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RESUMO

Com o objetivo de estudar os efeitos do gossipol (C3H300s) na gestagéo de
ratas (Rattus norvegicus) e os consequentes efeitos nos parametros morfométricos
testiculares de seus filhotes, 40 ratas com idade média de 120 dias e peso variando
entre 200 e 250 gramas, oriundas do Biotério Central da Universidade Federal do
Parana, foram utilizadas neste estudo. Os animais foram acompanhados
diariamente até a confirmacdo da cobertura através de esfregago de lavado vaginal
(esfregaco positivo - presenga de espermatozodides) e separados em quatro grupos
contendo dez animais em cada (G | - controle, G If — gossipol 20 mg.kg™, G Il -
gossipol 40 mg.kg'1, G IV - gossipol 80 mg.kg") respectivamente de acordo com a
concentracdo de gossipol presente na suspensdo utilizada (somente o veiculo,
gossipol 20 mg.mL™, gossipol 40 mg.mL" e gossipol 80 mg.mL™”). O gossipol &cido
acético (GAA 97,8 % de pureza) diluido em d6leo vegetal de canola (veiculo) foi
administrado oralmente para todos os animais no volume de 1 mL de suspenséo
para cada quilo de peso vivo. A administracdo da droga iniciou-se no 5° dia de
gestacdo e estendeu-se até o 20 °. O peso das ratas foi aferido diariamente do dia
da cobertura até o dia do parto a fim de se observar possiveis efeitos toxicos
durante a gestagdo. No desmame (21° dia pos-parto) todas as fémeas foram
sacrificadas para a observagao dos pontos de implantac&o uterinos, comparando-se
o numero de fetos nascidos com o numero de fetos gestados. Nos filhotes machos
avaliou-se o peso individual no dia do desmame, indice gonadossomatico e
histologia testicular (porcentagem de tubulos luminados, diametro e proporgéo
volumétrica dos tubulos seminiferos). Durante o experimento sete ratas do grupo G
IV e uma do G lll morreram, além de abortos e sinais de canibalismo na parturi¢éo.
As proporgdes volumétricas tubulares ndo apresentaram diferenga estatistica entre
os grupos (G 190,38 % + 0,81; G Il 90,24 % + 1,39; G lll 90,70 % + 1,46). Os
demais resultados obtidos estdo expostos na tabela abaixo.

Grupo Pesoao Pato ' Gestagdo N °de filhotes Relagdo Indice Tlbuios Diametro
{dias) filhotes/implantes  gonadossomdtico {fuminados tubular
% % % (um)
Gl 1181+ 525 22751046 10,00+ 251 9400+ 707 0,239+ 0,022 840149 1260178
GiH 1106+ 378" 2250+053 7,71 315 91,29+ 10,18 0,239+ 0018 €698+142* 123,1+83™

G Hi 970+683™ 2243+079 1020+ 497 018 £1474 0,234+ 0,021 56,7+120™ 1129+79*
GIV  860+00™  2200+000° - - . - -

Porcentagem do peso materno no dia do parto em relagdo ao peso no dia da cobertura.

Somente uma rata do grupo G IV conseguiu levar a gestago a termo e matou todos os fithotes no dia do parto.
(p<0,05)

*(p<0,01)

d
2
X

Em funcdo desses resultados, observou-se que o gossipol (GAA) causou
intoxicagdo grave nos animais que receberam maior dosagem, bem como de
maneira dose-dependente interferiu no ganho de peso das ratas durante a
gestacdo. Contudo n&o interferiu no processo de manutengdo da gestagdo e no
numero de filhotes nascidos quando administrado entre o 5° e 20 ° dia de gestag&o.
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Os filhotes machos filhos de ratas tratadas apresentaram dose-dependente,
comparados aos controles, menor didmetro tubular e menor quantidade de tubulos
seminiferos com lumen aos 21 dias de vida. Em virtude dos filhotes serem muito
jovens, novos estudos deverdo ser realizados para constatar se as alteragdes
permanecem ao longo do tempo ou s&o reversiveis, bem como, para elucidar os
mecanismos pelos quais estas alteracdes ocorrem.
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1- INTRODUGAO

O gossipol € um pigmento amarelo de ocorréncia natural em plantas da
familia Malvaciae, especialmente nas sementes das plantas do género Gossypium.
O algodao (G. hirsutum ) é a principal fonte de gossipol na natureza.

Na nutricdo animal, a semente e a torta resultante da semente do algod&o
apds a extragdo do oleo, representam a segunda fonte de proteina para a
alimentagéo animal, ultrapassado somente pela soja. Os efeitos toxicos do gossipol
ha muito tempo sdo conhecidos, principalmente em espécies monogastricas. Este
fato limitou a utilizagdo dos subprodutos desta lavoura na alimentagao,
principalmente, para aves e suinos (ANDRIGUETTO ef al., 1982).

Os efeitos do gossipol sobre a reprodugdo passaram a ser estudados
depois que LIU (1957) apud QIAN e WANG (1984), descreveu que num vilarejo da
China, ndo houve nascimentos de criangas durante 10 anos, entre a década de 30 e
40. Neste periodo, as pessoas, que habitavam o vilarejo, passaram a utilizar éleo cru
de algoddo na alimentagdo, em substituicdo ao Oleo de soja, por questdes
econdmicas.

O gossipol por ser um inibidor enzimatico inespecifico (HERVE et al.,
1996), alterando desta forma a divisao celular, passou a ser utilizado no tratamento
da endometriose (ZHANG et al, 1994) e no controle ao cancer, principalmente
genital, apresentando bons resultados (LIANG et al., 1995; HU ef al.,, 1994; BAND et

al,, 1989).



Muitas pesquisas com o gossipol foram desenvolvidas nos ultimos 20
anos, visando seus efeitos contraceptivos tanto em machos como fémeas, bem
como, 0S seus possiveis mecanismos de toxicidade.

Neste periodo o gossipol firmou-se como um potente agente
antiespermatico ndo hormonal, tornando-se droga promissora para obtengdo de um
anticoncepcional masculino.

Muito pouco se sabe até hoje, sobre os efeitos do gossipol na gestagao,
independentemente da espécie.

Desta forma esse trabalho tem como objetivo observar os efeitos do
gossipol sobre a gestacéo de ratas (Rattus norvegicus) e os consequentes efeitos
em parametros morfométricos testiculares de seus filhotes, visando a sua utilizagdo
como droga contraceptiva para uso animal em ambos os sexos. Os seguintes pontos
foram abordados:

- avaliagdo da toxicidade do gossipol em ratas prenhes;

- capacidade do gossipol interferir na manutencdo da gestagdo e no

numero de filhotes nascidos;

- avaliagado do desenvolvimento dos filhotes durante a lactagao;

- avaliagéo histologica dos testiculos de ratos, filhos das ratas tratadas,

no ato do desmame.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CARACTERISTICAS QUIMICAS E METABOLISMO DO GOSSIPOL

O gossipol € um composto fendlico gerado por glandulas que produzem
pigmentos nas folhas, caule, raizes e sementes, sendo mais frequente nestas duas
ultimas. A concentragdo média de gossipol na semente de algodéo (G. hirsutum) é
de 1,32% (0,59% a 2,35%). Desta forma a concentracdo de gossipol presente na
planta ndo é constante, variando entre os cultivares plantados, condigbes climaticas
(indice pluviomeétrico, temperatura, umidade), fertilizantes e solo (RANDEL ef al,,
1992). Tem a fungdo de defesa para a planta, principalmente contra o ataque de
insetos (NEWSON e BRAZZEL, 1968).

O gossipol tem o peso molecular de 518,54 e a sua féormula é CzpHz0s.
Apresenta trés formas tautoméricas: aldeido, cetondide e hemiacetal, havendo dois
isGmeros Oticos, dextrégero e levégero. Devido a presenga dos grupos carbonila e
fenol, o gossipol pode reagir com muitas outras moléculas (ABOU-DONIA, 1976).

FIGURA 1. FORMAS TAUTOMERICAS DO GOSSIPOL: | ALDEIDO,
Il HEMIACETAL e Ill CETONOIDE.

CHO,0H OH CHO

3 CH3 H3C \I
<y AN

HO~—0 o—&-o H-COHOH  Of H-C-OH

Fonte: ABOU-DONIA (1976).



O gossipol, administrado por via oral ou parenteral, apresenta como
principal via de excregéo as fezes, pois a bile é o principal caminho de eliminagao do
gossipol do organismo. Em estudo realizado com gossipol radioativo, observou-se
que 77% da droga era excretada pelas fezes, 12% como gas carbdénico e 3% pela
urina. A meia vida biolégica da droga em ratos € de 48 horas, galinhas 30 e suinos
78 horas. Os tecidos que mais acumularam a droga foram: trato gastrintestinal,
figado, coragao e rins. O acumulo de gossipol nos tecidos também variou entre as
espécies estudadas, sendo de 12,5% para ratos, 16,8% para galinhas e 32,9% para
suinos (ABOU-DONIA, 1976).

Animais lactantes, recebendo gossipol na dieta, apresentam excregéo da
droga pelo leite. LIN ef al. (1992), encontraram, 6 horas ap6s a administragéo oral de
gossipol para ratas lactantes, significante quantidade de gossipol no leite coagulado
nos estémagos de filhotes, bem como no sangue, figado, puimdes, bagco e outros
orgéos destes filhotes. HU et al. (1994), observaram inibicdo do crescimento de
células cancerigenas de mama de mulheres e células cancerigenas de esé6fago de
ratos, em cultura, utilizando como fonte de gossipol, o leite de vacas alimentadas
com 450 ppm de gossipol na dieta.

Experimentalmente, trés formas de gossipol tem sido utilizadas: o gossipol
puro, o gossipol conjugado com acido acético (GAA) e o gossipol conjugado com
acido férmico, todas apresentando atividades biolégicas muito semelhantes (QIAN e
WANG, 1984).

2.2 EFEITOS SOBRE A REPRODUCAOQO

2.2.1 Efeitos sobre a reproducgao feminina

Investigagbes com ratas ciclando normalmente e tratadas na sequéncia
com GAA, apresentaram aumento de durag&o no ciclo estral apds o tratamento,
decorrente do aumento na fase de diestro (RANDEL et al, 1992; LAGERLOF e
TONE, 1985). BENDER et al. (1988b), observaram diminuigcdo no nimero de ciclos

estrais (sem apresentar alteracdes histopatoldgicas nos ovarios, Utero e vagina) em



ratas tratadas com 60 mg.kg'1 de GAA, bem como, ratas hemiovariectomizadas
tratadas com GAA, ndo apresentaram aumento no peso do ovario remanescente
como as ratas do grupo controle.

PAN et al. (1987), relataram alteragbes ultraestruturais em ovédcitos e
células da granulosa de ratas tratadas com GAA (20 mg.kg’) por 60 dias. Estas
alteragbes incluiram aumento de lisossomos no ovoécito e redugdo do reticulo
endoplasmatico liso nas células da granulosa, sugerindo supressdo da atividade
secretora destas células.

A administragéo de 0,05 a 5,0 mg de gossipol intrauterinamente em ratas,
antes do coito, provocou, dose-dependente, reducdo de espermatozodides que
alcangcaram a ampola e reducao do numero de ovocitos fecundados (MOORE ef al,,
1988). RATSULA et al. (1983), conseguiram inibicdo total da motilidade dos
espermatozéides em 11 de 15 mulheres que utilizaram um gel vaginal com gossipol
apds a cdpula e, 0s quatro casos remanescentes, apresentaram baixa motilidade e
n&o progressiva.

