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RESUMO

O calor aplicado diretamente sobre o testiculo tem fornecido novas informagdes sobre os
mecanismos desencadeadores dos danos a espermatogénese. A casca da noz pecd [Carya
illinoensis (Wangenh) K. Koch] é um sub-produto de origem vegetal de baixo custo e com
elevado potencial antioxidante, constituida por polifendis, taninos condensados, substancias
flavondides e proantocianinas. O objetivo deste trabalho foi verificar se o cha de noz-pecé
apresenta efeito preventivo e/ou restaurador contra as acOes deletérias produzidas pelo calor
no parénquima testicular, assim como avaliar a capacidade deste em acelerar a recuperacao do
processo espermatogénico. Foram utilizados 45 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus, var.
albinus) divididos em trés grupos: G1- choque térmico, G2 - cha de noz-pecad pré-choque
térmico e G3 - cha de noz-peca pré e pos-choque térmico. Os animais foram avaliados aos 15,
30 e 60 dias pds-choque térmico quanto as alteracdes histopatoldgicas e histomorfométricas
dos testiculos, assim como, determinou-se niveis plasmaticos de testosterona. Parametros de
estresse oxidativo (EO) foram avaliados no homogenato de testiculo através da peroxidagao
lipidica (LPO), medida por meio da formacdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS). Grupo carbonil, glutationa reduzida (GSH), niveis de vitamina C (VIT C),
atividade da catalase e contetdo proteico também foram determinados. Neste trabalho foi
constatada tendéncia de recuperacdo do peso testicular dos animais dos grupos G2 e G3 aos
30 e 60 dias. O peso epididiméario dos animais do grupo G3, aos 15 e 30 dias apresentou uma
melhora significativa em relagdo aos grupos G1 e G2. Os pesos da préstata e vesicula seminal
em G2 e G3 aumentaram em relacdo ao grupo G1, aos 30 dias. A administracdo do cha da
casca de noz-pecd preveniu a reducdo do volume total de células de Leydig no periodo de 30
dias pos-injuria. O volume total de tubulos seminiferos foi recuperado mais rapidamente nos
grupos G2 e G3 aos 30 dias do que o grupo G1. O volume de epitélio seminifero seguiu o
mesmo padrdo do tubulo seminifero, porém aos 60 dias. No tocante a tlnica prépria e vasos
sanguineos, 0s animais tratados com cha tiveram reducdo volumétrica neste parametro aos 60
dias. O comprimento total dos tGbulos seminiferos foi preservado nos animais que fizeram
uso continuo do cha de noz-pecd. Os niveis plasmaticos de testosterona foram mantidos aos
15 dias nos grupos G2 e G3, e posteriormente notou-se tendéncia de diminuigdo destes niveis
aos 30 e 60 dias. Por outro lado, os niveis plasmaticos de testosterona nos animais do grupo
G1 aumentaram gradativamente dos 15 aos 60 dias. De acordo com o0s achados
histopatoldgicos, constatou-se que a administracdo prévia de cha de noz-pecd ao insulto
térmico proporcionou uma melhor qualidade na recuperacdo do processo espermatogénico aos
30 e 60 dias. O tratamento com cha de noz-peca foi capaz de prevenir o aumento do TBARS e
diminuicdo do GHS nos testiculos. Nao houve diferenca significativa nos niveis de VIT C,
grupos carbonil, atividade da catalase e no contetido protéico dos testiculos dos animais. Os
resultados obtidos demonstraram que o tratamento com cha da casca de noz-pecd, tanto
administrado previamente aos animais como depois da injuria térmica testicular apresentaram
efeitos preventivos e restauradores da espermatogénese.

Palavras-chave: Carya illinoensis. Noz-pecd. Espermatogénese. Estresse Oxidativo.
Antioxidante.



ABSTRACT

The directly heat applied on the testis has given new information about the mechanisms
triggers of spermatogenesis damages. Pecan nut shell [Carya illinoensis (Wangenh) K. Koch],
Is a vegetal by-product with low cost and elevated antioxidant potential and therefore can be
considered a promissory substance, because it is rich in polifenols, condensed tannins,
flavonoids substances and proanthocyanidis. The aim of this study was to verify whether the
pecan nut tea has been protective effects against deleterious actions, produced by heat in the
testicular parenchyma and its capacity to accelerate the spermatogenesis recovery process.
Forty-five male Wistar rats (Rattus norvegicus, var. albinus) were used and divided in three
groups. The testicular heat shock (HS) were been applied in all animals. The first one group
G1 hadn’t received pecan nut tea on its diet; the second G2, only received the cited tea before
(HS) and the third group G3 received the pecan nut tea before and after HS. The animals were
evaluated on 15, 30 and 60 days after heat shock according to histopathological and
histometrical testis alterations as well plasmatic testosterone. The occurrence of oxidative
stress (OS) was observed through the determination of lipid peroxidation (LP), measured by
the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). Carbonil group, reduced glutathione
(GSH), vitamin C levels, catalase activity and protein content in testis were evaluated. In this
work was observed a recover of testis weight recover in animals belong to G1 and G2 groups
at 30 and 60 days. The epididymal weight of G3, at 15 and 30 days showed an improvement
when related with G1 and G2 groups. The prostate and seminal gland weight in G2 and G3
had an improvement in weight when compared with G1 group, at 30 day. The pecan nut tea
prevented a total Leydig cell volume reduction at 30 day post thermal injury. The total
volume of seminiferous tubules was quickly recovered on G2 and G3 groups at 30 days than
G1 group. The seminiferous tubule volume followed the same pattern of seminiferous tubule.
Regarding to tunica propria and blood vessel, animals treated with pecan nut tea had a
reduction of this parameter at 60 days. The total length of seminiferous tubules was
maintained in animals that took continuously pecan nut tea. The plasmatic levels of
testosterone were maintained at 15 days in G2 and G3 groups, and after that was noted a
lower testosterone levels tendency at 30 and 60 days. By the other side, testosterone levels in
animals of G1 group become higher gradually at 15 until 60 days. According to
histopathological findings was noted that prior administration of pecan nut tea, before heat
shock had better effect on recovery of spermatogenic process at 30 and 60 days. The
treatment with pecan nut tea was able to prevent the TBARS increase and GSH depletion in
testis. There weren’t significative changes on the plasmatic vitamin C levels, carbonil groups,
catalase activity and protein content in the testis of animals.

Keywords: Carya illinoensis. Pecan Nut. Spermatogenesis. Oxidative Stress. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

Muitos estudos tém demonstrado uma relacdo inversa entre o consumo de frutas,
vegetais e cereais com a incidéncia de doengas cardiovasculares, cancer, aterosclerose e
doencas inflamatdrias. Essas doencas estdo associadas a oxidacdo dos sistemas biologicos,
que envolvem a geracdo e reacdo em cadeia de Espécies Reativas do Oxigénio (ERO) no
organismo, e que desempenham papel chave no surgimento destas patologias. Essas ERO sdo
responsaveis por alteragdes em alguns componentes celulares podendo desencadear reagdes
em cadeia nos acidos graxos da membrana lipoprotéica, afetando sua integridade estrutural e
funcional (RICE-EVANS et al., 1997; SCALBERT e WILLIAMSON, 2000).

Todos os tecidos sdo susceptiveis a danos pelo calor. Contudo, os testiculos séo
diferentes, uma vez que eles sdo danificados pela exposicdo de temperaturas normalmente
encontradas dentro do abdémen. Embora estes se originem dentro da cavidade abdominal, em
alguns mamiferos sua migracdo para o escroto sé ocorre durante o desenvolvimento fetal ou
neonatal (SETCHELL, 1998).

Segundo Lasota et al. (2004), os espermatozéides dos mamiferos tém uma alta
concentracdo de acidos graxos poliinsaturados em sua membrana, além de apresentarem uma
baixa concentracdo de enzimas antioxidantes em seu citoplasma. Estas caracteristicas 0s
tornam particularmente sensiveis aos efeitos das ERO. N&o obstante, niveis de peroxidacédo
lipidica também estdo significativamente aumentados antes da descida dos testiculos para a
bolsa escrotal em ratos (PELTOLA et al., 2005).

Estudos demonstraram que em casos de temperatura elevada, os mecanismos
fisiologicos de termorregulagdo ndo sdo suficientes para manter a temperatura da gbénada
masculina, determinando sua degeneracdo (FLORENTINO et al., 2003).

O calor aplicado diretamente sobre o testiculo tem fornecido novas informagdes sobre
0s mecanismos desencadeadores dos danos a espermatogénese e de tratamentos que podem
prevenir os danos testiculares através do blogueio da apoptose (SETCHELL, 2006).

As células germinativas testiculares sdo vulneraveis ao estresse térmico e sofrem
apoptose em resposta a temperaturas supra-escrotais. A proteina supressora de gene tumoral
(p53) é um potente mediador bioquimico da apoptose induzida pelo choque térmico
(KUMAGAI et al., 2002). Segundo relatos de Yin et al. (1997), verificou-se apoptose em
espermatides e espermatocitos de testiculos de ratos e camundongos expostos a temperaturas

elevadas.
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Nesse contexto, ainda pouco se sabe a respeito do efeito que o estresse térmico
testicular acarreta no organismo como um todo, considerando-se, particularmente, o
metabolismo oxidativo, com branda ou consideravel producdo de substancias reativas que
venham a comprometer a higidez dos animais (FLORENTINO et al., 2003; SANTOS e
SIMPLICIO, 2000; XAVIER, 2007).

Antioxidantes podem ser definidos como substancias que, quando presentes em
baixas concentracbes comparados a do substrato oxidavel (&cidos graxos poli-insaturados,
proteinas, carboidratos ou DNA), podem retardar ou inibir a oxidacdo de lipideos ou outras
moléculas de maneira eficaz (BIANCHI e ANTUNES, 1999; ZHEG e WANG, 2001).

Alimentos de origem vegetais como as frutas, e ainda os temperos e as especiarias tém
sido estudados como fonte de antioxidantes naturais (DIMITRIOS, 2006; KORNSTEINER, et
al., 2006). Apesar de o grande numero de trabalhos realizados, muitos alimentos ainda néo
foram estudados, principalmente quando se trata de plantas de cultivo e consumo limitado em
determinada regido, que ndo sdo conhecidas por grande parte da populagdo. Desta forma, a
avaliacdo de alimentos populares e tradicionais pode oferecer muitos beneficios para
promocdo da satude humana (PRADO, 2008).

Entre os alimentos tradicionalmente utilizados, as nozes tém sido recomendadas na
dieta em funcdo de apresentar efeitos benéficos a saude. A noz-pecd [Carya illinoensis
(Wangenh) K. Koch], pertence a familia Juglandaceae, e é originaria do sul dos Estados
Unidos da América e norte do México (HANACOCK, 1997). No Brasil, o0 Género Carya,
conhecido como nogueira-pecd, se desenvolve e é comercializada principalmente no Estado
do Rio Grande do Sul (JOLY, 1993).

A noz-pecd apresenta baixo conteddo de acidos graxos saturados, e indices elevados
de &cidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados (ORO et al., 2008). Além disso,
apresenta em sua composicdo moléculas bioativas, como esterois, tocoferdis, compostos
fenolicos e taninos condensados. Estes compostos apresentam comprovada atividade
antioxidante, pois estabilizam e sequestram radicais livres (HUDTHAGOSOL, 2011;
KORNSTEINER, WAGNER e ELMADFA, 2006; KRIS-ETHERTON et al., 1999; MALIK,
et al., 2009).

Segundo Worley (1994), o processamento da noz-pecd resulta na obtencdo de um
volume relativamente elevado de casca (40 a 50%), um subproduto industrial de cor
avermelhada. Essas cascas vém sendo utilizadas pela populagdo do sul do Brasil na forma de
cha para auxiliar no tratamento de varias patologias. Seus possiveis efeitos benéficos podem

estar relacionados a presenca de substancias com agdo antioxidante. No entanto, os dados
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referentes a composicdo e atividade antioxidante, ainda sdo escassos (PRADO, 2008;
PRADOQO, et al. 2009).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 METABOLISMO OXIDATIVO

O estresse oxidativo € verificado por um desequilibrio entre a producdo de radicais
livres e as defesas antioxidantes. Isso pode ocorrer por aumento excessivo na primeira,
diminuicdo da segunda e/ou ambos. Os principais radicais livres sdo: superoxido, hidroxil,
oxigénio singlete e ainda o perdxido de hidrogénio, que embora ndo seja um radical livre, é
considerado uma espécie reativa de oxigénio (FERREIRA, 1997).

As EROs desempenham um papel fisiolégico muito importante, atuando na
detoxificacdo e também na sinalizacdo celular. Entretanto, quando sua producgdo excede, elas
acabam gerando uma série de danos, verificados por meio da peroxidacdo aos lipideos,
alteracdo na estrutura das proteinas e danos ao DNA (THOMAS, 2000).

2.1.1 Espécies reativas do oxigénio

Muitos estudos tém demonstrado que a incidéncia de doengas cardiovasculares,
alguns tipos de cancer, arterosclerose e doencas inflamatdrias estdo associadas a producéo de
Espeécies Reativas do Oxigénio (EROs) (PRADO, 2008).

As EROs sdo moléculas que contém um elétron isolado (ndo pareado) em sua Ultima
camada eletrdnica, constituindo espécies instaveis, com meia vida curta e extremamente
reativas (BIANCHI e ANTUNES, 1999; JORDAO JUNIOR, et al., 1998; THOMAS, 2000).
As ERO podem ser geradas no citoplasma, na membrana plasmatica (BIANCHI e
ANTUNES, 1999) ou na cadeia transportadora de elétrons da membrana mitocondrial durante
o0 processo de fosforilacdo oxidativa (BEATTIE, 2003). Espécies toxicas de oxigénio também

sdo formadas nos peroxissomos pelo sistema citocromo P450 (BEATTI, 2003).
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Essas ERO séo capazes de danificar as estruturas do DNA, carboidratos, lipidios,
proteinas e componentes celulares, podendo desencadear rea¢des em cadeia nos acidos graxos
da membrana lipoprotéica, e afetar sua integridade estrutural e funcional (RICE-EVANS et
al., 1997; SCALBERT e WILLIAMSON, 2000; THOMAS, 2000).

Segundo Ferreira e Matsubara (1997), radical livre ndo é o termo ideal para designar
0S agentes reativos patogénicos, visto que alguns deles ndo apresentam elétrons
desemparelhados em sua Ultima camada. Como na sua maioria esses agentes sdo derivados do
oxigénio, € mais indicado utilizar o termo Espécie Reativa do Oxigénio (ERO).

No metabolismo normal, além de ERO, também sdo sintetizadas espécies derivadas do
nitrogénio (ERN) como: o 6xido nitrico (NO"), o didxido de nitrogénio (NO;) e o peroxinitrio
(ONOO); espécies derivados do cloro, como o acido hipocloroso (HOCI), o cloreto de nitrila
(NO,CI), as cloroaminas e as espécies derivadas do enxofre, como os radicais tiilas (-RS)
(VASCONCELOS, 2007). A presenca de metais como o Fe, o Cu e Mn, é requerida para
catalisar as reacOes oxidativas dos lipideos, sendo a catéalise facilitada pela temperatura,
pressdo, luz e concentracao de oxigénio (VALENZUELA e NIETO, 2001).

