,30£10,01 246,10+14,85
(x108/6rgéo)
Transito espermatico (dias) 12,22+1,67AB 8,26+0,67 09,39+1.23

Valores expressos como média + desvio padrao da média, A = p < 0,05 comparado ao grupo Controle. B =
p < 0,05 comparado ao grupo Naive. Teste de analise da variancia - ANOVA com Dunnet a posteriori.

Segundo Dua e Vaidya (1996), uma diminuicdo na contagem de espermatozoides
pode afetar significativamente a qualidade da composi¢do seminal, ndo apenas pela
quantidade, mas também interferindo em sua morfologia e motilidade. Ademais,
embora os pesos dos 6rgdos nao tenham apresentado alteragdes, a possibilidade de
danos nos gametas ndo podem ser descartadas, o que torna necessario analises
morfoldgicas e funcionais, por meio da relagéo estrutura-fungéo associada a contagem
espermatica.

Da mesma forma, uma producdo diaria mais rapida pode resultar em
espermatozoides imaturos e de qualidade inferior, levando a uma seleg¢ao inadequada,
permitindo que aqueles com problemas genéticos ou morfologicos sejam ejaculados.
Por outro lado, uma produgéo mais lenta, conforme evidenciado pelos resultados dessa
pesquisa, pode resultar em uma contagem espermatica reduzida, igualmente
demonstrada nesses resultados, sendo essas variaveis possivelmente influenciadas
por ma formacdo dos tubulos seminiferos uma vez que sao intrinsecamente
relacionadas pela formacdo de espermatides imaturas, acarretando também em
dificuldades funcionais e morfolégicas (Dallegrave 2003).
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Figura 1. Motilidade espermatica.Valores expressos como mediana (1° quartil -3° quartil), p > 0,05.
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Independentemente da Tabela 2, as analises graficas da Figura 1 mostram que nao
houve diferengas na motilidade espermatica do grupo de ratos tratados com ELO e os
grupos de ratos nao tratados ou tratados apenas com soro. Logo, embora constatado
uma diminuicdo numeérica, a capacidade de movimento dos espermatozoides foi
preservada.

Tabela 3. Avaliagdo das caracteristicas morfolégicas dos espermatozoides.

Parametros TLO Controle Naive

espermatozoides normais (%) 96,00 105,00 107,00
(82,75-106,50) (98,75-108,00) (98,25-114,80)

espermatozoides anormais (%)

Anomalias de cabeca 4,00 2,00 2,00

(2,23-8,25) (0,75-3,50) (0,00-3,00)

Anomalias da cauda 93,50 100,50 92,50
(88,75-100,00) (90,50-114,00) (89,25-99,25)

Gota citoplasmatica 136,00 58,50 78,00
(92,25-161,00) (49,75-89,50) (53,75-120,30)

Valores expressos como mediana (1° quartil -3° quartil), p > 0,05. Teste de analise da variancia - ANOVA
com Dunnet a posteriori.

Os dados da Tabela 3 n&o exibiram alteragbes significativas para nenhum dos
grupos, em relagdo a analise morfologica, ou seja, assumindo que as estruturas fisicas
dos espermatozoides avaliados nao foram afetados pela exposicdo ao extrato aquoso



de L. operculata (L.) Cogn, seja por meio de anomalias de cabega, cauda ou pela
presenca de gotas citoplasmaticas, que poderiam causar dificuldades na
movimentagcao desses espermatozoides. Esse resultado era esperado em decorréncia
do curto periodo de tratamento, ndo sendo o necessario para completar um ciclo
espermatico, que dura em média 54 a 56 dias em ratos Wistar, tempo necessario para
formagao das espermatogbnias e liberacdo dos espermatozoides maduros. Além
disso, conforme Fernandez et al. (2008), existe uma maior probabilidade de
comprometimento a motilidade e a morfologia dos espermatozoides quando ha uma
reducdo no tempo de transito dos espermatozoides. No caso deste estudo, foi
observado um aumento no tempo de transito, reforgcando essa afirmacéo.

Outras plantas da familia Cucurbitaceae, mesma familia da planta em estudo,
também foram objeto de pesquisas sobre sua toxicidade, revelando redugdes na
contagem espermatica, producdo diaria e aumento do transito de espermatozoides,
porém com impactos na motilidade e morfologia espermatica. Por exemplo, o estudo de
Pusuloori et al. (2017) que examinou o extrato etandlico de Momordica dioica,
demonstrou resultados semelhantes para a contagem espermatica, no entanto, eles
também observaram diferengcas nos aspectos morfolégicos e funcionais, indo em
desacordo com os achados deste trabalho. Da mesma forma, a pesquisa de Irisappan
e Annamalai (2018) com o extrato hidroalcoolico do caule e folha de Ecballium
elaterium, mostrou resultados parcialmente divergentes em relagdo aos encontrados
neste trabalho, uma vez que os autores relataram redugdo ndo somente na contagem
espermatica mas também na motilidade dos ratos tratados com extrato.

Uma contagem espermatica baixa, ainda que sem anormalidades na morfologia e
motilidade, pode estar associada a disfungdes testiculares, indicando problemas na
producdo e maturacdo dos espermatozoides, que se refletem pela alteracdo da
estrutura dos tubulos seminiferos, afetando as células germinativas e sua organizagao,
principalmente quando ha presenga excessiva de células acidofilas, vacuolizadas,
multinucleadas, entre outras (Carvalho 2009). Diante disso, sdo necessarias analises
histolégicas dos testiculos para garantir a integridade dos tecidos e a influéncia dessa
variavel em outros parametros.

Tabela 4. Analise histologica dos testiculos.

Parametros TLO Controle Naive

Células normais 82,00 77,00 87,00
(75,50-88,50) (68,00-87,50) (76,00-87,00)

Células acidofilas 13,00 11,00 11,00
(8,00-15,50) (6,60-19,00) (8,00-11,50)

Células com vacuolizagido 5,00 7,00 6,00
(3,50-9,00) (2,75-12,75) (3,00-12,50)

Valores expressos como mediana (1° quartil -3° quartil), p > 0,05. Teste de analise da variancia - ANOVA
com Dunnet a posteriori.



Figura 2. Microscopia histologica testicular dos grupos experimentais. Aumento de 400x.

Neste estudo, ndo foram identificadas anormalidades na histologia de nenhum dos
grupos experimentais, conforme demonstrado na Tabela 4 e Figura 2. Nao se constatou
aumento de células acidofilas ou presenga de vacuolizagdes, os achados histoldgicos
quando encontrados sugerem potencial morte celular das células germinativas e
susceptibilidade a alteragdes derivadas da exposigdo a niveis elevados de agentes
toxicos. Esses achados contrastam com os resultados obtidos por Alves et al. (2018),
cujo estudo evidenciou alteracbes de natureza significativa, tanto em nivel
macroscopico quanto microscopico na estrutura tecidual dos testiculos dos ratos
tratados com extrato, onde houve uma diminuicdo do parénquima dos tubulos
seminiferos dos ratos que receberam o extrato de L.operculata (L.) Cogn.

5. Conclusao

Apesar dos resultados terem mostrado uma redugdo na contagem e produgéo
espermatica, bem como aumento do transito diario, ndo é possivel afirmar que o
extrato aquoso de L.operculata (L.) Cogn promova algum efeito deletério na fertilidade
masculina. Diante da lacuna de informagdes substanciais em relacdo ao sistema
reprodutor masculino, fica evidente a necessidade de futuras pesquisas que se
dediquem a avaliar de maneira prolongada os efeitos deletérios potenciais desta planta.
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