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RESUMO GERAL

O Tribulus terrestris L. (Zygophyllaceae) é popularmente conhecido por varios
nomes €omo tribulus, gbrolhos, viagra natural, videira da punctura, dentre
outros. E originario da India, mas atualmente esta amplamente distribuido em
regides quentes em todo o mundo. Na medicina tradicional chinesa e indiana, a
planta é utilizada no tratamento da infertilidade, impoténcia, disfuncio erétil e
baixa libido. Os extratos dessa espécie contém, principalmente, saponinas
esteroidais, alcaloides e flavonoides. Objetivou-se, com o presente estudo,
avaliar as caracteristicas bioquimicas e reprodutivas de ratos Wistar machos
suplementados com extrato e fracdes do fruto de Tribulus terrestris L. Foram
realizadas extracdes por maceracdo dindmica, a partir de frutos secos
pulverizados de Tribulus terrestris para a obtencdo do extrato etandlico. Esse
extrato foi fracionado por particdo liquido-liquido com solventes de polaridade
crescente. Vinte ratos machos foram distribuidos em 4 grupos (n=5). O grupo
controle recebeu agua destilada, enquanto os grupos restantes receberam
diariamente extrato etandlico, fracdes hexanica ou aquosa solivel em metanol na
dose unica de 42mg/kg/dia durante 70 dias. Ao final do experimento, apds os
animais serem anestesiados e eutanasiados, amostras de sangue e rins, figado,
baco, tecido adiposo epididimario e testiculos foram coletados para analises
posteriores. As carcacas foram limpas e pesadas para avaliacdo da composicdo
centesimal corporal. Foram realizadas avaliacdes histopatolégicas do figado e
rim e histomorfometria do testiculo. Foi avaliada a qualidade espermatica
(motilidade, morfologia, concentragdo e viabilidade espermatica). Tribulus
terrestris aumentou o percentual de proteina da carcaga sem proporcionar ganho
de peso corporal. Na analise dos pardmetros biométricos, os pesos testiculares
médios dos grupos suplementados com extrato etandlico e fracdo aquosa solivel
em metanol apresentaram aumento significativo quando comparados ao grupo
controle. O indice gonadossomatico, a altura do epitélio do tibulo seminifero, o
volume tubular e o comprimento total dos tibulos apresentaram-se aumentados
no grupo suplementado com extrato etanodlico. O volume nuclear, volume
citoplasmatico e volume individual das células de Leydig aumentaram nos
animais suplementados com as fracdes hexanica e aquosa soluvel em metanol.
Conclui-se que Tribulus terrestris L. aumenta o percentual de proteina bruta na
carcaga de ratos Wistar machos. Além disso, o extrato etanolico influencia na
espermatogénese evidenciado pelo aumento do comprimento tubular total,
volume tubular e altura do epitélio tubular; enquanto as fragdes hexanica e
aquosa soluvel em metanol promovem alteragdes no compartimento intertubular,
pois aumentam o volume nuclear, volume citoplasmatico e volume individual
das células de Leydig.

Palavras-chave: Extratos vegetais. Anabolismo. Composic¢ao corporal. Proteina
bruta. Espermatogénese. Células de Leydig.



ABSTRACT

The Tribulus terrestris L. (Zygophyllaceae), commonly known as tribulus,
thorn, natural viagra, puncture vine, among other names, is originary of India,
but it is widespread in warm regions around the world. In the Chinese and Indian
traditional medicine, this plant is used to treat infertility, sexual impotence,
erectile dysfunction and low libido. Extracts obtained from this plant specie
contain steroidal saponins, alkaloids and flavonoids. In this study, we aimed to
assess the biochemical and reproductive characteristics of male Wistar rats
supplemented with extracts and fractions of fruits of Tribulus terrestris L.
Ethanolic extract was obtained by means of dynamic maceration of sprayed
dried fruit. This extract was fractionated by liquid-liquid partition, using
increasing polarity solvents. Twenty male rats were separated in four groups, 5
rats each. The control was supplemented with distilled water, while the others
were daily given the ethanolic extract, hexanic or aqueous fraction soluble in
methanol in a single dose of 42 mg.kg'.day"' for 70 days. In the end of the
experiment, animals were anaesthetized and euthanized. Then, samples of blood
and kidneys, liver, spleen, epididymal adipose tissue and testicle, were collected
for further analyses. Carcasses were clean and weighed to assess corporeal
centesimal composition. Histopathological assessment of liver and kidney, and
the testicular histomorphometry were carried out. Biometric parameters related
to sperm quality, namely, motility, morphology, concentration and sperm
viability, were assessed. Tribulus terrestris increased the percentage of protein
in the carcass, without resulting in weight gain. The mean testicular weight of
groups supplemented with ethanolic extract and aqueous fraction soluble in
methanol showed significant increase when compared to the control. The
gonadosomatic index, epithelial height of seminiferous tubule, tubular volume
and the total length of tubules were increased in the group supplemented with
ethanolic extract. The nuclear, cytoplasmic and individual volume of Leydig
cells increased in animals supplemented with hexanic and aqueous fractions
soluble in methanol. It is concluded that the Tribulus terrestris L. increases the
content of crude protein in the carcass of male Wistar rats. In addition, the
ethanolic extract influences the spermatogenesis, shown by the increase of total
tubular length, tubular volume and height of tubular epithelium, while the
hexanic and aqueous fractions soluble in methanol promote changes in the
intertubular compartment, because they increase the nuclear, cytoplasmic and
individual volume of Leydig cells.

Keywords: Vegetal extract. Anabolism. Corporeal composition. Crude protein.
Spermatogenesis. Leydig cells.
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1 INTRODUCAO

O uso de suplementos nutricionais bem como de drogas com proposito
ergogénico e puramente estético cresce a cada dia entre individuos esportistas e
na populagdo em geral. A promessa de resultados mais rapidos no ganho de
massa muscular, defini¢do corporal, reducdo de gordura e de peso, aceleracao do
metabolismo ou melhora do desempenho sexual vem contribuindo para o uso
abusivo dessas substancias (BRASIL, 2013; HIRSCHBRUCH; FISBERG;
MOCHIZUKI, 2008).

Os estudos tém sido convergentes em relacdo as alteragdes favoraveis na
composicdo corporal e a influéncia positiva sobre o condicionamento fisico e
desempenho atlético apds o manejo dietético, através do uso da suplementacio
alimentar para casos especificos (HERNANDEZ; NAHAS, 2009).

No entanto, esse uso aumentado de suplementos nutricionais abre
espaco para a utilizacdo indevida dos mesmos. Parece ser comum que as doses
recomendadas sejam excedidas podendo trazer riscos a saude. O consumo em
excesso de aminodcidos, por exemplo, pode interferir na absor¢ao ocasionando
distirbios gastrointestinais e desequilibrio no metabolismo. O uso de creatina
pode acarretar possiveis efeitos indesejaveis como problemas da fungio renal e
hepatica. A ingestdo de cafeina pode resultar em nauseas, tremores musculares,
taquicardia e cefaleia (ALVES; LIMA, 2009; FERREIRA et al., 2008).

Dentro deste contexto, pesquisas tém sido realizadas a fim de validar
solucdes alternativas e com menos efeitos indesejaveis para melhorar o
desempenho atlético e a performance sexual ¢ uma delas consiste no uso de
plantas medicinais como a espécie Tribulus terrestris L. (LEMOS JUNIOR;
LEMOS; LEMOS, 2011; POKRYWKA et al., 2014).

A diversidade de substancias ativas em plantas medicinais tem motivado

o desenvolvimento de pesquisas envolvendo o uso de extratos vegetais. Os
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compostos quimicos dos extratos vegetais possuem atividades biologicas
importantes para a saude humana podendo servir como suplementos dietéticos
melhorando o condicionamento fisico. Além disso, os extratos vegetais
apresentam algumas vantagens sobre as drogas sintéticas. Eles sdo
potencialmente menos téxicos que os compostos sintéticos, por serem menos
concentrados. Com isso, sofrem biodegradag¢do rapida e podem possuir
multiplos modos de agdo, com amplo espectro de uso e agdo seletiva
(COIMBRA et al., 2006; VENTUROSO et al., 2011).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas
bioquimicas e reprodutivas de ratos Wistar machos suplementados com extrato e

fragdes do fruto de Tribulus terrestris L.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricao da espécie

O Tribulus terrestris L. pertence a familia Zygophyllaceae e ¢
comumente conhecido por varios nomes como tribulus, abrolhos, viagra natural,
videira da punctura, espinho do diabo, espinho de trés pontas, videira amarela,
cabeca de touro, cabeca de bode, caltrop, gokhru, goksura, entre outros
(HAMMODA et al, 2013; KOSTOVA; DINCHEV, 2005). A espécie ¢
originaria da India, porém, atualmente, estd amplamente distribuida em regides
quentes, secas e arenosas em todo o mundo podendo ser encontrada na Turquia,
China, Japdo, Coréia, parte ocidental da Asia, sul da Europa, Africa (SAHIN;
DURU, 2010), Estados Unidos, México (HUSSAIN et al., 2009), Australia,
Espanha e Bulgaria (ASHOKKUMAR et al., 2014).

O Tribulus terrestris ¢ uma erva anual de até dois metros de
comprimento com folhas pequenas e opostas distribuidas em pares. Floresce na
primavera e no verdo, apresentando flores pequenas e amarelas (oito a quinze
milimetros de didmetro), com cinco pétalas cada uma. As sementes sdo em
formato de estrela, de cinco a sete milimetros de comprimento e de cinco a seis
milimetros de largura. Cada planta pode conter até duas mil sementes. Cresce
em todo o tipo de terreno, como estradas e terrenos baldios sendo considerada
uma planta invasora de areas cultivaveis (HASHIM et al., 2014; SAMY et al.,
2013).

Sua raiz possui de 7 a 18 cm de comprimento ¢ 0,3 a 0,7 cm de
didmetro: ¢ cilindrica, fibrosa, frequentemente ramificada com pequenas
radiculas, resistente, lenhosa e de cor amarela ao marrom claro, superficie aspera
devido a presenga de pequenos nddulos, odor aromatico, sabor adocicado e

adstringente (FARMACOPEIA..., 2001).
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O fruto (Figura 1) tem coloragdo amarelo claro, possui cinco nervuras,
um centimetro de didmetro e cerca de 0,5 cm de comprimento, ¢ mais ou menos
esférico e possui espiculas proeminentes, duras e curtas, contendo quatro ou

mais sementes e sabor ligeiramente adstringente (FARMACOPEIA..., 2001).

Figura 1 Fruto de Tribulus terrestris L.
(Fonte: Arquivo pessoal)

2.2 Propriedades farmacologicas de Tribulus terrestris

O Tribulus terrestris vem sendo utilizado popularmente para diversos
fins terapéuticos, o que tem despertado o interesse de pesquisadores em todo o
mundo (YABESH; PRABHU; VIJAYAKUMAR, 2014). O consumo anual de
Tribulus terrestris pelas industrias de ervas indianas tem sido estimado em cerca
de 5.000 toneladas e ¢ uma das 178 plantas medicinais mais comercializadas na
India (BALASUBRAMANI et al., 2010).

Na medicina tradicional chinesa e indiana, o fruto € utilizado em
decoccdes e infusdes como toénico, afrodisiaco, diurético, anti-inflamatoério, no

tratamento de edemas, patologias oftalmicas e cardiovasculares, no tratamento
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da infertilidade, impoténcia, disfuncdo erétil e baixa libido (KANG et al., 2014;
LIU et al., 2014; NIKAM; EBRAHIMI; PATIL, 2009).

Estudos farmacoldgicos comprovam que a espécie tem atividade
afrodisiaca (GAUTHAMAN; ADAIKAN; PRASAD, 2002; GAUTHAMAN;
GANESAN, 2008; GAUTHAMAN; GANESAN; PRASAD, 2003; SINGH;
GUPTA, 2011), anti-helmintica (DEEPAK et al., 2002), diurética (AL-ALI et
al., 2003), anti-hipertensiva (PHILLIPS; MATHEW; ORIOWO, 2006;
SHARIFI; DARABI; AKBARLOO, 2003), antifungica (ZHANG et al., 2005,
2006), antidiabética (AMIN et al., 2006), analgésica (HEIDARI et al., 2007),
hipocolesterolémica (GRIGOROVA et al., 2008; TUNCER et al., 2009),
antibacteriana (HUSSAIN et al., 2009; MOHAMMED et al., 2010), antilitiasica
(AGGARWAL et al, 2010, 2012; ARASARATNAM et al, 2010),
hepatoprotetora (ANSARI et al., 2013; KAVITHA et al., 2011), antioxidante
(ZHELEVA-DIMITROVA;  OBRESHKOVA; NEDIALKOV, 2012),
antitumoral (KESHTMAND et al., 2014; SISTO et al., 2012) e antidepressiva
(WANG et al., 2013).