Quando o radical livre de oxigénio ataca uma molécula de acido graxo insaturado, esta
se converte em um radical livre de alta reatividade que pode ser atacado pelo oxigénio
molecular gerando diferentes tipos de produtos intermediarios, como peroxidos, alcoxidos,
epoxidos, entre outros compostos (GORDON, 2001). Estes produtos possuem propriedades
radicalares que ao se estabilizarem subtraem hidrogénios de acidos graxos, transformando-os
em radicais livres de acidos graxos. Esta etapa, chamada de propagacdo, € um processo
autocatalitico que ndo requer a participacdo dos radicais livres de oxigénio da etapa de
iniciacdo. Durante a propagacdo, a formacao de peroxidos adquire velocidade, acompanhada
pelo consumo elevado de oxigénio causando grandes modificagcdes estruturais no lipidio
(VALENZUELA e NIETO, 2001).

Embora muitas das vezes as ERO sejam responsaveis por lipoperoxidacdo das
membranas celulares, conforme Scneider e Oliveira (2004) sabe-se que estes agentes sdo de
extrema utilidade nos processos vitais de fagocitose e de desintoxicagdo. Metabolito como o
oxido nitrico, por exemplo, é conhecido como um regulador da atividade de fatores de
transcricao e outros determinantes da expressdo génica.

Citocinas, fatores de crescimento e hormdnios neurotransmissores usam as ERO
como mensageiros intracelulares secundarios (BRENNEISEN, et al., 2005; NORDBERG e
ARNER, 2001).

No tocante as espécies reativas do oxigénio, o radical superoxido é produzido nas
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mitocdndrias, microssomas e peroxisomas. Também é gerado através de enzimas como a
xantina oxidase e NADPH oxidase (NORDBERG e ARNER, 2001; VASCONCELOS, et al.,
2007). Em decorréncia de sua baixa reatividade molecular, atua apenas no local de formacao,
pois ndo tem a capacidade de penetrar em membranas lipidicas (NORDBERG e ARNER,
2001). Entretanto, de acordo com Andrade Junior (2005), as reacdes desencadeadas pelo
superoxido podem gerar radicais hidroxilas e peroxil que em meio acido podem formar
perdxido de hidrogénio.

O peroxido de hidrogénio embora nao seja considerado uma ERO, ele é um agente
oxidante e redutor fraco capaz de penetrar nas membranas lipidicas e iniciar o processo de
peroxidacéo lipidica (NORDBERG e ARNER, 2001).

O radical hidroxila é o mais reativo dos intermediarios. Esta ERO pode reagir com
aminoéacidos, fosfolipideos, acido desoxirribonucléico (DNA), acido ribonucléico (RNA) e
com &cidos organicos, 0 que pode ocasionar mutacdo ou inativacdo do DNA, inativacdo de
proteinas ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto, assim como pode iniciar
a oxidacdo de 4cidos graxos poliinsaturados das membranas celulares ocasionando
lipoperoxidacdo (FERREIRA e MATSURABA, 1997; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004;
VASCONCELOS et al., 2007).

Outras ERO incluem o oxigénio singlete e 0 0zénio que podem levar a peroxidacao
dos lipideos. Acrescenta-se a este Ultimo o forte poder oxidativo de proteinas e DNA
(VASCONCELOS et al., 2007).

De maneira geral, as ERO podem reagir e causar danos a todas as classes de
moléculas bioldgicas (VOET et al., 2000). A extensdo desse dano depende ndo somente da
natureza e da quantidade de ERO, mas tambeém do momento e da duragdo da exposicao,
associado aos fatores extracelulares como temperatura, tensdo de oxigénio e ambiente
(ARGAWAL et al., 2003).

Dentre os constituintes celulares e extracelulares mais afetados estdo os &cidos
graxos poliinsaturados das membranas celulares. Os fosfolipidios presentes nas membranas
plasméticas e nas organelas estdo sujeitos a peroxidagdo com consequente formacdo de
hidroperdxidos. Estes por sua vez, ddo origem a compostos citotoxicos, como aldeidos, entre
eles o hidroxinonenal e o0 malondialdeido (BEATTIE 2003; CHIHUAILAF, CONTRERAS e
WITTWER, 2002).

Recentemente mostrou-se que, em resposta ao estresse térmico, a degeneragdo das
células germinativas ocorre através da morte celular programada (apoptose) caracterizada pela
fragmentacdo de DNA (BILLING et al., 1995; MIEUSSET et al., 1995; TAPANAINEM et
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al., 1993). Neste processo, o fator 1 da transcricdo do choque térmico é ativado, induzindo
apoptose de espermatocitos, resultando em infertilidade de ratos (NAKAI et al., 2000).

A peroxidacdo dos lipideos ocasiona também o aumento da permeabilidade da
membrana, levando ao influxo de Ca®* e de outros fons, com consequente turvamento celular.
Além disso, quantidade excessiva de Ca** nas mitocondrias pode desencadear apoptose
(BEATTIE, 2003).

Outra consequéncia da acdo das ERO é o dano ao DNA mitocondrial e nuclear,
resultando em mutacdes. O DNA mitocondrial por possuir a cadeia transportadora de elétrons
€ mais susceptivel aos danos por ERO que o DNA nuclear. Este por sua vez possui histonas
que o protege das ERO (CHIHUAILAF, CONTRERAS e WITTWER, 2002).

Elevadas temperaturas ambientais podem interferir negativamente no desempenho
reprodutivo dos animais e na qualidade espermatica, sendo a motilidade individual
progressiva e o percentual de células morfologicamente anormais as caracteristicas mais
afetadas (MARTINS, 2003; VALLE et al., 2005).

Segundo Lasota et al. (2004), os espermatozdides dos mamiferos tém uma alta
concentracdo de acidos graxos poliinsaturados em sua membrana, além de apresentarem uma
baixa concentracdo de enzimas antioxidantes em seu citoplasma. Estas caracteristicas os
tornam particularmente sensiveis aos efeitos das ERO. N&o obstante, niveis de peroxidacdo
lipidica também estdo significativamente aumentados antes da descida dos testiculos para a
bolsa escrotal em ratos (PELTOLA et al., 1995).

Existe consideravel variacdo em termo de susceptibilidade ao estresse térmico entre
individuos e entre diferentes espécies, o que parece ser decorrente da habilidade que cada
animal possui em manter a temperatura testicular, assim como da susceptibilidade das
diferentes células germinativas (SETCHELL, 2006).

Entretanto, o mecanismo de morte celular relacionado ao estresse térmico parece ser
apoptose e ndo necrose, e pode envolver espécies reativas do oxigénio, proteina supressora de
tumor (p53), oOxido nitrico sintase (NOS), translocacdo do fator pré-apoptotico Bax do
citoplasma para aposicdo perinuclear, a liberagdo do citocromo C da mitocondria e diversas
caspases (SETCHELL, 2006).

Segundo Nichi (2003), o aumento da producdo de ERO durante o estresse térmico
testicular parece ser decorrente do aumento da taxa metabolica e correspondente aumento da
demanda por oxigénio sem aumento da circulagdo sanguinea, 0 que provocaria um quadro de

hipoxia tecidual, condicdo predisponente para a produgéo de ERO.
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O calor aplicado diretamente sobre o testiculo tem fornecido novas informagdes sobre
0s mecanismos desencadeadores dos danos a espermatogénese e de tratamentos que podem
prevenir os danos testiculares através do bloqueio da apoptose (SETCHELL, 2006).

2.2 ANTIOXIDANTES E MECANISMOS DE DEFESA

Antioxidante sdo compostos quando presentes em baixas concentragdes comparados
a do substrato oxidavel (&cidos graxos poliinsaturados, proteinas, carboidratos ou DNA),
podem retardar ou inibir a oxidacdo de lipideos ou outras moléculas de maneira eficaz
(BIANCHI e ANTUNES, 1999; ZHEG e WANG, 2001).

De acordo com o mecanismo de agéo, esses agentes podem ser classificados como
antioxidantes enzimaticos ou ndo enzimaticos. O primeiro grupo inclui as enzimas glutationa
peroxidase (GSH-Px), superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) que atuam como
detoxificadorores do agente antes que ele cause lesdo. O segundo grupo de antioxidante é
constituido por compostos sintetizados pelo préprio organismo como a bilirrubina, a
ceruloplasmina, os hormdnios sexuais, a melatonina, a coenzima Q e pelo &cido Urico, assim
como outros adquiridos pela dieta ou por via suplementacdo como o acido ascérbico
(vitamina C), o tocoferol (vitamina E), o B-caroteno e o0s grupos fendlicos de plantas
(flavonoides) que tem a funcéo de reparar a lesdo ocorrida (VASCONCELOS et al., 2007).

A glutationa (GSH) é considerada um dos agentes antioxidantes mais importante do
sistema de defesa antioxidante celular (NORDBERG e ARNER, 2001). Apresenta-se sob
guatro formas: a GSH-Px 1 ou classica que € encontrada no citosol de todas as células; GSH-
Px 2 ou intestinal, especifica do trato intestinal; GSH-Px 3 ou pulmonar presente no
revestimento interno do pulmao; e a GSH-Px 4 que atua no sobre peroxidos de residuos de
4cidos graxos nas membranas (NORDBERG e ARNER, 2001; VASCONCELOS et al.,
2007). Conforme Nordberg e Arnér (2001), também foi encontrada atividade enzimatica da
GSH-Px 4 em células espermaticas.

A enzima superdxido-dismutase (SOD) catalisa a conversdo de superoxido em
perdxido de hidrogénio, enquanto a catalase (CAT) tem como funcéo primordial de catalisar a
dismutacdo do perdxido de hidrogénio a agua e oxigénio molecular (NORDBERG e ARNER,
2001). A acdo conjunta dessas enzimas com GHH-Px evita o acimulo de radical superdxido e

de peroxido de hidrogénio para que ndo haja formacao de radical hidroxila, contra o qual ndo
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existe sistema enzimatico de defesa (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

Dentro do sistema de protecdo antioxidante ndo enzimatico, a coenzima Q ou
ubiquinona tem a funcdo de inibir a iniciacdo da peroxidacdo lipidica além de impedir a
formacgdo de radicais peroxila e regenerar a vitamina E do radical tocoferila. De forma
semelhante, o &cido Urico (URH3) também apresenta atividade antioxidante por reagir com
radicais peroxila antes que estes penetrem na célula. (VASCONCELOS et al., 2007).

De acordo com a origem, os antioxidantes podem ser classificados como sintéticos e
naturais. Os primeiros sdo utilizados para estabilizar éleos, gorduras e alimentos contendo
altos teores de lipideos. Geralmente s&o compostos sintéticos derivados de estruturas fendlicas
contendo mais de um grupo OH ou metoxila. Estes agentes tendem a estabilizar os acidos
graxos através de reacdes com radicais livres, quelando ions metalicos e interrompendo a fase
de propagacdo da oxidacdo lipidica (WANASUNDARA e SHAHIDI, 2005).

Existem varios compostos sintéticos com acdo antioxidante, porém somente alguns
sdo utilizados. Estas restricbes se devem, sobretudo, aos estudos de toxicidade, em que
pesquisas tém demonstrado uma relacé@o entre o uso de antioxidantes sintéticos e o surgimento
de efeitos mutagénicos e carcinogénicos (BIRCH et al.,, 2001; WANASUNDARA e
SHAHIDI, 2005). Em face disso, ha preferéncia em se usar os antioxidantes naturais, pelo
fato de serem considerados mais saudaveis, a usar os antioxidantes sintéticos, estes de
seguranca questionavel (WANASUNDARA e SHAHIDI, 2005).

Entre os antioxidantes naturais mais utilizados industrialmente estdo o &cido
ascorbico e seus derivados, carotenoides, tocoferdis, tocotriendis e compostos fendlicos de
extrato de diversas fontes naturais (WANASUNDARA e SHAHIDI, 2005).

Alimentos como frutas, vegetais e grdos tém sido reportados como fontes de
antioxidantes (KORNSTEINER et al., 2006).

A inibicdo da produgdo de perdxidos e a eficiéncia dos tocoferdis dependem de
diversos fatores, do sistema lipidico testado, da temperatura, da luz, do tipo de substrato, do
solvente utilizado, bem como da presenca de sinergistas e de espécies quimicas que possam
agir como pré-oxidantes e da concentragdo de tocoferdis (WANASUNDARA e SHAHIDI,
2005).

Os tocoferdis podem ser encontrados nos 0leos vegetais poliinsaturados na forma
livre e nos gérmen das sementes dos cereais, entre eles, o 6leo de noz-pecd, no qual se pode
encontrar de 88 a 420 mg/kg de tocoferdis totais (YOSHIDA, NIKI e NOGUCHI, 2003).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos de origem natural também se deve

as propriedades de oxido-reducdo, que desempenham um papel importante na absorcdo e
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neutralizacdo de radicais livres, quelando os oxigénios triplete e singlete ou decompondo
peroxidos (BRENNA e PAGLIARINI, 2001; ZHENG e WANG, 2001). Dentro desse grupo
estdo os derivados dos acidos benzoicos e cindmicos, as cumarinas, os flavonoides e os
derivados de polimerizacdo como os taninos e as ligninas (CARVALHO, GOSMANN e
SCHENKEL, 2007).

2. 3PERSPECTIVAS PARA O USO DE ANTIOXIDANTES NATURAIS

Nos ultimos anos, os antioxidantes extraidos de frutas, vegetais e especiarias tém
recebido atencdo especial, pois inibem a peroxidacéo lipidica e protegem as células contra os
danos causados pela oxidacdo (MOURE et al., 2001).

Diversos ensaios in vivo e in vitro vém comprovando a atividade antioxidante de uma
ampla variedade de substancias, entre elas os compostos fenolicos. Esta atividade bioldgica
tem sido atribuida as propriedades de Oxido-reducdo dos compostos fendlicos,
desempenhando um importante papel na adsor¢do ou neutralizacdo de radicais livres
(BASILE et al., 2005).

Entre os alimentos tradicionalmente utilizados, as nozes tém sido recomendadas na
dieta tendo em vista seus efeitos benéficos a salde. A noz-peca [Carya illinoensis (Wangenh)
K. Koch], pertence a familia Juglandaceae e € originaria do sul dos Estados Unidos e norte do
México (HANACOCK, 1997). No Brasil, 0 Género Carya, conhecido como nogueira-pecd, se
desenvolve no sul e sudeste (JOLY, 1993).

A industria de alimentos processados gera uma quantidade substancial de subprodutos
ricos em compostos fendlicos, que podem vir a constituir uma fonte alternativa de
antioxidantes naturais. O processamento da noz-peca resulta na obtencdo de um volume
relativamente elevado de casca (40 a 50%). Essa casca é tradicionalmente utilizada no preparo
de ché pela populacdo do sul do Brasil, que atribui a ele, propriedades benéficas para a saude.
No entanto, os dados referentes & composicéo e atividade antioxidante da casca da noz-peca
produzida no sul do Brasil, ainda sdo escassos (PRADO, 2008). Estudos tém demonstrado
ainda uma relacdo inversa entre 0 consumo desses alimentos com a incidéncia de doencas
cardiovasculares e cancer (SCALBERT e WILLIAMSON, 2000).

Embora o conteudo fitoquimico da noz possa variar de acordo com o cultivar, época

do ano e composicdo do solo, a noz-peca apresenta baixo contetdo de &cidos graxos
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saturados, e indices elevados de é&cidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados
(KORNSTEINER et al., 2006).

