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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da administracdo oral de extratos de Tribulus terrestris e Lepidium
meyenii sobre pardmetros reprodutivos, bioquimicos e corporais em ratos. Trinta e seis ratos
Wistar machos com peso inicial de 210+18g foram divididos em seis grupos experimentais
(n=6). Cada grupo recebeu diariamente, durante 28 dias, diferentes doses dos extratos secos de
T. terrestris e L. meyenii dispersos em agua destilada: T. terrestris na dose de 100mg/kg; L.
meyenni na dose de 1g/kg e T. terrestris nas doses de 75, 50 e 25 mg/kg combinadas a L.
meyenni nas doses de 0,25, 0,5 e 0,75g/kg, respectivamente, e 4gua destilada (controle). O T.
terrestris aumentou (P<0,05) a concentracdo de testosterona no sangue, independente da dose.
O uso das associa¢es aumentou (P<0,05) o diametro de ducto e de lumen epididimario na
cauda do epididimo. J& as combinagBes de T. terrestris nas doses de 75 e 50mg/kg com L.
meyenii nas doses de 0,25 e 0,5g/kg, respectivamente, aumentaram (P<0,05) a concentracao
espermatica. Ndo houve diferencas (P>0,05) nas demais caracteristicas seminais, no peso Vivo,
no peso relativo de figado, baco, rins, epididimos, indice gonadossomatico, niveis séricos de
ureia, creatinina, alanina transaminase, aspartato transaminase, gama glutamil transferase,
colesterol total e fragdes (HDL, LDL, VLDL), triglicérides, glicose, horménio foliculo
estimulante e horménio luteinizante. Nenhuma alteracdo histopatoldgica foi observada nos
grupos estudados. Conclui-se que a associacdo de T. terrestris e L. meyenii, em determinadas
doses, apresentou efeito positivo sobre niveis séricos de testosterona, concentracdo espermatica
e morfologia epididiméria, sem evidéncia de efeitos colaterais nos 6rgdos avaliados.

Palavras-chave: Machos. Plantas medicinais. Testiculos. Testosterona. Espermatozoides.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the oral administration of extracts of Tribulus
terrestris and Lepidium meyenii on reproductive, biochemical and body parameters in rats.
Thirty-six male Wistar rats with initial weight of 210£18g were divided into six experimental
groups (n = 6). Each group received daily, for 28 days, different doses of the dried extracts of
T. terrestris and L. meyenii dispersed in distilled water: T. terrestris at a dose of 100mg/kg; L.
meyenni at doses of 1g/kg and T. terrestris at doses of 75, 50 and 25mg/kg combined at doses
of L. meyenni at 0.25, 0.5 and 0.75g/kg, respectively, and distilled water (control). T. terrestris
increased (P <0.05) the testosterone concentration in the blood, regardless of dose. The use of
the associations increased (P <0.05) the diameter of the duct and lumen epididymal in the tail
of the epididymis. The combination of T. terrestris at doses of 75 and 50 mg/kg with L. meyenii
at doses of 0.25 and 0.5g/kg increased significantly (P <0.05) the sperm concentration. There
were no differences (P> 0.05) in the other seminal characteristics, live weight, weight relative
to the liver, spleen, kidneys, epididymis, gonadosomatic index, serum levels of urea, creatinine,
alanine transaminase, aspartate transaminase, gamma glutamy| transferase, total cholesterol and
fractions (HDL, LDL, VLDL), triglycerides, glucose, follicle stimulating hormone and
luteinizing hormone. No histopathological changes were observed in the groups studied. It was
concluded that the association of T. terrestris and L. meyenii in certain doses had a positive
effect on serum levels of testosterone, sperm concentration and epididymal morphology,

without evidence of side effects in the evaluated organs.