Gracas a essas diversas propriedades farmacologicas, o Tribulus
terrestris L. consta em monografias das Farmacopeias Ayuvérdica Indiana
(FARMACOPEIAS..., 2001), Chinesa (FARMACOPEIAS..., 2010) e Japonesa
(FARMACOPEIAS..., 2011). Segundo descrito na Farmacopeia Ayuverdica
Indiana (FARMACOPEIAS..., 2001), o fruto pode ser utilizado na forma de po
na dose de 3 a 6 gramas por dia ou em decocgdes na dose de 20 a 30 gramas por
dia.

Alguns autores afirmam que o principal efeito farmacoldgico do
Tribulus terrestris é aumentar os niveis dos horménios androgénicos tais como
testosterona, dihidrotestosterona e dehidroepiandrosterona em primatas (Papio

anubis e Macaca mullata), coelhos e ratos e sugerem que a planta pode ser util
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em casos leves ou moderados de disfuncdo erétil (GAUTHAMAN; GANESAN,
2008).

Turan e Cek (2007) verificaram que a administragido da dose de 9g/30L
de agua do extrato de Tribulus terrestris trés vezes ao dia durante 30 dias
promoveu a masculinizagdo de peixes (Clarias gariepinus), pois a planta foi
eficaz em aumentar o percentual de peixes machos.

Estudos realizados por Bashir et al. (2009) encontraram aumento
significativo do peso dos testiculos de ratos puberes tratados com dose tnica de
70 mg/kg/dia do extrato de Tribulus terrestris durante 20 dias. Os cortes
histoldgicos dos testiculos mostraram que no grupo experimental ocorreu um
aumento significativo no volume e didmetro dos tibulos seminiferos o que
sugere que a planta estimula a espermatogénese. Assim, os autores sugeriram
que a espécie pode ser utilizada no tratamento da infertilidade ou em casos de
atraso na puberdade.

Kavitha, Ramesh e Subramanian (2012) demonstraram que o extrato
etandlico de Tribulus terrestris também € capaz de estimular a espermatogénese
em peixes. Os autores administraram diferentes concentragdes (0, 100, 150, 200,
250 ou 350mg/L do extrato em peixes (Poecilia latipinna) durante 60 dias. A
planta promoveu a masculinizagdo dos animais de maneira dependente de
concentragdo. Além disso, a andlise histologica dos testiculos mostrou a
presenca de todas as fases da espermatogénese.

Um estudo com quatro diferentes extratos (etandlico, metandlico,
acetonitrila e hexanico) obtidos de Tribulus terrestris colhido durante a floragio
apresentaram eficdcia em aumentar o nivel de testosterona livre no soro de
camundongos machos na dose de 20mg/kg durante 45 dias, sendo o extrato
metandlico o que apresentou o efeito mais significativo (HUSSAIN et al., 2009).

Elahi, Asl e Shahian (2013) avaliaram que a administragdo das doses de

Smg/kg ou 10mg/kg por dia do extrato de Tribulus terrestris em ratos Wistar
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machos durante 8 semanas promove uma melhoria da qualidade espermatica. Os
autores sugeriram que a planta pode ser utilizada no tratamento da infertilidade
masculina, pois eles encontraram uma maior concentracdo de espermatozoides,
assim como melhoria na viabilidade espermatica (integridade da membrana
plasmatica), reducdo do percentual de células mal formadas (morfologia) e
aumento do percentual de espermatozoides moveis (motilidade).

Um estudo demonstrou o efeito da dose de 10mg/kg de uma preparagdo
fitoterapica da Bulgdria a base de Tribulus terrestris sobre o teor de colesterol
sérico total e sua influéncia sobre a qualidade do s€émen de mini galos. O
resultado da andlise do sémen mostrou uma melhora em sua qualidade: aumento
do volume do ejaculado e aumento da concentracdo e motilidade dos
espermatozoides. O efeito positivo deste fitoterapico sobre o teor de colesterol
total também foi detectado no soro dos mini galos apresentando um percentual
9,24% menor quando comparado com o grupo controle (GRIGOROVA et al.,
2008).

O Tribulus terrestris também ¢é capaz de melhorar os parametros
metabdlicos promovendo alteragdes na composicdo corporal em humanos
proporcionando ganho de massa muscular devido a seus efeitos anabdlicos
(POKRYWKA et al., 2014). Milasius et al. (2010) avaliaram a influéncia de um
suplemento a base de Tribulus terrestris sobre o condicionamento fisico e
desempenho atlético em atletas através da ingestdo de uma capsula (625 mg)
pela manhd e duas capsulas (1250 mg) a noite durante 20 dias. Os autores
concluiram que Tribulus terrestris influencia positivamente a capacidade
anaerobica e aerobica, promove a melhoria da capacidade cardiorrespiratoria,
bem como aumenta os niveis de testosterona.

Assim, de acordo com os estudos supracitados, Tribulus terrestris possui
diversas propriedades farmacoldgicas como atividade androgénica e a¢des sobre

o anabolismo celular tanto na espécie humana quanto em animais. No entanto,
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alguns estudos contradizem esses efeitos, mostrando ndo haver efeitos quando
administrados extratos vegetais ou preparagdes fitoterapicas obtidas a partir
dessa espécie.

De acordo com Antonio et al. (2000), a ingestdo de capsulas contendo
uma preparagdo fitoterapica a base de Tribulus terrestris na dose de
3,21mg/kg/dia por homens submetidos a treino de resisténcia fisica ndo promove
diferengas significativas na composicdo corporal nem melhorias no
condicionamento fisico.

Uma pesquisa realizada por Neychev e Mitev (2005) avaliaram os
possiveis efeitos androgénicos de um fitoterdpico de origem da Bulgaria a base
de Tribulus terrestris em homens saudaveis nas doses de 0, 10 ou 20 mg/kg/dia.
Os autores encontraram que ndo houve diferencas significativas nos niveis dos
hormonios testosterona, androstenediona € hormonio luteinizante mensurados no
soro 24 horas antes e 24, 72, 240, 408 e 576 horas depois do inicio da
administragio da espécie.

Outro estudo que também ndo encontrou efeitos benéficos com a
suplementacdo com Tribulus terrestris foi realizado por Rogerson et al. (2007).
Atletas de elite de Rugby submetidos a suplementagdo com uma céapsula
(450mg) por dia de Tribulus terrestris durante 5 semanas nio apresentaram
alteracdes na massa muscular magra nem aumento das taxas de excrecdo
urinaria de testosterona/epitestosterona. No entanto, esses atletas apresentaram
aumento da gordura corporal.

Resultados de um trabalho com homens saudaveis a partir de 40 anos,
com disfungdo erétil, mas sem estar em tratamento, nio fumantes, sem
dislipidemia, e em caso de hipertensdo e¢/ou diabetes deveriam estar controladas
sugeriu que a planta ndo tem efeitos sobre a disfungo erétil. O ensaio forneceu
duas vezes ao dia capsulas contendo 400 mg de extrato seco de Tribulus

terrestris durante 30 dias. Os autores avaliaram a fun¢fo erétil e os niveis séricos
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de testosterona e reportaram que os grupos controle (placebo) e experimental
foram estatisticamente equivalentes em todos os aspectos da avaliacdo
(SANTOS et al., 2014).

Sahin ¢ Duru (2010) também sugeriram que a administracdo de um
suplemento comercial a base de Tribulus terrestris ndo possui efeitos sobre o
crescimento de frangos bem como sobre o desenvolvimento muscular. Esta
avaliacdo forneceu 180 ou 360 ppm do extrato misturado a dieta basal de milho
e soja até o 42° dia de vida dos frangos. A expectativa deste estudo era de que a
planta aumentasse a taxa de crescimento dos frangos, porém isso ndo ocorreu.

Assim, ¢ possivel que as razdes que levem alguns autores a ndo obterem
éxito com a administra¢do de Tribulus terrestris seja devido a limitagdes dos
estudos como um reduzido tamanho amostral ou a auséncia de padronizagio da
droga vegetal, pois nas preparagdes fitoterapicas a base desta planta tem se

percebido a utilizag@o de todas as partes da espécie (SANTOS et al., 2014).

2.3 Quimica de Tribulus terrestris

Existe uma grande variagdo na quantidade dos componentes
fitoquimicos encontrados em amostras de Tribulus terrestris de regides
diferentes. Sabe-se que as condi¢cdes geograficas, a regido de coleta, as
caracteristicas do solo, entre outras, influenciam indiretamente na biossintese
dos metabolitos secundarios. A quantidade destes componentes também depende
da parte da planta utilizada. Entre os constituintes que contribuem para a sua
atividade bioldgica estdo, principalmente, saponinas, flavonoides e alcaloides
(HAMMODA et al., 2013; KUMAR; BHARDWAJ, 2012).

A presenca de saponinas esteroidais do tipo espirostano e furostano ¢
uma caracteristica desta espécie, sendo este ultimo tipo considerado como

precursor biogenético do seu andlogo espirostano (KOSTOVA; DINCHEYV,
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2005). De acordo com varios estudos, protodioscina (furostano) (1) e
protogracillina (2) sdo as principais saponinas presentes no extrato etanolico das
partes aéreas de Tribulus terrestris da Bulgaria sendo responsdveis por suas

atividades farmacologicas mais importantes (KOSTOVA et al., 2002).

CH,

H3Ct HO
CH, /™

Ganzera, Bedir ¢ Khan (2001) analisaram o conteudo de saponinas
esteroidais em extratos aquoso e acetonitrila obtidos de Tribulus terrestris de
origem da Bulgaria, India e China. Os resultados mostraram grandes variagdes
ndo apenas na composi¢do, mas também na quantidade de saponinas
dependendo da regido geografica de coleta. Nas amostras provenientes da
Bulgaria foram encontradas de 0,245-1,337% de protodioscina. As amostras

provenientes da China possuiam pequena (0,063 e 0,089%) ou nenhuma
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quantidade desta saponina. A protodioscina estava ainda em menor quantidade
(0,024 %) na amostra da India.

Nessa mesma investigacdo, os autores também analisaram alguns
fitoterapicos. O medicamento produzido na Bulgaria mostrou novamente o
maior conteudo de protodioscina (6,49%), enquanto os outros dois (origem néo
especificada) foram significativamente menores (0,85 e 0,17%). Com base
nestes resultados, os autores sugeriram a presenca de quimiotipos diferentes de
Tribulus terrestris (GANZERA; BEDIR; KHAN, 2001).

Acredita-se que as saponinas como a protodioscina podem aumentar a
producdo endogena de hormoénios androgénicos pelo aumento do horménio
luteinizante (LH) liberado pela hipdfise. Alternativamente, tem sido proposto
que os compostos ativos de Tribulus terrestris pode ser enzimaticamente
convertidos em androgenos fracos como a dehidroepiandrosterona (DHEA), que
poderia ser convertida em horménios androgénicos mais potentes como a
testosterona nas gonadas e tecidos periféricos (ANDRADE et al., 2002;
GAUTHAMAN; ADAIKAN, 2005).

No extrato metandlico obtido dos frutos de Tribulus terrestris foram
isolados e caracterizados dez saponinas esteroidais: Desgalactotigonina (3), F-
gitonina (4), Gitonina (5), Desglucolanatigonina (6), Tigogenina 3-O-B-D-
xylopyranosyl(1-2)-[B-D-xylopyranosyl(1-3)]-p-D-glucopyranosyl(1-4)-[a-L-
rhamnopyranosyl(1-2)]-p-D-galactopyranoside (7), (25R,S)-5a-spirostan-33-ol-
3-0-B-D-galactopyranosyl(1-2)-p-D-glucopyranosyl(1-4)-B-O galactopyranoside
(Terrestrosina A) (8), (25R,S)-5a-spirostan-33-ol-3-O-p-D-glucopyranosyl(1-4)-
[o-L-rhamnopyranosyl(1-2)]-B-D-galactopyranoside (Terrestrosina B) (9),
(25R,S)-5a-spirostan-12-on-3B3-ol-3-O-B-D-galactopyranosyl(1-2)-p-D
glucopyranosyl(1-4)-B-D-galactopyranoside (Terrestrosina C) (10), 3-O-B-D-
galactopyranosyl(1-2)-[B-D-xylopyranosyl(1-3)]-B-D-glucopyranosyl(1-4)-B-D-
galactopyranoside (Terrestrosina D) (11) e (25R,S)-5a-spirostane-2a,3p-diol-3-
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O-B-D-galactopyranosyl(1-2)-B-D-glucopyranosyl(1-4)-p-D-galactopyranoside
(Terrestrosina E) (12) (YAN et al., 1996).