YANG e WU (1987), administrando GAA oralmente (30, 60, 90, 120
mg.kg") para ratas do primeiro ao quinto dia de gestacdo e sacrificando-as no
décimo, constataram que na dosagem de 60, 90 e 120 mg.kg”, respectivamente,
inibiu-se a gestagdo em 50, 85 e 75% das ratas, e na dosagem de 30 mg.kg™" ndo
houve bloqueio da prenhez. Observaram também que as concentragbes de
progesterona (P4) e 17B-estradiol no soro estavam bastante reduzidas, exceto nos
animais que receberam a menor dosagem. As ratas tratadas com altas doses de
gossipol e que receberam, durante a gestagcéo, P4 ou P4 mais estrogeno exégeno,
apresentavam maior taxa de gestacdo mas menor quantidade de implantes uterinos.
Desta forma, esses autores concluiram que as causas de infertilidade nas fémeas
sdo provocadas por acdo luteolitica e disfun¢des no desenvolvimento fetal pos-
implantagéo.

LIN et al. (1985), trabalhando com doses de 12,5 e 25 mg.kg™, por via
intramuscular (IM), do proestro ao oitavo dia de gestagdo, observaram menor média
de implantes uterinos nas fémeas tratadas com maior dosagem n&o levando a
gestacao a termo. Contudo, quando administraram GAA apés a fase de implantacéo

(a partir do 6° dia), ndo ocorreram abortos ou efeitos nocivos sobre os filhotes.



Comparando-se ratas tratadas com 25 mg.kg" (IM) por dia, a partir do
segundo dia de gestacdo, com ratas controle, ndo se observou alteragGes
histopatolégicas no Utero até ao quinto dia de prenhez, mas constatou-se, apés o
sexto dia de gestagdo, extensa hiperemia e hemorragia no estroma uterino ao redor
do tecido decidual bem desenvolvido. Este fato revela que a degeneragéo autolitica
do epitélio uterino, que normalmente ocorre no 6° dia de gestagdo, ndo ocorreu
nesse dia, nos animais tratados, e isto pode ser decorrente dos efeitos luteoliticos do
gossipol (RIKIHISA et al., 1985).

Os mecanismos pelos quais o gossipol inibe a sintese e secrecéo de Py,
tem sido estudado através de culturas de células foliculares e de corpo luteo de
diferentes espécies. VRANOVA et al. (1999), estudando células da granulosa de
suinos cultivadas com gossipol (concentragéo 10% M), observaram inibicdo da
conversdo de pregnenolona em P4 GU ef al. (1990b), constataram significante
inibicdo do gossipol sobre as enzimas envolvidas na esteroidogénese em cultura de
células luteinicas de bovinos. ZHENG et al. (1991), trabalhando com células
luteinicas de ratas, encontraram resultados similares aos dos autores acima
mencionados. LIN et al. (1992), trabalhando com gossipol radioativo em cultura de
células luteinicas de bovinos, demonstraram que a membrana plasmatica apresenta
maior capacidade de ligacdo para o gossipol que o citoplasma, sugerindo que a
inibicdo da sintese de progesterona ocorre principalmente, por acido em enzimas

localizadas na membrana celular.
FIGURA 2. SINTESE DE PROGESTERONA NAS CELULAS LUTEINICAS.

Steroidogenic Luteal Cell

Ty
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Reticulum
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Fonte: JUENGEL ef al. (1999)



GU et al. (1990a), descreveram como mecanismo antiesteroidogénico do
gossipol o efeito inibitdrio sobre a enzima adenilato ciclase reduzindo a formagéo de
AMP-c intracelular. Em outro trabalho no mesmo ano, esses autores relataram a
inibicdo pelo gossipol, do colesterol side chain cleavage enzyme, responsavel pela
conversdo do colesterol em pregnenolona, bem como a inibicdo do complexo 3p-
hidroxiesteréide desidrogenase-isomerase (3BHSD) responsavel pela conversao da

pregnenolona em progesterona (GU et a/., 1990b).

FIGURA 3. ROTA METABOLICA DA SINTESE DOS HORMONIOS ESTEROIDES.
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Fonte: NORMAN e LITWACK (1997)

LEl e XU (1990), sugeriram, como mecanismo de agao para os efeitos de
anti-implantacao do gossipol, alteragbes no transporte e desenvolvimento inicial dos
embrides nos ovidutos de ratas tratadas. Em outro trabalho, eles constataram
aumento da contratilidade da musculatura lisa dos ovidutos de ratas tratadas com
GAA. Segundo os autores, esses efeitos ndo eram decorrentes de estimulagdo de
receptores a-adrenérgicos mas sim, da entrada de ions Ca™ no tecido muscular,

devido ao aumento dos niveis de prostaglandinas (PGs), principalmente da PGE1 e



PGE2, apresentando a PGE1 maior potencial de contracdo (LEI e XU, 1993).
Contudo, MEDEIROS et al. (1989) observaram que o gossipol inibe de forma direta e
irreversivel a contratilidade dos érgédos reprodutores em machos e fémeas.

BENDER et al. (1988a), relataram juncgdes intercelulares (desmosomos)
irregulares e alteragées no citoplasma de células endometriais em ratas tratadas
com 60 mg.kg", e que essas alteragdes poderiam levar a um ambiente uterino
desfavoravel para o desenvolvimento embrionario e fetal.

Trabalhos desenvolvidos com fertilizagdo in vitro (FIV) e culturas de
embrides tém demonstrado efeitos deletérios dose-dependente do gossipol
diretamente sobre ovécitos (LIN et al., 1994) e embrides (ZIRKLE et al., 1988,
BROCAS et al., 1997), sendo os ovécitos mais resistentes que os embrides a agao
téxica do gossipol (ZIRKLE et al., 1988).

2.2.2 Efeitos sobre a reprodugdo masculina

As pesquisas revelam uma pronunciada variagdo entre as espécies na
sensibilidade ao GAA como agente anticoncepcional para machos. Entre as
espécies de laboratorio estudadas, o hamster aparece como 0 mais sensivel,
seguido pelo rato, macaco e cdo, em ordem decrescente de sensibilidade. Os
camundongos e coelhos s&o os que apresentam maior resisténcia aos efeitos
antiespermaticos do GAA (QIAN e WANG, 1984).

Os resultados em ratos e hamsters indicam que a resposta
anticoncepcional € dose e tempo dependente. A dose efetiva para ratos é de 10 a 30
mg.kg”’ administrada por trés a dez semanas e para hamsters é de 5 mg.kg™" por
mais de 6 semanas. Em caes, doses toxicas ndo provocaram alteragdes no
espermograma (RANDEL et al., 1992). Em ratos doses 5 a 9 vezes superior a dose
efetiva ndo provocaram sinais de toxicidade (QIAN e WANG, 1984). Homens que
tomaram 20 mg de GAA por 75 dias, seguido por doses semanais de 50 mg,
tornaram-se em 99% dos casos, inférteis (DRIFE, 1987).

CHASE et al. (1989) observaram queda na concentracdo e motilidade dos
espermatozoides em touros que recebiam doses diarias de 60 mg.kg™ de gossipol

livre por mais de 56 dias, mas n&o observaram diferenca na circunferéncia escrotal



entre os animais tratados e controle. Analises histopatolégicas de testiculos de
touros alimentados com farelo ou carogo de algoddo na ragdo, apresentaram
aumento do lumen dos tubulos seminiferos e queda no numero de camadas de
células germinativas dentro dos tubulos, mas sem alteragbes no didmetro dos
mesmos, quando comparados a testiculos de touros controle (ARSHAMI e RUTTLE,
1988; CHASE et al., 1990).

Os efeitos do gossipol nos niveis hormonais de homens, ratos, hamsters,
coelhos e macacos, foram revisados, mas os resuitados encontrados sobre as
concentragdes de FSH (Horménio Foliculo Estimulante), LH (Hormdnio Luteinizante)
e testosterona sdo inconsistentes (RANDEL et al., 1992). QIAN e WANG (1984),
relataram alteragdes celulares no hipotalamo e hipéfise de ratos tratados com
gossipol. Descreveram também queda na produgdo de testosterona in vitro em
culturas de células de Leydig na presenga de gossipol. Touros Brahman
alimentados com dietas ricas em gossipol ndo apresentaram queda na produgéo
enddgena de testosterona (CHASE et al., 1990).

Muitos trabalhos foram desenvolvidos para o esclarecimento dos
mecanismos pelos quais o gossipol desempenha sua fungcdo antiespermatogénica.
O primeiro mecanismo de acio do gossipol descrito foi a sua agao inibidora sobre a
enzima Lactato-desidrogenase-X nos espermatécitos e espermatides (LEE e
HEINRICH, 1981).

A queda da motilidade nos espermatozoéides de hamsters foi causada por
alteragbes na membrana mitocondrial na cauda dos espermatozéides (HOFFER et
al., 1987). Alteracdes na cauda (peca intermediaria) dos espermatozéides em touros
foram descritas por CHENOWETH et al. (1994).

TENG (1997), constatou alteragbes na cauda e cabega do
espermatozoide. Alteragdes na cauda foram causadas por redugdo na quantidade
de microtubulinas nas células espermatogénicas, devido a inibicdo enzimatica do
gossipol na trasnscricdo e sintese das proteinas. Em outro trabalho, o autor
descreveu deformidades na cauda do espermatozéide decorrente da queda dos
teores de dineina e tubulina no flagelo, bem como alteragdes na converséo de
espermatide arredondada para alongada (TENG, 1995). KENNEDY ef al. (1983),
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descreveram a inibicdo pelo gossipol, da convers&o da proacrosina em acrosina no
acrossomo de espermatozéides humanos.

CERELLI e JOHNSON (1999), descreveram significante degeneragdo das
células germinativas entre espermatogdnias B e espermatécito primério em
paquiteno nos testiculos de touros que recebiam gossipol na dieta. MONSEES et
al.(1998), trabalhando com cultura de células de Sertoli, observaram degeneragao e
morte deste tipo celular por alteragdes no metabolismo mitocondrial. Células de
Sertoli cultivadas em meio contendo 5 uM de gossipol, apés 10 minutos de cultura,
apresentavam interrupgcdo das comunicagdes intercelulares do tipo tight (HERVE et
al., 1996).

SWAN et al. (1990), administrando 20 mg.kg™” de gossipol diariamente
para ratos, observaram hipertrofia do epitélio da cauda do epididimo, com aumento
de quatro vezes no comprimento das células. Espermatozdides retirados desta
regido apresentavam anormalidades ou auséncia de mitocondrias, bem como
auséncia de membrana plasmatica e componentes do axonema. Alteragées nas
enzimas responsaveis pela maturagdo final do espermatozéide no epididimo foram
descritas por KALLA et al. (1997).

2.3 TOXICIDADE

O carogo e o farelo de algodédo representam importantes fontes de
proteinas e energia para nutricdo animal. Apesar dos subprodutos do algodao
possuirem uma proteina de alta qualidade, esses apresentam o gossipol como
principio toxico (ANDRIGETTO et al., 1982; MORGAN et al., 1988).

O gossipol € encontrado sob duas formas: livre e ligada. A forma livre € a
que apresenta fungbes bioldgicas. A quantidade de gossipol livre presente no
alimento é influenciada pelo processamento do carogo durante a obtencéo do dleo.
Comercialmente o 6leo é extraido por trés diferentes processos: extrag&o direta por
solventes, pressao seguida por extragdo com solvente e simples pressao. Esses trés
métodos utilizam diferentes temperaturas, pressoes e tempo de cozimento. Altas
temperaturas e pressao favorecem a formacgéo de ligagdes estaveis entre o gossipol

e outras moléculas, tornando o gossipol biologicamente inativo. Assim o método por
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extracao direta com solventes é 0 que apresenta maior quantidade de gossipol livre
(RANDEL et al., 1992 e GOETSCH e OWENS, 1985).