Evidéncias indicam também a presenca de moléculas bioativas, tais como esterois,
tocoferodis entre outros compostos fenolicos possuem atividade antioxidante através da
estabilizagcdo de radicais livres (KORNSTEINER, WAGNER e ELMADFA, 2006; KRIS-
ETHERTON et al., 1999).

2. 4 ESTRUTURA, FUNCIONAMENTO DO TESTICULO E ESPERMATOGENESE

O testiculo possui duas fungdes: a exdcrina — relativa a espermatogénese — e a
enddcrina — que se ocupa da producdo hormonal responsavel pela diferenciacdo sexual, pelas
caracteristicas sexuais secundarias e pela libido (VARNER e JOHNSON, 2007).

A estrutura testicular é composta pelo paréngquima, envolto pela tunica albuginea que
se infiltra separando o 6rgdo em diferentes I6bulos. A tlnica é composta de colageno e fibras
elasticas, células midides e uma rede de vasos sanguineos. O parénquima testicular ocupa
entre 80 e 90% da massa testicular total. Os tdbulos seminiferos representam
aproximadamente 70% do parénquima. A porcdo intertubular é composta por células de
Leydig, fibroblastos, linfocitos, mastdcitos, vasos sanguineos, vasos linfaticos e tecido
conjuntivo (COSTA e PAULA, 2003).

O escroto penduloso aumenta a area de superficie que facilita a exposi¢cdo do cone
vascular ao meio ambiente e permite que os testiculos figuem distantes do corpo do animal
(BLANCHARD et al., 1992).

A pele escrotal é fina, pobre em gordura subcuténea e relativamente sem pélos;
apresenta ainda com os sistemas sanguineo e linfatico bem desenvolvidos, facilitando a perda
térmica por irradiacdo e evaporacao. A sudorese é uma perda de calor importante dada pelo
escroto, devido a grande quantidade de glandulas sudoriparas presentes. O musculo cremaster
e a tanica Dartos, cujas acGes sdo comandadas por nervos simpéticos lombares, relaxam e
contraem, afastando ou aproximando os testiculos da area inguino-abdominal, posicionando-
0S em resposta a temperatura do meio ambiente, o que facilita a preservacao do gradiente de
temperatura abdomino-testicular (KASTELIC e COULTER, 1993).

Fatores hormonais que estimulam e modulam a espermatogénese se faz necessario,

particularmente para o testiculo com localizacdo extra-abdominal, o controle da temperatura
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entre 2 e 6°C abaixo da temperatura corporal (KASTELIC et al.,, 1995, WAITES e
SETCHELL, 1990). A termorregulacdo testiculo-escrotal € um fenbmeno complexo onde
numerosos mecanismos locais desempenham papel fundamental. O cone vascular, formado
pelas veias do plexo pampiniforme circundando a artéria testicular, permite a troca
contracorrente de calor, a regulacdo do fluxo sanguineo e a perda de calor por irradiagdo
(BARTH, 1993).

A espermatogénese € um processo extremamente complexo, dependente de
mecanismos que compreendem o cddigo genético das células germinativas e uma rede de
comunicacdo entre estas células germinativas e as células somaticas que estdo presentes no
testiculo (VERHOEVEN et al., 2007). Esse processo é regulado por uma complexa e
interligada rede de interacdo enddcrina, paracrina e autocrina entre diversos tipos celulares
(ROSER, 2008).

A espermatogénese no rato tem duracdo de 58 dias (FRANCA et al., 1998, 2005).
A espermatogénese pode ser subdividida em trés fases: (a) Fase proliferativa ou
espermatogonial, caracterizada por sucessivas divisdes mitoticas das espermatogonias; (b)
fase meidtica ou espermatocitogénica, onde ocorre a duplicacdo do DNA, a recombinacédo
génica e duas divisdes que resultam na formacdo de células hapldides denominadas
espermatides; (c) fase de diferenciacdo ou espermiogénica, na qual as espermatides sofrem
varias alteracGes morfofisioldgicas, tais como a formacdo do acrossoma, do flagelo e
condensacdo nuclear, resultando na formacdo do espermatozdide (FRANCA et al., 2005;
SHARPE, 1994;).

As células de Sertoli estdo localizadas nos tabulos seminiferos e possuem papel
fundamental na espermatogénese. Estas células formam barreiras denominadas juncdes de
oclusdo, constituidas de desmossomos, juncdes do tipo “gap” e jungdes a base de actina (LUI
e CHENG, 2007). A juncéo de oclusdo, também denominada barreira hematotesticular, divide
0 epitélio seminifero em duas regides distintas: o compartimento basal, onde se encontram as
espermatogdnias e 0s espermatdcitos primarios na fase inicial da profase meiotica e outro
denominado compartimento adlumial, onde se encontram os espermatdcitos primarios a partir
da fase de zig6teno, espermatdcitos secundarios e espermatides. As células de Sertoli também
desempenham funcBes como o fornecimento de nutrientes, suporte fisico (sustentacdo) para as
células germinativas, mediacdo do hormonio foliculo estimulante (FSH) e da testosterona na
espermatogénese. As células de Sertoli tém participacdo ativa no fornecimento de nutrientes,
no processo de espermiacao (liberacdo) das espermatides para o lumen tubular, fagocitose dos
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corpos residuais (excesso de citoplasma das células germinativas) e das células germinativas
que sofrem apoptose (RUSSEL et al., 1990).

As células de Leydig também possuem papel fundamental para a espermatogénese.
Localizadas no compartimento intertubular, elas possuem como principal funcdo a producéo
de andrégenos (VERHOEVEN et al., 2007) mediada por estimulos de LH (horménio
luteinizante) e controlada atraves de um processo de retroalimentacdo negativa realizada pela
testosterona na adenohipofise e no hipotdlamo (ROSER, 2008). Nas células de Sertoli, células
mioides, células musculares lisas dos vasos e nas proprias células de Leydig existem
receptores para andrégenos. Um dos principais andrdgenos produzidos pelo organismo € a
testosterona, que também é responsavel pela diferenciacdo do trato genital masculino e da
genitalia externa na fase fetal, aparecimento dos caracteres sexuais secundarios, manutencéo
guantitativa da espermatogénese a partir da puberdade e manutencéo funcional das glandulas
sexuais acessorias e epididimo (LUKE e COFFEY, 1994; ROSER, 2008; SHARPE, 1994).

Além destas células, também estdo presentes no testiculo outras células somaticas, tais
como as células endoteliais e os fibroblastos (FRANCA et al., 2005).

Medidas testiculares estdo associadas com producdo espermatica diaria (OSINOWO
et al., 1992; SOUZA e COSTA, 1992), nimero de espermatides por células de Sertoli e area
dos tabulos seminiferos, além de apresentarem relacdo inversa com a taxa de degeneracao de
células germinativas em touros (MOURA e ERICKSON, 1997; PALASZ et al., 1994).
Assim, a diminuicdo na consisténcia do parénquima testicular esta associada a reducdo na
producdo de espermatozdides (COULTER e FOOTE, 1979) e aumento do numero de
espermatdcitos e espermatides degeneradas em todos os estagios do ciclo da espermatogénese
em touros (MULLER et al., 1992).

As células de Leydig e de Sertoli parecem ser mais resistentes ao calor, enquanto as
células germinativas sdo as mais termossensiveis do testiculo. Todos os estagios da
espermatogénese sao susceptiveis ao calor, com o grau de lesdo dependendo da extensdo e da
duracdo do insulto téermico. A regeneracdo da funcdo espermatica, apés o dano causado pelo
calor, depende da divisdo continua da espermatogonia AOQ, originada de um reservatdrio
altamente resistente de stem cells, e do intervalo de tempo do término da injdria a restauracdo
de espermatozoides normais no ejaculado, correspondente ao periodo de inicio da
diferenciacdo na espermatogénese até a ejaculacdo (SETCHELL, 1998; WAITES et al.,
1990).

A regeneracdo do epitélio seminifero pode ocorrer rapidamente e, se o periodo de

hipertermia ndo for muito longo. Entretanto, esta recuperacdo pode ocorrer aos 60 dias apos a
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remocéo do agente causal (MCENTEE, 1990). Nos insultos severos, em que a espermatogonia
A é atingida, pode ocorrer azoospermia (FONSECA e CHOW, 1995). No entanto, a
regeneracdo do epitélio germinativo € possivel e dependerd da sobrevivéncia das
espermatogonias e das células de Sertoli. Se ndo for possivel a regeneracdo, pode-se instalar
fibrose ou calcificacdo nos testiculos (MCENTEE, 1990). A fase regenerativa é marcada por
recuperacdo da concentragdo, da motilidade, do vigor e do nimero de espermatozoides
morfologicamente normais, que, apesar da desorganizacdo do epitélio germinativo durante a
fase de degeneracdo, demonstra grande capacidade de recuperacdo devido a resisténcia das
espermatog6nias e das células de Sertoli (BARTH, 1993; GABALDI, 2000; FONSECA e
CHOW, 1995).

Embora alguns autores afirmem que ha poucas explicacdes sobre a morte celular por
estresse térmico, Rockett et al. (2001) explicam que o processo de degeneracéo testicular pelo
aumento de temperatura esta relacionada a um grupo de proteinas conhecidas como proteinas
do choque térmico (HSP), principalmente a HSP70.

2.5 AS PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (HSP)

As HSP formam um grupo diversificado de proteinas encontradas em bactérias,
plantas e animais (SHARP et al., 1999), classificadas em seis familias de acordo com seu peso
molecular: HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 e pequenas HSPs, dentre estas a HSP27
(JOLLY e MORIMOTO, 2000). Estas proteinas podem ser constitutivas ou induzidas, sendo
encontradas nos mais diferentes compartimentos da célula. As proteinas HSP90 e HSP60 sdo
constitutivas, enquanto que a HSP70 e a HSP27, além de serem constitutivas, também sao
induzidas por estresses como calor, estresse oxidativo, isquemia, etc. (GARRIDO et al., 2001;
SHARP et al., 1999; VALENTIM et al., 2003).

As principais fungdes das HSP s&o transportar proteinas para o interior da célula;
guiar a conformacdo de proteinas do citosol, do reticulo endoplasmatico e da mitocondria;
degradar as proteinas instaveis; dissociar complexos protéicos; prevenir a agregacdo de
proteinas; controlar a atividade de proteinas reguladoras e remodelar proteinas com
conformacéo alterada (GARRIDO et al., 2001; SAMALI e ORRENIUS, 1998).

A HSP27, pequena proteina de choque térmico, protege varios tipos celulares contra o

estresse (KATO et al., 1995) e sua atividade pode ser regulada através do aumento de sua
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expressao em condicOes estressantes e da fosforilagdo (BRUEY et al., 2000; MEHLEN et al.,
1996; MEHLEN et al., 1997). A HSP70, assim como a HSP27, também possui acdo
antiapoptdtica em situacdes de estresse celular (GARRIDO et al., 2001). A HSP105, proteina
do choque térmico especifica das células germinativas (ITOH e TASHIMA, 1990; 1991) ¢
transportada do citoplasma para o nucleo da célula ap6s dois dias de transferéncia do testiculo
para a cavidade abdominal de ratos. Esta proteina liga-se a p53 em células cultivadas dos
testiculos sob temperatura semelhante aquela da bolsa escrotal (32,5 °C), fato que nédo ocorre
quando submetidos a 37 ou 42 °C (KUMAGAI et al., 2000).

Segundo Sies (1993), as lesdes estruturais no testiculo sdo marcantes quando altas
temperaturas sdo induzidas sobre este Orgdo e seguramente as consequéncias ndo se
restringem apenas ao testiculo, mas também ao organismo como um todo, uma vez que é
acompanhado por aumento na producdo de radicais livres, determinando alteracbes no
metabolismo celular sistémico, no qual espécies oxidativas inofensivas podem se formar no
interior celular e serem transportadas para outros sitios onde poderdo ser ativadas e provocar
oxidacdo de componentes celulares longe de onde foram produzidas

Do ponto de vista reprodutivo, tem sido crescente o interesse sobre meios que
possibilitem a manutencédo da fertilidade, tanto de carater individual como plantéis mantidos
em ambientes com altas temperaturas. Partindo-se do principio que as mudangas na
temperatura podem interferir na taxa de fertilidade dos machos, devido a processos
degenerativos testiculares, é que se lancou a hipdtese de que a utilizacdo do cha da casca de
noz-pecd (Carya illinoensis), por possuir atividade antioxidante comprovada em virtude de
sua alta concentracdo de compostos fenolicos e taninos condensados, sequestradores de
radicais livres, possa acelerar o processo de recuperacdo da espermatogénese nos testiculos

submetidos a injuria térmica.
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3 OBJETIVOS

3.1 0BJETIVO GERAL

e Avaliar o efeito preventivo e/ou restaurador do cha da casca de noz-pecd (Carya
illinoensis) sobre as acOes deletérias produzidas pelo calor no paréngquima
testicular de ratos Wistar e avaliar a capacidade deste cha em acelerar 0 processo
de recuperacdo do processo espermatogénico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar os pesos: testicular, epididimario, prostatico e o da vesicula seminal nos
grupos experimentais.

b. Determinar propor¢cdes volumétricas entre componentes do parénquima
testicular nos periodos pds-choque térmico.

c. Determinar os niveis de peroxidacdo lipidica por meio TBARS no homogenato
dos testiculos de ratos submetidos ao choque térmico testicular, tratados ou ndo
com cha de noz-peca.

d. Determinar os niveis de glutationa reduzida, catalase, vitamina C, grupos
carbonilas e contetudo protéico no parénquima testicular de ratos submetidos a
injuria térmica, tratados ou ndo com chéa de noz-peca.

e. Determinar os niveis plasmaticos de testosterona nos grupos experimentais.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 45 ratos Wistar (Rattus norvegicus, var. albinus), pertencentes ao
biotério da Area de Fisiologia do DMFA/UFRPE, os quais foram mantidos na temperatura 23
+ 1°C, em ciclo claro-escuro de 12 horas. Os animais foram alimentados com ragdo industrial
peletizada com niveis nutricionais adequados. Agua e comida foram oferecidas ad libitum até
o final do experimento. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da
UFRPE (CEUA-UFRPE 23082.008169/2010) em concordancia aos principios de pesquisa
com uso de animais.

Os ratos com 90 dias de idade foram escolhidos por amostragem ndo probabilistica de
conveniéncia e submetidos aos diversos tratamentos, de acordo com o grupo experimental:
grupo G1- controle com choque térmico (n=15); grupo G2 - Chéa de noz-pecd Pré Choque
Térmico (n=15); e grupo G3 - Cha de noz-peca Pré e P4s Choque Térmico (n=15) (Quadro 1).

Duracéo do tratamento Dias de coleta apds submisséo de testiculo ao
Grupos experimentais com ché pré-choque choque térmico/nimero de animais
térmico 15 30 60
Choque Térmico (G1)
- 5 5 5
(n=15)
Chéa Pré Choque Térmico .
(G2) (n=15) 30 dias 5 5 5
Ché& Pré e P6s Choque .
Térmico (n=15) 30 dias 5 5 5

Quadro 1 — Disposi¢do dos grupos experimentais, nimero de animais segundo o0s tempos de observacao.