No extrato etandlico obtido dos frutos de Tribulus terrestris, Yan et al.
(1997) isolaram seis novas saponinas esteroidais do tipo furostano 26-O-B-D-
glucopyranosyl  (25R)-furostane-2a,3f3,22a,26-tetrol-3-O-B-D-glucopyranosyl
(1—4)-B-O-galactopyranoside (Terrestrosina F) (13), 26-O-B-D-glucopyranosyl
(25 R,S)-5a-furostane-20,3 B,220,26-tetrol-3-O-B-D-galactopyranosyl(1-2)--D-
gluco-pyranosyl(l-4)-B-D-galactopyranoside (Terrestrosina G) (14), 26-O-B-D-
glucopyranosyl (25R,S)-5a-furostane-3p,22a,26-triol-3-O-B-D-
galactopyranosyl(l-2)-B-D-glucopyranosyl(l-4)-p-D-galactopyranoside
(Terrestrosina H) (15), 26-O-B-D-glucopyranosyl (25R,S)-5a-furostan-12-one-
3B,220,26-triol-3-O-B- D- galacto-pyranosyl(1-2)-p-D-glucopyranosyl(1-4)-p-
D-galacto-pyranoside (Terrestrosina I) (16), 26-O-B-D-glucopyranosyl (25R,S)-
furost-5-ene-3p,22a,26-triol-3-O-B-D-galactopyranosyl(1-2)-p-D-gluco-
pyranosyl(1-4)-B-D-galactopyranoside (Terrestrosina J) (17), 26-O-B-D-
glucopyranosyl(25R)-5a-furost-20(22)-en-12-one-3f,26-diol-3-O-B-D-
galactopyranosyl(1-2)-B-D-glucopyranosyl(1-4)-p-D-galactopyranoside
(Terrestrosina K) (18) (YAN et al., 1997).

No extrato etanolico de Tribulus terrestris foram identificadas quatro
saponinas esteroidais 25R-50-Spirostan-33-ol (Tigogenina) (19), 25R-5a-
Spirostan-2a,3B-diol (Gitogenina) (20), 25R-5a-Spirostan-12-one (Hecogenina)
(21) e 25S-5a-Spirostan-12-one (Neohecogenina) (22) (LI et al., 2009).

Outra classe de substancias frequentes em Tribulus terrestris siao 0s
flavonoides. Patil et al. (2012) encontraram altas quantidades de quercetina (23)
no fruto de Tribulus terrestris coletado em Maharashtra na India: 601,3 mg/g de
amostra seca no extrato etandlico ¢ 452,7 mg/g de amostra seca no extrato

acetona.
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Kumar (2012) verificou a presenca de 18 a 28 flavonoides no extrato
metandlico dos frutos ou folhas de Tribulus terrestris coletados em seis regioes
diferentes do Norte da India: Patiala, Delhi, Meerut, Muzaffarnagar, Baghpat e
Haridwar. Os dois flavonoides majoritarios encontrados foram quercetina,
presente em todas as amostras, e rutina (24). Além disso, os resultados
mostraram diferentes proporgdes nas quantidades dependendo da regido de
coleta sendo encontrado o conteudo méaximo de quercetina de 61,41, 41,36 e
44,37ng/g em populagdes de Muzaffarnagar, Patiala e Meerut, respectivamente,
enquanto que na populagdo de Delhi foi encontrado o menor percentual de

quercetina (38,77ug/g). Para a rutina, o valor maximo encontrado foi 0,2212%
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na amostra de Haridwar, enquanto que nas amostras de Delhi novamente foi

obtida a quantidade minima de 0,0612% de rutina.
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Do extrato metanolico das partes aéreas de Tribulus terrestris L. var.
orientalis (Kerner) G. Beck foram isolados trés novos flavonoides e estes foram
baseados em quercetina e kaempferol. Os compostos foram quercetina 3-O-
glicosideo (25), quercetina 3-O-rutinosideo (26) e kaempferol 3-O-glicosideo
(27) (YEKTA et al., 2008).

CH 9]

25 R;: OH R3: Glicose
26 R;: OH Ry: Rutinose
27 R;: H Ry Glicose
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A presenca de alcaloides também ja foi relatada para a espécie Tribulus
terrestris. Os primeiros alcaloides identificados foram obtidos das partes acreas
da espécie e trata-se dos alcaloides B-carbolinicos: harmana (28) e harmina (29)
(BORKOWSKI; LUTOMSKI, 1960). Posteriormente, Bourke, Stevens e
Carrigan (1992) administraram o extrato metanolico obtido das partes aéreas de
Tribulus terrestris em ovelhas e relataram efeitos toxicos como disturbios
neurologicos e dificuldades de locomogdo. Os alcaloides identificados nas
fragdes foram harmana (28) e norharmana (30) (44mg/Kg de amostra seca) e

eles seriam os responsaveis pela toxicidade aos animais.
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Wu, Shi e Kuo (1999) isolaram e caracterizaram a partir do extrato
metandlico obtido dos frutos secos de Tribulus terrestris trés novos compostos:

terrestribisamide (31), 25R-spirost-4-en-3,12-dione (32) e tribulusterine (33).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com o exposto, observa-se que a espécie Tribulus terrestris
L. promove alteracdes benéficas sobre os pardmetros metabdlicos e reprodutivos
em humanos e animais, isso ocorre pela presenga de compostos quimicos,
principalmente, as saponinas esteroidais. Portanto, visto que se trata de uma
planta que vem sendo alvo de enorme interesse atualmente, sdo necessarios mais
estudos para elucidar a eficacia e a seguranga terapéutica, pois estas ainda séo

incertas e controversas.
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RESUMO: Tribulus terrestris L. (Zygophyllaceae) tem sido tradicionalmente
utilizado como afrodisiaco e para melhorar o desempenho atlético. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar os pardmetros bioquimicos de ratos Wistar machos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris L. Foram
realizadas extragdes por maceragdo dindmica, a partir de frutos secos
pulverizados de Tribulus terrestris para a obtengdo do extrato etandlico. Esse
extrato foi fracionado por particdo liquido-liquido com solventes de polaridade
crescente. Vinte ratos machos foram distribuidos em 4 grupos (n=5). O grupo
controle recebeu agua destilada, enquanto os grupos restantes receberam
diariamente extrato etanolico, fragdes hexanica ou aquosa soluvel em metanol na
dose tnica de 42mg/kg/dia durante 70 dias. Ao final do experimento, apds os
animais serem anestesiados e eutanasiados, amostras de sangue e rins, figado,
baco ¢ tecido adiposo epididimario foram coletados para analises posteriores. As
carcacas foram limpas e pesadas para avaliagio da composi¢do centesimal
corporal. Tribulus terrestris L. aumentou o percentual de proteina bruta da
carcaca sem proporcionar ganho de peso corporal. No entanto, os percentuais de
agua, gordura e cinzas ndo foram alterados, assim como os parametros

biométricos, bioquimicos sanguineos e histopatoldgicos. Portanto, Tribulus
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terrestris L. aumenta o percentual de proteina bruta na carcaga de ratos Wistar

machos.

Palavras-chave: Extratos vegetais, Anabolismo, Composi¢do corporal, Proteina

bruta.

ABSTRACT: Biochemical parameters of male Wistar rats supplemented
with extract and fruits fractions of Tribulus terrestris L. The Tribulus
terrestris L. (Zygophyllaceae) has been traditionally used as aphrodisiac and to
improve the athletic performance. The purpose of this study was to assess
biochemical parameters of male Wistar rats supplemented with extracts and
fruits fractions of Tribulus terrestris L. The ethanolic extract was obtained by
means of dynamic maceration of sprayed dried fruit. This extract was
fractionated by liquid-liquid partition, using increasing polarity solvents. Twenty
male rats were separated in four groups, 5 rats each. The control was
supplemented with distilled water, while the others were daily given the
ethanolic extract, hexanic or aqueous fraction soluble in methanol in a single
dose of 42 mg.kg™.day™ for 70 days. In the end of the experiment, animals were
anaesthetized and euthanized. Then, samples of blood and kidneys, liver, spleen
and epididymal adipose tissue, were collected for further analyses. Carcasses
were clean and weighed to assess corporeal centesimal composition. Tribulus
terrestris increased the percentage of crude protein in the carcass, without
resulting in weight gain. However, percentages o water, fatness and ash were not
changed, as well as the biometric, blood biochemical and histopathological
parameters. Therefore, Tribulus terrestris L. increases the percentage of crude

protein in the carcass of male Wistar rats.

Keywords: Vegetal extract. Anabolism. Corporeal composition. Crude protein.
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Introducao

Os extratos vegetais t€m se tornado cada vez mais atrativos devido a
suas propriedades farmacoldgicas para a satide humana. Eles contém compostos
quimicos com atividades biologicas e esses componentes podem servir como
suplementos dietéticos melhorando o condicionamento fisico e desempenho
atlético (FATIMA et al., 2008; NOLDIN; CECHINEL FILHO, 2003).

O Tribulus terrestris L., popularmente conhecido por varios nomes
como tribulus, abrolhos, viagra natural, videira da punctura, espinho de trés
pontas, espinho do diabo, videira amarela, cabega de touro, é uma planta da
familia Zygophyllaceae sendo origindria da India, mas atualmente esta
amplamente distribuida em regides quentes em todo o mundo
(BALASUBRAMANI et al., 2010; KOSTOVA; DINCHEV, 2005). O fruto
dessa planta apresenta propriedade afrodisiaca (GAUTHAMAN; ADAIKAN;
PRASAD, 2002; GAUTHAMAN; GANESAN, 2008; SINGH; GUPTA, 2011) e
melhora o desempenho atlético (ROGERSON et al, 2007). Estudos
fitoquimicos mostraram a presenga de varios compostos nos extratos etandlico,
hexanico e metandlico de Tribulus terrestris destacando-se as saponinas
esteroidais, os alcaloides e os flavonoides (BEDIR; KHAN, 2000; SU et al.,
2009).

A partir dos anos 80, gracas a suas atraentes propriedades
farmacoldgicas, iniciou o interesse dos paises ocidentais pela planta,
principalmente por atletas como uma alternativa frente a proibicdo ao uso de
esteroides anabolizantes (POKRYWKA et al., 2014). Milasius et al. (2010)
apontaram que Tribulus terrestris aumenta a sintese proteica e de massa
muscular além de contribuir para a recuperaco fisica pds treino. Andrade et al.
(2010) encontraram efeitos positivos na produgdo espermatica de ratos com a

administracdo de trés doses 11, 42 e 110mg/kg/dia de um fitoterdpico a base de
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Tribulus terrestris. No entanto, alguns estudos contradizem esses efeitos,
mostrando n3o haver efeitos quando administrados extratos vegetais ou
preparagdes fitoterapicas obtidas a partir dessa espécie. Neychev e Mitev (2005)
afirmaram que um fitoterapico a base de Tribulus terrestris ndo é capaz de
aumentar os niveis de hormoénios androgénicos em humanos jovens.

Assim, ¢ possivel que as razdes que levem alguns autores a ndo obterem
éxito com a administragdo de Tribulus terrestris seja devido a limitagdes dos
estudos como um reduzido tamanho amostral ou a auséncia de padronizacéo da
droga vegetal, pois nas preparacdes fitoterapicas a base desta planta tem se
percebido a utilizacdo de todas as partes da espécie (SANTOS et al., 2014). Com
isso, objetivou-se avaliar os pardmetros bioquimicos de ratos Wistar machos

suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris L.

Material e métodos

Obtencéo do fruto e preparo do extrato e fracdes

Frutos secos de Tribulus terrestris L. foram adquiridos da Industria
Farmacéutica Catedral, Vespasiano, Minas Gerais, Brasil. O extrato e fragdes
foram obtidos no Laboratério de Fitoquimica do Departamento de Agricultura
da UFLA. O fruto (2.922 g) foi pulverizado em moinho de facas Marconi®,
modelo MA-680. O extrato foi preparado por maceragdo dindmica, em frascos
ambar de boca larga, mantidos sob agitacdo constante em agitador orbital Gio
Gyrotory® a 164 rpm. O material vegetal pulverizado foi fracionado em porg¢des
de cerca de 250 g e extraidos com 500 mL de etanol comercial 92° INPM. Para o
esgotamento da droga vegetal foram realizados 10 ciclos de extragdo, em que a
cada 7 dias de macerac@o, o extrato foi filtrado e o material vegetal remacerado

com solvente renovado. As solugdes obtidas foram reunidas e o extrato foi seco
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em evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida a 40 =+ 2°C e, em seguida, mantido
em dessecador sob vacuo até secura. O extrato Etandlico Bruto (EB, 219,45 g)
foi armazenado em freezer a -18 =2 °C até os ensaios biologicos.