A intoxicagdo pelo gossipol € mais grave em espécies monogastricas e
em animais pré-ruminantes, uma vez que, nos ruminantes, o gossipol livre liga-se
rapidamente as proteinas solluveis do rimen. Depois de ligado a estas proteinas, o
gossipol ndo é liberado por enzimas proteocliticas e a microbiota ruminal, nao
participa diretamente neste processo de detoxificagédo (ALLISON, 1978). Doses
diarias de gossipol livre acima de 24 gramas podem exceder a capacidade de
detoxificagdo do rumen e o fornecimento de farinha de algod&o na forma peletizada
diminui a toxicidade do gossipol (BARRAZA et al., 1991).

A toxicidade do gossipol varia muito entre as espécies animais. ABOU-
DONIA (1976) relatou diferentes doses de DLso (mg.kg™) entre as espécies por ele
estudadas: de 2.400 a 3340 para ratos, 500 a 950 para camundongos, 350 a 600
para coelhos, 280 a 300 para cobaias e 550 para suinos.

QIAN e WANG (1984), comparando a tolerancia para repetidas doses de
gossipol, concluiram que entre camundongos, coelhos, cobaias, cdes, suinos, ratos
e macacos, os dois ultimos sdo os mais tolerantes, e os caes e coelhos os mais
senéiveis. Eles concluiram também que as fémeas sd@o mais sensiveis que 0s
machos.

MORGAN et al. (1988), observaram que cordeiros, com oito semanas e
peso médio de 16 kg, que receberam durante 30 dias doses totais diarias de
gossipol (gossipol acido acético) variando de 0, 45, 136 ou 409 mg, apresentaram
graus diferentes de intoxicagdo. Os cordeiros que receberam a maior dose,
morreram antes do término do experimento. Os sinais clinicos observados foram
morte subita, perda de peso, secre¢do nasal, apatia, anorexia, dispnéia e alteragdes
no eletrocardiograma. A necrépsia observou-se cardiomegalia, congestdo pulmonar
e hepatica e acumulo de liquido nas cavidades corporais. Microscopicamente
constatou-se necrose focal do miocardio e degeneragao das fibras cardiacas, edema
e congestdo pulmonar, necrose da regido centrolobular hepatica, retencao de bile e
degeneragdo gordurosa. A severidade dos sinais observados foi dose dependente.

Em 1974, o Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos,
estabeleceu 450 ppm como nivel maximo de gossipol livre em produtos para
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consumo humano (MOH et al., 1992). Racdes para cordeiros jovens com niveis
inferiores a 450 ppm de gossipol livre podem causar intoxicaggdo (MORGAN et al,,
1988).

Os sinais de intoxicagdo aguda em caes (PATTON et al, 1985), suinos
(HASCHEK ef al., 1989), cabras (EAST et al., 1994), coelhos (SAKESENA ef al,,
1981) e bezerros (HUDSON et al, 1988) sdo similares, destacando-se a morte
subita, dificuldade respiratéria, anorexia, insuficiéncia cardiaca, congestao e edema
pulmonar e congestao hepatica.

Em fungao da utilizagao frequente do carogo de algodao na alimentagéo
de ruminantes, principalmente bovinos em producéo, muitos trabalhos foram feitos
para avaliar os seus possiveis efeitos toxicos.

COLIN-NEGRETE et al. (1996), relataram que dietas com 30 % de carogo
de algodao (0,2 % de gossipol total na dieta) por 430 dias, podem causar morte de
novilhas holandesas, e a medida que se aumentava a quantidade de carogo de
algodé&o na dieta ( 0, 15 ou 30 %), essas novilhas apresentavam maior fragilidade
eritrocitaria, maior concentragdo sérica de colesterol, triglicerideos e bilirrubina.
GRAY et al. (1993) trabalhando com novilhas e vacas de corte recebendo 10 e 20
mg.kg”' de peso vivo por dia de gossipol livre, obtiveram resultados similares
relativamente a fragilidade eritrocitaria. WILLARD et al. (1995) observaram que
vacas da raga Brahman alimentadas com 4 gramas de gossipol livre por dia, nos
ultimos trés meses de gestacao, apos 84 dias de tratamento, apresentavam menores
niveis séricos de a-tocoferol e B-caroteno que as vacas do grupo controle.

Os chineses possuem anticoncepcional masculino com alta eficacia a
base de gossipol, mas o uso clinico é limitado em fungdo dos efeitos colaterais,
como fadiga, hipocalemia e alteracdes gastrointestinais (DRIFE, 1987).
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2.4 ENDOCRINOLOGIA E FISIOLOGIA REPRODUTIVA DA RATA

Em ambos os sexos a puberdade de ratos ocorre entre os 50 e 60 dias de
vida, e a idade em que os animais sdo colocados em reproduc¢do varia de 90 a 120
dias. Nesta fase o peso dos machos esta ao redor de 300 g e das fémeas ao redor
de 200 g (PEPLOW et al., 1977).

O ciclo estral das ratas apresenta de 4 a 5 dias de duracdo, com o
periodo de estro de 12 horas, aproximadamente. O comportamento de cio das
fémeas inclui tremores de orelha quando a cabeca e as costas s&o acariciadas,
lordose e agitacao (BIVIN, 1986).

Segundo CHAHOUD e KWASIGROCH (1977), o ciclo estral das ratas
esta divido em quatro fases:

1) Proestro (estagio I} — Fase de preparagdo para o coito, caracterizada
pela proliferacdo do epitélio vaginal. No esfregaco vaginal estdo
presentes células epiteliais ovais, com nucleo grande e central. Os
leucécitos aparecem raramente. Tem a duragéo de 12 horas;

2) Estro (estagio Il) - Fase de aceitagdo ao macho, caracterizada pela
presenca de células epiteliais queratinizadas e sem nucleo, que
quando descamadas formam agregados celulares. Os leucdcitos e
muco estdo ausentes. A duracao é de 14 horas;

3) Metaestro (estagio lll) — Fase que ocorre apds as ovulagdes. Depois
de passada a fase de aceitagdo ao macho, poucas células
queratinizadas estdo presentes e os leucdcitos € muco aparecem no
esfregaco. No inicio da fase células anucleadas estédo presentes, ao
passo que mais para o final desta fase aparecem células nucleadas e
poligonais. A duragéo é de 21 horas.

4) Diestro (estagio IV) — A mucosa vaginal esta delgada e no esfregaco
vaginal &€ abundante os tipos de células epiteliais, muco e leucécitos. A
duracéo € de 57 horas.

O periodo da gestacdo da rata é de 20 a 23 dias e a exata duracdo

depende da raca dos animais utilizados, saude e idade das méaes e o tamanho da
ninhada. As ninhadas possuem em média entre 9 e 10 filhotes (CHAHOUD e
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KWASIGROCH, 1977). O tipo placentario da rata é o hemocorial. Neste tipo
placentario, as células do trofoblasto entram em contato direto com o sangue
materno, tendo acesso direto aos nutrientes e gases, provocando invasao
endometrial intensa (BUDAK e STRAUSS, 1999).

Os roedores apresentam ovulagdes espontaneas, e os corpos luteos (CL)
formados a partir destas ovulagdes, secretam progesterona por dois dias, e ndo se
tornam CL completamente funcionais durante o ciclo. A vida dos CL dos roedores é
propositalmente limitada para produzir curtos e repetitivos ciclos estrais, que
proporcionam numerosas oportunidades para fémeas tornarem-se prenhes. Os
corpos luteos das fémeas nao cobertas sdo denominados “ndo funcionais”, porque
eles ndo secretam quantidades suficientes de progesterona (P4) para permitir uma
reacdo decidual uterina. Outra causa da lutedlise € a conversdo da P4 pela 20 a-
hidroxiesteroidesidrogenase no CL em 20 a-hidroxiprogesterona, que €& um
metabdlito inativo, sendo incapaz de manter a gestagéo (SPENCER, 1999).

A cobertura das ratas durante 0 cio resulta em gestacdo ou
pseudogestacdo, com os CL secretando progesterona por 12-14 dias. A extensao do
CL por mais de 12 dias depende da presenca de conceptos viaveis no utero. O
sucesso da gestacao depende da secregdo de progesterona pelo CL até o 17° ou
18° dia de prenhez. Desta forma, a gestacao dos roedores esta dividida em duas
fases, separadas por eventos enddcrinos distintos. O primeiro evento é a cobertura,
que por arco reflexo neural, induz a ondas diurnas e noturnas de prolactina, que
duram até o dia 12 da gestagdo ou pseudogestacdo. O aumento da prolactina é
necessario para a conversao do CL n&o funcional do ciclo estral em CL funcional da
gestacdo. O segundo evento é dependente da implantagdo, que acontece até o
quinto dia péds-fecundagdo, e do desenvolvimento de conceptos normais. Na
gestacgdo, a placenta e a decidua produzem sete tipos de Prolactin-like (PRL-like)
horménios ou Lactogénios Placentarios (PL) que exercem efeitos luteotrdficos e
induzem & produc&o de progesterona no meio e final da gestagdo. A partir do sexto
dia da gestacdo, a prolactina hipofiséria deixa de ser estritamente necessaria,
ficando a manutengdo da gestacdo, também a cargo dos PRL-like horménios. A

prolactina e os lactogénios placentarios parecem elevar o nimero de receptores
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para LH e estrogeno, bem como suprimem a conversédo de progesterona em 20 a-
hidroxiprogesterona no CL (BAZER, 1999).

FIGURA 4. MECANISMOS ENDOCRINOS E NEUROENDOCRINOS DA
GESTACAO DE RATAS.
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Fonte: STOUFFER (1999)

2.5 DIFERENCIACAO SEXUAL

A fecundacao impde ao embrido o sexo genético. Caso o genétipo seja
masculino (XY), uma regido de cromossomo Y (regido da determinagéo do sexo)
acarreta, na sexta semana na espécie humana, o inicio da secregdo de um fator

determinante de testiculo, que tem fungao testiculo organizadora, isto &, transformar
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os corddes gonadais primarios em tabulos seminiferos. Caso o gendétipo seja
feminino (XX), ndo havera a secre¢ao deste fator e ocorrera a formagéao de ovario.
Assim o sexo genético determina o sexo gonadal (CARLSON, 1996).

Se o sexo gonadal for o testiculo, este produzira através das células de
Sertoli 0 horménio antimulleriano (AMH), uma glicoproteina do grupo dos TGF-§
(Fator de Crescimento Trofoplastico-8), cuja fungdo. é provocar a involugéo dos
ductos de Muller. Enquanto isso, a auséncia do tecido testicular, ou seja, na
presencga de ovarios, os ductos paramesoneéfricos diferenciam-se nas tubas uterinas,
Utero e vagina, enquanto os ductos de Wolff regridem, pois s&o dependentes da
testosterona para desenvolverem-se. No inicio da regressdo dos ductos de Miller as
células de Leydig iniciam a secregao de testosterona (terceiro sinal). Este andrégeno
estimula a diferenciagdo dos ductos de Wolff em ductos eferentes, ductos
epididimarios e ductos deferentes. O sexo gonadal induz ainda a produg&o do quarto
sinal da determinagdo sexual, e assim a testosterona é reduzida a dihidro-
testosterona que se liga a receptores especificos no seio urogenital, tubérculo e
saliéncia genital onde estimula a diferenciacéo destas estruturas em prostata, uretra,
pénis e escroto. (CARLSON, 1996).