Administrou-se ad libitum cha da casca de noz-pecd, durante 30 dias antes do choque
térmico testicular, aos animais dos grupos G2 e G3. Ao grupo G1, administrou-se agua ad
libitum durante todo periodo experimental. Aos 120 dias, a fim de se realizar o choque
térmico testicular, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com tiopental sodico
(50mg/Kg) e posteriormente foram posicionados em um suporte plastico adaptado ao banho-
maria. Os testiculos foram imersos na agua, a temperatura de 43°C por 15 minutos. Apds a
exposicdo térmica testicular, os animais foram transferidos para caixas de polipropileno e
mantidos em temperatura ambiente até a recuperacdo da anestesia (LUE et al., 1999). Os
animais de cada grupo foram perfundidos ap6s 15, 30 e 60 dias do choque térmico. para

avaliar o efeito temporal da injuria térmica testicular sobre o processo espermatogénico
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Para tal, cada animal foi heparinizado (125 U1/100g de peso corporal) e anestesiado
por injecdo intraperitoneal de Tiopental sodico (50mg/kg; ROCHE, Brasil). Posteriormente
foi realizada coleta de sangue total por puncdo no seio venoso (confluéncia das veias cavas),
centrifugacdo e acondicionamento de duas aliquotas de 1 ml de plasma sanguineo em
ependorffs a -20°C, para posterior dosagem de testosterona. Apos coleta de sangue realizou-se
perfusdo intracardiaca com solucdo fisiologica de NaCl a 0,9%, acrescida de heparina sodica
(500 UI/L; AKZO ORGANON TEKNIKA) e nitroprussiato de sédio (100mg/L; SIGMA),
por um periodo de tempo entre 5 e 10 minutos. Ao final deste periodo, o testiculo direito de
cada animal foi imediatamente removido, pesado e homogeneizado a 10 volumes (10 ml /g
testiculo) em solucdo Tris-HCI 10 mM, pH 7.4, centrifugado (5000 rpm/min). O sobrenadante
foi armazenado e mantido em tubos eppendorfs para posterior analise bioguimica de
indicadores de estresse oxidativo.

Em seguida, os animais foram perfundidos com solucdo fixadora de glutaraldeido
(VETEC, Brasil) a 4%, em tampao fosfato de sédio, pH 7,2 e 0,01M, durante 25 minutos.

Apds a perfusdo com solucdo fixadora foram removidos e pesados: testiculo esquerdo,
epididimos, prostata e glandula seminal.

Seccionou-se o0s testiculos em fragmentos de até 2 mm de espessura, 0s quais foram
submetidos a refixacdo na mesma solucdo de perfusdo. Para os estudos ao microscopio de luz,
os fragmentos foram processados rotineiramente para inclusdo em resina plastica a base de
glicol metacrilato (LEICA®). Cortes histologicos de 4 um de espessura foram feitos,
posteriormente corados em azul de toluidina/borato de sodio a 1% e analisados
morfologicamente e morfometricamente.

Os dados volumetricos da composigdo do parénquima testicular foram obtidos usando
contagem de pontos por alocagdo sistematica de graticula micrométrica (Olympus) com 441
pontos de interseccdo sobre a preparacdo histoldgica de testiculo em aumento de 400X.
Quinze campos foram contabilizados aleatoriamente somando um total de 6615 pontos para
cada animal.

O testiculo foi dividido em dois compartimentos, tubular e intertubular ou intersticial.
Do primeiro foram avaliados a tanica propria, o epitélio seminifero e o limen; enquanto no
segundo foram analisados as células de Leydig, células e fibras do tecido conjuntivo, vasos
sanguineos e linfaticos. Como a densidade do testiculo é em torno de 1,03 a 1,04 (Franca,
1991), o peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume.

O volume de cada componente do testiculo, expresso em L, foi estabelecido a partir

do produto entre a densidade volumétrica dos constituintes testiculares (%) e o peso liquido
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do testiculo (mg). O valor deste Gltimo foi obtido pela subtragdo 6,5% da albuginea do peso
testicular bruto (RUSSELL e FRANCA, 1995).

4. 2 DOSAGEM DE TESTOSTERONA PLASMATICA

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).

Para este ensaio inicialmente 66,7ul do anticorpo (Polyclonal anti-testosterona
R156/7, Coralie Munro, University of California, Davis, USA.) foi diluido em 5 ml de tampéo
(coating buffer: Na,CO3;, NaHCOs3, H,O ultra pura, pH ajustado para 9,6). Posteriormente
50ul desta solucdo de anticorpo foi adicionado em cada pogo da placa (NUNC Immuno TM
plates, Maxisorp). Apoés isso, a placa foi coberta com selador plastico e mantida a 4°C por 12
horas no maximo.

Uma vez preparada a placa, preparou-se curva padrdo, por meio de diluicdes seriadas
de 250ul do padrdo de concentragdo 600 pg/50ul de testosterona (17-hydroxy-4-androsten-3-
one, Steraloids, Sigma A6950) até a concentracdo de 2,3 pg/50ul, em 250ul de solucdo de
ensaio de ELISA (NaH,PQO,; Na,HPQO,; NaCl; BSA - Sigma Aldrich, A7906; H,O ultra pura,
pH ajustado para 7,00). O horménio conjugado com a enzima HRP (Testosterone-horseradish
Peroxidase) foi diluido (33,3ul em 5 ml da solucéo de ensaio de ELISA).

Imediatamente antes de dar inicio ao ensaio, a placa foi lavada 5 vezes com a solugéo
(NaCl; Tween 20 — Sigma, P1379; H,O ultra pura) e o excesso de solucdo foi retirado
batendo-se a placa em papel toalha. Posteriormente, nos pogos correspondentes foram
pipetados 50ul dos padrdes, controles e amostras e logo apos 50ul da HRP, com o cuidado
gue ndo se ultrapassasse mais que 10 minutos neste processo. A placa foi novamente coberta
com o selador e deixada em incubacdo por exatamente 1 hora, em temperatura ambiente.
Ap0s esse periodo, repetiu-se o procedimento de lavagem.

Finalmente, preparou-se, imediatamente antes do uso, a solucdo de substrato para
ELISA combinando 40ul 05M H,0,, 125ul 40 mM ABTS (Calbiochem, ABTS™
Chromophore, Diammonium Salt) e 12,5 ml de solucdo de substrato para ELISA (&cido
citrico; H,O ultra pura, pH ajustado para 4,00). Foi adicionado 100ul em todos os pocos
contendo padrdo, controle ou amostra. A placa foi coberta, para incubar em temperatura
ambiente e sob agitacdo (Multi-Pulse Vortexer; modelo 099A VB4, 50/60Hz — Glass-Col®),
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até que a densidade Optica dos pocos zero ficasse entre 0.9 e 1. Procedeu-se entdo a leitura no
leitor de microplacas (TECAN).
Todas as amostras foram lidas em duplicata, com coeficiente de variacao intra e inter-

ensaio menor do que 10%.

4. 3 DETERMINACAO DE INDICADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO EM
HOMOGENATO DE TESTICULO

4. 3. 1 Substancias reativas ao acido tiobarbitUrico

As substancias reativas ao 4acido tiobarbitirico (TBARS) testiculares foram
determinadas de acordo com o método descrito por Ohkawa et al. (1979). Esta determinacdo
foi estimada atraves de um cromogeno rosa produzido pela reacdo entre o acido tiobarbitarico
com malondialdeido (MDA) a 100 °C, medido espectrofotometricamente a 535 nm. Os

resultados foram expressos em nmol MDA/g tecido.

4. 3. 2 Quantificacao dos niveis de proteina carboniladas em homogenato de testiculo

Para determinacdo dos niveis de proteina carbonil foi empregado o método de Yan et
al. (1995) com pequenas modificacOes. Inicialmente a solugdo de proteina foi misturada com
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH; 10 mM em 2M HCI). Apo6s a incubagdo a temperatura
ambiente durante 1 hora em um ambiente escuro, foi adicionado tamp&o desnaturante
(solucdo tampéo de fosfato de sodio 150 mM, pH 6.8, contendo 3% de dodecil sulfato de
sodio), etanol (99,8%) e hexano (99,5%), foi agitado em vortex por 40 segundos e
centrifugado por 15 minutos. Posteriormente, a proteina isolada da interface foi lavada duas
vezes com acetato de etila/etanol 1:1 v/v e suspendido no tampéo desnaturante. Cada amostra
em DNPH foi lida a 370 nm em espectrofotdmetro, contra a correspondente amostra em HCI
(branco) e o total de carbonilacdo foi calculado usando o coeficiente de extingdo molar de
22,000M * cm™, de acordo com Levine et al. (1989). Os resultados foram expressos em nmol

carbonil/g tecido.
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4. 3. 3 Niveis de glutationa reduzida

O conteddo de GSH no testiculo foi determinado depois da reagdo com acido 5,5’-
dithiobis-2-nitrobenzdico (DTNB). A coloracdo amarela desenvolvida foi lida a 412 nm, de
acordo com Boyne e Ellman (1972) e modificagdes de Jacques-Silva et al. (2001). Uma curva
padrdo utilizando cisteina foi usada para calcular o contetdo de GSH nas amostras de

testiculos, sendo os resultados foram expressos em umol GSH/g tecido.

4. 3. 4 Niveis de vitamina C

O conteudo de vitamina C foi determinado conforme descrito por Galley et al. (1996)
com algumas modificagdes (JACQUES-SILVA et al.,, 2001). Este método produz um
cromdgeno de cor laranja apds reacdo com dinitrofenilhidrazina a 37 °C, medido
espectrofotometricamente a 520 nm. Uma curva padrdo utilizando acido ascorbico foi usada
para calcular o contetido de vitamina C no tecido testicular, sendo os resultados expressos em

ug VIT/g tecido.

4. 3.5 Atividade enzimatica da catalase

A atividade enzimatica da catalase foi espectrofotometricamente quantificada nas
amostras de tecido testicular pelo método de Aebi (1984). Essa determinacdo envolve o
desaparecimento do perdxido de hidrogénio (H,O,) na presenca do homogenato celular (pH 7,

25 °C) a 240 nm. A atividade enzimatica foi expressa em pumol H,O,/min/g tecido.

4. 3. 6 Dosagem protéica

O contetdo de proteina foi determinado pelo método de Lowry et al. (1951), que
envolve a formacdo de um cromogeno de cor azul apés adicdo do Folin Ciocalteu, medido

espectrofotometricamente a 625 nm.

5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos através da estatistica descritiva de tendéncia de
centralidade e dispersdo (média e desvio padrdo); e quando necessarias estas médias foram
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avaliadas mediante técnica de andlise de variancia (ANOVA), com post-hoc de Tukey-
Kramer como teste de multiplas compara¢es com o intuito de analisar quais grupos diferiram
entre si. Para as construcdes gréaficas, utilizou-se o pacote matematico Graphic pad verséo 3.0
da Prism, como também as planilhas do Excel versdo 7.0 da Microsoft. O tratamento

estatistico foi delineado com nivel de significancia para p<0,05.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tecidos sdo susceptiveis a danos pelo calor. No entanto, os testiculos sdo diferentes,
uma vez que eles séo danificados pela exposi¢do de temperaturas normalmente encontradas
dentro do abddomen, embora eles se originem dentro da cavidade abdominal e em alguns
mamiferos e a migracdo para o escroto so ocorra durante o desenvolvimento fetal ou neonatal
(SETCHELL, 1998).

O calor aplicado diretamente sobre os testiculos tem fornecido novas informacdes
sobre 0os mecanismos desencadeadores dos danos a espermatogénese e de tratamentos que
podem prevenir os danos testiculares através do bloqueio da apoptose (SETCHELL, 2006).

As células germinativas testiculares sdo vulnerdveis ao estresse térmico e sofrem
apoptose em resposta a temperaturas supraescrotais. (KUMAGAI et al., 2002). Desta maneira,
o efeito mais marcante da exposi¢do aguda ou cronica do testiculo ao calor é a reducdo do seu
peso. Isto ocorre em ratos no periodo entre 1 e 2 dias apds uma Unica exposi¢do do testiculo a
uma temperatura de 41°C por 60 minutos ou 43°C por 30 minutos (SETCHELL, 1998a;
SETCHELL et al., 1996; WAITES e SETCHELL, 1990).

Acredita-se que os efeitos do calor sobre os testiculos sdo completamente reversiveis,
mas alguns estudos mais recentes tém comprovado que isto nem sempre acontece. Entretanto,
0 peso testicular ndo retornou aos valores normais mesmo depois de 60 dias de uma Unica
exposicéo testicular ao calor (SETCHELL, 1998a). Medidas testiculares estdo associadas com
producdo espermatica diaria (OSINOWO et al., 1992; SOUZA e COSTA, 1992), numero de
espermatides por células de Sertoli e area dos tubulos seminiferos, aléem de apresentarem
relacdo inversa com a taxa de degeneracao de celulas germinativas em touros (BERNDTSON
et al., 1987; PALASZ et al., 1994). A diminui¢do na consisténcia do parénquima testicular
estd associada a reducdo na producdo de espermatozoides (COULTER e FOOTE, 1979) e
aumento do numero de espermatocitos e espermatides degeneradas em todos os estagios do

ciclo da espermatogénese em touros (MULLER et al., 1992).
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Tabela 1. Peso testicular (g) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico testicular, tratados
ou ndo com ché de noz-pecd, e avaliados com 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico (Média +
desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Dias 06s Choque Térmico Cha Pré + Cha Pré e Pos +
Choaue 'IPérmico (G1) Choque Térmico (G2)  Choque Térmico (G3) P
a (n=5) (n=5) (n=5)
15 0.76 £ 0.06 0.70 £ 0.08 0.69+£0.11 0.4623
30 0.79+0.11 1.11+£0.43 1.31+0.47 0.1282
60 0.94+0.10 1.07 £0.33 1.32+0.31 0.1266

N = Numero de animais ap6s tempo de exposi¢do. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30
dias com cha de noz-peca antes do choque térmico testicular.
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Figura 1. Peso testicular (g), de ratos Wistar submetidos ao choque térmico testicular, tratados
ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 15, 30 e 60 dias p6s-choque térmico (Média +
desvio padrdo). Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias com cha de noz-
peca antes do choque térmico.

Com relagéo ao peso testicular, apresentado na tabela 1 e figura 1, ndo houve diferenca
significativa neste parametro entre os tratamentos dos diferentes tempos experimentais.
Contudo, observou-se tendéncia a reducdo de peso testicular, de maneira uniforme, aos 30 e
60 dias nos animais que sofreram choque térmico, e que ndo foram tratados com o cha de noz-
pecd. Vale ressaltar que os animais de 30 dias submetidos ao choque térmico e tratados
previamente com o cha de noz-pecd, grupo G2, apresentaram tendéncia de recuperacdo em
29% no peso testicular; assim como os animais do grupo G3 tratados pré e pds-choque com
ch& de noz-pecd apresentaram tendéncia de recuperagdo de 40%. De forma analoga, para 0s
animais dos grupos G2 e G3, aos 60 dias pds-choque, a tendéncia de recuperacdo no peso do

testiculo foi de 12% e 29% respectivamente em relacdo ao grupo G1.
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De acordo com 0s nosso resultados € possivel afirmar que o cha da casca de Noz Pecd
devido a sua riqueza em &cidos graxos monoinsaturados, elevada capacidade antioxidante,
pelo fato de possuir alto teor de compostos fendlicos e taninos condensados (VILLARREAL-
LOZOYA et al., 2007) tenha proporcionado uma melhor recuperacdo do peso testicular, uma
vez que, estes substancias presentes na casca da noz possuem propriedade sequestradoras de
ERO. E importante salientar que a exposicio do parénquima testicular a altas temperaturas
desencadeia a formacdo de radicais livres podendo que podem causar danos celulares

irreversiveis levando a morte celular por apoptose (SETCHELL, 2006).