Uma aliquota de 164,59 g do extrato EB foi tomada para procedimentos
de parti¢do liquido-liquido. O EB foi ressuspendido em agua destilada em dois
funis de separacdo (cerca de 900 mL em cada funil) e particionado
sequencialmente com porgdes (cerca de 3 x 300 mL) de n-hexano (Hex),
diclorometano (DCM), acetato de etila (EtOAc) e n-butanol (BuOH). Metanol
(MeOH) foi adicionado a fragcdo aquosa (AQ), sendo separada a fracio aquosa
soluvel em metanol (AQsol) daquela insolivel (AQinsol). Cada fragdo foi seca
em evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida a 40 = 2 °C e, em seguida, mantida
em dessecador sob vacuo até secura. A fragdo AQinsol foi submetida a secagem
por liofilizagdo (Integrated SpeedVac System, modelo L 101, marca Liobras).
Todas as fragcdes foram armazenadas em freezer a -18 + 2°C até os ensaios
bioldgicos. Os rendimentos extrativos das fracdes hexanica, diclorometanica,
acetato de etila, n-butandlica, aquosa solivel em metanol e aquosa insolivel em
metanol foram de 52,29 %, 7,51 %, 6,18 %, 1,65 %, 30,84 % e 1,52%,
respectivamente. Os residuos secos foram de 86,06 g para a fracdo hexanica,
12,37 g para a fracdo diclorometanica, 10,17 g para a fracdo acetato de etila,
2,73 g para a fracdo n-butandlica, 50,76 g para a fracdo aquosa solivel em
metanol e 2,51 g para a fracdo aquosa insoluvel em metanol. Na Figura 1 consta

o fluxograma que representa o fracionamento realizado.

Animais utilizados

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da Universidade Federal de Lavras sob o protocolo n® 027/14.
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(Fruto pulverizado)

1) Extragdo exaustiva por maceragio dinidmica com EtOH
2) Filtragdo
3) Concentragio em rotavapor

Extrato Etandlico
Bruto

1) Ressuspensdo em 1,0

1) 3x Hexano 1) 3x Diclorometano 1) 3x Acetato de Etila 1) 3x Butanel saturado em H,0
2) Concentragic em rotavapor | 2) Concentragio em rotavapor 2) Concentragdo em rotavapor | 2) Concentragio em rotavapor
Fracdo Fragido Fragiio Acetato Fragio Fracio
Hexénica Diclorometinica de Etila Butandlica Aquosa
‘ 1) 3x Metanol
1) Liofilizagao | 1) Concentragdo em rotavapor
Fracgio Fraciio
Aquosa Insolivel || Aquosa Solivel em
em Metanol Metanol

Figura 1. Fluxograma da obtencao do extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris L. a partir de parti¢des liquido-liquido.
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Foram utilizados 20 ratos Rattus norvegicus (n=5/grupo), machos da
linhagem Wistar, com idade aproximada de 60 dias e peso inicial de 295 + 28g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os
animais foram colocados individualmente em gaiolas metabdlicas e,
inicialmente, permaneceram em um periodo de setes dias de aclimatagdo.
Durante todo o periodo experimental, os animais permaneceram em ambiente
com temperatura controlada a = 23°C e luminosidade em ciclo 12 h/12 h. Os
animais receberam ragdo comercial para roedores e agua ad libitum.

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos
experimentais contendo cinco animais em cada grupo: um grupo controle (G)
tratado com agua destilada e os demais grupos (G, Gs3 ¢ G4) receberam,
respectivamente, a dose Unica de 42mg/kg/dia do extrato etandlico ou das
fracdes hexanica e aquosa soluvel em metanol. A escolha de tais fracdes ocorreu
por serem de diferentes polaridades. As fragdes diclorometanica, acetato de etila,
n-butandlica e aquosa insoluvel em metanol ndo foram utilizadas nesse estudo.
A dose unica administrada foi estabelecida de acordo com os estudos de
Andrade et al. (2010). Para a administra¢do do extrato e fracdo aquosa soluvel
em metanol foram diluidas em agua destilada e a fracdo hexénica em oleo
mineral.

Todos os animais foram submetidos a gavagem diaria por 70 dias sendo
pesados a cada sete dias ¢ mensurados diariamente o consumo alimentar e de
dgua. No final do periodo experimental e apo6s jejum de 12 horas, os animais
foram anestesiados via intraperitoneal com tiopental sédico (80mg/kg) e

eutanasiados por exsanguinacdo apds pung¢io cardiaca.

Parametros bioquimicos
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Foram coletadas amostras de sangue com seringa contendo
anticoagulante EDTA e o plasma foi armazenado em freezer a -20°C até as
analises das concentragdes plasmaticas de glicose, colesterol total, colesterol em
HDL, triacilglicerdis (TAG) e atividade da gama-glutamiltransferase (gama GT)
por meio de kits especificos colorimétricos (Gold Analisa Diagndsticos®, Belo
Horizonte, Brasil). Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Os niveis de
colesterol em LDL e em VLDL de cada animal foram obtidos através da
seguinte equacdo: LDL-c + VLDL-c = colesterol total - HDL-c (SEKI;
MATSUO; SEKI, 2007).

Coleta dos orgaos

Os animais foram submetidos a abertura ampla da cavidade abdominal até
a exposicdo dos drgdos internos. Foram entio coletados e pesados o figado, rins,
baco e tecido adiposo epididimario. O peso dos orgios ¢ da carcaca foram
obtidos individualmente e, em seguida, calculou-se o peso relativo de cada dérgio

em relagdo ao peso da carcaca limpa (ANDRADE et al., 2015).

Composicio centesimal da carcaca

Apds eutanasia e retirada dos orglos internos, foram removidos a pele,
cabeca, pés, mios e cauda, e as carcacgas limpas foram pesadas e armazenadas
em freezer a -20°C. Posteriormente, foi realizada a determinag@o do percentual
de 4gua, proteinas, gorduras e cinzas na carcaga dos animais baseado nas
metodologias da Association of Official Analytical Chemists - AOAC (2000).
Para mensuragdo do percentual de agua, inicialmente, as carcacas foram secas
em estufa a 65°C durante 96 horas até obten¢do do peso constante. Em seguida,

as amostras foram secas em estufa a 105°C durante 24 horas. O percentual de
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gordura foi avaliado por extracdo com éter etilico utilizando o equipamento
Soxhlet. Ja o percentual de proteinas da carcaga foi obtido utilizando o método
Kjeldahl. O residuo mineral (cinzas) foi determinado pela calcinacdo das

amostras na mufla a 550°C.

Analise histopatolégica

O figado e o rim esquerdo foram removidos, hemisseccionados e
imediatamente fixados em formaldeido a 10% tamponado. Posteriormente, os
tecidos foram processados rotineiramente e cortes seriados de 5 um de espessura
foram utilizados para confecgdo de laminas histologicas que foram coradas com
hematoxilina-eosina (LUNA, 1968). As laminas foram analisadas e fotografadas
na magnitude 100x utilizando-se um sistema de captura e analise de imagens,
constituido por microscdpio binocular Olympus CX31 (Olympus Optical do
Brasil Ltda, S3o Paulo, Brasil) com cdmera acoplada (SC30 CMOS Color
Camera for Light Microscopy, Olympus Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo,
Brasil).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANAVA) apds os
testes de Shapiro-Wilk e de Bartlett serem aplicados para verificar a normalidade
e homocedasticidade das variancias. Os tratamentos foram comparados em
relacdo ao controle pelo teste Dunnett.

Para as varidveis que ndo obedeceram aos pressupostos basicos da
analise de variancia (ganho médio diario de peso e colesterol total) foi utilizado

o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
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O nivel de significancia adotado durante as analises foi de p<O0,05.
Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software R e do pacote

Multicomp para realizagio do teste Dunnett.

Resultados

A administracio do extrato etandlico e fragdes hexanica e aquosa
soluvel em metanol de Tribulus terrestris ndo afetou o ganho de peso médio
diario corporal, nem o consumo médio didrio de racdo ou de dgua (Tabela 1).

Animais suplementados com o extrato etandlico e fragdes hexanica e
aquosa soliivel em metanol apresentaram (p<0,05) maior percentual de proteina
na carcaga, embora nio tenha havido diferencgas no percentual de dgua, gordura e
cinzas (Tabela 2).

Nao houve diferencas em relacdo aos parametros bioquimicos
sanguineos: glicose, triacilglicerdis, colesterol total, colesterol em HDL,
colesterol em LDL mais VLDL e atividade de gama-glutamiltransferase (Tabela
3).

A analise dos pesos relativos do figado, rins direito e esquerdo, tecido
adiposo epididimario direito e esquerdo e bago ndo apresentaram diferencas em
relacdo ao grupo controle (Tabela 4).

Em relagdo as andlises histopatoldgicas do figado (Figura 2) e rim
(Figura 3), ndo houve identificacdo de lesdes nos grupos estudados, ou seja,
foram visualizados cortes hepaticos e renais com preservagdo da arquitetura

tecidual.

Discussio
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No presente estudo, demonstrou-se que a administragdo do extrato
etanodlico e fragcdes hexénica e aquosa solivel em metanol do fruto de Tribulus
terrestris L. durante 70 dias aumenta a deposi¢cdo proteica na carcaca de ratos
Wistar machos, corroborando com os relatos na literatura de que Tribulus
terrestris proporciona efeitos anabdlicos (POKRYWKA et al, 2014;
ROGERSON et al., 2007). O anabolismo ¢ definido como o estado no qual o
nitrogénio ¢ fixado na massa corporal magra, ou por meio do aumento da sintese
proteica e/ou redug¢do da degradagdo proteica em qualquer parte do corpo
(EVANS, 2004; KUHN, 2002). Assim, os efeitos anabdlicos causam um
balango nitrogenado positivo (FORTUNATO; ROSENTHAL; CARVALHO,
2007).

Diversos estudos corroboram com os resultados do presente estudo
sobre a avaliagdo da composicdo centesimal da carcaga em que Tribulus
terrestris ndo altera o peso corporal, aumenta o percentual de proteina e ndo
altera o percentual de gordura corporal (ANTONIO et al., 2000; MILASIUS et
al., 2010). O efeito anabdlico ¢ manifestado primariamente no musculo,
resultando em aumento da massa muscular e controle da gordura corporal ndo
havendo necessariamente mudangas no peso corporal (KAM; YARROW, 2005).

Antonio et al. (2000) avaliaram os efeitos de Tribulus terrestris sobre a
composi¢do corporal de homens de 18 a 35 anos. Os grupos foram divididos em
controle (placebo) e tratamento que recebeu a dose de 3,21 mg/kg de Tribulus
terrestris durante 8 semanas. Os autores também nao encontraram diferencas no
peso corporal nem em relacdo ao percentual de gordura corporal dos grupos
suplementados e grupo controle.

Milasius et al. (2010) estudaram os efeitos de Tribulus terrestris em
atletas e avaliaram o ganho de peso e composi¢do corporal durante um

tratamento de 20 dias. Eles também n3o encontraram diferengas no peso
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corporal do grupo tratado em relagdo ao grupo controle. Entretanto, houve uma
tendéncia de crescimento da massa muscular do grupo experimental.

A enzima gama-glutamiltransferase (GGT) permite o catabolismo da
glutationa através da hidrolise de gama-glutamil proveniente da unido entre o
glutamato e a cisteina. Esta enzima & largamente encontrada na superficie
externa da maioria das células e sua dosagem tem sido ferramenta essencial para
o diagndstico de lesdes hepaticas (FENTIMAN; ALLEN, 2010). Além disso, ha
evidéncias de que a GGT esta alterada em outras patologias graves tais como
doengas cardiovasculares e diabetes. Devido a esta importincia, este trabalho
avaliou a atividade desta enzima em animais suplementados com Tribulus
terrestris e nao encontrou diferencas entre os grupos estudados.

Neste trabalho, a dose de 42mg/kg/dia por 70 dias do extrato e fracdes
da planta ndo foi capaz de alterar os niveis plasmaticos de glicose em ratos
Wistar machos. No entanto, a administracdo das doses de 200, 400 e 600mg/kg
de Tribulus terrestris em tilapias (Oreochromis niloticus) aumentou os niveis
séricos desse composto de maneira proporcional ao aumento da dose
(GULTEPE et al., 2014). Enquanto, Li et al. (2002) apontaram que Tribulus
terrestris diminuiu os niveis séricos de glicose, o que foi atribuido a propriedade
hipoglicemiante das saponinas presentes em grandes quantidades nessa planta.