2.6 ENDOCRINOLOGIA E FISIOLOGIA REPRODUTIVA DO MACHO

Espermatogénese & o processo bioldgico de gradual transformagéo das
células germinativas em espermatozéides. Este processo envolve proliferagao
celular por repetitivas divisbes mitdticas, duplicacdo do material genético,
recombinagdo genética por cross-over, divisdo reducional por meiose produzindo
espermatides hapléides e diferenciagdo terminal das espermatides em
espermatozoides. Desta forma a espermatogénese esta dividida em trés fases:
proliferacéo, divisdo reducional (meiose) e diferenciagdo (HESS, 1999).

Todo aspecto da fisiologia reprodutiva do macho esta na dependéncia do
controle endécrino das gonadotrofinas, LH e FSH. Apds a puberdade, a secregéo de
LH ocorre em pulsos, com episddios irregulares de secre¢do a cada 2-4 horas. A
acdo do LH é primariamente sobre a célula de Leydig, localizada no intersticio, onde
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atua sobre a adenilato ciclase, promovendo a conversdo do colesterol em
precursores da testosterona. O pico circulatério da testosterona acontece 40 minutos
apos o pico de LH e o intervalo entre a queda na concentragéo de testosterona e um
novo pico de LH é de 40-80 minutos. Dentro dos tubulos seminiferos a testosterona
é convertida em 5-dihidrotestosterona, que n&o é capaz de sofrer aromatizagdo e é
mais potente que a testosterona. Estes andrégenos ficam na luz dos tdbulos ligados
a uma proteina secretada pelas células de Sertoli, a proteina ligadora de andrégeno
(ABP). A funcao desta proteina é manter aita a concentragcdo de andrégeno dentro
da luz dos tubulos seminiferos e epididimo. A secrecdo de gonadotrofinas é
controlada pelos niveis circulantes de androgenos, estrogenos e inibina (PINEDA,
1989).

O alvo do FSH é a célula de Sertoli, atuando sobre a adenilato ciclase,
promovendo a sintese da ABP e aromatizagdo da testosterona em estrégeno. O
FSH também estimula a célula de Sertoli para manter o suporte da
espermatogénese. A secre¢do de FSH é regulada pelos niveis sanglineos de
esterbides, inibina e ABP. Secretam ainda lactato e piruvato e o fluido tubular
(MANN e LUTWAK-MANN, 1981).

As células de Sertoli sdo grandes, triangulares, fixas e expandem-se em
direcdo ao lumen do tubulo seminifero. No testiculo adulto ndo sofrem divis&o, mas
sdo extremamente resistentes as radiagdes ionizantes, bem como aos diversos
agentes téxicos que exercem acdo destrutiva sobre as células germinativas
(PINEDA, 1989).

O testiculo é dividido internamente em tecido avascularizado sendo 90 %
constituido pelos tubulos seminiferos, e tecido vascularizado, onde se encontram as
células de Leydig, vasos sanglineos, linfaticos e macréfagos. Esta camada produz o
liquido intersticial, que € utilizado como transportador de horménios e nutrientes a
partir dos vasos sanguineos até ao epitélio seminifero. O controle da entrada dos
nutrientes dentro do epitélio €& feito pela barreira hemato-testicular. Ha duas
barreiras, uma camada de células midides que circunda a Iamina basal, e as células
de Sertoli. Estas células, através de suas jungGes tight, dividem o interior do epitélio
seminifero em basal e adluminal, onde no basal encontram-se as espermatogénias

em divisdo mitdtica, e no adluminal os espermatocitos em divisdo meidtica e em
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transformacgao celular. As jungbes tight restringem a passagem de muitos fatores
(eletrélitos, hormonios, nutrientes, anticorpos) estabelecendo um ambiente favoravel
para as diferentes fases da espermatogénese. Elas proporcionam suporte mecanico,
protecdo e nutricdo das células germinais em desenvolvimento, desempenham
importante papel na liberagao dos espermatozéides maduros no lumen dos tubulos,
intervém na fagocitose de células germinais danificadas, absorvendo corpos
residuais e excedentes citoplasmaticos (RUSSELL, 1999).

A multiplicacao das células de Sertoli ocorre, quase que totalmente na
vida intrauterina, sendo que entre a fase de diferenciagdo sexual e 0 nascimento, o
numero destas células aumenta em 300 ou 400 vezes nos testiculos de carneiros e,
apds o nascimento, em 5 ou 10 vezes até a fase po6s puberal. Em ratos a
multiplicagdo das células de Sertoli permanece intensa até a pré puberdade. Nesta
fase ela para e ndo se observa uma variagdo numérica com relagdo a idade entre
estes animais (HOCHEREAU-DE REVIERS et al., 1987).

No animal adulto, as espermatogbnias estdo divididas em tipo A,
intermediarias e B. Existem varias geragbes de espermatogdnias A, dependendo da
espécie. Estas dividem-se por mitose dando origem as espermatogbnias
intermediarias, que por mitose dividem-se originando as espermatogbnias B. Nos
ruminantes observam-se, Ag, A1 , A2, As ,intermediaria, By e B, . Neste processo
nao se reduz o numero de células que dao origem a divisdo, conservando-se a
permanéncia do processo. As espermatogdnias B dividem-se por mitose originando
os espermatocitos primarios. Estes sofrem divisdo meibtica (meiose-l) originando os
espermatocitos secundarios. Os espermatécitos secunddrios, pela meiose-ll, dao
origem as espermatides, finalizando o processo de espermatocitogénese (HESS,
1999).

Todas as espermatogbnias permanecem em contato com a membrana
basal, mas no final da divisdo meidtica, o citoplasma das células de Sertoli comeca a
englobar os espermatécitos em formagéo, fazendo com que estes percam contato
com a membrana basal. Logo apés o término da meiose, as espermatides iniciam a
sintese de RNA, e simultaneamente o conteldo acrossomal € sintetizado no
complexo de Golgi, com progressiva uniéo das vesiculas para a formagéo do proprio
acrossomo. Em seguida vem a fase de sintese dos microtubulos e formagdo do
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flagelo. Durante este processo, excedentes de citoplasma vdo sendo eliminados.
Pouco apbs a expulsdo dos corpos residuais, as cabecas dos espermatozodides
liberam-se do citoplasma das células de Sertoli, permitindo a passagem dos
espermatozoéides para a luz dos tabulos (MANN e LUTWAK-MANN, 1981).

As vias pelas quais os espermatozéides passam sao a rede testicular, os
ductos eferentes, o epididimo, o ducto deferente e a uretra. Sofrem mudancas fisico-
quimicas entre a rede testicular e a cauda do epididimo, que estdo associadas com
as mudancas fisiologicas das células. Estas mudangas sdo responsaveis pela
maturagdo necessaria para a fertilizagdo. Ao atingir o epididimo, o fluido que veicula
os espermatozdides, até ai presente em grande quantidade, é abundantemente
absorvido pelos ductos eferentes na cabega do epididimo, causando intensa
concentragdo dos espermatozdides. Durante a migracdo através do epididimo, os
espermatozbides desenvolvem motilidade e fertilidade. Este transito leva de 8 a 14
dias para ocorrer (PINEDA, 1989).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 40 ratas (Rattus norvegicus), com 120 dias de idade e
peso variando entre 200 e 250 gramas, oriundas do Biotério Central da
Universidade Federal do Parana.

Durante o experimento, 0os animais foram mantidos, neste biotério, em
caixas apropriadas com cinco fémeas por caixa, em regime de manejo normal,
recebendo alimentag&o balanceada para ratos e agua ad /ibitum. Todas as fémeas
estavam ciclando, conforme evidenciado pelos exames dos esfregagos vaginais.

Foram utilizados oito machos adultos para os cruzamentos.

3.2 PLANO EXPERIMENTAL

3.2.1 Acompanhamento do Ciclo Estral, Cobertura e Gestacao

O acompanhamento do ciclo estral e a confirmagéo da cobertura foram
feitos por esfregago vaginal, segundo a técnica descrita por CHAHOUND e
KWASIGROCH (1977), sendo a presenga de um espermatozdide no esfregaco
confirmativo de cobertura.

As coberturas foram sistematicamente realizadas no periodo de
escuriddo, entre 19 e 7 horas, sendo os machos colocados com as fémeas as 18 h e
retirados as 8h do dia seguinte. Cada dia um macho diferente era colocado por
caixa. ApOs a passagem dos oito ratos pela mesma caixa reiniciava-se com o rato

do primeiro dia.



FIGURA 5 — ESFREGACO VAGINAL CORADO COM HEMATOXILINA E EOSINA.
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| - PROESTRO (1000 X); Il - ESTRO (400 X).
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FIGURA 6 — ESFREGACO VAGINAL CORADO COM HEMATOXILINA E EOSINA.

22



23

FIGURA 7 — ESFREGAGCO VAGINAL CORADO COM HEMATOXILINA E EOSINA.

V- ESFREGACO POSITIVO PARA COBERTURA (1000X).

As fémeas cobertas eram separadas e permaneciam em caixas com cinco
fémeas até completarem 18 dias de gestag&o, quando eram separadas para caixas

individuais, onde iriam parir e permanecer até o desmame.
3.2.2 Preparo da droga
O gossipol acido acético’, na forma pura (97,8%) e em pé, foi dissolvido

em Oleo de canola (Purilev®) em trés diferentes concentragdes, formando trés

diferentes suspensdes da droga: 20 mg.mL", 40 mg.mL" e 80 mg.mL™".

' O gossipol acido acético, fornecido pelo Laboratério Hebron- Caruaru/SE, apresentava
relagdo molar de 1:1 entre gossipol e acido acético.
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Para melhor homogeneizagdo da mistura, inicialmente, cada suspenséao
permaneceu em um homogeneizador por ultra-som durante uma hora. Durante a
realizagdo do experimento, as suspensdes foram mantidas a temperatura de 4°
Celsius. Todo dia, antes da administracdo da droga, cada suspensdo era

homogeneizada com auxilio de um homogeneizador magnético.

3.2.3 Delineamento Experimental e Tratamentos

Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado, onde
foram testados quatro tratamentos com dez repeticbes em cada: Grupo | - Controle,
Grupo 1l - Gossipol 20 mg.kg”, Grupo lll - Gossipol 40 mgkg' e Grupo IV -
Gossipol 80 mg.kg™.

A droga foi administrada do 5° até o 20° dia de gestacdo pela manha.
Cada animal recebeu o volume de 1 mL.kg" de peso corporal por meio de sonda de
gavagem e seringa de vidro de 1 mL, segundo o protocolo:

Grupo | (G 1)- 1 mL.kg™ de peso corporal de éleo de canola;

Grupo Il (G 1I)- 1 mL.kg" de peso corporal da suspensao contendo 20

mg.mL™";

Grupo Il (G 11)- 1 mL.kg™" de peso corporal da suspensdo contendo 40
mg.mL™;

Grupo IV (G IV)- 1 mL.kg" de peso corporal da suspens&o contendo 80
mg.mL™.

Os volumes administrados sofreram arredondamento pela segunda casa
decimal. Exemplificando, a fémea que pesou 218 g recebeu 0,22 mL de suspensio,
bem como a que pesou 224 gramas. A fémea que apresentou peso com final cinco,
255 gramas por exemplo, recebeu volume arredondado para cima, ou seja, 0,26 mL

de suspenséo.
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FIGURA 8 — SUSPENSQOES CONTENDO GOSSIPOL ACIDO ACETICO.