Tabela 2. Peso epididimario (g) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico testicular,
tratados ou ndo com ché de noz-pecd, e avaliados com 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico
(Média + desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Dias p6s Chogue Térmico (G1) Cha Pré + Cha Pré e P6s +

Choque q (n=5) Choque Térmico (G2) Choque Térmico P

Térmico - (n=5) (G3) (n=5)
15 0.45+0.03a 0.33 +0.06a 0.65+0.13b 0.0002
30 0.41+0.04a 0.57 £ 0.06a 0.57 £ 0.10b 0.0037
60 0.42 £ 0.08 0.50 +0.07 0.52+0.21 0.4705

N = Numero de animais ap6s tempo de exposicdo. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias
com cha de noz-peca antes do choque térmico testicular. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 2. Peso epididimario (g) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico testicular,
tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico
(Média + desvio padrdo). Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias com cha
de noz-pecd antes do choque térmico.

No tocante a tabela 2 e figura 2, referente ao peso epididimario de ratos Wistar

submetidos a injuria térmica testicular, aos 15 dias do ensaio experimental, constatou-se uma
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reducdo no peso deste 6rgdo nos animais dos grupos Gl e G2, observamos que houve
diferenga extremamente significativa no peso epididimério entre os grupos G3. Por outro
lado, aos 30 dias, os grupos G2 e G3 apresentaram peso epididimario superior ao G1 (P =
0,0037). Aos 60 dias, ndo se observou diferenca significativa entre 0s grupos.

Temperaturas supraescrotais podem alterar os espermatozoides maduros durante o
estagio final de desenvolvimento na regido da cabega do epididimo, ocorrendo alteraces
estruturais e metabolicas; este gameta pode fertilizar, mas ocorre a morte embrionaria
subsequente (GABALDI e WOLF, 2002). De acordo com Creasy (2003), a reducdo do peso
epididimério é indicativa de diminuicdo da espermatogénese no testiculo, e reducdo do
contetdo no epididimo. Segundo Cao et al. (2009), o estresse térmico € capaz de induzir
diferentes graus de diminui¢do no indice epididimario e na concentracdo espermatica pos-
choque térmico. Além disso, segundo 0s mesmos autores, apos o estresse térmico a HSP70 foi
expressa principalmente no citoplasma das células com estereocilios, porém néo se observou
esta expressdo em células claras e basais. Portanto, de acordo com 0 nosso experimento o
choque térmico pode influenciar o epididimo e suas funcdes, porém a utilizacdo do cha da
casca da Noz-Pecd pode ter influenciado em minimizar os efeitos do calor sobre o0 peso

epididimario, principalmente no 15° e 30° dias ap6s a injuria térmica.

Tabela 3. Peso da prostata (g) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico testicular,
tratados ou ndo com ché de noz-pecd, e avaliados com 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico
(Média + desvio padréo).

Grupos Experimentais

Dias poés Choque Térmico Cha Pré + Ch& Prée Pos +

Choque (G1) Choque Térmico (G2) Choque Térmico (G3) P

Térmico (n=5) (n=5) (n=5)
15 1.14+0.40 0.33+0.06 0.65+0.13 0.7867
30 0.41 + 0.04a 0.57 + 0.06b 0.57+0.10b 0.0045
60 0.42 +0.08 0.50 + 0.07 0.52+0.21 0.7368

N = Numero de animais ap6s tempo de exposi¢ao. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias
com cha de noz-peca antes do choque térmico testicular. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 3. Peso da préstata (g) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico testicular,
tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 15, 30 e 60 dias p6s-choque térmico
(Média + desvio padrdo). Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias com
cha de noz-peca antes do choque térmico.

De acordo com os resultados da tabela 3 e figura 3 referentes ao peso da prdstata de
ratos Wistar, expresso em gramas, foi observado que cha de noz-pecd administrado antes do
choque térmico testicular, bem como antes e depois do choque influenciou positivamente na

recuperacdo do peso prostatico em relacdo ao grupo controle ap6s 30° dia.

Tabela 4. Peso da glandula seminal (g) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico
testicular, tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 15, 30 e 60 dias pds-choque
térmico (Média + desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Dias pos Choque Térmico (G1) Cha Pré + Cha Pré e Pés +
Choque q _ Choque Térmico (G2) Choque Térmico (G3) P
L (n=5) _ _
Térmico (n=5) (n=5)
15 126 £0.24 0.88+£0.41 1.23+0.19 0.1245
30 1.18 £ 0.20a 1.92+0.23b 2.08 +£0.38b 0.0006
60 1.96 £0.57 1.77£0.75 1.70+0.34 0.7715

N = Numero de animais ap6s tempo de exposicdo. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias
com cha de noz-peca antes do choque térmico testicular. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.



41

2,50
192 1,596

@I 2,00 N 117 ll ?1’?0
=
g 1,50 4 138 123 118
= O Choque Térmico - CT (G1)
= 28 . .- -
= EChaPré CT (G2
E 100 - 1a Pré (G2)
oh B ChaPré e Pos CT (G3)
o
3 0,50 A
(=)

0,00 T T

15 30 60

Figura 4. Peso da glandula seminal (g) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico testicular,
tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 15, 30 e 60 dias pds-choque térmico
(Média + desvio padrdo). Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias com cha
de noz-pecd antes do choque térmico.

Com relacéo ao peso da glandula seminal, expresso em gramas, apresentado na tabela
4 e figura 4, aos 15 dias ndo se observou diferenca significativa entre os grupos de tratamento.
Entretanto, aos 30 dias do ensaio experimental houve um aumento muito significativo no peso
deste 6rgdo nos animais que receberam cha de noz-pecéd antes do choque térmico testicular
(G2), bem como naqueles que receberam o cha antes e depois do choque térmico (G3) em
relacdo ao grupo que sofreu injdria testicular induzida pelo calor, porém ndo recebeu
tratamento com o cha de noz-pecd, grupo G1. (P = 0,0006). Desta forma, a administracdo do
cha influenciou positivamente na recuperacdo do peso deste 6rgdo em relacdo ao grupo
controle apds 30° dia. Aos 60 dias, ndo se observou diferenca significativa de peso entre 0s
grupos.

E do conhecimento de varios autores na area de biologia reprodutiva em mamiferos
que a atividade da prostata e da glandula seminal, no individuo adulto possui intima
correlacdo com os niveis de androgenos, principalmente a testosterona testicular, uma vez que
a orquiectomia ou drogas com atividades farmacoldgicas antiandrogénicas promovem atrofia
das glandulas sexuais acessorias (LUKE e COFFEY, 1994). Por outro lado, o aumento dos
niveis séricos de testosterona e andrdgenos de outras fontes pode produzir hiperplasia ou
hipertrofia de glandulas sexuais acessérias (BRUENGGER et al., 1986; McGINNIS et al.,
2002). A capacidade secretora de testosterona ndo é correlacionada com o nimero de células

de Leydig por grama de testiculo, volume de vasos sanguineos, forma alongada das células ou
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macrofagos e, sim com o volume destas células e com o seu nimero por testiculo (SILVA
JUNIOR, 2006).

Neste trabalho os diferentes protocolos experimentais nos quais se utilizou o cha de
Noz-Peca produziram recuperacao nos pesos da prostata e glandula seminal aos 30 dias apos a
injuria testicular. Os niveis plasméticos de testosterona avaliados aos 30 dias ndo foram
diferentes estatisticamente entre os grupos. Sabendo-se da relacdo andrégeno-dependente da
préstata e da vesicula seminal em relacéo a testosterona, a recuperacdo do peso destes 6rgaos
pode estar relacionada a capacidade produtora de testosterona nos animais tratados. Isto pode
ser justificado pelo aumento volumétrico das células de Leydig observada nos animais
submetidos ao choque térmico e tratados com cha de Noz-Peca e avaliado 30 dias depois da

injaria testicular.

Tabela 5. Volume total das células de Leydig (uL) de ratos Wistar submetidos ao choque
térmico testicular, tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 30 e 60 dias pos-
choque térmico (Média + desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Dias pos Chogue Térmico (G1) Cha Pré + Cha Pré e Pos +
Choque q ~ Choque Térmico (G2) Choque Térmico (G3) P
o (n=5) _ ~
Térmico (n=5) (n=5)
30 10.2+6.8a 426+ 14.3a 67.3 +49.0b 0.0321
60 79.6 £ 32.4a 29.2+7.7b 36.7£9.0b 0.0036

N = Numero de animais ap6s tempo de exposicdo. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias
com cha de noz-peca antes do choque térmico testicular. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 5. Volume total das células de Leydig (uL) de ratos Wistar submetidos ao choque
térmico testicular, tratados ou ndo com chéa de noz-peca, e avaliados com 30 e 60 dias pos-
choque térmico.
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Considerando os resultados apresentados na tabela 5 e figura 5, aos 30 dias do periodo
experimental ocorreu diminuicéo significativa no volume total de células de Leydig (ul) no
grupo submetido ao choque térmico testicular (G1) em relacdo aos grupos G2 e G3 que
receberam cha de noz-peca (p<0,05). Por outro lado, houve diminuicdo muito significativa
neste parametro aos 60 dias nos animais que receberam o cha de noz-pecd em relacdo ao
grupo G1, animais que sofreram injuria testicular térmica e ndo receberam o chéa de noz-peca.

As células de Leydig constituem-se na fonte de andrégenos testiculares que sdo
sintetizados a partir de uma molécula base, o colesterol. Baseado em inimeros trabalhos
realizados em diferentes laboratérios pode-se observar diferencas na populacdo de células de
Leydig por grama de testiculo, como também no volume da célula em vérias espécies de
mamiferos (EWING e KEENEY, 1993; SILVA JUNIOR e FRANCA, 2001). Além disso,
Franca et al. (2005) relacionaram a quantidade e o tamanho das células de Leydig, bem como
o volume do reticulo endoplasmatico a capacidade destas células quanto a produgdo de
testosterona.

As células germinativas em todos os estagios do ciclo do epitélio seminifero séo
susceptiveis ao calor, com o grau de lesdo dependendo da extensdo e da duracdo do insulto
térmico. Contudo, as células de Leydig e de Sertoli parecem ser mais resistentes ao calor,
enquanto as células germinativas sdo mais termossensiveis (WAITES e SETCHELL, 1990).
Entretanto, é importante ressaltar que peréxido de hidrogénio gerado a partir do choque
térmico pode agir diretamente sobre as células de Leydig diminuindo a producdo de
testosterona através da inibicdo da atividade do complexo enzimatico P450scc e a expressao
da proteina StAR (TSAI et al., 2003).

No presente experimento foi observado que os animais tratados com o cha da casca de
Noz-Pecd antes e depois da injdria térmica, avaliados aos 30 dias, possuiam o volume total
das células de Leydig superior aos demais grupos, muito embora ndo se tenha constatado
diferencas quanto ao nivel de testosterona plasmatica neste periodo de avaliacdo entre 0s
grupos. Paradoxalmente, nos animais submetidos a injaria térmica, tratados com o cha da
casca de Noz-Pecd e avaliados aos 60 dias constatou-se redugdo bastante significativa
(p=0,0036) no volume total das células de Leydig. Apesar desta reducdo, ndo foi verificada
alteracdes significativas nos niveis de testosterona neste periodo da avaliagdo. Contudo, nota-
se tendéncia de aumento 48 e 75% nos niveis de testosterona do grupo G1 em relacdo a G3 e
G2, respectivamente. A principio, as diversas substancias antioxidantes presentes em
abundancia no cha da casca de Noz-Peca contribuiram para recuperagdo deste parametro aos

30 dias, uma vez que seus constituintes fitoquimicos possuem efeito protetores principalmente
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por sua atividade sequestradora de radicais livres (SAWA et al., 1999) preservando a
viabilidade celular (LI et al., 2000).

Por outro lado, 0 mesmo nédo pode ser mencionado no periodo de 60 dias de avaliacao,
haja vista que a reducdo do volume total das celulas de Leydig esta relacionada ao aumento da

volumetria dos tubulos seminiferos observado nos animais que receberam o cha.

Tabela 6. Volume total de Epitélio seminifero (uL) de ratos Wistar submetidos ao choque
térmico testicular, tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 30 e 60 dias pos-
choque térmico (Media + desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Dias pos Chogue Térmico (G1) Ché Pré + Cha Pré e P6s +
Choque q _ Choque Térmico (G2) Choque Térmico (G3) P
P (n=5) _ _
Térmico (n=5) (n=5)
30 373.3+85.7 638.0 £ 298.9 769.3 +297.8 0.0631
60 525.5 + 38.8a 738.0 £+ 268.8b 890.7 +221.1b 0.0418

N = Ndmero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias
com ché de noz-peca antes do choque térmico testicular. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 6. Volume total de epitélio seminifero (uL) de ratos Wistar submetidos ao choque
térmico testicular, tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 30 e 60 dias pds-
choque térmico.

De acordo com os resultados mostrados na tabela 6 e figura 6 ndo se observou
diferencga significativa no volume total de epitélio seminifero (ul) aos 30 dias. Contudo,
observou-se que 0s animais deste tempo experimental apresentaram tendéncia de aumento
deste parametro em 42% e 52% nos grupos que receberam cha de noz-pecd, grupos G2 e G3
respectivamente. De forma anéloga, porém significativa, aos 60 dias, a administracdo do cha

acelerou a recuperacdo deste parametro, pois houve um aumento do volume total de epitélio
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seminifero (ul) tanto nos animais que receberam o cha de noz-peca antes do choque térmico
testicular, assim como naqueles que receberam co-tratamento com chd antes e depois do
choque térmico em relacdo ao grupo submetido a injaria térmica, porém que nao recebeu o
cha (p<0,05).

O insulto térmico testicular pode promover a degeneracdo do epitélio seminifero
rapidamente. Entretanto, se o periodo de hipertermia ndo for muito longo, a recuperacdo
completa pode ocorrer em um periodo curto de tempo apresentando melhoria visivel 60 dias
apos a remocao do agente causal (MCENTEE, 2002). No entanto, a regeneracdo do epitélio
germinativo é possivel e dependera da sobrevivéncia das espermatogonias e das células de
Sertoli. Se ndo for possivel a regeneracdo, pode-se instalar fibrose ou calcificagdo nos
testiculos (THOMSON, 1990; McENTEE, 2002). A fase regenerativa € marcada por
recuperacdo da concentracdo, da motilidade, do vigor e do numero de espermatozdides
morfologicamente normais, que, apesar da desorganizacao do epitélio germinativo durante a
fase de degeneragdo, demonstra grande capacidade de recuperacdo devido a resisténcia das
espermatogonias e das células de Sertoli (BARTH, 1993; FONSECA e CHOW, 1995;
GABALDI, 2000). No presente trabalho foi possivel observar que a administracdo do cha da
casca de noz-pecd surtiu efeito protetor e restaurador sobre o epitélio germinativo.
Provavelmente, as propriedades antioxidantes ja comprovadas do chd de Carya illinoensis
(PRADO et al., 2009) possibilitaram uma reducdo dos efeitos dos ERO gerados a partir da
injaria térmica sobre o testiculo. Alguns quimioterapicos promovem danos severos a tecidos
nobres devido a inducdo da formacdo de ERO. De acordo com Benvegnu et al. (2010) o
extrato aquoso da casca de noz-pecd promoveu efeitos protetores contra a toxicidade geral
induzida pela ciclofosfamida no coracéo, rins, figado e bexiga.