Keywords: Males. Medicinal plants. Testicles. Testosterone. Spermatozoa.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Nos dias atuais, a farmacologia é baseada principalmente em compostos quimicos
sintéticos. Entretanto, a fitoterapia tradicional, que é utilizada ha séculos, ainda desempenha
um papel essencial na manutencao da satde humana, seja por hébitos culturais bem como pela
maior tolerabilidade, relativa disponibilidade e menor custo em relacdo a terapias
convencionais. Dessa forma, é cada vez maior o interesse em explorar fitoterapicos com boa
eficacia e baixa incidéncia de efeitos colaterais.

Uma variedade de produtos naturais, incluindo extratos brutos ou isolados de plantas,
estdo sendo estudados para a abordagem do tratamento de diversas doencas, dentre elas a
infertilidade masculina. Grande parte dos homens com distdrbios de fertilidade apresentam
niveis séricos de testosterona reduzidos e baixa qualidade seminal. Os efeitos das plantas
medicinais nas fungdes reprodutivas do homem estdo associados a compostos antioxidantes,
visto que alguns afetam positivamente a espermatogénese e esteroidogénese. Também tém sido
demonstradas atuacdes no sistema nervoso central ou periférico, melhorando a capacidade de
resposta dos tecidos reprodutivos masculinos a neurotransmissores, regulacdo da sintese de
Oxido nitrico e horménios sexuais, principalmente FSH, LH e testosterona.

O Tribulus terrestris é uma das principais plantas medicinais utilizadas no tratamento da
infertilidade masculina. Saponinas esteroides presentes em seu fruto, em especial a
protodioscina, podem ser convertidas em hormoénios androgénicos nas gonadas e tecidos
periféricos. Ja a Lepidium meyenii, também conhecida como maca peruana, é tradicionalmente
consumida nos Andes Centrais por aumentar a libido e a fertilidade. O hipocétilo, principal
parte comestivel da planta, apresenta alto valor nutricional e metabdlitos secundarios que
estariam relacionados as suas propriedades androgénicas. Aumento sérico de testosterona e
melhora de parametros seminais tém sido descritos ap6s o consumo da planta em diferentes
doses e periodos.

A associacdo de compostos bioativos presentes nessas plantas podem agir
sinergicamente, potencializando suas propriedades medicinais, ou entdo reduzir ou neutralizar
seus efeitos. Combinar diferentes extratos vegetais também possibilita a reducdo de doses,
evitando assim casos de toxicidade pela ingestéo de grandes quantidades de cada extrato quando

administrado de maneira isolada. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da
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administracao de T. terrestris e L. meyenii, isoladas ou associadas, e em diferentes doses, sobre

parametros reprodutivos, bioquimicos e corporais em ratos Wistar.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Uso de plantas com propriedades medicinais

Desde os primérdios 0 homem percebeu os efeitos curativos de determinadas plantas,
notando que, de alguma forma sob a qual o vegetal medicinal era administrado (pd, ch4, banho
e outros), proporcionava-se a recuperacao da vitalidade do individuo (MATOS, 1999). Nas
ultimas décadas, o uso de fitoterapicos aumentou significativamente. Tal aumento € justificado
pelos avangos ocorridos na area cientifica, que permitiram o desenvolvimento de fitoterapicos
reconhecidamente seguros e eficazes, e pela populacdo buscar terapias menos agressivas
destinadas ao atendimento primario a saide (BRUNING et al., 2012).

Fitoterapicos sdo produtos extraidos de sementes, gomas, raizes, folhas, cascas, frutos
ou flores. Tais produtos contém varios compostos fitoquimicos como &cidos fendlicos,
alcaloides, flavonoides, glicosideos, saponinas e lignanas, proporcionando diversos beneficios
para a saude (SELAMMI et al., 2018). Logo, as plantas medicinais sdo consideradas fontes
ricas de componentes para a sintese e desenvolvimento de novos farmacos fundamentais para
a manutencdo da satde humana e animal (SINGH, 2015).