3.3 ACOMPANHAMENTO DOS ANIMAIS

O acompanhamento dos animais para avaliagdo da toxicidade do

gossipol procedeu-se segundo o Guidelines for Reproductive Toxicity Risk

Assessment (EPA/1996 — U.S. Environmental Protection Agency).

3.3.1 Gestagao

As fémeas foram pesadas diariamente do dia zero (dia do esfregaco

vaginal positivo) até o dia do parto, acompanhando-se assim, o ganho de peso, a

duragéo da gestacao e os efeitos toxicos sobre as ratas prenhes.

3.3.2 Parto e Lactagao

No dia do parto, foi assinalado o peso da mae, o numero de filhotes

nascidos (vivos e mortos) e o peso individual dos filhotes.
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Durante a lactacéo, anotou-se o peso das maes e o peso das ninhadas,
nos dias 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 (dia do desmame). No dia do desmame avaliou-se a
taxa de sexo (porcentagem de filhotes machos em relagéo ao total de filhotes) e o
peso individual dos filhotes.

No desmame, todas as fémeas foram sacrificadas para contagem do
nimero de implantes uterinos, comparando desta forma, o numero de fetos
nascidos com o nimero de fetos gestados. As fémeas que n&o pariram até o 25° dia
pos-cobertura, foram também sacrificadas para a inspecéo de pontos de

implantagao uterina.

3.4 AVALIACAO DOS FILHOTES MACHOS

Na data do desmame, os filhotes machos foram pesados individualmente
e sacrificados. Os testiculos foram retirados e pesados individualmente e
encaminhados para analise histologica. A partir do peso médio dos testiculos
avaliou-se a porcentagem da massa testicular em relagéo a massa corporal (indice

gonadossomatico).

3.5 PREPARO DO MATERIAL PARA ANALISE HISTOLOGICA

ApOs a retirada e pesagem dos testiculos, esses foram colocados em
liquido de Bouin por seis horas. Decorrida a primeira hora, os testiculos foram
retirados para serem seccionados ao meio, voltando em seguida, para o Bouin onde
permaneceram ate o término deste tempo.

Decorridas as seis horas, os testiculos foram imersos diretamente em
uma solucdo de alcool a 70%, onde permaneceram até o processamento do
material.

O preparo do material seguiu a técnica de rotina, onde os testiculos
foram desidratados por passagens em solugdes de concentragbes crescentes de

alcool e diafanizados em xilol. Depois de diafanizados, foram incluidos em parafina
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e entdo cortados por microtomia em cortes de 4 um de espessura e corados com

hematoxilina e eosina.

3.6 ANALISE HISTOLOGICA DOS TESTICULOS

A andlise histologica dos testiculos incluiu os seguintes itens:
caracterizacdo dos tipos celulares que compdem o epitélio seminifero;
porcentagem de tubulos luminados; medidas do diametro dos tubulos seminiferos;
calculo da proporcdo volumétrica dos tubulos seminiferos. Utilizou-se um
microscépio optico Olympus® , com ocular de aumento de 10 vezes e objetiva de
25 vezes para avaliagdo da porcentagem de tubulos luminados e, ocular de 10

vezes e objetiva de 40 vezes para as demais avaliagbes.

3.6.1 Porcentagem de Tubulos Seminiferos Luminados

O calculo da porcentagem de tubulos seminiferos que apresentavam
limen obteve-se pela observagcdo de 100 secgdes transversais de tubulos por

testiculo, constatando-se a presenga ou nao de luz tubular.

3.6.2 Diametro dos Tubulos Seminiferos

O diametro médio dos tubulos seminiferos foi obtido, segundo FRANCA
(1991), a partir das medidas do didmetro de 10 secgbes transversais de tubulos
seminiferos por animal (cada medida corresponde a média de duas medidas de
diametro em sentidos opostos — vertical e horizontal - no mesmo tdbulo). As
secgOes transversais, escolhidas ao acaso mediante varredura horizontal,
apresentavam contorno o mais circular possivel. Para tanto se utilizou uma ocular
micrométrica da marca Olympus® OSM-4 de 10X previamente calibrada para

objetiva de 40X. Os valores médios encontrados na régua micrométrica (duas
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afericbes transversais de cada tubulo) foram multiplicados pela constante 0,26 de

calibragao, para ai se obter a medida do diametro tubular em um.

FIGURA 9 — AFERICAO DO DIAMETRO DO TUBULO SEMINIFERO

3.6.3 Proporgdes Volumétricas dos Tubulos Seminiferos

As proporgdes volumétricas dos componentes testiculares foram
estimadas através do método de CHALKLEY (1943), utilizando-se ocular de
aumento de 10 vezes dotada de graticula com 441 pontos equidistantes. Cinco
campos, escolhidos ao acaso, foram registrados por testiculo. As proporgbes
volumétricas, expressas em porcentagem, foram calculadas sobre um total de
duzentos pontos por campo e mil pontos por testiculo, totalizando 10 mil pontos por
tratamento. Tem como objetivo estimar a proporg¢éo (%) de tubulo seminifero e de
tecido intersticial. Os componentes testiculares foram: tubulo seminifero (tunica
propria + epitélio seminifero + limen tubular) e tecido intersticial (células de Leydig,

tecido conjuntivo e vasos sanguineos, linfaticos e nervos).
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a analise de variancia. As variancias dos
tratamentos foram avaliadas pelo teste de Bartlett quanto a homogeneidade, e as
varidveis tiveram suas médias testadas pelo teste ANOVA 1. Quando os resultados
revelaram existir diferengcas entre as médias dos tratamentos, estes foram
comparados pelo teste de Dunnet no nivel de 5% e 1% de probabilidade, a fim de

determinar se as diferengas eram estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 GANHO DE PESO E TOXICIDADE NA GESTAGCAO

Os valores médios de ganho de peso das ratas de cada grupo nos dias 0,
5, 10, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 e 21 de gestacgdo estdo na tabela 1. Conforme
evidenciado, as ratas do grupo G | apresentaram maior média de ganho de peso, ao
passo que quanto maior a dose recebida, menor a média de ganho por grupo, sendo
que o grupo que recebeu 80 mg.kg” perdeu peso até o término da gestagdo. As
féemeas que morreram, tiveram seu ultimo peso em vida repetido até o dia 21 da sua

respectiva gestagao.

TABELA 1-GANHO DE PESO (% DO PESO A COBERTURA) DURANTE A
GESTAGCAO DE RATAS TRATADAS COM DIFERENTES DOSES DE
GOSSIPOL. 2000

Dias de G 1 (%) G 11 (%) G Il (%) G IV (%)
Gestagdo (n=8) (n=128) (n=28) (n=128)
0 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00 100,00 = 0,00
5 108,12+ 2,70 105,75 +1,83 105,50 + 2,51 105,00 + 2,39
10 112,75+ 2,82 109,37 + 3,66 108,75 £ 3,37 103.25 + 5,06
12 117,62 £ 2.45 112,00 £ 4,07 108,62 +4,78 104,87 + 6,40
14 123,25 £ 3,15 115,00 + 4,07 107,37 £ 8,10 102,00 £ 7,82
15 126,00 + 2,39 116,12 £ 4,19 106,87 + 10,36 99,00 +7,84
16 129,00 + 2,67 119,37 £ 4,60 108,12 +11,75* 96,00 + 9,07**
17 133,12 3,48 121,37 £ 5,75 110,37 £ 12,95 95,25 + 10,36
18 138,25 £ 5,47 126,00 16,70 113,37 £ 14,40 95,75+ 11,02
19 143,87 + 5,36 129,37 +7,23 117,25 + 16,16 94,00 + 9,07
20 148,87 £ 5,96 132,00 + 8,83 119,50 £ 17,58 94,37 £ 9,50
21 152,37 + 6,67 135,87 £ 9,40 121,37+ 19.59 94,87 + 10,22

** p< 0,01 a partir do 16° dia de gestagio.

Houve falha na cobertura em 2 ratas do grupo Gl, 2 do Gll, 1 do Glll e 2 do GIV. Morreram 7 ratas do
grupo GIV e uma do grupo Glll. Uma rata do grupo Glll abortou.
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GRAFICO 1- CURVA DE GANHO DE PESO NA GESTAGAO PARA RATAS
TRATADAS COM GOSSIPOL.

GANHO DE PESO - GESTAGAO
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ns — Até o0 16 dia de gestagdo ndo houve diferenga no ganho de peso entre os grupos

Na tabela 2 estao representadas as médias, por grupo, das porcentagens
de peso no dia do parto em relagdo ao peso das ratas no dia da cobertura. Os
grupos Gl, GllI, Glll e GIV apresentaram, respectivamente, peso ao parto de 118,1%;
110,6%; 97,0 % e 86,0% do peso a cobertura, com os valores entre o grupo G | e
G |l diferentes estatisticamente ao nivel de 5% e, entre G1le Gllle Gle G IV
diferentes ao nivel de 1%. O grafico 1 demonstra a curva de ganho de peso durante
a gestacao para os quatro grupos estudados.
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TABELA 2- PORCENTAGEM DO PESO AO PARTO E AO DESMAME,
COMPARADO AO PESO A COBERTURA, DE RATAS TRATADAS
COM DIFERENTES DOSES DE GOSSIPOL DURANTE A
GESTACAOQ. 2000

Grupos Peso Parto(%) Peso desmame (%)
(xxs) (xxs)

Gl 118,1 £5,25(n=8) 130,4+4,83 (n=7)
Gl 110,6 £3,78* (n=8) 119,9+4,67* (n=7)
Gl 97,0+6,83"™ (n=7) 109,6 + 11,67** (n=5)
GIv 86,0 + 0,00 (n=1) -

*  (p<0,05)

** (p<0,01)

Houve falha na concepgéo em duas ratas do grupo G |, duas do G ll, uma
do G lil e duas do G IV. A falha na concepg¢ao foi constatada pela ndo observagéo
de pontos de implantagao uterinos no dia 25 apds a cobertura.

Durante a gestacdo, uma rata do grupo G Il abortou, uma morreu no dia
17 e outras duas demonstraram sinais de canibalismo em todos os filhotes no dia do
parto, ocorrendo 0 mesmo com uma rata do grupo G II. Das ratas do grupo G IV,
somente uma rata prenhe sobreviveu ao periodo de gestagdo, sendo que uma
morreu no dia 17, trés no dia 18, duas no dia 20 e uma no dia 21 de gestagdo. O
primeiro sinal clinico observado, em algumas ratas dois dias apés o inicio da
administragdo da droga, foi a presenga de diarréia. As ratas, antes de morrerem,
apresentavam sinais de emagrecimento, pelos ericados, apatia e taquipnéia. Todos
animais que morreram foram necropsiados e amostras de tecido cardiaco, hepatico,
pulmonar, renal e muscular encaminhados para analise histopatoldgica.

A rata do grupo G llIl que falhou na concepgdo manteve seu peso até o
final do periodo de administracéo da droga, ja as duas fémeas do grupo G IV que
falharam na concepc¢d@o perderam peso, porém permaneceram vivas e dois dias
ap6s o término da administragdo do gossipol passaram a ganhar peso.

Durante as necropsias, ndo se observou alteragbes macroscoépicas

significativas nos 6rgéos e o mesmo aconteceu com as avaliagdes histopatologicas.
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As fémeas sobreviventes comegaram apresentar sinais de melhora dois

dias apds o término da administragao da droga.
4.2 PERIODO DE GESTACAO
Como demonstrado na tabela 3, o periodo médio da gestagao foi de

22,75; 22,50; 22,43 e 22,00 dias, respectivamente, para as ratas do grupo G |, G I,

G Il e G IV, ndo havendo diferenga estatistica entre eles.