Tabela 7. Lamen tubular (uL) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico testicular,
tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 30 e 60 dias pds-choque térmico
(Meédia * desvio padréo).

Grupos Experimentais

Dias pos Chogque Térmico (G1) Chéa Pré + Cha Pré e Pés +
Choque q (n=5) Choque Térmico (G2) Choque Térmico P
Térmico - (n=5) (G3) (n=5)
30 7.8+9.8a 89.0+42.4b 99.3 £53.8b 0.0065
60 82.0+30.0 88.7+21.1 128.6 £ 56.8 0.1678

N = Ndmero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias
com cha de noz-peca antes do choque térmico testicular. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 7. Lumen tubular (uL) de ratos Wistar controle e submetidos ao choque térmico
testicular, tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 30 e 60 dias p6s-choque
térmico.

Com relacdo aos resultados apresentados na tabela 7 e figura 7, referentes ao volume
do lumen tubular, expresso em microlitros, houve no 30° dia do ensaio experimental uma
reducao significativa no lume tubular do grupo G1 em relacdo aos grupos G2 e G3 (p <0,05).
Entretanto, aos 60 dias p6s-choque ndo se observou diferencas significativas nos grupos
estudados.

A reducdo deste parametro, em torno de 88 a 87%, apresentada pelo grupo submetido
ao choque térmico testicular, e que ndo recebeu cha de noz-pecé durante o experimento (G1)
em relacdo aos demais grupos, se deu provavelmente pela reducdo de limen, ocasionado pelo
acumulo de células de descamacdo tubular decorrente da lesdo provocada pelo calor.

A degeneracdo testicular pode estar relacionada ao envelhecimento, deficiéncias
nutricionais, choque térmico, horménios, neoplasias, irradiagdo e trauma, entre outros, que
causam interrupcdo do processo espermatogénico. Este evento se caracteriza inicialmente pela
descamacdo das células germinativas no lume tubular e reducdo da altura do epitélio
seminifero, necrose e apoptose das células do epitélio geminativo e hialinizacdo dos tabulos
seminiferos (FOSTER, 1997, ORTEGA-PACHECO et al., 2006). Estas células sdo um
achado patoldégico comum nos testiculos degenerados e se formam em virtude da
desestabilizacdo do citoesqueleto que mantém a integridade das pontes entre as células
germinativas e as células de Sertoli, resultando na liberacdo das células germinativas no lume
tubular (RUSSELL et al., 1990).

Portanto, no presente ensaio experimental pode-se observar a reducgdo aos 30 dias no

volume luminal nos animais nao tratados pode estar relacionada a descamacdo de células
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germinativas e obliteracdo do lIimen reduzindo assim a sua volumetria total no parénquima

testicular. Por outro lado, os animais tratados ndo apresentaram esta condigéo.

Tabela 8. Tunica prépria do tubulo seminifero (uL) de ratos Wistar submetidos ao choque
térmico testicular, tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 30 e 60 dias pos-
choque térmico (Média + desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Dias pos Chogue Térmico (G1) Ché Pré + Cha Pré e Pés +
Choque q (n=5) Choque Térmico (G2) Choque Térmico P
Térmico - (n=5) (G3) (n=5)
30 13.9+9.3 23.3+94 20.3+4.9 0.0919
60 46.2 £ 7.8a 13.9+3.0b 24.6+7.4b 0.0001

N = Numero de animais ap6s tempo de exposicdo. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias
com cha de noz-peca antes do choque térmico testicular. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 8. Tunica prépria do tabulo seminifero (uL) de ratos Wistar submetidos ao choque
térmico testicular, tratados ou ndo com cha de noz-peca, e avaliados com 30 e 60 dias pos-
choque térmico.

De acordo com a tabela 8 e figura 8, podemos observar que ndo ocorreu variagdo
significativa entre os diferentes grupos experimentais com relagdo ao volume da tunica
prépria do tabulo seminifero aos 30 dias. Contudo, aos dias 60 dias pds-choque térmico
testicular constatou-se que o grupo de animais submetido ao choque e nédo tratado com chéa de
noz-pecd, apresentou aumento significativo no volume total da tunica prépria do tabulo

seminifero, expresso em microlitros.
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Em processos degenerativos testiculares ocorre espessamento da tanica propria,
caracterizada por estimulo a deposi¢do da matriz extracelular. Em testiculos criptorquidicos
observa-se com frequéncia espessamento elétron-denso homogéneo da lamina basal dos
tibulos seminiferos, fibrose da tnica propria e do tecido conjuntivo intertubular (TRISTAO,
1986).

Reforcando o autor citado anteriormente, o espessamento da lIamina prépria de tibulos
seminiferos degenerados e ndo degenerados de testiculos criptorquidicos ocorre devido ao
aumento do conteudo de fibras colagenas e de glicoconjugados (PINART et al., 2001).

As espécies de oxigénio reativo sdo geradas durante o estresse térmico e causam a
morte de células espermatogénicas. Alternativamente, desde que uma curta exposicao ao calor
desencadeia danos nocivos as células espermatogénicas, as ERO geradas podem funcionar
como um sinal para morte celular além de causar dano oxidativo diretamente sobre as células
(ISHI1 et al., 2005).

No presente trabalho, a utilizacdo do cha da casca de noz-pecd de maneira continua
apos a injuria térmica testicular preveniu o aumento no volume total de tGnica propria no
testiculo, provavelmente devido a acdo antioxidante e/ou antiinflamatéria dos componentes

da infusdo da casca de noz-peca sobre o parénquima testicular.

Tabela 9. Tubulos seminiferos (UL) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico testicular,
tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 30 e 60 dias pds-choque térmico
(Média £ desvio padréo).

Grupos Experimentais

Dias pés Chogque Térmico (G1) Cha Pré + Cha Pré e Pos +
Choque q (n=5) Choque Térmico (G2) Choque Térmico P
Térmico - (n=5) (G3) (n=5)
30 395.0+77.5a 795.3 + 294.3ab 888.9 + 336.2b 0.0260
60 650.7 + 50.4 840.6 £ 274.9 1043.9 + 269.8 0.0513

N = Ndmero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias
com ché de noz-peca antes do choque térmico testicular. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 9. Tabulos seminiferos (L) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico testicular,
tratados ou ndo com cha de noz-peca, e avaliados com 30 e 60 dias pds-choque térmico.

O percentual volumétrico de tbulos seminiferos que ocupa o parénguima testicular
em ratos é de 89%, e tem correlacdo direta com parametros testiculares, como comprimento
tubular, producdo espermatica e populagdo de células de Sertoli (FRANCA e RUSSELL,
1995). A reducdo do volume de tubulos seminiferos pode ocorrer em resposta ao estresse
térmico levando a degeneracdo das células germinativas através da morte celular programada
(apoptose) caracterizada pela fragmentacdo de DNA (BILLING et al., 1995; MIEUSSET et
al., 1995; TAPANAINEM et al., 1993). Neste processo, o Fator 1 da transcrigdo do choque
térmico é ativado, induzindo apoptose de espermatocitos, resultando em infertilidade de ratos
(NAKAI et al., 2000).

Em camundongos sod1-knockout para superéxido dismutase, as espécies reativas de
oxigénio geradas durante o choque térmico causam morte das células espermatogénicas e
atrasaram a recuperacdo do parénquima testicular. Portanto, os radicais livres gerados no
choque térmico podem funcionar como sinal de morte celular ou causar danos oxidativo
diretos as células (ISHII et al., 2005).

No presente trabalho, pdde-se constatar que o cha de Noz-Pecd, administrado a dieta,
apresentou efeito preventivo contra os danos oxidativos causados pelo choque térmico
testicular nos animais do grupo G2, e efeito preventivo e restaurador nos animais que
receberam co-tratamento com chéa antes e depois do evento térmico no que diz respeito ao

volume se tabulos seminiferos.
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Tabela 10. Vasos sanguineos testiculares (uL) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico
testicular, tratados ou ndo com ché de noz-pecd, e avaliados com 30 e 60 dias p6s-choque
térmico (Média + desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Dias p6s Chogue Térmico (G1) Cha Pré + Cha Pré e Pos +
Choque q _ Choque Térmico (G2) Choque Térmico (G3) P
P (n=5) ~ _
Térmico (n=5) (n=5)
30 31.3+76 205+9.1 24.0+155 0.3400
60 46.5 + 21.8a 21.4+£6.9b 27.2 +9.1ab 0.0400

N = Ndmero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias
com ché de noz-peca antes do choque térmico testicular. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.

De acordo com tabela 10 e figura 10, observou-se ao 30° dia do ensaio experimental
tendéncia a redugdo no volume de vasos sanguineos testiculares (ul) nos grupos G2 ¢ G3 em
relacdo ao grupo G1. Porém, somente aos 60 dias pds-choque, a reducéo foi significativa para
0 volume de vasos sanguineos testiculares dos animais dos grupos G2 e G3, que receberam
cha de noz-pecd como suplemento a dieta tanto anterior como posterior ao choque térmico
testicular (p<0,05).

A reducdo deste parametro pode ser explicada pelo aumento percentual volumétrico
dos tubulos seminiferos no parénquima testicular dos animais tratados com o cha. Além disso,
pode-se observar que os animais ndo tratados e avaliados aos 60 possuiam aumento do
volume vascular, provavelmente em funcdo de um maior espaco intertubular devido a reducéo
do volume de tabulos seminiferos. Este aumento vascular também pode ter sido estimulado

por acdo de ERO e substancias proinflamatérias.
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Figura 10. Vasos sanguineos testiculares (pL) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico
testicular, tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 30 e 60 dias pds-choque
térmico.
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De acordo com Abbas et al. (2005) o aumento de vasos sanguineos em pProcessos
degenerativos testiculares decorrentes da aplicagdo de calor pode estar relacionado com
processos inflamatorios, congestdo e edema, assim como danos oxidativos decorrentes do
aumento de ERO (KIM et al., 2010).

O choque térmico vascular causa elevagdo de ERO, assim como altera a sensibilidade
do masculo liso vascular, aumentando sua resposta ao agonista angiotensina Il. Segundo Won
et al. (2009) as espécies reativas de oxigénio induzidas por HSP27 exercem papel estimulador
da proliferacdo da tGnica intimas dos vasos. Isto poderia em parte explicar o papel dos
componentes antioxidantes encontrados no cha da casca de Noz-Pecd em relacdo a reducdo do

volume vascular testicular dos animais tratados.

Tabela 11. Espaco linfatico (UL) do parénquima testicular de ratos Wistar submetidos ao
choque térmico testicular, tratados ou ndo com ché de noz-pecd, e avaliados com 30 e 60 dias
p6s-choque térmico (Média + desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Dias p6s Chogue Térmico (G1) Cha Pré + Chéa Pré e Pos +
Choque q _ Choque Térmico (G2) Choque Térmico (G3) P
P (n=5) _ _
Térmico (n=5) (n=5)
30 317.1+87.2 177.7£125.4 245.8 £119.1 0.1857
60 194.8 £ 103.6 104.0 £ 33.2 119.1+22.2 0.0950

N = Ndmero de animais apds tempo de exposi¢do. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias
com ché de noz-pecé antes do choque térmico testicular. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.

De acordo com resultados apresentados na tabela 11 e figura 11 foi observada no 30°
dia do ensaio experimental tendéncia a reducdo no espaco linfatico do parénquima testicular
(ul) nos grupos G2 e G3 em relacdo ao grupo Gl. Além disso, aos 60 dias pds-choque,
observou-se nos animais que receberam cha de noz-pecd como suplemento a dieta tanto
anterior como posterior a injdria térmica houve reducdo deste parametro em 47 e 39%,

respectivamente.
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Figura 11. Espaco linfatico (uL) do parénquima testicular de ratos Wistar submetidos ao
choque térmico testicular, tratados ou ndo com cha de noz-peca, e avaliados com 30 e 60 dias
p6s-choque térmico.

Tabela 12. Volume liquido do testiculo (UL) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico
testicular, tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 30 e 60 dias pds-choque
térmico (Média + desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Dias po6s Chogue Térmico (G1) Ché Pré + Cha Pré e Pés +
Choque q _ Choque Térmico (G2) Choque Térmico (G3) P
o (n=5) _ _
Térmico (n=5) (n=5)
30 744.3 £108.3 1036.2 £ 401.0 1226.2 £ 440.4 0.1319
60 852.9+76.8 995.2 £ 317.1 1226.9 £ 295.5 0.1034

N = Numero de animais ap6s tempo de exposicdo. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias
com cha de noz-peca antes do choque térmico testicular.
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Figura 12. Volume liquido do testiculo (uL) de ratos Wistar submetidos ao choque térmico
testicular, tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 30 e 60 dias p6s-choque
térmico.
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De acordo com os dados apresentados na tabela 12 e figura 12, referentes ao volume
liquido do testiculo ou peso liquido do testiculo (ul) de ratos Wistar submetidos a injaria
térmica testicular induzida pelo calor, e tratados ou ndo com cha de noz-peca, constatou-se que
ndo houve diferenca significativa em relacdo aos grupos experimentais. Entretanto, aos 30
dias, constatou-se tendéncia de aumento deste parametro em 28% e 39% nos grupos G2 e G3
respectivamente em relacdo ao grupo G1. De forma analoga, aos 60 dias pds-choque térmico
testicular, os animais dos grupos G2 e G3 apresentaram tendéncia de recuperacdo em 14 % e

30 % respectivamente, em relacdo ao grupo G1.

Tabela 13. Comprimento Total de Tubulo Seminifero (m) de ratos Wistar submetidos ao
choque térmico testicular, tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com, 30 e 60 dias
p6s-choque térmico (Média + desvio padrdo).

Grupos Experimentais

Dias po6s Chogue Térmico (G1) Cha Pré + Cha Pré e P6s +
Choque q _ Choque Térmico (G2) Choque Térmico (G3) P
P (n=5) _ _
Térmico (n=5) (n=5)
30 5.52 +1.32a 11.49 £ 4.70ab 15.36 + 6.74b 0.0222
60 3.00+1.01a 11.89 + 2.35ab 20.00 + 11.34b 0.0061

N = Numero de animais ap6s tempo de exposi¢do. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias com
chéa de noz-peca antes do choque térmico testicular. Letras distintas na mesma linha indicam p<0,05.
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Figura 13. Comprimento Total de Tabulo Seminifero (m) de ratos Wistar submetidos ao
choque térmico testicular, tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 30 e 60
dias pds-choque térmico (Média * desvio padrao).

Na tabela 13 e figura 13 referente ao comprimento total de tibulo seminifero (m) de

ratos Wistar submetidos ao choque térmico testicular, constatou-se que em todos os tempos
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experimentais houve um aumento significativo no comprimento total de tabulo seminifero por
testiculo nos grupos submetidos ao choque térmico testicular e tratados com o cha de noz-
pecd, grupos G2 e G3, em relacdo ao grupo submetido a injuria térmica testicular, porém nao
tratados com cha, grupo G1, (p<0,05).