Apesar disso, a efetividade e toxicidade dos fitoterapicos tém sido questionadas gracas
ao uso indiscriminado e exacerbado. O desconhecimento pelos consumidores sobre as
informacBes minimas necessarias ao uso correto de plantas medicinais e seus derivados, e as
dificuldades encontradas pelos profissionais da salde para obtencdo de informacbes de
qualidade, tornam a fitoterapia um alvo féacil para a automedicacdo sem responsabilidade
(ALEXANDRE et al., 2005). Assim, estudos sdo necessarios para uma avaliacdo critica das

propriedades farmacoldgicas das plantas, suas contraindicacdes e possiveis efeitos adversos.

2.2 Tribulus terrestris L.
2.2.1 Descricd@o botanica do T. terrestris

O género Tribulus, pertencente a familia Zygophyllaceae, compreende mais de 20
especies distribuidas ao redor do mundo, destacando-se o T. cistoides, T. alatus e T. terrestris,
sendo esse Ultimo de maior importancia. O T. terrestris € comumente conhecido como tribulus,

videira da punctura, videira amarela, viagra natural, cabeca de touro, cabeca de cabra, espinho
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do diabo, caltrop, Gokharu, Bethagokharu, Nanagokharu entre outros (KOSTOVA;
DINCHEV, 2005; PHILLIPS et al., 2006; KOKATE et al., 2007; CHHATRE et al., 2014).
Encontra-se amplamente distribuido em toda Africa, parte ocidental da Asia, sul da Europa,
india, Sri Lanka, Paquistdo, Bulgéria, Japdo, China, Espanha e México (AL-ALI et al., 2003;
SHARIFI et al., 2003; CHHATRE et al., 2014).

O T. terrestris € um pequeno arbusto que cresce anualmente no verdo, atingindo cerca
de 10 a 60cm de altura. Suas folhas sdo pequenas e opostas, paripinadas e, muitas vezes,
desiguais. As flores sdo pequenas e amareladas, contendo cinco pétalas cada uma (Figura 1).
Os frutos apresentam forma estrelada, levemente arredondada (Figura 2), medindo 1cm de
didmetro e 0,5cm de comprimento, contendo espiculas proeminentes, duras e curtas, com quatro
ou mais sementes e sabor adstringente. As sementes sdo de natureza oleosa. Possui raiz delgada
e cilindrica de cerca de 7 a 18cm de comprimento e 0,3 a 0,7cm de diametro, frequentemente
ramificada em uma série de pequenas raizes de coloracdo amarela a marrom clara
(FARMACOPEIA AYUVERDICA INDIANA, 2001; CHHATRE et al., 2014).

Figura 1 - Foto de T. terrestris L.

Fonte: Samy et al. (2012).
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Figura 2 - Fruto do T. terrestris L.

Fonte: Akram et al. (2011).

O T. terrestris cresce bem em solos de textura leve, entretanto, consegue se desenvolver
em varios tipos de terreno, podendo ser encontrado em areas cultivadas, pastagens, estradas,
gramados e areas negligenciadas (HASHIM et al., 2014). Devido a natureza espinhosa de seus
frutos é considerada uma ameaga aos animais de pastoreio (BOURKE et al., 1992).