Com relagdo aos demais parametros bioquimicos sanguineos, a nido
ocorréncia de alteracdes nos niveis de colesterol presente nas lipoproteinas
corroborou com os resultados de outros estudos (GULTEPE et al., 2014). Em
atletas suplementados com Tribulus terrestris e submetidos a treinamento fisico
durante 20 dias, também n3o houve diferengas nos niveis séricos de colesterol
total e triacilglicerdis (MILASIUS et al., 2010).

No entanto, Tuncer et al. (2009) avaliaram o perfil lipidico de coelhos
submetidos a dieta hipercolesterolémica e suplementados com Tribulus

terrestris. A planta foi capaz de melhorar o perfil lipidico dos coelhos,
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aumentando os niveis de colesterol em HDL e reduzindo os niveis de colesterol
em LDL e triacilglicerois.

A determina¢do do peso relativo dos 6rgdos de metabolizagdo/excrecao
(figado e rins) pode fornecer indicacdes da fungdo de cada 6rgdo e atuacdo da
substancia testada sobre o organismo. O figado € considerado o 6rgio mais
relevante em estudos que avaliam parametros metabolicos, pois centraliza o
metabolismo geral, alterando seu peso e as atividades metabdlicas (COLES,
1974). No entanto, o peso relativo do figado ndo foi alterado pela administragédo
do extrato e fragdes de Tribulus terrestris. Adicionalmente, ndo foram
encontradas alteragdes nas analises histopatoldgicas deste tecido nem do tecido

renal.

Conclusdes

A administracdo diaria por 70 dias de 42mg/kg do extrato e fragdes de
Tribulus terrestris sugere melhora nos parametros bioquimicos, no que diz
respeito ao acimulo de proteina na carcacga de ratos Wistar machos. Esse efeito ¢
observado sem proporcionar ganho de peso e alteragdes no perfil lipidico, nos
niveis de glicose e na atividade de GGT. Além disso, ndo ha alteragdes
histopatologicas dos orgdos de metabolizacdo/excre¢do. No entanto, outros
estudos, com diferentes doses por periodos mais prolongados e avaliagdo da
genotoxicidade e carcinogenicidade devem ser realizados para complementar

esta etapa de avaliagdo pré-clinica.
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Tabela 1 Ganho médio didrio de peso (g), consumo médio diario de racdo (g) e consumo médio didrio de agua (mL) de
ratos suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris durante 70 dias (média + desvio padrao) (n=20)

Grupos experimentais

Parametros Controle Extrato etanolico Fragdo hexanica Fraga;g?;lgfazz(lﬂﬁvel
Ganho Diério de Peso (g) 1,34 £ 0,67 0,82+ 0,38 1,12+ 0,56 1,68 £ 0,43
Consumo Diario de Ragdo (g) 23,74 +2,17 24,17 £3,18 25,16 +2,19 26,73 £2,92
Consumo Diario de Agua (mL) 27,88 £2,36 26,35+4,38 31,22 +£4,25 29,68 + 4,49

Tabela 2 Composicao centesimal da carcaca de ratos suplementados com extrato e fracdes do fruto de Tribulus terrestris
(média + desvio padrio) (n=20)

Grupos experimentais

Parametros Controle Extrato etandlico Frac@o hexanica Fracao a?;lgf;ni?lﬁvel em
% Agua 70,13 £ 0,64 68,53+ 1,10 69,18 £0,86 69,71 +0,98
% Proteina 15,35+ 1,07 17,06 + 3,58" 19,69 + 0,37 19,11 +0,98"
% Gordura 5,94 + 0,39 6,71 £ 1,45 6,14 +0,90 7,08 +£0,97
% Cinzas 4,00 +£0,53 4,33 +£0,40 4,05+0,26 3,87 +0,35

* Diferem do controle pelo teste Dunnett (p<0,05);
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Tabela 3 Andlises bioquimicas sanguineas de ratos suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris
(média + desvio padrio) (n=20)

Grupos experimentais

Parametros Controle Extrato etandlico Fragdo hexanica sollljirvagﬁ:n?crlrllf‘;lol VR
Glicose (mg/dL) 136,02 + 9,58 125,53 £4,20 134,91 £12,95 139,08 £ 11,38 120 - 135®
Colesterol total (mg/dL) 104,57 + 6,68 102,91 +3,02 106,47 +5,71 103,40 + 6,67 95,52@
HDL-c (mg/dL) 37,86 + 1,83 39,09 + 4,09 43,79 £ 5,80 41,21 £5,99 39,44
LDL-c + VLDL-c (mg/dL) 66,71 + 5,86 63,82 +3,04 62,68 + 8,34 62,19+ 7,94 56,0 @
TAG (mg/dL) 119,75+5,71 123,99 £ 10,59 128,41 + 8,48 136,33 £ 10,35 85-120)
Gama GT (U/L) 2,98 + 1,75 2,47+ 092 2,64+ 1,42 3,32+0,35 1,73-5,21®

VR: Valores de referéncia; ) Andrade et al. (2014); @ Lisenko et al. (2014); ® Lima et al. (2014); TAG: Triacilglicerdis; Gama GT:
Gama glutamiltransferase.
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Tabela 4 Peso relativo de 6rgdos de ratos suplementados com extrato e fracdes do fruto de Tribulus terrestris (média +
desvio padrao) (n=20)

Grupos experimentais

Parametros Controle Extrato etanolico Fragdo hexanica solllzir\gﬁ:nicrlrlllgtsailol
Figado (%) 4,61 +0,27 4,69 + 0,38 4,60+ 0,18 4,78 £ 0,52
Rim Direito (%) 0,61 +0,05 0,64 + 0,05 0,62 + 0,04 0,59 +0,08
Rim Esquerdo (%) 0,57 +£0,04 0,62 +0,08 0,58 £ 0,04 0,62 +0,09
Tecido Adiposo Epididimario Direito (%) 1,27 £ 0,29 0,79 £ 0,51 1,15+ 0,36 1,224+ 0,33
Tecido Adiposo Epididimario Esquerdo (%) 1,61 +£0,21 0,73 +£0,38 1,07 £0,28 1,23 +£0,37
Bago (%) 0,31+0,03 0,35+ 0,05 0,32+0,03 0,35+0,05

(Versao preliminar)



Figura 2 Corte histolégico do figado de animais suplementados com
extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris durante 70 dias. (HE,
Aumento de 100x) (A-Controle; B-Extrato etandlico; C-Fragdo hexanica;
D-Fragdo aquosa soluvel em metanol)
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Figura 3 Corte histologico do rim esquerdo de animais
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus
terrestris durante 70 dias. (HE, Aumento de 100x)
(Controle: A - Regido cortical, B - Regido medular;
Fracio hexanica: C - Regido cortical; D - Regido medular)
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RESUMO

Objetivou-se avaliar a qualidade espermatica e histomorfometria dos
testiculos de ratos Wistar suplementados com extrato e fracdes do fruto de
Tribulus terrestris L. Foram realizadas extragdes por maceragdo dindmica, a
partir de frutos secos pulverizados de Tribulus terrestris para a obten¢do do
extrato etandlico. Esse extrato foi fracionado por particdo liquido-liquido com
solventes de polaridade crescente. Vinte ratos machos foram distribuidos em 4
grupos (n=5). O grupo controle recebeu 4gua destilada, enquanto os grupos
restantes receberam diariamente extrato etandlico ou fragdes hexanica ou aquosa
soluvel em metanol na dose unica de 42mg/kg/dia durante 70 dias. Ao final do
experimento, apos os animais serem anestesiados e eutanasiados, os testiculos
foram coletados e pesados. Na analise dos parametros biométricos, ndo houve
alteragdes no peso corporal, mas os pesos testiculares médios dos grupos
suplementados com extrato etandlico e fracdo aquosa soluvel em metanol
apresentaram-se maiores quando comparados ao grupo controle. O indice
gonadossomatico aumentou no grupo suplementado com extrato etandlico. Nao
houve diferenca no didmetro tubular, no entanto, a altura do epitélio tubular ¢ o
comprimento total dos tibulos apresentaram-se aumentados nos animais
suplementados com o extrato etandlico. O volume tubular aumentou em todos os
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grupos experimentais em relagdo ao controle. O volume nuclear, volume
citoplasmatico e volume individual das células de Leydig aumentaram nos
animais suplementados com as fragdes hexanica e aquosa solivel em metanol.
Conclui-se que o extrato etanolico de Tribulus terrestris L. influencia na
espermatogénese pelas alteragdes evidenciadas no compartimento tubular dos
testiculos tais como aumento do comprimento tubular total, volume tubular e
altura do epitélio tubular; enquanto, as fracdes hexanica e aquosa soluvel em
metanol promovem alteragdes no compartimento intertubular, pois aumentam o
volume nuclear, volume citoplasmatico ¢ volume individual das células de
Leydig. No entanto, o extrato e fracdes do fruto de Tribulus terrestris nao
melhoram a qualidade espermatica de ratos Wistar.

Palavras-chave: Extratos vegetais; Espermatogénese; Células de Leydig.

ABSTRACT

The purpose of this study was to assess the sperm quality and testicular
histomorphometry of Wistar rats supplemented with extracts and fractions of
fruits of Tribulus terrestris L. The ethanolic extract was obtained by means of
dynamic maceration of sprayed dried fruit. This extract was fractionated by
liquid-liquid partition, using increasing polarity solvents. Twenty male rats were
separated in four groups, 5 rats each. The control was supplemented with
distilled water, while the others were daily given the ethanolic extract, hexanic
or aqueous fraction soluble in methanol in a single dose of 42 mg.kg'.day™ for
70 days. In the end of the experiment, animals were anaesthetized and
euthanized. Then, samples of testicles were collected and weighed. Regarding
the biometric parameters, there was no change in corporeal weight, but the mean
testicular weight of groups supplemented with ethanolic extract and aqueous
fraction soluble in methanol was found to be greater when compared to the
control. The gonadosomatic index increased in the group supplemented with
ethanolic extract. There was no difference in tubular diameter, however, the
height of tubular epithelium and the total length of tubules were found to be
increased in animals supplemented with ethanolic extracts. The tubular volume
increased in all groups. The nuclear, cytoplasmic and individual volume of
Leydig cells increased in animals supplemented with hexanic and aqueous
fractions soluble in methanol. It is concluded that the extract of Tribulus
terrestris L. influences the spermatogenesis, shown by changes in testicles
tubular compartment, such as increase in total tubular length, tubular volume
and height of tubular epithelium, while the hexanic and aqueous fractions
soluble in methanol promote changes in the intertubular compartment, because
they increase the nuclear, cytoplasmic and individual volume of Leydig cells.
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Therefore, the extract and fractions of fruits of Tribulus terrestris did not
improve the sperm quality of Wistar rats.

Keywords: Vegetal extract. Spermatogenesis. Leydig cells.

INTRODUCAO

A infertilidade ¢ um problema de propor¢io mundial, afetando em
média de 8 a 12% dos casais. A baixa concentracdo de espermatozoides ¢ uma
das principais causas da infertilidade masculina (SELLANDI; THAKAR;
BAGHEL, 2012). O testiculo de mamiferos ¢ um o6rgdo suscetivel ao uso de
substancias toxicas que podem afetar a espermatogénese levando a modifica¢des
na qualidade do sémen podendo culminar em alteragdo da fertilidade
(PANNOCCHIA et al., 2008).

O Tribulus terrestris L., popularmente conhecido por varios nomes
como tribulus, abrolhos, viagra natural, videira da punctura, espinho de trés
pontas, espinho do diabo, videira amarela, cabeca de touro, é uma planta da
familia Zygophyllaceae sendo originaria da India, mas atualmente estd
amplamente distribuida em regides quentes em todo o mundo (HAMMODA et
al., 2013; KOSTOVA; DINCHEYV, 2005). Na medicina tradicional chinesa e
indiana, o fruto € utilizado no tratamento da infertilidade, impoténcia, disfung¢éo
erétil e baixa libido (GAUTHAMAN; ADAIKAN; PRASAD, 2002;
GAUTHAMAN; GANESAN, 2008; SINGH; GUPTA, 2011).

Estudos fitoquimicos mostraram a presenga de varios compostos nos
extratos etandlico, hexanico e metandlico de Tribulus terrestris destacando-se as
saponinas esteroidais, alcaloides e flavonoides (BEDIR; KHAN, 2000;
DINCHEYV et al., 2008; SU et al., 2009).