Este resultado nos mostra a relacdo direta que existe entre o volume de epitélio
germinativo, volume liquido do testiculo e o comprimento total de tubulos seminiferos. Estes
parametros também possuem relacdo com o peso testicular, 0 qual por sua vez tem relacdo
direta com a populacdo de células de Sertoli e a producdo espermatica diaria (SILVA
JUNIOR et al., 2006).

Camundongos expostos a ambientes ndo aclimatados com temperatura em torno de
35°C tiveram queda de peso testicular no periodo de 4 dias (MEISTRICH et al., 1973) e ratos
aclimatados durante 3 meses em ambiente a 35°C tiveram cerca de 20% dos tubulos
seminiferos severamente afetados, muito embora os tubulos restantes parecessem normais
(SOD-MORIAH et al., 1974). Da mesma forma, exposicao de carneiros a ambientes quentes
durante 14 dias causou reducdo do peso testicular em cerca de 70% (GOMES et al., 1971). Os
efeitos do calor sobre o testiculo sdo bastante patentes quanto as suas consequiéncias, contudo
neste experimento o uso do cha da casca de noz-peca parece ter minimizado estes efeitos nos

animais tratados.

Tabela 14. Dosagem de testosterona plasmatica (ng/ml) de ratos Wistar submetidos ao
choque térmico testicular, tratados ou ndo com cha de noz-peca, e avaliados com 15, 30 e 60
dias pos-choque térmico (Média + desvio padréo).

Grupos Experimentais

Dias po6s Chogue Térmico (G1) Cha Pré + Cha Pré e P6s +

Choque q (n=5) Choque Térmico (G2) Choque Térmico P

Térmico - (n=5) (G3) (n=5)
15 0.38+0.18 0.78 £ 0.38 1.06 + 0.54 0.0541
30 0.76 £ 0.31 0.59+£0.35 0.63+0.17 0.6269
60 221+1.01 0.55+0.18 1.14+£0.84 0.2437

N = Numero de animais ap6s tempo de exposicdo. Os animais do grupo G2 e G3 foram pré-tratados por 30 dias
com cha de noz-peca antes do choque térmico testicular.

De acordo com os dados apresentados na tabela 14 figura 14, podemos observar que
ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos niveis de testosterona plasmatica
(ng/ml) de ratos Wistar submetido a injuria térmica pelo calor, tratados ou ndo com cha de
noz-pecd nos diferentes tempos experimentais. No entanto, foi observado, no 15° dia pds-
choque térmico, que os animais dos grupos tratados com cha de noz-pecd, G2 e G3
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apresentaram tendéncia ao aumento da concentracdo plasmatica de testosterona em torno de
51 e 76% respectivamente, em rela¢do ao grupo submetido ao choque térmico testicular e ndo
tratado com cha de noz-pecd, grupo G1. Todavia, nos demais tempos, o0s niveis de

testosterona plasmatica dos grupos G2 e G3 apresentaram-se inferiores ao grupo G1.
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Figura 14. Dosagem de testosterona plasmética (ng/ml) de ratos Wistar submetidos ao
choque térmico testicular, tratados ou ndo com cha de noz-pecd, e avaliados com 15, 30 e 60
dias p6s-choque térmico.

Segundo Gabaldi (2000) e Setchell (1998), a exposicdo do animal a elevadas
temperaturas por um periodo maior de tempo, causa reducdo nas concentracdes plasmaticas
de testosterona, ocorrendo um aumento deste horménio ap6s um periodo curto de adaptagéo.

Camundongos submetidos a choque térmico apresentam expressdo de HSP70 nas
células de Leydig (CAO et al., 2009). Além disso, a expressdo desta proteina é indutora dos
fendmenos de apoptose em testiculos submetidos ao choque térmico (WIDLAK et al., 2007)

Em células de Leydig tumorais de camundongo da linhagem MA-10, o choque
térmico reduziu a sintese de progesterona, a quantidade de RNAm para proteina regulatoria
aguda da esteroidogénese (Star), na atividade da proteina regulatéria aguda da
esteroidogénese. Estas observacdes fornecem evidéncias para uma sub-regulacdo na
expressao da Star (Proteinas Regulatoria Aguda da Esteroidogénese) ocasionada pelo choque
térmico e consequentemente reducéo na producdo de testosterona (MURPHY et al., 2001).

Hipertermia escrotal realizada em ratos durante 6 dias consecutivos a temperatura de
43C° por 30 minutos causou danos morfolégicos e comprometeu a esteroidogénese nas
células de Leydig (KANTER e AKTAS, 2009).
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No presente experimento ndo se observou redugdo nos niveis de testosterona, mas a
tendéncia de reducdo pode estar diretamente relacionada a¢do do choque térmico sobre as
células de Leydig tendo o cha de noz-pecd um provavel efeito redutor da acdo térmica sobre
as células de Leydig devido a recuperacgdo dos niveis sericos de testosterona observada no 15°
dia po6s-choque térmico nos animais tratados. A provavel explicacdo estaria relacionada a
inibicdo da peroxidacdo lipidica por parte do ché da casca de noz-pecd gragas a sua riqueza
em polifendis, flavondides poliméricos, taninos condensados, proantocianinas e y-tocoferol
(HADDAD et al., 2006).

6. 1 Achados histopatoldgicos de testiculo de ratos Wistar submetidos ao choque térmico
testicular, tratados ou ndo com cha de Noz-Peca e avaliados com 30 dias apos a injuria
térmica

Apbs 30 dias do choque térmico testicular observou-se nos animais submetidos a
injaria e ndo tratado com cha de Noz-Pecd, o epitélio seminifero degenerado e a presenca de
aglomerados de células germinativas e restos celulares no Iimen tubular (Figura 15A e B). E
importante salientar que foi observado nestes animais um espessamento da tanica propria dos
tubulos seminiferos (Figura 15A e B).

Nos animais submetidos a injaria térmica no testiculo, porém que foram pré-tratado
com cha de Noz-Peca e avaliados 30 dias ap6s o choque térmico testicular foi possivel
constatar presenca de tdbulos seminiferos com baixa celularidade do epitélio germinativo
possuindo apenas células germinativas basais e células de Sertoli (15C e D). Contudo, foi
constatada presenca de tabulos seminiferos com células germinativas do estagio pré-meidtico
e pos-meidtico da espermatogénese, e espermatides em alongamento descamadas. Estes
achados demonstram que o chd de Noz-Pecd administrado previamente a injdria térmica,
proporcionou uma melhor qualidade na recuperacdo do processo espermatogénico. No
intersticio constatou-se a grande quantidade de células de Leydig entre os tabulos seminiferos.
Esta celularidade pode estar relacionada a diminui¢do volumétrica dos tubulos devido nimero
ndo homogéneo de células germinativas nos tubulos seminiferos.

No parénquima testicular de ratos tratado com cha de Noz-Pecé durante 30 dias antes e
depois da submissdo a injaria térmica foi possivel notar a presenca de células de Leydig,
espaco linfatico e vasos sanguineos delimitados por tabulos seminiferos em diferentes
estadgios do ciclo do epitélio seminifero (Figura 15E e F). Este arranjo do parénquima
testicular observado no grupo G3 aos 30 dias demonstrou a influéncia do cha de Noz-Pecé na
recuperacdo testicular. Contudo, ainda é possivel observar tubulo seminifero no estagio VIII
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do ciclo do epitélio germinativo contendo corpos residuais, caudas de espermatozoides no
lume tubular, a presenca de células germinativas vacuolizadas préximas a borda luminal. Esta

vacuolizacdo celular apesar de pouco frequente no grupo G3 neste periodo é um achado

indicativo de degeneracdo celular hidrépica.

Figura 15 - Parénquima testicular de ratos Wistar submetidos ao choque térmico testicular,
tratados ou ndo com cha de Noz-Peca e avaliados aos 30 dias apo6s a injuria térmica.

Figura 15A - Nesta fotomicrografia de animal submetido a injuria e ndo tratado com ché de
Noz-Pecé pode-se observar o epitélio seminifero degenerado (seta), tunica propria espessada
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(seta branca) e a presenca de aglomerados de células germinativas e restos celulares no Iimen
tubular (*). Notar varios vasos sanguineos (cabeca de seta) e o espago linfatico (LE).

Figura 15B - Na fotomicrografia em tela foi possivel observar vacuoliza¢cdes nos nucleos das
células de Sertoli (cabeca de seta), célula de Leydig (*), tunica propria espessada (seta branca)
e a presenca de células multinucleadas gigantes (seta).

Figura 15C - Observar no parénquima testicular de ratos tratados com cha de Noz-Peca
durante 30 dias antes da submissao a injuria térmica, a presenca de tubulos seminiferos com
baixa celularidade do epitélio germinativo possuindo apenas células germinativas basais (seta)
e células de Sertoli (cabeca de seta).

Figura 15D - Detalhe de tubulo seminifero de ratos tratado com chéa de Noz-Pecé durante 30
dias antes da submissdo a injdria térmica. Notar a presenca de células germinativas do estagio
pré-meidtico (seta preta) e pés- meidtico da espermatogénese (seta branca) e descamacdo
espermatides em alongamento (cabeca de seta). No intertibulo notar a grande quantidade de
células de Leydig (asterisco).

Figura 15E- Detalhe do intertubulo do parénquima testicular de ratos tratado com cha de
Noz-Pecd durante 30 dias antes e depois da submissao a injuria térmica. Notar a presenca de
células de Leydig (seta), espaco linfatico (LS) e vasos sanguineos (BV) delimitados por
tibulos seminiferos em diferentes estagios do ciclo do epitélio seminifero (TS).

Figura 15F - Detalhe de tibulo seminifero de ratos tratados com chéa de Noz-Pecé durante 30
dias antes e depois da submissdo a injuria térmica. Observar tibulo seminifero no estagio
VIIl do ciclo do epitélio germinativo contendo corpos residuais (seta) e caudas de
espermatozéides (estrela) no lume tubular. Notar a presenca de células germinativas
vacuolizadas proximas a borda luminal (cabeca de seta).

6. 2 Achados histopatoldgicos de testiculo de ratos Wistar submetidos ao choque térmico
testicular, tratados ou ndo com cha de Noz-Peca e avaliados com 60 dias ap0s a injuria
térmica.

Nos achados histopatoldgicos dos ratos submetidos a injuria térmica e ndo tratados
com cha de Noz-Pecd, pode-se observar o epitélio seminifero com a presenca das diversas
fases de maturacdo das células germinativas (Fig. 16A). Contudo € relevante chamar a
atencdo para o discreto espessamento da tunica propria em grande parte dos tubulos
seminiferos. E importante salientar que o processo espermatogénico sob o aspecto qualitativo,
ndo se apresentava totalmente reestruturado neste grupo. Mesmo em tubulos reestruturados
foi possivel notar os nucleos das células de Sertoli e das celulas germinativas vacuolizadas
(Fig. 16B).

Na avalia¢do estrutural do parénquima testicular de ratos tratados com ch& de Noz-
Pecé durante 30 dias antes da submisséo a injaria térmica e analisada aos 60 dias constatou-se
presenca de tdbulos seminiferos em diversos estagios do ciclo do epitélio seminifero (Fig.

16C e D). O intertdbulo continha células de Leydig, espago linfatico e vasos sanguineos
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dentro dos padrbes de normalidade. Apesar da melhora qualitativa do processo
espermatogénico nos animais tratados apenas por 30 dias antes da injdria térmica testicular,
ainda se constatou a presenca de tibulos seminiferos desprovidos de células germinativas.

Nos animais do grupo G3, os quais receberam cha de Noz-Pecd durante 30 dias antes
da submissdo a injuria térmica e durante 60 dias apds, possuiam o parénquima testicular bem
estruturado, com todos o0s estagios do ciclo do epitélio seminifero. Em detalhe na figura 16E e
F observou-se a presenca de tibulos seminiferos no estagio VII, entre os estagios VII-VIII e
VI-VII do ciclo do epitélio seminifero. O intertibulo continha células de Leydig, espaco
linfatico e vasos sanguineos dentro dos padrdes de normalidade. De acordo com os achados, o
ché da casca de Noz-Pecd acelerou o processo de regeneracgdo testicular ap6s injaria térmica,
principalmente nos animais que receberam o cha antes e depois do choque térmico.

A degeneracdo testicular pode ser definida como um processo que causa a deterioracdo
da estrutura do testiculo, tendo como consequéncia perda da funcgdo testicular. Esta pode
possuir diversos fatores etioldgicos, tais como o calor, trauma testicular, exposi¢do ao frio,
toxinas, isquemia, deficiéncias nutricionais, administracdo exdgena de andrdgenos, infecgdes,
doencas autoimunes, obstrucBes do fluxo espermatico, neoplasias e radiacdo (TURNER,
2004).

Dentre as células do epitélio germinativo, os espermatocitos | em paquiteno parecem
ser as mais sensiveis ao calor, devido ao aumento significativo do processo de apoptose nestas
células (LUE et al., 1999). A qualidade dos embrides esta diretamente ligada a qualidade do
espermatozdéide com isso, células germinativas expostas ao estresse térmico podem
desenvolver um mecanismo protetor como também sofrer eliminagdo ativa atraves da via
indutora da apoptose (JANNES et al., 1998).

O choque térmico ativa em células somaticas um grupo de genes que codificam
proteinas de choque térmico as quais funcionam com chaperonas moleculares. O mecanismo
basico pelo qual estes genes sdo ativados decorre da interagcdo de um fator de transcricéo
especifico HSF1 com uma sequiiéncia regulatéria denominada de elemento de choque térmico
(HSE). Em eucariotas superiores HSF1 esta presente em células ndo-estressadas pelo calor
como um mondmero ativo, que responde ao estresse celular com a agregacéo trimérica para
formacgéo de um fator de transcricdo para proteinas HSP70 as quais ou corrigem defeitos de

proteinas danificadas ou induzem apoptose (WIDLAK et al., 2007).
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VII-VIII

Figura 16 - Parénquima testicular de ratos Wistar submetidos ao choque térmico testicular,
tratados ou ndo com cha de Noz-Peca e avaliados aos 60 dias ap6s a injaria térmica.

Figura 16A - Nesta fotomicrografia de animal submetido a injaria térmica e ndo tratado com
cha de Noz-Peca, pode-se observar o epitélio seminifero com a presenca das diversas fases de
maturacgdo das células germinativas (seta) e o lamen tubular (*).

Figura 16B - Na fotomicrografia em tela é possivel notar os nucleos das células de Sertoli
ainda vacuolizados (cabeca de seta cheia) e diferentes fases de maturacdo das células
germinativas: espermatogdnia (seta larga cheia), espermatdcito primario em paquiteno (seta),
espermatide arredondada (cabeca de seta vazia) e espermatide alongada (seta larga vazia).
Figura 16C - Parénquima testicular de ratos tratados com cha de Noz-Peca durante 30 dias
antes da submissdo a injuria térmica, e analisados aos 60 dias. Notar a presenca de tibulos
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seminiferos no estagio VIII do ciclo do epitélio seminifero (VIII). No intertibulo notar a
presenca de células de Leydig (seta), espaco linfatico (LS) e vasos sanguineos (BV).