2.2.2 Atividades farmacoldgicas do T. terrestris

Ao longo dos anos, pesquisas comprovaram atividades farmacoldgicas do T. terrestris
como melhora da funcdo sexual e afrodisiaca (ADIMOELJA; ADAIKAN, 1997; SINGH et al.,
2012; ROAIAH et al., 2015), cardioprotecdo (ZHANG et al., 2010), aumento do desempenho
em atividades fisicas (MILASIUS et al., 2010; YIN et al., 2016), efeitos anti-uroliticos
(ANAND et.al, 1994; AGGARWAL et al., 2012), acdo antidiabética (AMIN et al., 2006;
LAMBA et al., 2011), anti-hipertensiva (SHARIF et al., 2003; PHIILIPS et al., 2006), anti-
inflamatéria (BABURAO et al., 2009; LEE et al., 2017), imunomoduladora (TILWARI et al.,
2011), analgésica (HEIDARI et al., 2007), antiespasmodica (ARCASOY et al., 1998),
antioxidantes (PANDEY et al., 2007), diurética (AL-ALI et al., 2003; CHHATRE et al., 2012),
hipolipidémica (TUNCER et al., 2009; KHAN et al., 2011), antibacteriana (AL-BAYATI,
AL-MOLA, 2008; MOHAMMED, 2008), antifungica (ZHANG et al., 2006a), anti-helmintica
(DEEPAK et al., 2002), larvicida (SINGH et al., 2008), hepatoprotetora (KAVITHA et al.,
2011; SUGUNAVARMAN; JAGADEESAN, 2013), neuroprotetora (ZHAI et al., 2015),
antidepressiva e ansiolitica (DEOLE et al., 2011), anticariogénica (OH et al., 2011) e

antitumoral (SISTO et al., 2012). Esses efeitos se devem a presenca de diversos compostos
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quimicos com uma variedade de propriedades biol6gicas. Tais compostos incluem saponinas
esteroides, flavonoides, glicosideos, fitoesterdis, taninos, terpenoides, derivados de amida,
aminoacidos e proteinas. Dentre esses compostos, saponinas esteroides e flavonoides sdo
considerados os metabdlitos mais importantes (ZHU et al., 2017).

A ingestdo de T. terrestris pode elevar os niveis séricos de horménios androgénicos
como testosterona, di-hidrotestosterona (DHT) e dehidroepiandrosterona (DHEA), estimulando
a espermatogénese e promovendo aumento da libido, melhora da qualidade espermaética e ganho
de massa muscular. Acredita-se que ocorra a conversao de um de seus derivados fitoquimicos,
a protodioscina (Figura 3), principal saponina presente na planta, em DHEA, ja que suas
estruturas quimicas sdo muito semelhantes (ADIMOELJA, 2000; KOSTOVA; DINCHEYV,
2005). A protodioscina também atuaria estimulando a producéo da enzima 5-a-redutase, a qual
converte testosterona em DHT (ARYSAD, 1996).

Outra teoria proposta é que a protodioscina induza um aumento da producdo endégena
de andrégenos ao aumentar a liberagdo de hormonio luteinizante (LH) pela glandula pituitaria
(ADAIKAN et al., 2001). A suplementacdo de 6mg/kg/dia de extrato aquoso de T. terrestris
em ratos Sprague Dawley durante oito semanas elevou os niveis séricos de LH (HAMID et al.,
2017). Embora estudos experimentais e clinicos tenham confirmado parcialmente alguns efeitos
do T. terrestris sobre parametros corporais e reprodutivos, ainda had divergéncias sobre
possiveis mecanismos de acao e suas aplicacOes terapéuticas (MARTINO-ANDRADE et al.,
2010).

Figura 3 - Estrutura quimica da protodioscina.

Fonte: Shishovska et al. (2015).

A administracdo de 70mg/kg/dia de T. terrestris por 20 dias aumentou o0 peso corporal
de ratos albinos jovens (BASHIR et al., 2009). Maior ganho de peso também foi observado em

ratos Sprague Dawley que receberam a administracdo da planta na dose de 10mg/kg/dia durante
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oito semanas (GAUTHAMAN et. al, 2002). Estudos também tém mostrado aumento de peso
em ratos machos fornecendo-se outras doses de extratos da planta (2,5, 5, 42, 110 e 120mg/kg)
(GAUTHAMAN; GANESAN, 2008; MARTINO-ANDRADE et al., 2010). Acredita-se que o
ganho de peso em ratos tratados com T. terrestris ocorra devido ao seu efeito androgénico,
produzindo um estimulo para aumento do apetite e consequente incremento de massa corporal
(GAUTHAMAN et al., 2003).