Alguns trabalhos avaliaram o efeito da administracdo de Tribulus

terrestris sobre o sistema reprodutivo masculino e demonstraram que a planta
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pode influenciar positivamente a espermatogénese (ARSYAD, 1996; BASHIR
et al., 2009; ELAHI; ASL; SHAHIAN, 2013; KESHTMAND et al., 2014).
Além disso, Andrade et al. (2010) encontraram efeitos positivos na produgdo
espermatica de ratos Wistar com a administracdo de trés doses 11, 42 e
110mg/kg/dia de um fitoterapico a base de Tribulus terrestris. No entanto,
alguns estudos contradizem esses efeitos, mostrando ndo haver efeitos quando
administrados extratos vegetais ou preparagdes fitoterapicas obtidas a partir
dessa espécie. Neychev e Mitev (2005) afirmaram que um fitoterapico a base de
Tribulus terrestris ndo ¢ capaz de aumentar os niveis de hormonios
androgénicos em humanos jovens. Assim, os resultados que envolvem a
eficacia dessa espécie ainda sdo incertos € controversos.

Considerando o seu uso popular e os incipientes estudos na area da
reproducdo, objetivou-se avaliar a qualidade espermatica e histomorfometria dos
testiculos de ratos Wistar suplementados com extrato e fragdes do fruto de

Tribulus terrestris L.

MATERIAL E METODOS

Obtencio do fruto e preparo do extrato e fracdes

Frutos secos de Tribulus terrestris L. foram adquiridos da Industria
Farmacéutica Catedral, Vespasiano, Minas Gerais, Brasil. O extrato e fragdes
foram obtidos no Laboratério de Fitoquimica do Departamento de Agricultura
da UFLA. O fruto (2.922 g) foi pulverizado em moinho de facas Marconi®,
modelo MA-680. O extrato foi preparado por maceragdo dindmica, em frascos
ambar de boca larga, mantidos sob agitagdo constante em agitador orbital Gio
Gyrotory® a 164 rpm. O material vegetal pulverizado foi fracionado em porcdes

de cerca de 250 g e extraidos com 500 mL de etanol comercial 92° INPM. Para o
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esgotamento da droga vegetal foram realizados 10 ciclos de extragdo, em que a
cada 7 dias de macerag@o, o extrato foi filtrado e o material vegetal remacerado
com solvente renovado. As solugdes obtidas foram reunidas e o extrato foi seco
em evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida a 40 = 2°C e, em seguida, mantido
em dessecador sob vacuo até secura. O extrato Etandlico Bruto (EB, 219,45 g)
foi armazenado em freezer a -18 £ 2 °C até os ensaios bioldgicos.

Uma aliquota de 164,59 g do extrato EB foi tomada para procedimentos
de particdo liquido-liquido. O EB foi ressuspendido em agua destilada em dois
funis de separagdo (cerca de 900 mL em cada funil) e particionado
sequencialmente com porgdes (cerca de 3 x 300 mL) de n-hexano (Hex),
diclorometano (DCM), acetato de etila (EtOAc) e n-butanol (BuOH). Metanol
(MeOH) foi adicionado a fracdo aquosa (AQ), sendo separada a fragdo aquosa
soluvel em metanol (AQsol) daquela insoluvel (AQinsol). Cada fragdo foi seca
em evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida a 40 = 2 °C e, em seguida, mantida
em dessecador sob vacuo até secura. A fragdo AQinsol foi submetida a secagem
por liofilizagdo (Integrated SpeedVac System, modelo L 101, marca Liobras).
Todas as fracdes foram armazenadas em freezer a -18 = 2°C até os ensaios
bioldgicos. Os rendimentos extrativos das fracdes hexanica, diclorometanica,
acetato de etila, n-butanolica, aquosa solivel em metanol e aquosa insoluvel em
metanol foram de 52,29 %, 7,51 %, 6,18 %, 1,65 %, 30,84 % e 1,52%,
respectivamente. Os residuos secos foram de 86,06 g para a fracdo hexanica,
12,37 g para a fracdo diclorometanica, 10,17 g para a fracdo acetato de etila,
2,73 g para a fracdo n-butandlica, 50,76 g para a fracdo aquosa solivel em

metanol e 2,51 g para a fracdo aquosa insolivel em metanol.

Animais utilizados
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O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Lavras sob o protocolo n® 027/14.

Foram utilizados 20 ratos Rattus norvegicus (n=5/grupo), machos da
linhagem Wistar, com idade aproximada de 60 dias e peso inicial de 295 + 28g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os
animais foram colocados individualmente em gaiolas metabdlicas e,
inicialmente, permaneceram em um periodo de setes dias de aclimatagio.
Durante todo o periodo experimental, os animais permaneceram em ambiente
com temperatura controlada a = 23°C e luminosidade em ciclo 12 h/12 h. Os
animais receberam ragdo comercial para roedores e agua ad libitum.

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos
experimentais contendo cinco animais em cada grupo: um grupo controle (Gi)
tratado com agua destilada e os demais grupos (G, Gz ¢ G4) receberam,
respectivamente, a dose unica de 42mg/kg/dia do extrato etandlico ou das
fragdes hexanica e aquosa soluvel em metanol. A escolha de tais fracdes ocorreu
por serem de diferentes polaridades. As fragdes diclorometanica, acetato de
etila, n-butandlica e aquosa insoluvel em metanol ndo foram utilizadas nesse
estudo. A dose unica administrada foi estabelecida de acordo com os estudos de
Andrade et al. (2010). Para a administra¢do do extrato e fracdo aquosa soluvel
em metanol foram diluidas em agua destilada e a fracdo hexénica em oleo
mineral.

Os animais foram submetidos a gavagem diaria por 70 dias sendo
pesados a cada sete dias. No final do periodo experimental e apds jejum de 12
horas, os animais foram anestesiados via intraperitoneal com tiopental sodico
(80mg/kg) e eutanasiados por exsanguinagdo apds pungio cardiaca. Em seguida,
os animais foram submetidos a abertura ampla da cavidade abdominal até a
exposicdo dos orgdos reprodutivos. Foram entdo coletados e pesados os

testiculos.
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Indice gonadossomatico

Baseado nos pesos corporais e testiculares foi calculado o indice
gonadossomatico (IGS) a partir da formula IGS = (PG/PC)*100 onde PG = peso
total das génadas e PC = peso corporal (AMANN, 1970).

Analise Morfométrica

Para a andlise morfométrica foram coletados os testiculos direitos que
foram fixados em Bouin (4cido picrico saturado 75%, formol 25%, acido acético
glacial 5%) por 24 horas e entdo transferidos para um recipiente com alcool
70%. O material foi desidratado em passagens por solugdes de concentracdes
crescentes de alcool etilico (80%, 90%, 95% e absoluto), diafanizado em xilol e,
posteriormente, incluido em parafina. Sec¢des de 5 pm foram utilizadas para
confec¢do de laminas histoldgicas que foram coradas com hematoxilina-eosina
(LUNA, 1968; PANNOCCHIA et al., 2008).

Para esta analise, foram obtidas imagens das laminas histoldgicas em um
sistema de captura de imagens, constituido por microscopio binocular (CX31,
Olympus Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) e camera de captura de
imagem digital (SC30, Olympus Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil). As
fotos obtidas foram analisadas no software ImageJ (NIH). Foram capturadas
imagens, a partir da lente objetiva de 10x do tecido de cada animal em 15
campos diferentes.

O diametro tubular médio e a altura do epitélio tubular foram obtidos,
para cada animal, a partir da medida de 30 sec¢des transversais de tubulos
seminiferos de contorno mais circular possivel, ndo levando em considera¢do o

estadio do ciclo do epitélio seminifero (BERNDTSON et al., 1989).
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As proporcdes volumétricas dos diversos constituintes do parénquima
testicular, tais como compartimento tubular (lumen, epitélio e tinica propria) e
compartimento intertubular (células de Leydig, seio linfatico, vasos sanguineos e
outros) foram avaliadas a partir da contagem de pontos sobre tibulo e
intertibulo sobrepondo-se uma graticula contendo 432 pontos as imagens
obtidas, em um total de 15 campos por segmento por animal, escolhidos ao
acaso, totalizando 6.480 pontos.

O volume (mL) de cada componente testicular avaliado foi estimado a
partir do conhecimento do percentual ocupado pelos mesmos no testiculo e do
conhecimento do volume liquido do testiculo.

O comprimento total (metros) dos tubulos seminiferos foi estimado a
partir do volume ocupado pelos tibulos seminiferos nos testiculos e do didmetro
tubular médio obtido para cada animal, empregando-se a formula onde
CT=VTS/nR?* (VTS = volume total dos tibulos seminiferos; nR* = 4rea da
seccdo transversal dos tibulos seminiferos; R = raio tubular) (ATTAL;
COUROT, 1963).

O volume individual das células de Leydig foi obtido a partir do volume
do nucleo e da propor¢do entre nicleo e citoplasma. O volume do nucleo foi
obtido utilizando a média do didmetro nuclear, tendo sido avaliados 20
diametros nucleares para cada animal. O volume nuclear individual obtido foi
expresso em (um’), utilizando-se a formula 4/3nR°, onde R = didmetro
nuclear/2. Para calcular a propor¢do entre nucleo e citoplasma, foi utilizada
graticula com 432 intersec¢des (pontos), em aumento de 1000x.
Aproximadamente mil pontos sobre células de Leydig foram contados para cada
animal. O mimero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo foi
estimado a partir do volume individual de células de Leydig ¢ do volume

ocupado pelas células de Leydig no testiculo.
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Analise da qualidade espermatica

Obtencio dos espermatozoides

Imediatamente apds a eutandsia dos animais, um corte de
aproximadamente 2 mm de espessura foi realizado na cauda do epididimo
direito. O fragmento obtido pelo corte foi entdo incubado em banho-maria em 5
mL de meio TALP (Tyrode’s - Albumina - Lactato - Piruvato) a 37 °C por 10
minutos (LOTFI et al., 2013).

Motilidade (% espermatozoides modveis)

Para essa analise, uma gota de 5 pL. do sobrenadante do tubo contendo
os espermatozoides foi colocada entre ldmina e laminula e observada na
magnitude de 100x em microscopia de contraste de fase negativa (CX31,
Olympus Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil). Foi realizada a avaliagdo
do movimento dos espermatozoides em trés diferentes campos e a motilidade foi
expressa a partir da média dos campos, em valores percentuais de
espermatozoides moveis em relacdo a quantidade de espermatozoides presentes

no campo (BADKOOBEH et al., 2013).

Concentracio (x10° espermatozoides/mL)

Para essa avaliagdo, 10 pL do sobrenadante dos tubos contendo os
espermatozoides oriundos do epididimo foram diluidos em 990uL de uma
solugdo de paraformaldeido e citrato de sodio. Aproximadamente 10pL do
conteudo diluido foi transferido para um hemocitometro (Cdmara de Newbauer),

o qual foi levado em microscopia optica (CX31, Olympus Optical do Brasil
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Ltda, Sdo Paulo, Brasil) na magnitude de 400x, sendo realizada a contagem das
células sedimentadas sobre a superficie da cAmara. O célculo da concentracio
espermatica foi realizado de acordo com o nimero de células contadas e as
dimensdes do hemocitdmetro e a concentragdo foi expressa em milhdes de

espermatozoides por mL (BADKOOBEH et al., 2013).

Morfologia (% células normais)

Para andlise da morfologia espermatica, uma gota de aproximadamente
20 pL da suspensdo espermética foi colocada sobre laminas microscopicas,
sendo realizado um esfregaco deste contetido. As laminas foram secas e entdo
coradas com eosina-nigrosina (1% de eosina-Y e 5% de nigrosina). Apds a
secagem, as mesmas foram observadas em microscopia optica (CX31, Olympus
Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) na magnitude de 400x. Foi realizada a
contagem diferencial de 200 espermatozoides por ldmina, sendo observadas as
alteracdes de forma de cabeca, pega intermedidria e cauda. Os resultados foram
expressos em porcentagem de espermatozoides normais (BADKOOBEH et al.,

2013).