TABELA 3-PERIODO DE GESTAGAO DE RATAS TRATADAS COM DIFERENTES
DOSES DE GOSSIPOL DURANTE A GESTACAO. 2000

Grupos Tempo de Gestacéo (dias)
(xxs)
G| (n=8) 22,75+ 0,46
G Il (n=8) 22,50 + 0,53
Gl (n=7) 22,43 +0,79
G IV (n=1) 22,00 £ 0,00

4.3 FILHOTES NASCIDOS

Na tabela 4 estdo as médias dos numeros e dos pesos individuais ao
nascimento de filhotes nascidos de ratas tratadas com gossipol durante a gestacéo.
A média de filhotes nascidos para os grupos G |, Gll e G Il foram, respectivamente,
10,00; 7,71 e 10,20 filhotes. A Unica rata gestante do grupo G IV que sobreviveu
matou todos os filhotes logo ap6s o parto, 0 mesmo ocorrendo com uma rata do
grupo G Il e duas do grupo G lll. As médias encontradas para o nimero de filhotes
nascidos n&o diferiram estatisticamente. Uma rata do grupo G |l apresentou um
filhote natimorto, ao passo que no grupo G il trés ratas tiveram natimortos (duas

ratas um e uma dois natimortos). Nenhum natimorto foi observado no grupo G I.
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Os animais do grupo G | apresentaram maior peso ao nascer (6,29 *
0,74), seguidos pelos do grupo G Il (6, 05 + 0,78) e com os do grupo G Il (5,14
0,65) apresentando os menores pesos. Houve diferenga estatistica significante
(p<0,01) entre as médias dos pesos dos filhotes do grupo G | e G lll. Somente
filhotes de ratas que pariram entre 7 e 12 filhotes foram avaliados para o peso ao
nascimento, e somente filhotes de ratas que desmamaram entre 7 e 12 filhotes

foram avaliados para o peso ao desmame.

TABELA 4- NUMERO E PESO AO NASCIMENTO DE FILHOTES NASCIDOS DE
RATAS TRATADAS COM DIFERENTES DOSES DE GOSSIPOL
DURANTE A GESTACAO. 2000

Grupos Filhotes nascidos Peso individual (g)
(xts) (xxs)
Gl 10,00 +2,51 (n=8) 6,29+0,74 (n=61)
Gl 7,71+£315 (n=7) 6,05+ 0,78 (n=40)
Gl 10,20 £ 4,97 (n=15) 5,14 £ 0,65" (n = 21)
** (p<0,01)

4.4 LACTACAO

Os valores médios de ganho de peso das ratas de cada grupo nos dias 3,
6, 9, 12, 15, 18 e 21 da lactagéo estdo representados no grafico 2. Observou-se
maior ganho de peso para as ratas do grupo G lll, que ndo diferiu estatisticamente
do grupo controle , ao passo que o ganho de peso para o grupo G Il foi inferior e
diferiu estatisticamente do grupo controle ( p< 0,05). Quando se procedeu a
avaliagcdo do peso das ratas no dia do desmame em relagdo ao seu peso no dia da
cobertura, observou-se que houve diferenga estatistica no ganho de peso entre os

grupos (tabela 2), sendo que o ganho para o grupo G |l diferiu do grupo controle ao
nivel de 5% e o grupo G Il ao nivel de 1%.
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GRAFICO 2- CURVA DE GANHO DE PESO NA LACTACAO PARA RATAS
TRATADAS COM GOSSIPOL DURANTE A GESTAGAO.
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Os pesos médios dos filhotes no dia do desmame estéo apresentados na
tabela 5. Os filhotes das ratas do grupo G | apresentaram o maior peso médio (Q)
(36,42 + 5,45), seguidos pelos filhotes das ratas do grupo G Il (36,26 + 1,94) e com
os filhotes do grupo G Ill apresentando a menor média de peso (28,98 + 3,49).

Diferenca significava foi observada entre os grupos G | e G Il (p<0,01).

TABELA 5- MEDIA DE PESO NO DESMAME DOS FILHOTES DE RATAS
TRATADAS COM GOSSIPOL DURANTE A GESTACAO. 2000

Grupos Peso (g) Desvio Padréao (g)
Gl(n=31) 36,42 5.45
Gl (n=30) 36,26 1,94
Glll(n=18) 28,98 * 3,49

™ (p<0,01)
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Na data do desmame avaliou-se a porcentagem de filhotes machos e os
valores obtidos estdo na tabela 6. O grupo G Il apresentou a menor porcentagem de
machos , sendo a diferenca significativa em rela¢éo ao grupo G |I.

TABELA 6-FILHOTES MACHOS NASCIDOS DA RATAS TRATADAS COM
DIFERENTES DOSES DE GOSSIPOL DURANTE A GESTAGCAQ. 2000

Grupos Porcentagem (%) Desvio Padrao (%)
Gl 53,14 11,26
G 32,14 17,92
Gl 49,67 14,0
* (p<0,05)

Na tabela 7 encontram-se as médias das porcentagens de fetos nascidos
em relacdo ao numero de implantes uterinos para os grupos estudados. Os valores
foram muitos parecidos entre os grupos, 94,00%; 91,29% e 91,80 respectivamente
para os grupos G |, G Il e Glll, ndo havendo diferenga entre eles.

TABELA 7- FILHOTES NASCIDOS EM RELACAO AO NUMERO DE IMPLANTES
UTERINOS EM RATAS TRATADAS COM DIFERENTES DOSES DE
GOSSIPOL DURANTE A GESTACAO. 2000

Grupos Porcentagem (%) Desvio Padrao (%)
Gl (n=8) 94,00 7,07
Gll(n=7) 91,29 10,18
Glll(n=195) 91,80 14,74

A morte de filhotes durante a lactag&o ocorreu em funcio de canibalismo
em duas ninhadas, sendo uma no grupo controle em que a mae matou todos os
filhotes (12 filhotes) no dia 7 da lactag&o e outra no grupo G lll, em que a fémea, no

transcorrer da lactagdo, matou 4 filhotes (total de 9) de sua ninhada.
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FIGURA 10 — PONTOS DE IMPLANTAGAO UTERINOS.

4.5 AVALIACAO TESTICULAR DOS FILHOTES
4.5.1 indice Gonadossomatico
Na tabela 8, sdo apresentados os tamanhos médios dos testiculos através

do indice gonadossomatico (porcentagem do peso corporal representada pelo
testiculo). Nao houve diferenga significante entre os tratamentos.
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TABELA 8- INDICE GONADOSSOMATICO DE RATOS FILHOS DE RATAS
TRATADAS COM GOSSIPOL DURANTE A GESTAGAO. 2000

Grupos Porcentagem (%) Desvio Padrao (%)
Gl(n=21) 0,239 0,022
Gll(n=15) 0,239 0,018
Glll{n=18) 0,234 0,021

4.5.2 Porcentagem de Tabulos Seminiferos com Lamen

Pela quantificacdo de tubulos que possuiam luz no dia do desmame,
observou-se que ha diferenga significativa entre os grupos estudados (tabela 9).
Observou-se uma uniformidade na porcentagem de tubuios com luz nos animais do
grupo controle, ao passo que para os animais filhos de ratas tratadas houve uma
variacao grande dentro de cada grupo (gréfico 3).

Respectivamente, as médias e os desvios padrées das porcentagens de
tubulos luminados para os animais dos grupos G I, G Il e G lll foram 84,0 + 4,9; 69,8
+ 14,2 (p<0,05) e 56,7 + 12,0 (p<0,01).

TABELA 9- PORCENTAGEM DE TUBULOS SEMINIFEROS COM LUMEN EM
TESTICULOS DE RATOS (COM 21 DIAS DE VIDA), FILHOS DE
RATAS TRATADAS COM GOSSIPOL DURANTE A GESTACAO. 2000

Grupos Tubulos com luz (%) Desvio Padrao (%)
Gl (n=10) 84,0 4,9
Gll (n=10) 69,8* 14,2
Glll (n=10) 56,7** 12,0
* p<0,05
**p<0,01

Foram avaliados 100 cortes transversais por testiculo
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FIGURA 11-CORTE TRANSVERSAL DE TESTICULO DE RATOS PARA
CONSTATACAO DE TUBULOS SEMINIFEROS LUMINADOS.
I GRUPO G I; Il GRUPO GIII.
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GRAFICO 3- DISTRIBUICAO DA PORCENTAGEM DE TUBULOS SEMINIFEROS
COM LUZ EM RATOS FILHOS DE RATAS TRATADAS COM
GOSSIPOL DURANTE A GESTACAO.
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4.5.3 Diametro dos Tubulos Seminiferos

Na tabela 10 estdo contidos os resultados para as médias do diametro
dos tubulos seminiferos e proporgdo volumétrica tubular. Com relagéo a proporgéo
tubular ndo houve diferenga entre os grupos, sendo os tubulos seminiferos
responsaveis por, praticamente, 90 % do volume testicular em todos os tratamentos.

As médias para os diametros tubulares foram 126,00 + 7,8 um, 123,10 +
8,3 ume 112,9 0 + 7,9 um, respectivamente para os grupos G |, G Il e G lll, sendo
G | diferente estatisticamente de G Il e GllI (p <0,01).
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TABELA 10- MEDIDAS DO DIAMETRO DOS TUBULOS SEMINIFEROS E

PROPORCAO VOLUMETRICA TUBULAR DOS TESTICULOS DE
RATOS FILHOS DE RATAS TRATADAS COM GOSSIPOL
DURANTE A GESTACAO. 2000

Grupos Didmetro tubular (um) Proporcéo volumétrica tubular (%)
(X £8) (x£s)
Gl (n=20) 126,0+7.8 90,38 + 0,81
Gll (n=15) 123,1 +8,3** 90,24 +1,39
Gl (n=17) 112,9 +7,9* 90,70 + 1,46

** 0<0,01

GRAFICO 4- DISTRIBUICAO DAS MEDIDAS DE DIAMETRO TUBULAR EM

Diametro Tubular (um)
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4.5.4 Determinagao do Tipos Celulares

Na avaliag&o histoldgica, os achados foram compativeis com o esperado
para animais antes da puberdade, encontrando-se grande quantidade de células de

Sertoli, espermatogénias, espermatdcitos primarios em leptéteno e paquiteno .

FIGURA 12- POSICAO ADLUMINAL DAS CELULAS DE SERTOLI E FORMAGAO
DA  BARREIRA HEMATOTESTICULAR NOS  TUBULOS
SEMINIFEROS DE RATOS COM 21 DIAS DE VIDA. SE — CELULAS
DE SERTOLI




43

FIGURA 13 - TIPOS CELULARES PRESENTES NOS TUBULOS SEMINIFEROS
DE RATOS COM 21 DIAS DE VIDA. PQ- ESPERMATOCITOS
PRIMARIOS EM PAQUITENO; SE- CELULA DE SERTOLI; ES-
ESPERMATOGONIA.
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5 DISCUSSAO

Devido & escassez de trabalhos na literatura relacionando os efeitos do
gossipol administrado durante a gestagéo sobre propria gestacdo, lactagao,
desenvolvimento pés-natal e desenvolvimento testicular dos filhotes de ratas, esse

trabalho tem carater inédito.