Devido aos seus efeitos ergogénicos, o T. terrestris tornou-se um suplemento nutricional
extremamente popular entre os atletas (ROGERSON et al., 2007). Tais efeitos atribuidos a
planta se devem a capacidade de elevar os niveis séricos de testosterona, resultando em estimulo
para hipertrofia da musculatura esquelética. Seu uso foi especialmente promovido na Bulgéria
a partir da década de 1970 onde foram observadas melhoras no desempenho fisico de atletas,
principalmente em levantadores de peso. Entretanto, exames antidoping vieram a detectar o uso
de esteroides anabolizantes por muitos desses esportistas (POKRYWKA et al., 2014).

Ratos Sprague Dawley foram submetidos a um modelo de overtraining e suplementados
ou ndo com 120mg/kg/dia de extrato de T. terrestris por seis semanas. Os animais submetidos
apenas ao exercicio fisico intenso apresentaram diminui¢do nos niveis séricos de testosterona,
enquanto que nos animais suplementados com a planta foram constatados aumento de massa
corporal e niveis séricos de testosterona, além de maior tempo de exercicio até a exaustao (YIN
et al., 2016). O consumo de 625mg pela manhd e 1250mg a noite de T. terrestris por atletas
jovens entre 20 a 22 anos durante 20 dias aumentou a concentracao sérica de testosterona a
partir do décimo dia de uso, bem como proporcionou um efeito positivo na capacidade aerobia
e anaerobica desses atletas (MILASIUS et al., 2010). O ganho de forca e massa muscular
promovido pelo T. terrestris estaria relacionado a producdo de LH e consequentemente de
testosterona, resultando no desenvolvimento mais acentuado de caracteres masculinos, além de
melhorar a circulacdo sanguinea e transporte de oxigénio (ARSYAD, 1996).

Contudo, vérios estudos publicados na literatura contradizem tais resultados, bem como
sua capacidade de elevar os niveis séricos de hormdnios androgénicos em homens. Homens
com idade entre 20 e 36 anos que receberam 10 ou 20mg/kg/dia de T. terrestris por quatro
semanas ndo apresentaram incrementos nos niveis séricos de testosterona, androstenediona e
LH mensurados antes e ap6s 24, 72, 240, 408 e 576 horas do inicio da suplementagédo
(NEYCHEV; MITEV, 2005). Niveis séricos de LH e testosterona também n&o sofreram
alteracOes apos duas semanas em homens que consumiram quatro capsulas ao dia de extrato
comercial da planta (Trianbodrol®) (ROGERSON et al., 2004). Atletas de elite de rugby n&o

apresentaram mudancas significativas em forca, ganho de massa muscular magra e na relagcdo
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de excre¢do urinaria testosterona/epitestosterona apds cinco semanas de uso de 450mg/dia de
extrato seco da planta (ROGERSON et al., 2007). Ent&o, nesses trabalhos, o T. terrestris ndo
influenciou a producéo de andrdégenos. Tais divergéncias de resultados podem ser atribuidas
aos diferentes teores de compostos fitoquimicos da planta de acordo com a regido geografica
de origem, variabilidade individual, tempo de administracdo e aos diferentes tipos de extratos
utilizados em cada estudo (DINCHEYV et al., 2008; MARTINO-ANDRADE et al., 2010).

Diversas pesquisas apresentam efeitos benéficos do T. terrestris sobre a
espermatogénese e parametros seminais. Analises histomorfométricas demonstraram aumento
consideravel no nimero de espermatocitos, espermatides, espermatozoides, células de Leydig
e didmetro de tubulos seminiferos em camundongos que receberam 2mg/kg/dia de T. terrestris
por 14 dias (AL-YAWER et al., 2008). O consumo de extrato aquoso da planta pelo mesmo
periodo, porém nas doses de 50 e 100mg/kg/dia, elevou a contagem espermatica em ratos
Wistar (SINGH et al., 2012). Maior concentracdo e menor porcentagem de espermatozoides
com alteracGes morfoldgicas foram observados em ratos suplementados com 5mg/kg/dia de T.
terrestris por oito semanas (ELAHI et al., 2013). Esses achados foram atribuidos ao poder
androgénico de suas saponinas, em especial a protodioscina.