Integridade de membrana (Viabilidade espermatica)

Uma aliquota de 20 pL da suspensdo contendo os espermatozoides foi
diluida com igual volume de eosina-nigrosina (1% de eosina—Y e 5% de
nigrosina). Foi entdo realizado um esfregaco do conteido sobre ldmina
microscopica e apos sua secagem, as preparagdes foram avaliadas em
microscopia optica (CX31, Olympus Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil)
em magnitude de 400x. Foi realizada a contagem diferencial de 200

espermatozoides, observando a propor¢do de espermatozoides ndo corados
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(membrana integra, ditos como vidveis) sobre os corados (membrana nido
integra, ditos como ndo viaveis). Apds a contagem, os resultados foram
expressos em porcentagem de espermatozoides com a membrana integra
(vidveis) sobre o total de espermatozoides contados (BADKOOBEH et al.,
2013).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANAVA) apds os
testes de Shapiro-Wilk e de Bartlett serem aplicados para verificar a normalidade
e homocedasticidade das variancias. Os tratamentos foram comparados em
relacdo ao controle pelo teste Dunnett.

Para a variavel que n3o obedeceu aos pressupostos basicos da analise de
variancia (morfologia) foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

O nivel de significdncia adotado durante as andlises foi de p<0,05.
Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software R e do pacote

Multicomp para realizacdo do teste Dunnett.

RESULTADOS

Os resultados desse estudo para a analise dos pardmetros biométricos
dos animais mostraram que nio houve alteracdes (p>0,05) no peso corporal dos
grupos estudados. No entanto, os pesos testiculares médios do grupos
suplementados com extrato etandlico e fracdo aquosa solivel em metanol de
Tribulus terrestris foram maiores (p<0,05) quando comparados ao do grupo
controle. O indice gonadossomatico dos animais que receberam o extrato

etandlico foi maior (p<0,05) que o determinado para o grupo controle (Tabela

1.
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Em relacdo aos parametros morfométricos das gonadas, ndo houve
diferengas (p>0,05) no diametro dos tubulos seminiferos, nem no percentual de
tubulos seminiferos por testiculo (p>0,05). Entretanto, houve maior altura do
epitélio tubular (p<0,05), bem como maior comprimento tubular total (p<0,05)
no grupo que recebeu o extrato etandlico. O volume tubular (mL) de todos os
grupos experimentais suplementados com o extrato e fracdes de Tribulus
terrestris apresentaram maiores valores (p<0,05) quando comparados ao grupo
controle (Tabela 1).

Na andlise das células de Leydig, houve (p<0,05) maior volume nuclear,
volume citoplasmatico e volume individual celular nos grupos suplementados
com as fragdes hexdnica ¢ aquosa soluvel em metanol. Entretanto, a fragdo
hexanica diminuiu (p<0,05) o mimero de células de Leydig por grama de
testiculo (Tabela 1).

Em relacdo a avaliacdo da qualidade espermatica, a motilidade, o
percentual de células normais, a concentragdo espermatica ¢ a integridade

estrutural de membranas ndo sofreram alteragdes (Tabela 2).

DISCUSSAO

No presente estudo, foi observado que o extrato etandlico e fragdes
hexanica e aquosa soluvel em metanol do fruto de Tribulus terrestris L.
promoveram alteracdes biométricas e morfométricas nas goénadas de ratos
Wistar na dose tnica de 42mg/kg por 70 dias. No entanto, a suplementagdo com
Tribulus terrestris ndo proporcionou alteracdes na qualidade espermatica dos
animais.

Os animais suplementados com extrato etanélico e fragdo aquosa soluvel
em metanol do fruto de Tribulus terrestris apresentaram aumento no peso
testicular. Mudangas nos pesos absolutos e relativos dos 6rgaos reprodutivos sdo

evidéncias para classificar inicialmente uma substancia com possivel potencial
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reprodutivo (ZENICK et al., 1994). A auséncia de alteragio significativa no peso
corporal entre os grupos e o aumento do peso testicular € justificada pelo fato de
0 peso testicular ndo acompanhar proporcionalmente o peso corporal, uma vez
que animais de grande peso corporal produziriam um enorme excedente de
espermatozoides (AZEVEDO et al., 2006).

Trabalhos realizados por Cek, Turan e Atik (2007) em peixes ¢ Bashir et
al. (2009) em ratos constataram que as goénadas dos grupos experimentais
suplementados com Tribulus terrestris apresentaram-se maiores que os do grupo
controle. Estes resultados foram relacionados com o possivel efeito de Tribulus
terrestris sobre a espermatogénese.

O indice gonadossomatico (IGS), que determina o percentual de peso
corporal alocado no testiculo (AMANN, 1970), apresentou aumento no grupo de
animais suplementado com o extrato etanolico. Esse fato é justificado pela
auséncia de diferenca no peso corporal entre os grupos e por ter ocorrido o
aumento do peso testicular dos animais suplementados com extrato etanolico.

Na avaliacdo dos possiveis efeitos de diferentes substidncias ou das
alteragdes na espermatogénese, a analise histologica do testiculo ¢ considerada
uma das estratégias mais tradicionais para analisar os parametros morfologicos
(aspecto qualitativo do epitélio seminifero) e morfométricos (aspecto
quantitativo do epitélio seminifero) dos tibulos seminiferos em condigdes de
diferentes tratamentos em comparagdo com os individuos normais
(PANNOCCHIA et al., 2008).

O diametro do tibulo seminifero ndo sofreu alteragdo, no entanto, o
grupo suplementado com extrato etandlico apresentou aumento da altura do
epitélio. Wing e Christensen (1982) afirmam que, no rato, o didmetro tubular
sofre alteracdes ao longo do tubulo seminifero e por isso, Morais et al. (2009)
sugerem que a altura do epitélio seminifero por ser mais influenciada pelo

peristaltismo tubular que por variacdes metodologicas €, provavelmente, um
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parametro melhor que o didmetro tubular para avaliagio da atividade
espermatogénica.

O comprimento dos tibulos seminiferos estd relacionado a trés
pardmetros estruturais: peso testicular, didmetro dos tubulos seminiferos e
volume tubular (SOUZA; PAULA; NATALI, 2005). No presente estudo, os
animais suplementados com extrato etanolico apresentaram um aumento no
comprimento tubular total e, como ja discutido, também apresentaram um
aumento na altura do epitélio tubular. Os tubulos seminiferos correspondem ao
local em que ocorre a espermatogénese. Neles as espermatogdnias diploides se
diferenciam numa célula haploide madura, o espermatozoide (RUSSELL;
ETTLIN; SINHA HIKIM, 1990). Este processo ocorre no epitélio tubular, logo,
um aumento na altura do epitélio do tibulo seminifero pode indicar um aumento
no processo de produgo de espermatozoides.

O percentual de tubulos seminiferos nos testiculos, normalmente, estdo
compreendidos entre 60 ¢ 90% na maioria das espécies (SETCHELL, 1982).
Estes valores estdo em conformidade com os resultados deste estudo e ndo
apresentaram alteragdes entre os grupos. A propor¢do volumétrica dos
componentes do parénquima testicular reflete diretamente a eficiéncia da
producéo espermatica (FRANCA; RUSSELL, 1998).

No compartimento intertubular sio encontrados vasos sanguineos e
linfaticos, nervos, células e fibras do tecido conjuntivo, macrdfagos, mastocitos
e células de Leydig. Estas ultimas produzem os androgenos, os quais sio
responsaveis pelo aparecimento dos caracteres sexuais secundarios e pela
manutengdo da espermatogénese nos animais sexualmente maduros (FRANCA;
RUSSELL, 1998; RUSSELL; ETTLIN; SINHA HIKIM, 1990). No presente
estudo, o aumento significativo no volume nuclear, volume citoplasmatico e
consequentemente o aumento do volume individual celular podem estar

relacionados com o aumento da disponibilidade de testosterona. Segundo
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Russel, Ettlin e Sinha Hikim (1990), apesar de ndo haver correlagdo entre o
volume das células de Leydig e a produg@o de testosterona, a area superficial do
reticulo endoplasmatico liso esta fortemente correlacionada com a capacidade de
secrecdo de testosterona.

A respeito da avaliagdo da qualidade espermatica, a suplementagdo com
o extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris nao proporcionaram alteragdes
nos animais. Entretanto, Keshtmand et al. (2014) encontraram uma melhora da
qualidade espermatica como o aumento da porcentagem de células normais e o
aumento da motilidade dos espermatozoides de camudongos adultos tratados
com extrato etanolico de Tribulus terrestris nas doses de 100, 300 ou 500mg/kg
diante da citotoxicidade sobre sistema reprodutivo induzida por cisplastina, uma
droga antitumoral, na dose de 5,5mg/kg. Esta espécie contém inimeros
compostos quimicos antioxidantes que podem proteger a membrana plasmatica
dos espermatozoides contra a peroxidacdo lipidica, diminuindo o percentual de
espermatozoides mortos ¢ mantendo a morfologia normal das células.

Outro trabalho realizado para avaliar a qualidade espermatica de ratos
foi realizado por Elahi, Asl e Shahian (2013). O grupo controle recebeu agua
destilada e agticar e os dois grupos experimentais receberam a dose de 5 mg/kg
ou 10 mg/kg de uma solugdo a base de Tribulus terrestris, respectivamente,
durante oito semanas. Esse estudo mostrou que, na dose de Smg/kg, houve maior
contagem de espermatozoides e uma maior maturidade destes, além da
diminui¢do do nimero de espermatozoides mal formados, quando comparados
com o grupo que recebeu 10mg/kg e o grupo controle. Estes resultados
sugeriram que Tribulus terrestris melhora os parametros relacionados a
fertilidade em machos, tais como maior concentracdo de espermatozoides,
integridade da membrana plasmatica, maior percentual de espermatozoides

moveis e aumento do volume seminal.
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Em nosso estudo, por se tratar de extratos e fracdes vegetais, é possivel
que haja efeitos antagénicos devido a presenca de compostos quimicos que
levem a tal condi¢do. Muitos desses compostos podem ter efeitos inibindo ou
reduzindo a atividade farmacoldgica dos demais. Além disso, a presenga de
quimiotipos diferentes de Tribulus terrestris (DINCHEV et al., 2008; KUMAR;
BHARDWALJ, 2012) também pode explicar o fato de que, nesse estudo, nio foi
possivel obter melhorias nos demais parametros de qualidade espermatica como

relatados por outros autores.

CONCLUSOES

Sugere-se que o extrato etandlico de Tribulus terrestris L. influencia na
espermatogénese pelas alteragdes evidenciadas no compartimento tubular dos
testiculos tais como aumento do comprimento tubular total, volume tubular e
altura do epitélio tubular; enquanto, as fragdes hexénica e aquosa soluvel em
metanol promovem alteracdes no compartimento intertubular, pois aumentam o
volume nuclear, volume citoplasmatico ¢ volume individual das células de
Leydig. No entanto, o extrato e fracdes do fruto de Tribulus terrestris nao

melhoram a qualidade espermatica de ratos Wistar.
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Tabela 1 Dados biométricos e morfométricos de ratos suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

(média + desvio padrio) (n=20)
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Grupos experimentais

Parametros

Fracao aquosa soluvel

Controle Extrato etanolico Fragdo hexanica em metanol

Peso Corporal (g) 375,0+40,51 360,4 + 45,93 377,0+32,22 416,8 £59,81
Peso Testicular (g) 1,39+ 0,28 2,09+0,13" 1,74 +0,11 1,89 +0,36"
Indice Gonadossomatico (%) 0,74+0,12 1,18+0,18" 0,93 +£0,09 0,93 +0,24
Didmetro tubular (um) 287,1+30,5 286,5 £ 26,2 303,7+£23,2 294,6 £10,0
Altura do epitélio tubular (um) 69,0 +4,5 80,2 +7,4" 66,3+7,5 61,4+5,9
Percentual de tubulos seminiferos 89,84 + 1,44 86,5 +3,47 88,21 + 1,37 84,57 + 3,04
Volume tubular (mL) 1,16 £0,23 1,69 + 0,08 1,43£0,10" 1,49 £0,24"
Comprimento tubular total (m) 18,18 £4,31 26,57 +3,86" 20,03 £3,20 21,96 +£4,07
Célula de Leydig:

Proporg¢ao de nucleo (%) 28,91 +43 27,45 +3,31 22,35+5,12 25,6 +3,27

Volume nuclear (um?) 85,0+ 16,3 119,3+£23,1 155,1+31,0" 155,8 +30,9

Volume citoplasmatico (um?) 214,1 +58,8 316,5+ 61,6 568,1 +218,4" 463,7 +139,2"

Volume individual (um?®) 299.1+71,2 435,8+ 79,7 7232 +237,3" 619,4+ 165,2
Células de Leydig/g/testiculo (x10°) 21,552 27,8+9,9 15,3 +4,2" 20,4+7,1
Células de Leydig/testiculo (x10%) 17,7+5,9 14,2+49 94+23 11,3+2,6

(M'Somatério dos pesos dos 6rgos direito e esquerdo dividido por dois.