Figura 16D - Parénquima testicular de ratos tratados com cha de Noz-Pecd durante 30 dias
antes da submissdo a injuria térmica analisados aos 60 dias. Em detalhe, observar a presenca
de tabulo seminifero no estagio VII do ciclo do epitélio seminifero (VIII). No intertibulo
notar a presenca de células de Leydig (seta), espaco linfatico (LS) e vasos sanguineos (BV).
Figura 16E - Parénquima testicular de ratos tratados com cha de Noz-Pecd durante 30 dias
antes da submiss&o a injuria térmica e durante 60 dias ap6s. Em detalhe observar a presenga
de tbulo seminifero no estagio VI do ciclo do epitélio seminifero (VII). No intertibulo notar
a presenca de células de Leydig (seta), espaco linfatico (LS) e vasos sanguineos (BV).

Figura 16F - Parénquima testicular de ratos tratados com cha de Noz-Pecd durante 30 dias
antes da submissdo a injuria térmica e durante 60 dias ap6s. Em detalhe observar a presenca
de tabulos seminiferos nos estagio VII-VIII e VI-VII do ciclo do epitélio seminifero. No
intertbulo notar a presenca de células de Leydig (seta) e vasos sanguineos (seta branca).

No presente experimento, alguns achados histopatoldgicos foram bastante evidentes
aos 30 dias pds-choque térmico tais como: presenca de células gigantes sinciciais oriundas de
espermatides arredondadas, espermatocitos | em pré-leptoteno/leptéteno com picnose nuclear,
espermatocitos | em paquiteno em apoptose, descamacdo do epitélio germinativo,
espessamento de membrana basal, vacuolizacdo de células de Sertoli, tubulos seminiferos
apenas espermatogonias e células de Sertoli. Entretanto, neste periodo se observou que nos
animais tratados com cha da casca de noz-peca as lesdes foram em menor proporc¢éo e alguns
estagios do ciclo do epitélio seminiferos estiveram presentes.

No periodo de 60 dias apos o choque térmico, podemos constatar que 0s animais ndo
tratados possuiam tubulos seminiferos com células descamadas no lume dos tubulos
seminiferos, afrouxamento do epitélio germinativo e vacuolos nas células de Sertoli, apesar de
ter sido observada recuperacdo parcial do processo espermatogénico. Por outro lado, os
animais tratados com cha da casca de noz-pecd o processo espermatogénico possuia todos 0s
estagios do ciclo do epitélio seminifero e nenhuma alteragdo compativel com degeneracao
testicular foi observada neste periodo de avaliacdo nos animais tratados com o cha antes e
depois da injdria térmica até 0 momento da avaliagdo do parénquima testicular.

As lesdes testiculares observadas neste experimento para os 30 primeiros dias pos-
choque térmico nos animais ndo tratados estdo de acordo com as observada por Rockett et al.
(2001) em camundongos adultos. Nestes, o choque térmico testicular desencadeou a formacéo
de vacuolos intratubulares, presenca de células gigantes sinciciais de espermatdcitos I, células
germinativas nucleos picnoéticos e alguns nucleos apareceram com fragmentos apoptoticos.

No presente trabalho, a utilizacdo do cha da casca de noz-peca parece ter exercido

efeito inibidor sobre os fatores iniciais que agravam degeneracdo testicular reduzindo a
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gravidade das lesdes pelo estresse térmico. Os radicais livres gerados no choque térmico, além
do TNF-a, podem funcionar como sinal de morte celular ou causar danos oxidativos direto as
células e mesmo que as exposicOes ao calor sejam curtas, estas desencadeiam severos danos
as células espermatogénicas. As propriedades antioxidantes do cha da casca de noz-peca
foram comprovadas em outro modelo experimental. Neste, os componentes antioxidantes do
ché foram capazes de minimizar as lesbes decorrentes do estresse oxidativo provocadas pela
quimioterapia com ciclofosfamida (BENVEGNU et al., 2010).
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6. 3 Resultados enzimaticos das amostras de homogeneizado testicular

A reacdo do malondialdeido com o &cido tiobarbitdrico é um dos marcadores de
estresse oxidativo mais utilizados (LUl et al., 1997). Foi reportado ao malondialdeido
caracteristicas como efeito citotoxico, carcinogénico e mutagénico (FERRARI, 1998).

O ensaio de TBARS ¢é um método indireto, mas bem representativo para demonstrar a
peroxidacao lipidica. A intensidade da peroxidacdo lipidica pode ser avaliada de acordo com
0s niveis dos produtos primarios, ou ainda com os produtos finais da peroxidacdo, como por
exemplo, o malondialdeido (MDA) que € ensaiado com o &cido tiobarbitarico (TBA) e
expresso em substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). Assim, quanto maior 0s
niveis de TBARS, maior o dano aos lipidios (HADDAD et al., 2006; RICE-EVANS et al.,
1991).

De acordo com Benconi et al. (1991), os niveis de malondialdeido podem ser
influenciados pela quantidade de células susceptiveis a peroxidacéo lipidica.

Em nosso estudo, conforme podemos observar na figura 18A, os animais submetidos
ao choque térmico testicular do grupo Heat Shock (HS) apresentaram aumento significativo
da peroxidacdo lipidica testicular em relacdo ao grupo controle, verificados por meio da
determinacdo dos niveis de espécies reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) expresso em
nmol MDA/g tecido. Por outro lado, os animais dos grupos de 15, 30 e 60 dias que receberam
0 ché da casca de noz-pecd antes da injuria térmica apresentaram uma diminuicdo neste
parametro. De forma semelhante, conforme se pode constatar na figura 18B, os animais de
todos os tempos experimentais co-tratados com cha da casca de noz-pecd antes e depois da
injaria térmica tiveram seus niveis de malondialdeido (MDA) inferiores ao grupo submetido
ao choque térmico testicular que ndo recebeu o cha em sua dieta.

Uma possivel explicacdo para diminuicdo da peroxidacdo lipidica nos animais que
receberam o cha de noz-pecd pode ser devido a grande quantidade de substancias
antioxidantes como o y-tocoferol existentes na casca da noz-pecd (DIETRICH et al., 2005;
HADDAD et al., 2006; KAMAL-ELDIN, 2005). Sabe-se também, que a noz-pecé apresenta
ainda uma alta concentracdo de compostos fenolicos, taninos e pro-antocianinas derivada de
flavondides e capazes de inibir a acdo de lipoxigenases, responsaveis por alteragdes oxidativas
(MALIK et al., 2009; PRADO et al., 2009; SHAHIDI e NACZK, 2004).

Estudos em animais concluiram ainda que a atividade antioxidante do y-tocoferol em

relagdo ao seu isdomero a-tocoferol € mais eficiente em capturar radicais livres oriundos do
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oxigénio, em inibir a lipoperoxidacdo, além de apresentar acdo antiinflamatoria (CHRISTEN,
1997; DEVARAJ et al, 2008; HADDAD, 2004; HUDTHAGOSOL et al., 2011; JIANG et al.,
2003; PRADO, 2009; PRIOR et al., 2005).
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Figura 17. Efeito do cha da casca de noz-pecd (EAB) sobre os niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (A e B) e proteinas carboniladas (C e D) em testiculos de ratos expostos ao
choque térmico. * Indica diferenca significativa em relagdo ao grupo HS (Heat Shock/ Choque
Térmico).

A deteccdo de grupos carbonis esta sendo muito utilizado como um indicador de dano
oxidativo em proteinas. Os niveis de compostos carbonilicos estdo aumentados em condicGes
de estresse oxidativo. Estes compostos tém efeitos deletérios sobre o sistema reprodutivo.
(URSO e CLARKSON, 2003).

A familia (AKR) das enzimas aldocetoredutase catalisa a desintoxicagédo redutora de
diversos compostos carbonilicos de forma NADPH-dependente. E sabido ainda, que o
envolvimento de AKR na desintoxicacao de carbonilas endogenamente produzidas no sistema
reprodutor apresenta diferencgas de agdo nos tecidos de ratos, em termos de imunorreatividade,
no epitélio do epididimo, canal deferente, vesiculas seminais, prostata e testiculo (IUCHI et
al., 2004).
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No testiculo de rato as enzimas do grupo carbolina se limitam as células de Leydig,
enquanto que em humanos, ela foi detectada em células de Leydig, assim como em células de
Sertoli e células germinativas (INAZU et al. 2003).

No tocante aos niveis de proteinas carboniladas mensuradas no homogenato de
testiculos de ratos expostos a injaria térmica, conforme resultados mostrados na figura 17C e
D houve diferenca significativa entre os animais submetidos ao choque térmico em relacéo
aos grupos que receberam o cha de noz-pecd aos 15 e 60 dias. Entretanto, verificou-se
tendéncia a reducdo deste parametro em todos os tempos nos animais co-tratados com cha da

casca de noz-pecd antes e depois da injaria térmica (Figura 17D).
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Figura 18. Efeito do Extrato Aquoso Bruto (EAB): cha da casca de noz-pecd sobre os niveis de
glutationa reduzida (A e B) e vitamina C (C e D) em testiculos de ratos expostos ao choque
térmico. * Indica diferenca significativa em relagio ao grupo HS (Heat Shock/ Choque Térmico).

A glutationa (GSH) é considerada um dos agentes antioxidantes mais importantes do
sistema de defesa antioxidante celular, protege a célula contra as lesbes resultante da

exposicao a agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico, 0zonio, radiacdo e luz ultravioleta.
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Sua capacidade redutora € determinada pelo grupamento (-SH) presente na cisteina
(MATSUBARA e FERREIRA, 1997; NORDBERG e ARNER, 2001).

No tocante as figuras 18A e B, referente ao extrato aquoso bruto de noz-peca
verificou-se que nao houve diferenca significativa entre os grupos dos animais submetidos ao
choque térmico ndo tratados com o ch& da casca de noz-pecd, e entre 0s grupos que receberam
previamente cha de noz-peca e co-tratamento pré e pds-choque aos 15 e 30 dias. Entretanto,
vale ressaltar os animais submetidos a injuria térmica testicular e que receberam o cha em
suas dietas apresentaram tendéncia significativa a elevacdo nos niveis testiculares de
glutationa reduzida aos 60 dias do ensaio experimental.

Em relacdo aos niveis de &cido ascorbico (vitamina C) dosados no homogeneizado
testicular, apresentados na Figura 18C e D, observou-se diminuicdo dos niveis de (VIT C) nos
animais submetidos ao choque térmico testicular ndo tratados com ché de noz-peca. Por outro
lado, nos animais submetidos a injdria térmica testicular, o prévio e o co-tratamento antes e
depois com o cha da casca de noz-peca impediram o decréscimo nos niveis de vitamina C em
todos os tempos observados. Os niveis de vitamina C aumentaram em todos 0s tempos
experimentais nos animais que receberam o cha da casca de noz-pecd, diferindo
significativamente dos grupos apenas submetidos ao choque térmico.

Vale ressaltar que o acido ascorbico apresenta efeito antioxidante desprezivel quando
comparado ao efeito antioxidante dos compostos fendlico (KALT et al., 1999). Tendo a casca
de noz-pecd uma elevada concentracdo de compostos fendlicos (HADDAD et al., 2006),
dentre estes constituintes, destacam-se o y-tocoferol (PRADO et al., 2009) e o acido galico
(BENVEGNU, 2010), altamente reconhecidos por sua atividade seqiiestradora de radicas
livres, é possivel inferir que o &cido ascorbico, por atuar na remocgéo do radical hidroxil tenha
contribuido de maneira protetora contra danos oxidativos decorrente da aplicacdo do calor.
Assim, quanto maior os niveis dessas defesas, maior serd a protecéao celular.

A catalase é uma importante enzima antioxidante, presente principalmente no
peroxissoma das ceélulas, sendo responsavel pela desintoxicacdo celular, pois previne a
geracgdo de radicais livres, e consequetemente protege as células contra danos oxidativos, por
converter o peroxido de hidrogénio em agua, diminuindo os ricos de formacgdo de radicais
hidroxilas (NORDBERG e ARNER, 2001; VASCONCELOS et al., 2007). Encontrada
principalmente na membrana basal do testiculo, ela confere protecdo completa contra o H,0,
(LAMIRANDE, 1992).

O perdxido de hidrogénio é conhecido por causar necrose e apoptose em células

(ZHANG et al., 2006). Entretanto, o0 mecanismo de morte celular relacionada ao estresse
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térmico € a apoptose e ndo necrose, e pode envolver ERO, proteina supressora de tumor
(p53), oxido nitrico sintase (NOS), translocacdo do fator pré-apoptdtico Bax do citoplasma
para posicdo perinuclear, a liberacdo de citocromo C da mitocondria e diversas caspases
(SETCHELL, 2006).
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Figura 19. Efeito do Extrato Aquoso Bruto (EAB): cha da casca de noz-pecd sobre os niveis a
atividade da catalase (A e B) e os niveis de proteina (C e D) em testiculos de ratos submetidos ao
choque térmico. * Indica diferenca significativa em relacdo ao grupo HS (heat shock/ Choque
Térmico).

Conforme apresentado na figura 19A e B, constatou-se que os animais submetidos a
injaria térmica testicular induzida e tratados previamente com o cha de noz-pecd, assim como
e 0S que receberam o co-tratamento do cha nos periodos pré e pds-choque térmico ndo
demonstraram alteracGes significativas na atividade da catalase 15 e 30 dias em relagdo ao
grupo HS. Entretanto, aos 60 dias pds-choque térmico os niveis de catalase em ambos o0s

tratamentos com o cha da casca de noz-pecé diferiram significativamente.
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Benvegnu (2010) ao estudar os efeitos da protecdo do extrato aquoso de Carya
illinoiensis sobre a toxicidade induzida por ciclofosfamida no testiculo de ratos verificou que
0 extrato de noz-pecd ndo influenciou nos niveis de catalase. No entanto, em nosso estudo,
pdde-se constatar que aos 60 dias do ensaio experimental houve um aumento na atividade da
catalase testicular nos animais que receberam o tratamento prévio com cha (grupo EAB+CT).
Ja o conteldo de proteinas totais para esse mesmo grupo, também ndo mostrou alteracdo
significativa.

No tocante ao contetido protéico nos testiculos figuras 19C e D, verificou-se um
aumento significativo deste parametro em todos 0s tempos experimentais em relagdo ao grupo
HS. Entretanto, salienta-se que nos animais co-tratados com o cha da casca de noz-pecd houve

tendéncia de diminuicdo dos niveis de conteido protéico dos 15 aos 60 dias.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que o tratamento com cha da casca de noz-peca,
tanto administrado previamente aos animais como depois da injuria térmica testicular exerceu

efeitos preventivos e restauradores sobre espermatogénese de ratos Wistar.

De acordo com os achados histopatoldgicos, constatou-se que a administracdo de cha
de noz-pecd antes e depois da injdria térmica testicular proporcionou uma melhor qualidade

na recuperacao do processo espermatogénico aos 30 e 60 dias.

O choque térmico foi capaz de aumentar os niveis de lipoperoxidacdo lipidica,
determinado pelo método TBARS no homogenato de testiculo. O tratamento prévio e o co-
tratamento antes de depois com o cha da casca de noz-pecd preveniu este efeito aos 60 dias.

Os niveis de GSH encontraram-se diminuidos nos animais submetidos ao choque
térmico testicular. O tratamento prévio e o co-tratamento antes de depois com o cha da casca
de noz-peca preveniu este efeito aos 60 dias

O choque térmico testicular reduziu os niveis de vitamina C, ao passo que O

tratamento com o cha de noz-peca preveniu este efeito em todos os animais.

N&o houve diferenca significativa no contetdo protéico e niveis do grupo carbonil no

homogenato dos testiculos entre 0s grupos experimentais.
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