Trés dosagens diferentes (11, 42 e 110mg/kg/dia) de T. terrestris foram fornecidas a
ratos Wistar machos intactos e orquiectomizados e em fémeas ovariectomizadas. A
administracdo de T. terrestris aos machos intactos ndo alterou os niveis séricos de testosterona,
diametro médio e altura de epitélio de tabulos seminiferos, pesos absolutos e relativos de
testiculos, epididimos, préstata, vesicula seminal, figado, rins e glandulas adrenais. Também
ndo foi evidenciado nenhum efeito relevante nos machos castrados e fémeas castradas. Esses
achados demonstraram que a planta ndo foi capaz de estimular tecidos hormonio-responsivos,
indicando uma possivel falta de atividade androgénica e estrogénica in vivo. Entretanto, foi
observado maior numero de espermatides em ratos intactos tratados com 11 mg/kg/dia
(MARTINO-ANDRADE et al., 2010). Segundo 0s autores, a razdo para 0 aumento com a dose
mais baixa é desconhecida. No entanto, em farmacologia, € comum observar dose-respostas
ndo-monotdnicas com efeitos significativos em menores doses e nenhum efeito (ou efeitos
opostos) em doses mais altas (WELSHONS et al., 2003; ANDRADE et al., 2006). Extratos de
plantas contém varios fitoconstituintes que podem interagir de maneiras diferentes (BELZ,
2007). Esse fato pode justificar a diversidade de resultados encontrados na literatura com o uso
de T. terrestris.

Homens portadores de deficiéncia androgénica consumiram 750mg/dia de T. terrestris

ao longo de trés meses. Ao término do tratamento foram observados aumentos nos niveis
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séricos de testosterona total e livre, sem alteracbes em LH (ROAIAH et al., 2015). Resultados
semelhantes foram evidenciados em homens inférteis que fizeram uso de T. terrestris
(Androsten®) na mesma dosagem e pelo mesmo periodo. Os niveis séricos de DHEA,
testosterona livre, FSH, LH e prolactina ndo foram alterados. No entanto, os niveis de DHT
aumentaram significativamente, assim como a concentracdo e motilidade espermaticas. Em
outro estudo, a administragdo de Libilov® (protodioscina) em pacientes com oligozoospermia
idiopatica aumentou a concentracdo e motilidade espermaticas e nimero de espermatozoides
normais em 80% dos homens testados (ARYSAD et al., 1996). A partir desses resultados,
conclui-se que o T. terrestris pode ser Gtil no tratamento da disfungdo sexual masculina.

Outras espécies também serviram de modelo animal para avaliar as propriedades
androgénicas do T. terrestris. Carneiros das racas Pleven Blackhead e Abacii em estacdo de
monta receberam 1,5¢g/dia de extrato da planta por 40 dias, sendo observados ejaculados com
maiores concentracdo e sobrevivéncia espermaticas (KISTANOVA et al., 2005). A
administracdo de 5 ou 10mg/kg/dia durante oito semanas de extrato de T. terrestris em coelhos
da raca Nova Zelandia elevaram os niveis séricos de DHT e, em ratos Sprague Dawley, uma
Unica administracdo intravenosa de 7,5mg/kg de extrato de T. terrestris aumentaram os niveis
séricos de testosterona, DHT e sulfato de deidroepiandrosterona (DHEAS) (GAUTHAMAN;
GANESAN, 2008). Todos os resultados foram atribuidos a protodioscina.