* Diferem do controle pelo teste Dunnett (p<0,05);
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Tabela 2 Qualidade espermatica de ratos suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris (média +
desvio padrao) (n=20)

Grupos experimentais

Parametros Controle Extrato etanolico Fragdo hexanica solljii/:jle(;lﬁgrr?crl;lg'csz;arlol
Motilidade (% espermatozoides modveis) 68 + 10,37 62 +25,15 51 +£26,78 73 +19,87
Concentragio (x10° espermatozoides/mL) 90 + 41,83 80 +44,72 80 +27,39 60 + 22,36
Morfologia (% células normais) 97,2 +0,84 97,4+1,14 93,8 £4,66 94,4 +3,65
Viabilidade (% espermatozoides vidveis) 71,6 £ 14,9 80,2+13,5 66,4+ 15,8 70,2 + 14,1

(Versao preliminar)
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Tabela 1A Analise de varidncia para ganho médio diario de peso de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 1,953 0,651 2,396 0,106
RESIDUO 16 4,348 0,271
CV (%) 42,07

Tabela 2A Analise de varidncia para consumo médio diario de ragdo de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 26,46 8,81 1,252 0,324
RESIDUO 16 112,69 7,04
CV (%) 10,63

Tabela 3A Andlise de variancia para consumo médio diario de agua de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 67,31 22,44 1,423 0,273
RESIDUO 16 252,29 15,77
CV (%) 13,79

Tabela 4A Andlise de variancia para percentual de agua da carcaca de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F
EXTRATOS 3 7,14 2,3801 2,862 0,07
RESIDUO 16 13,30 0,8315
CV (%) 1,31

Tabela 5A Analise de varidncia para percentual de proteina da carcaga de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ oM F P>F
EXTRATOS 3 59,29 19,763 5,248 0,01
RESIDUO 16 60,25 3,765

CV (%) 10,89




94

Tabela 6A Analise de variancia para percentual de gordura da carcaca de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 4,142 1,381 1,371 0,288
RESIDUO 16 16,118 1,007
CV (%) 15,50

Tabela 7A Analise de varidncia para percentual de cinzas da carcaga de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F
EXTRATOS 3 0,561 0,1870 1,177 0,35
RESIDUO 16 2,543 0,1589
CV (%) 9,81

Tabela 8A Analise de varidncia para niveis séricos para glicemia em jejum de
ratos suplementados com extrato e fracdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 511,4 170,5 1,7 0,212
RESIDUO 16 1626,6 101,7
CV (%) 7,53

Tabela 9A Analise de variancia para niveis séricos de colesterol total de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 37,6 12,5 0,38 0,77
RESIDUO 16 524.0 32,8
CV (%) 5,48

Tabela 10A Andlise de varidncia para niveis séricos de HDL-c de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ oM F P>F
EXTRATOS 3 101,5 33,82 1,50 0,25
RESIDUO 16 358,6 22,42

CV (%) 11,69
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Tabela 11A Analise de variancia para niveis séricos de LDL-c+VLDL-c de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F
EXTRATOS 3 61,6 20,53 0,466 0,71
RESIDUO 16 705.,4 44,09
CV (%) 10,39

Tabela 12A Analise de varidncia para niveis séricos de triacilglicerdis de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 753,2 251,1 3,1 0,0564
RESIDUO 16 1296,0 81,0
CV (%) 7,08

Tabela 13A Analise de varidncia para a atividade da enzima gama glutamil
transferase de ratos suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus
terrestris

FV GL SQ QM F P>F
EXTRATOS 3 2,13 0,71 0,46 0,70
RESIDUO 16 24,27 1,51
CV (%) 43,26

Tabela 14A Analise de varidncia para peso relativo dos figados de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 0,108 0,036 0,269 0,847
RESIDUO 16 2,15 0,134
CV (%) 7,856

Tabela 15A Analise de varidncia para peso relativo dos rins direitos de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F
EXTRATOS 3 0,006 0,020 0,607 0,62
RESIDUO 16 0,053 0,003

CV (%) 9,31
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Tabela 16A Analise de variancia para peso relativo dos rins esquerdos de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 0,008 0,002 0,626 0,608
RESIDUO 16 0,074 0,004
CV (%) 426

Tabela 17A Analise de varidncia para peso relativo do tecido adiposo
epididimdrio direito de ratos suplementados com extrato e fragdes do fruto de
Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 0,7235 0,2412 1,657 0,216
RESIDUO 16 2,3288 0,1456
CV (%) 34,39

Tabela 18A Analise de variancia para peso relativo do tecido adiposo
epididimario esquerdo de ratos suplementados com extrato e fragdes do fruto de
Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 0,7209 0,2403 2,34 0,112
RESIDUO 16 1,6431 0,1027
CV (%) 30,55

Tabela 19A Andlise de varidncia para peso relativo de bago de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 0,0064 0,002 1,226 0,333
RESIDUO 16 0027 0,001
CV (%) 12,27

Tabela 20A Analise de variancia para peso corporal de ratos suplementados com
extrato e fracdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F
EXTRATOS 3 8756 2919 1,395 0,28
RESIDUO 16 33470 2092

CV (%) 11,96
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Tabela 21A Analise de variancia para peso testicular de ratos suplementados
com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 1,33 0,44 7,45 0,002
RESIDUO 16 0,95 0,05
CV (%) 13,75

Tabela 22A Analise de varidncia para indice gonadossomatico de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 0,49 0,164 5,847 0,0067
RESIDUO 16 0,45 0,028
CV (%) 17,80

Tabela 23A Analise de varidncia para didmetro tubular de ratos suplementados
com extrato ¢ fragoes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 969 3229 0,57 0,641
RESIDUO 16 9006 562,9
CV (%) 8,09

Tabela 24A Andlise de variancia para altura do epitélio do tibulo seminifero de
ratos suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 950,8 316,9 7,63 0,002
RESIDUO 16 664,1 41,5
CV (%) 9,30

Tabela 25A Andlise de varidncia para percentual de tubulos seminiferos de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F
EXTRATOS 3 77,07 25,69 4,07 0,02
RESIDUO 16 100,95 6,31

CV (%) 2,87
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Tabela 26A Analise de variadncia para volume tubular de ratos suplementados
com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 0,707 0,235 7,681 0,002
RESIDUO 16 0,491 0,030
CV (%) 12,13

Tabela 27A Analise de varidncia para comprimento tubular total de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 194,9 64,97 4,29 0,021
RESIDUO 16 241,8 15,12
CV (%) 17,92

Tabela 28A Analise de variancia para propor¢ao de nicleo de células de Leydig
de ratos suplementados com extrato e fracdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 120,2 40,06 2,411 0,105
RESIDUO 16 265,8 16,61
CV (%) 15,62

Tabela 29A Andlise de variancia para volume nuclear de células de Leydig de
ratos suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F
EXTRATOS 3 17121 5707 8.41 0,0013
RESIDUO 16 10857 679
CV (%) 20,23

Tabela 30A Andlise de varidncia para volume citoplasmatico de células de
Leydig de ratos suplementados com extrato e fracdes do fruto de Tribulus
terrestris

FV GL SQ QM F P>F
EXTRATOS 3 2,68 0,89 11,61 0,00027
RESIDUO 16 1,23 0,07

CV (%) 0,07
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Tabela 31A Andlise de variancia para volume individual de células de Leydig de
ratos suplementados com extrato e fra¢des do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 2,25 0,75 12,74 0,00016
RESIDUO 16 0,94 0,05
CV (%) 0,046

Tabela 32A Analise de variancia para células de Leydig por grama de testiculo
de ratos suplementados com extrato e fracdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 196,7 65,68 3,69 0,034
RESIDUO 16 283,9 17,74
CV (%) 32,06

Tabela 33A Analise de varidncia para células de Leydig por testiculo de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 399.8 133,26 2,76 0,07
RESIDUO 16 770,6 48,16
CV (%) 32,66

Tabela 34A Andlise de variancia para motilidade dos espermatozoides de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 1345 4483 0,968 0,432
RESIDUO 16 7410 463,1
CV (%) 33,88

Tabela 35A Analise de varidncia para concentracdo dos espermatozoides de
ratos suplementados com extrato e fra¢des do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ oM F P>F
EXTRATOS 3 2375 791,7 0,633 0,604
RESIDUO 16 20000 1250,0

CV (%) 45,62
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Tabela 36A Andlise de varidncia para morfologia dos espermatozoides de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F

EXTRATOS 3 52,2 17,4 1,881 0,173
RESIDUO 16 148,0 9,25
CV (%) 3,18

Tabela 37A Analise de variancia para viabilidade dos espermatozoides de ratos
suplementados com extrato e fragdes do fruto de Tribulus terrestris

FV GL SQ QM F P>F
EXTRATOS 3 510 169,9 0,795 0,514
RESIDUO 16 3418 213,6

CV (%) 20,27
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Anexo B Aprovagio da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Lavras

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
l l I Mu I PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UHIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS Cx.P.3037 - Lavras — MG — 37200-000 — (35) 3829-5182 cha@nintec.ufla.br

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n® 027/14, relativo ao projeto intitulado Investigagao do
efeito androgénico de diferentes exiratos obtidos do fruto de Tribulus terrestris L.
(Zygophylaceae) em ratos machos, que tem como responsavel Raimundo Vicente de
Sousa esta de acordo com 0S principios éticos da experimentagao animal, adotados pela
Comissao de Etica no Uso de Animais (Comissbes Permanentes/PRP-UFLA), tendo sido
aprovado na reuniao de 31/07/2014.

Inicic do projeto:01/10/2014 - Término do projeto:28/02/2015.
Espécie: Rato - Quantidade de animais: 30.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 027/14, related to the project entitled "Investigation
of androgenic efiect by different exiracts of Tribulus terrestris L. fruit (Zygophylaceae) in
male rats", under the supervision of Raimundo Vicente de Sousa, is in agreement with
the Ethics Principles in Animal Experimentation, adopted by the Institutional Animal Care
and Use Committee (Standing Committees/PRP-UFLA), and was approved in July 31,
2014.

Project's beginning:01/10/2014 - Project's end:28/02/2015.
Especies: Rato - Number of anirals: 30.

Lavras, 31 de julho de 2014

Prof®, G'af&fclé todrigues Salnpais .
Presidente da Comissiig de Etica no Uso, Anix@‘s TEUA
Ll
% ¥4
St
1
Universidade Federal de Lavias
Pré-Rasitoria da Pasquisa /Comisstes Permanentes
Campus Universitério -
Calxa Postal 3037 / GEP 37200 000 — Lavras, MG - Brasil
Tel. +56 (35) 3829 5182
br - wunw prp.u
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Anexo C Laudo do fruto de Tribulus terrestris

ATmad Liga- 55{31).
)& CATEDRAL INDUSTRIA FARMACEUTICA CATEDRAL LTDA
CIENCIAECONSCIENCIA

CERTIFICADO DE ANALISE pagna: 111
Dados — ) B 1
(NomeComum = [Nome Grentifica B =
TRIBULUS (TRIBULUS TERRESTRIS) | TRIBULUS TERRESTRIS )
Familia Botanica |Parte Utilizada =
[Forma Farmacéulica |Data de Validade |

L 1 E‘ 12/2017

Lete [Pais 66 Origem rato 4 =
| 00677114  |CHINA REPUBLICA POPULAR I

9COR Castanho Castantio
11 ODOR ATomatico Aromatico
(2 ALCALOIDES Pasitivo Positiva
(D POLIFENOIS Positive Positiva
{2 SAPONINAS Positivo Positive
{18 UMIDADE Maximo 15,0% 833%
(18 CINZAS TOTAIS Entre 2,0 €9,0% 20%
(18} ELEMENTOS ESTRANHOS Maximo 2,0% Ausentes
1) MACROMICROSCOPIA Conforme deserigad para a ¢specic De acordo
Referéncia Bibliografica
~: Ed. Ds DLBAA, 2955,

7 —
§ 2r-cecilia Ballvs Mlice | et al. 1; Flonkos Medicinaia de Use Bopulars Atlar
rmacognbutios - Canos |
{161 -FARMACOPELA DIASILEIRA 5% 20 V. 1, SRASILLAI RNVISA, 2030

[Observagoes:
RESULTADO: APROVADO
DATA DE APROVAGAQ: 03/04/2014

Tarciana Gatista Teowira
Conlroie de Quslidade

RUA HUM - N® 288, B: NOVA PAMPULHA
VESPASIANO, MG - CEP: 33200-000 - TEL: 31 3628 2000 EMAIL; CATEDRAL@GOLD.COM.BR
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