5.1 GANHO DE PESO E TOXICIDADE NA GESTACAO

Os valores médios de ganho de peso durante a gestagdo para os animais
dos grupos controle e tratados estdo expostos na tabela 1. Optou-se por trabalhar
com dados percentuais dos pesos nos dias observados durante a gestacdo, em
relagcdo ao peso no dia da cobertura, eliminando as variagdes de peso absoluto entre
os animais. Observa-se que 0 ganho de peso médio entre os grupos apresenta uma
relacdo de dose e tempo dependéncia, onde, quanto maior a dose administrada de
gossipol, menor o ganho de peso apresentado. Os dados do grafico 1 representam
os resultados da tabela 1, acusando a inexisténcia de diferenga significativa no
ganho médio de peso entre os grupos testados até o 16° dia de gestacdo. O ganhos
de pesos médios para as fémeas dos grupos G IV e G Ill passaram a apresentar
diferenga significativa em relagéo ao grupo G I, respectivamente, a partir do dia 16
(dia 16 p< 0,05 e dia 17 p<0,01) e dia 18 (dia 18 p<0,05 e dia 20 p<0,01) de
gestacdo. O ganho de peso entre as fémeas do grupo G | e G Il ndo diferiu
estatisticamente até o 21° dia de gestacao.

Devido as diferencas de tamanho nas ninhadas, espera-se diferencas no
ganho de peso durante a gestacdo entre os animais, assim, como parametro de
toxicidade materna, avaliou-se também a porcentagem do peso materno ao parto em
relagdo ao peso a cobertura. Como demonstrado na tabela 2 houve diferenca
significativa entre o grupo controle e os grupos tratados com gossipol, onde as ratas
do grupo G Il aumentaram o peso real até o parto, em média, 10,6% (p<0,05) ao
passo que as ratas do grupo G | aumentaram 18,1%. As médias de ganho de peso

real para as ratas dos grupos G lll e G IV foram negativas, tendo as fémeas do
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grupo G Il perdido 3% (p<0,01) e a do grupo G IV 14% de seu peso entre a
cobertura e o parto (p<0,01).

Os sinais de toxicidade materna foram observados a partir do 12° dia de
gestagdo (8° dia de administragcdo da droga) nas ratas do grupo G lll e G IV, estando
elas apaticas, com pelos ericados, secregcdo nasal, taquipnéia e, algumas
apresentaram diarréia a partir do 2° dia de administracdo da droga. Os &bitos
ocorreram a partir do dia 17 da gestagdo (12° dia de administracido da droga),
totalizando, até o dia 21 de gestagdo, 7 ébitos no grupo G IV e um no grupo G lIl.
Problemas de canibalismo, no dia do parto, foi constatado em uma rata do grupo G
Il, duas do grupo G lll e na Unica rata gestante sobrevivente do grupo G IV. Houve
ainda um aborto no grupo G Ill. Duas ratas do grupo G Il apresentaram diarréia, mas
se recuperaram antes do final da gestacdo. Nenhuma rata do grupo Gl e G i
demonstrou sinais de apatia e alteragbes respiratérias na inspecéo diaria até o final
da gestacgao.

Deve-se salientar a nado observagdo de alteragbes macroscopicas nas
necrépsias dos animais que morreram, bem como nas analises histopatolégicas de
seus tecidos, sugerindo alteragbes de fungdo celular sem haver tempo suficiente
para alteracdes morfoldégicas. BENDER et al. (1988b), também ndo encontraram
alteracbes significantes nas necropsias e exames histopatoldgicos de ratas que
morreram intoxicadas pelo gossipol. Esses autores descreveram como possivel
mecanismo do aparecimento da diarréia a inibigdo, pelo gossipol, do pepsinogénio
e/ou de outras enzimas digestivas.

Pelos dados obtidos, torna-se evidente, a relacdo de dose e tempo
dependéncia no aparecimento dos sinais de toxicidade, uma vez que quanto maior a
dosagem fornecida mais precoce e mais grave foram os sinais gbservados. Isto vem
concordar com os achados de QIAN e WANG (1984) e JOHANSEN e MISRA (1990).

O menor ganho médio de peso, observado nas ratas do grupo G Il, no dia do
parto em relagdo ao grupo controle, também foi observado por LANGERLOF e
TONE (1985), trabalhando com ratas vazias que receberam 20 mg.kg™ de gossipol,
pelo periodo de 60 dias. Ja BEAUDOIN (1985), ndo observou alteragbes em ratas
que receberam 20 mg kg™, em dose Unica, em diversos dias da gestacao (entre 1° e

16° dia de gestagao).
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BENDER et al. (1988b) administrando gossipol para ratas adultas e vazias,
durante 30 dias, na dosagem de 40 e 60 mg.kg™', observaram no término do estudo,
menor ganho médio (p<0,01) de peso para os grupos tratados (14,24% e 9,20% de
ganho, respectivamente) em relagdo ao grupo controle (25,42%), bem como o Obito
de quatro ratas que haviam recebido 60 mg.kg™. Comparando esses dados com 0s
de LANGERLOF e TONE (1985), e com os achados obtidos pela administragédo de
gossipol durante a gestagdo, no presente trabalho, observa-se que fémeas
gestantes podem ser mais sensiveis que as ndo gestantes aos efeitos toxicos do
gossipol, pois as ratas apresentaram os mesmos efeitos de intoxicacdo, se ndo mais
graves, e em menor tempo de administragéo da droga.

Com relag&o ao fato de quatro ratas terem apresentado canibalismo no dia
do parto, ndo se conseguiu avaliar se os filhotes haviam nascidos vivos ou néo.

QIAN e WANG (1984) relataram que doses 5 a 9 vezes superior a dose
efetiva anficoncepcional para ratos machos (10 a 30 mg.kg™) ndo produziram sinais
de toxicidade, e que as fémeas de hamsters foram mais sensiveis aos efeitos toxicos
do gossipol. Assim, dos resultados obtidos com a administrag&o do gossipol durante
a gestacdo de ratas, observou-se que as ratas prenhes também foram mais
sensiveis que os machos, comparados com dados de literatura, aos efeitos toxicos
do gossipol.

Outro ponto a ser considerado, € uma possivel resisténcia individual aos
efeitos toxicos do gossipol, uma vez que ha variagcdo na resposta individual frente a
administracéo da droga, pois dentro do grupo G lil houve fémeas que ganharam 3%
de peso real e outras que perderam 13% durante o periodo de administracdo da
droga.

5.2 PERIODO DE GESTACAO

Como observado na tabela 3, ndo houve diferenga estatistica no periodo de
gestacdo entre os grupos testados. A média do tempo de gestagéo ficou em 22 dias
para todos os grupos, estando em conformidade com a fisiologia reprodutiva da rata
(CHAHOUD e KWASIGROCH, 1977).



47

O principal ponto observado foi que o gossipol n&o foi capaz de interromper
a gestacdo, mesmo em doses que provocaram intoxicagdo grave nas fémeas
tratadas (40 e 80 mg.kg™).

LIN et al. (1985), administraram gossipol as ratas prenhes, iniciando o
tratamento em diferentes periodos da gestagdo. A administracdo de 12,5 ou 25
mg.kg™, por via intramuscular, entre o0 7° e 14° ou 14° e 21° dia de gestagdo ndo
induziu interrup¢do da gestacdo. Contudo, quando o tratamento iniciou-se no
proestro e estendeu-se até o sétimo dia de gestagdo, observou-se, através de
laparotomia no oitavo dia de gestagdo, menos implantes uterinos naquelas fémeas
que receberam a maior dosagem, comparado as fémeas controle, embora nenhum
filhote nascera desses animais. Paralelamente, observou-se nessas fémeas,
significativa diferengca nas concentracdes plasmaticas de progesterona e estradiol,
estando estes abaixo dos valores encontrados para os animais do grupo controle.
YANG e WU (1987) observaram, administrando 90 e 120 mg.kg™" de gossipol, entre
o primeiro e quinto dia de gestagdo em ratas, bloqueio na manutengao da gestagéo
em 85 e 75% das fémeas, respectivamente.

Os dados revelam que o gossipol ndo é capaz de interromper a gestacéo,
quando administrado apo6s a fase de implantacao do embrido no utero, que ocorre
até o sexto dia da prenhez. Porém a administracdo do gossipol anterior a essa fase
é capaz de inibir a gestagéo dependendo da dosagem administrada (LIN ef a/, 1985;
YANG e WU, 1987). Esses autores concordam que esse fato € devido a baixa
secrecdo de P4 e estrégeno provocada pela administragdo do gossipol antes da fase
de implantacdo dos fetos no utero, uma vez que a administragcdo de hormoénios
exdgenos (P4 e estrégeno), durante essa fase (dia 0 ao 8 da gestacao), foi capaz de
manter a gestacdo até o final. Nesses trabalhos, o gossipol ndo interferiu no

processo inicial da implantag&o, porém evitou a continuagéo da gestacgao.
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TABELA 11- EFEITOS DO GOSSIPOL NA GESTACAO E CONCENTRACAO
SERICA DE PROGESTERONA EM RATAS NO DIA 10 POS-

COBERTURA.
Dose n Prenhez Ne de CL Ne° de Conc. de P,
(mg.kg '/dia) Implantes  N&o gestante  gestante
30 8 8 11,9+1,5 86+1,5 219,7+251
60 8 4 12,0+0,7 12,8+0,8 41,1+£54™ 1308 + 48
90 7 1" 11,1409 13,0 713+ 1455 963
120 8 2 10,1 +0,8 45+25** 450440 75.9*
Controle 9 9 11,6+0,6 10,9+£0,7 2153+ 241
_ p<0,05
mpsO,m
p<0,001

Fonte : YANG e WU (1987)

Dessa forma, o gossipol pode interferir na transformagédo, mediada pela
prolactina, do CL n&o funcional do ciclo estral em CL funcional da gestacéo,
limitando assim a secre¢do de progesterona e estrégeno que sdo indispensaveis na
manutenc¢ao inicial da gestacio de ratas, fato este que ocorre pouco antes e durante
a fase de implantagao uterina.

Apds a fase de implantagdo, quem mantém a gestacéo sdo os Lactogénios
Placentarios (PL), produzidos pela placenta, estimulando a produgdo de
progesterona pelo CL (BAZER, 1999). Como a administragdo de gossipol, apés a
fase de implantag@o, nao induziu interrupcdo da gestac&o, acredita-se que, nas
dosagens de gossipol utilizadas, os PL sejam capazes de manter a secregdo de
progesterona em niveis suficientes para manutencéo da gestacao, apesar de haver
trabalho relatando queda na producdo de progesterona durante a gestagdo em ratas
tratadas com gossipol neste periodo (YANG e WU, 1987).

5.3 FILHOTES NASCIDOS

As médias para os numeros de filhotes nascidos ndo apresentaram
diferenca significativa entre os grupos testados (tabela 4). Porém as fémeas do

grupo G |l apresentaram média de filhotes nascidos (7,71 + 3,15) um pouco abaixo
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da média esperada para espécie (9 a 10 filhotes) segundo CHAHOUD e
KWASIGROCH (1977). Ja as médias dos numeros de filhotes nascidos para os
grupos G | e G lll estiveram dentro do normal esperado.

A relagdo entre o numero de filhotes nascidos e o numero de implantes
uterinos ndo demonstrou diferenca estatistica significativa entre os grupos avaliados
(tabela 7). A contagem dos implantes uterinos & importante para se ter nogéo do
numero de fetos gestados em relagdo ao numero de nascidos, fornecendo dados
sobre possiveis perdas por canibalismo materno, absorcdo embrionaria pés-
implantacdo ou até mesmo aborto. Desta forma, ndo houve alteracdes quanto a
manutencdo da gestacdo e sobrevivéncia embrionaria ou fetal durante a vida
intrauterina, tendo os trés grupos apresentado relag&o filhotes nascidos/implantes
uterinos, acima de 90%.