Outra propriedade do T. terrestris que vem sendo estudada é sua acdo hipolipidémica.
Acredita-se que a presenca de compostos fendlicos em seus frutos eleve os niveis musculares
da lipase lipoproteica, estimulando o uso de triglicérides para a producédo de energia. Também
poderia estimular o aumento dos teores séricos de HDL, o qual desempenha um papel
fundamental na remocdo de colesterol de tecidos periféricos para o figado (DEL-BAS et al.,
2005; KHAN et al., 2011). Nesse sentido, coelhos submetidos a dieta hipercolesterolémica e
suplementados com T. terrestris (bmg/kg/dia) durante oito semanas apresentaram reducdo nos
niveis séricos de HDL, LDL e triglicérides (TUNCER et al., 2009). A administracdo de
580mg/kg/dia de extrato aquoso por 30 dias em ratos reduziu a hiperlipidemia induzida por
colesterol, apresentando menores niveis séricos de colesterol total, triglicérides, LDL, VLDL,
além de aumento nos niveis sanguineos de HDL (KHAN et al., 2011). Entretanto, outros
trabalhos ndo encontraram diferencas significativas nos niveis séricos de colesterol e fracdes e
triglicérides ap0os o uso da planta em doses de 750 mg/dia por trés semanas (ADIMOELJA;
ADAIKAN, 1997) e 1000mg/dia pelo periodo de trés meses (SAMANI et al., 2016).

A acdo hipoglicemiante também tem sido observada em alguns estudos com T. terrestris
(LI et al., 2002; SU et al., 2009; EL-SHAIBANY, 2015; GHANBARI et al., 2016). Esses
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resultados podem ser atribuidos a grande quantidade de saponinas presente na planta, além de
alcaloides B-carbolinicos como harmano e norharmano, os quais estimulariam a secre¢do de
insulina (EL-SHAIBANY et al., 2015). Flavonoides como kaempferol, quercetina e rutina
também sdo capazes de induzir maior secrecdo insulinica e conferir protecdo as células f3-
pancredticas contra episodios de estresse oxidativo. Esses compostos também aumentariam o
consumo de glicose periférica pela musculatura esquelética (ADEWOLE et al., 2006; JO et al.,
2009).

Por outro lado, efeitos adversos da suplementacdo de T. terrestris so raros €, na maioria
das vezes, insignificantes (SIVAPALAN et al., 2016). Segundo os autores, alguns pacientes
relataram desconforto estomacal ou disturbio gastrintestinal, porém, esses foram minimizados
guando a planta foi ingerida junto a algum alimento. Nenhuma alteracdo cardiovascular e em
sistema nervoso central foi relatada em ensaios clinicos (WANG et al., 1997; ZHANG et al,
2010; DEOLE et al., 2011). Um caso de hepatotoxicidade, insuficiéncia renal aguda e
convulsdes foi relatada em um jovem irariano apds o consumo de T. terrestris (TALASAZ et
al., 2010), provavelmente devido a superdosagem e/ou contaminacdo do extrato. Sinais de
sindrome hepatorrenal e neurotoxicidade também foram relatados em cabras e ovelhas em areas
de pastejo que continham a planta (ASLANI et al., 2003; ASLANI et al., 2004). A DLso
estabelecida em camundongos é de 19,8g/kg (AL-ALI et al., 2003). Dessa forma, estudos

tornam-se necessarios para avaliar a seguranca do consumo de T. terrestris.

2.3 Lepidium meyenii Walp
2.3.1 Descricéo boténica da L. meyenii Walp

A planta Lepidium meyenii Walp, popularmente conhecida como maca peruana,
pertence a familia Brassicaceae e cresce entre 4000 e 4500m acima do nivel do mar, na regido
central dos Andes (GONZALES et al., 2006). A familia Brassicaceae compreende mais de
2500 espécies e mais de 350 géneros, incluindo vegetais populares como o brdcolis e a couve-
flor. O termo Lepidium deriva-se do grego “Lepidion”, que significa “pequena escala”, nome
dado por Dioscorides a pequenos frutos desse género cosmopolita que inclui cerca de 130
especies (BRAKO; ZARUCHI, 1993).