O aborto que ocorreu em uma rata do grupo G Il foi detectado pela
presenca de pontos de implantacdo uterinos depois de decorridos 25 dias da
cobertura e sem 0 animal apresentar sinais de parigao

Os resultados para o peso ao nascimento apresentados na tabela 4,
mostram, mais uma vez, a relagao de dose dependéncia para os efeitos do gossipol,
onde, os filhotes do grupo G lll, apresentaram média de peso inferior aos filhotes do
grupo G | (p<0,01), contudo a média de peso ao nascimento esteve dentro do
esperado para a espécie, segundo BIVIN (1986). O peso médio ao nascimento para
os fithotes do grupo G Il, que receberam 20 mg.kg'1, nao diferiu estatisticamente do
grupo controle, resultado que também foi obtido por BEAUDOIN (1985),
administrando a mesma dose para ratas entre 0 6° e o 15° da gestacéao.

Apesar de haver poucos natimortos (5 filhotes), o grupo G Il deteve 80%
deste para@metro, apresentando trés filhotes mortos, em ninhadas distintas, no dia do
parto. Este fato, bem como o aborto de outra rata desse grupo, devem ser
decorrentes da intoxicagdo materna.

5.4 LACTACAO

Ao se comparar os resultados para o ganho de peso durante a lactacéo,
em relagdo ao peso ao parto (grafico 2), observa-se maior ganho de peso para os
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animais do grupo G lll, devido ao fato de ser o grupo que mais sofreu os efeitos
toxicos do gossipol durante a gestagcdo . Assim com o término do tratamento, esses
animais apresentaram maior ganho, porém sem diferir estatisticamente do grupo
controle. Por outro lado, 0 ganho médio de peso para as fémeas do grupo G Il
continuou sendo inferior aos das fémeas do grupo controle (p<0,05).

Observando a tabela 2, verifica-se que o periodo de lactagdo ndo foi
suficiente péra qgue as fémeas dos grupos G Il e G Il ganhassem peso a ponto de
alcangarem o peso das fémeas do grupo G |, sendo que as fémeas do grupo G |
foram sacrificadas no dia do desmame pesando, em média, 30,4% a mais que no dia
da cobertura, as fémeas do grupo G Il 19,9% (p<0,05) e as do grupo G Ill 9,5%
(p<0,01).

Durante o experimento ndo foi controlada a ingestao diaria de alimento e
agua, mas o menor ganho de peso observado nos grupos G Il e G lll pode ser
decorrente da menor ingestdo de alimento provocado pelos efeitos toxicos do
gossipol (JOHANSEN e MISRA, 1990).

As médias para os pesos ao desmame dos filhotes de ratas tratadas com
gossipol durante a gestagédo estdo expressos na tabela 5. Nela observa-se que a
média de peso para os filhotes do grupo G lll (28,98 + 3,49 g) diferiu
estatisticamente (p<0,01) do grupo controle (36,42 + 5,45 g). Esse achado indica
mais uma vez a relacdo de dose dependéncia para toxicidade do gossipol.
LANGERLOF e TONE (1985) similarmente observaram menor peso ao desmame
em filhotes de ratas tratadas com gossipol utilizando a dose de 20 mg.kg™. O menor
crescimento desses filhotes pode ter sido provocado pela menor produgéo de leite
pelas maes, bem como, resquicios da agao toxica do gossipol na vida intrauterina,
uma vez que também apresentaram menor peso ao nascimento.

Na data do desmame, como demonstrado na tabeia 6, observou-se que a
taxa de machos foi inferior (p<0,05) para o grupo G Il (32.14% de filhotes machos)
em relagdo ao grupo controle (53,14%). Devido & administragdo da droga iniciar-se
no quinto dia de gestagéo, ndo interferindo no processo de fecundagéo, e os filhotes
machos e fémeas ndo apresentarem alteragbes macroscopicas com relacdo a

diferenciacdo sexual, essa inferior porcentagem de machos presente no grupo G Il
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deveu-se ao acaso. Possivelmente ndo existiria se fosse utilizado nimero superior

de ninhadas.

5.5 AVALIACAO TESTICULAR DOS FILHOTES

Na tabela 8 estdo apresentados os indices gonadossomaticos para os
grupos G I, G Il e G lll, ndo havendo diferengas significativas entre eles. A
porcentagem do peso corporal representada pelo testiculo, nos trés grupos, ficou em
0,23%. Em ratos o indice gonadossomatico varia conforme a idade, ficando em 1.1%
aos 60 dias, 0,67% aos 150 dias e 0,66% aos 240 dias de vida (BERNDTSON e
THOMPSON, 1990). Essa variagdo se deve as mudangas fisiolégicas no ganho de
peso, tanto corporal como gonadal, que ocorrem nas diferentes fases do
crescimento. Os valores obtidos para os filhotes dos grupos G I, G Il e G Il foram
inferiores aos apresentados pelos animais na fase de inicio de puberdade e vida
adulta, em fungdo da avaliagao ter sido feita na época do desmame.

Pelo fato dos indices gonadossomaticos serem muito proximos entre os
grupos, acredita-se que o gossipol ndo afetou o crescimento testicular na vida
intrauterina ou durante o periodo de amamentagao. Optou-se por trabalhar com os
indices gonadossomaticos ao invés do peso bruto testicular, pelo fato dos filhotes
apresentarem grande variacdo de peso corporal, acarretando variagdo de peso
testicular proporcional ao peso corporal.

Na tabela 9 pode-se verificar a diferenca que houve entre os grupos, com
relacdo a porcentagem de tubulos seminiferos que apresentavam luz no dia do
desmame. A formacdo de lumen esta relacionada com o inicio da secrecio do fluido
tubular e a formagéo do citoesqueleto das células midides, bem como a formagéo da
barreira hematotesticular e desenvolvimento do citoesqueleto de actina nas céluias
de Sertoli (RUSSEL et al., 1989, TINDALL et al., 1975). RUSSEL et al. (1989),
observaram que a barreira hematotesticular de ratos comeca a se formar em torno
do 15° dia de vida e esta completamente presente em todos os tubulos até o 18° dia.
O surgimento do citoesqueleto de actina, responséavel pela formagio das juncdes
intercelulares do tipo tight, inicia-se no 16° dia e atinge seu desenvolvimento

completo aos 22 dias de vida, ao passo que o citoesqueleto das células midides
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comega a se formar no dia 14 e esta completamente formado até o dia 22. Assim no
10° dia pds-nascimento, 95,5 % dos tubulos seminiferos ndo apresentavam lumen,
mas progressivamente a partir do 12° dia um ndmero maior de tubulos passaram a
apresentar luUmen, sendo que no 18° dia 84,5% dos tubulos estavam luminados e até
o 30° dia de vida todos os tubulos estavam abertos.

A presenca de tubulos com limen pequenos no 10° dia pdés-nascimento
deve-se ao fato das células de Sertoli iniciarem a secrec¢éo do fluido tubular, porém o
aparecimento do fluxo tubuiar € dependente da formagéo da barreira pelas células
midides, pressao de fluxo e contragéo da capsula testicular, que aparecem a partir
do 20° dia de vida. Um gradual aumento no diametro tubular ocorre antes e
simultaneamente a formagao da barreira hematotesticular, mas 90% de seu aumento
ocorre ap6s a sua formagao. O aumento mais rapido se da entre os 30 e 50 dias de
vida, devido a maturagao das jungdes intercelulares das células de Sertoli, tornando-
se mais permeaveis e/ou aumento de secre¢do e/ou continua estruturagao tubular,
resultando em um lumen maior (RUSSELL, 1989). O menor indice gonadossomatico
observado nos trés grupos testados nesse experimento, em relagdo ao observado
por BERNDTSON e THOMPSON (1990), deve-se ao fato que esses autores
trabalharam com animais aos 60 dias de vida, ou seja, apds o rapido crescimento
testicular que ocorre entre os 30 e 50 dias, fato esse que faz com que o peso
testicular aumente mais do que o peso corporal proporcionalmente.

O resultado obtido no grupo G | (84,0% + 4,9) para a porcentagem de
tubulos luminados aos 21 dias de vida, esta muito proximo ao obtido por RUSSELL
et al. (1989) aos 18 dias (84,5%), demonstrando que nesse grupo o processo de
desenvolvimento da barreira hematotesticular esta dentro do normal esperado para a
espécie. Ja os grupos G Il (69,8 % + 14,2) e G Il (56,7% + 12,0), que diferiram
estatisticamente do grupo G |, estdo com valores abaixo do esperado, revelando um
possivel atraso no desenvolvimento e maturacdo da barreira hematotesticular, bem
como, na secrecao e no fluxo do fluido tubular, principalmente no grupo G il.

As diferencas nas médias do diametro dos tubulos seminiferos,
apresentados na tabela 10, possivelmente sdo decorrentes do atraso no
desenvolvimento dos tubulos observados entre os grupos, onde se verifica que o

grupo controle apresentou 126,0 uym em média de didmetro, diferindo
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estatisticamente (p<0,01), dos grupos G Il com média de 123,1 um e G lll com 112,9
um de média.

O fato da proporgdo volumétrica tubular n&do apresentar diferenga
significativa entre os grupos , todos préoximos de 90%, indica que a relagdo tubulo-
intersticio € muito similar entre os tratamentos, demonstrando que a variagdo dos
resultados acima mencionados s&o decorrentes, possivelmente, de um atraso no
desenvolvimento dos tubulos.

Ficam as duvidas, se os efeitos da administracdo do gossipol durante a
gestacao podem interferir no processo de formagado da barreira hematotesticular e
na producgao e/ou fluxo do fluido tubular diretamente sobre as enzimas envolvidas no
processo, principalmente nas células de Sertoli, ou essa resposta é decorrente de
um atraso no desenvolvimento corporal, de uma forma geral, provocado pelos
efeitos toxicos tanto na mé&e como nos filhotes. MONSEES et al. (1998) e HERVE et
al. (1996) descreveram alteragées no metabolismo e na comunicag&o intercelular,
quando células de Sertoli foram cultivadas em meio contendo gossipol.

Observou-se também uma variancia, dentro dos grupos tratados, com
relagéo aos tubulos seminiferos luminados (grafico 3), indicando mais uma vez a
possibilidade de haver, dentro da mesma espécie, animais mais sensiveis aos
efeitos do gossipol, tanto toxico como sobre a reproducgdo. Contudo, isso n&o foi
observado para os didmetros dos tubulos onde se observou uniformidade dentro dos
tratamentos em relagdo a distribuigdo dos resultados (grafico 4), revelando que a
droga, na dosagem utilizada, afetou de maneira similar a maioria dos animais de
cada grupo.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados da administragdo do gossipol para ratas durante a

gestacéo, e do carater inédito de se avaliar par@metros morfométricos testiculares

em filhotes que tiveram contato com o gossipol durante a vida intrauterina, desse

trabalho pode-se concluir que:

fémeas durante a gestacdo sdo mais sensiveis aos efeitos téxicos do
gossipol que os machos;

o gossipol nao interferiu na manutencéo da gestacao e no numero de
filhotes nascidos quando administrado entre o 5° e o 20° dia de
gestacao;

filhotes machos de ratas tratadas com gossipol durante a gestacdo
apresentaram, comparados ao controle, menor diametro tubular e
menor quantidade de tubulos seminiferos com limen aos 21 dias de
vida;

o gossipol é um farmaco que apresenta um elevado potencial a ser
pesquisado em fungdo de suas caracteristicas bioldgicas,
principalmente sobre a reprodugido em ambos os sexos. E um campo
aberto e promissor as pesquisas futuras.
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