A primeira descri¢ao botanica da L. meyenii foi realizada pelo bilogo alemao Wilhelm
Gerhard Walpers, em 1843, baseada no espécime coletado em um lugarejo chamado Meyeni,
do Departamento de Puno, Peru. Entretanto, acredita-se que seja cultivada pelo povo peruano
ha cerca de 1300 a 2000 anos (CHACON DE POPOVICI, 1990; VALERIO; GONZALEZ,
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2005). Apesar de ser nativa do Peru também se encontra distribuida pela Bolivia, Colémbia,
Chile e Argentina (CARDENAS, 2005).

A L. meyenii apresenta-se na fase vegetativa como uma pequena roseta de folhas,
tornando-se maior na fase generativa, quando passa a ser composta por folhas, flores e raiz
(Figura 4). Suas hastes séo ramificadas medindo cerca de 3 a 10cm de comprimento e folhas
dimérficas. Os frutos sdo siliquas de 4 a 5mm de comprimento, deiscentes, com duas cavidades
cuneiformes, cada uma contendo uma semente. A principal parte comestivel da planta € um
tubérculo parecido com um rabanete constituido pelo hipocotilo (Figura 5) e raiz. Essa ultima,
geralmente de forma conica, pode atingir cerca de 18cm de comprimento e 6,5cm de didametro.
As dimensdes das raizes variam bastante, sendo as de tamanho médio as mais apreciadas pelas
populacdes indigenas. A cor da raiz varia de branca a preta. A planta necessita de um solo rico
em material organico e &cido e temperaturas entre -1,5 a 12°C para seu crescimento (TELLO et
al., 1992; BIANCHI, 2003; GONZALES et al., 2009).

Figura 4 - Aspecto geral de L. meyenii Walp.

Fonte: Dostert et al. (2013).
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Figura 5 - Hipocotilo de L. meyenii Walp

Fonte: Dostert et al. (2013).

2.3.2 Atividades farmacoldgicas da L. meyenii

Convencionalmente os hipocétilos da L. meyenii tém sido usados h& séculos,
principalmente como fonte alimentar e medicinal. Na medicina tradicional peruana, a planta é
utilizada para aumentar a vitalidade e fertilidade, promover a libido e o desempenho sexual em
homens e mulheres (GONZALES et al., 2013).

No periodo pré-colombiano, os Incas a consideravam um alimento nobre enviado pelos
deuses para nutrir e aumentar a energia e vitalidade dos seus guerreiros (HERMANN;
HELLER, 1997). Outras propriedades medicinais atribuidas a planta incluem reducdo da
hiperplasia prostatica benigna (GONZALES et al., 2012), atenuacdo de sintomas da menopausa
(LEE et al., 2011), anti-osteoporose (ZHANG et al., 2006b; GONZALES et al., 2010),
antidepressiva (STOJANOVSKA et al., 2015), antiestresse (LOPEZ-FANDO et al., 2004,
TAPIA et al., 2000), antifadiga (LI et al., 2017; YANG et al., 2016), imunomodulacdo (WANG
et al., 2016), neuroprotecdo (ALMUKADI et al., 2013) e melhora no humor e aumento de
energia (GONZALES-ARIMBORGO, 2016).

O valor nutricional da L. meyenii é tdo alto quanto o do milho, arroz e trigo (LI et al.,
2001). Os hipocdtilos secos contém entre 13 e 16% de proteina e os frescos contém cerca de
80% de agua e quantidades elevadas de ferro e calcio. A planta é rica em aminoacidos como
leucina, arginina, fenilalanina, lisina, glicina, alanina, valina, isoleucina, acido glutamico,
serina e &cido aspartico. Outros aminoacidos presentes, porém em menor propor¢do, Sao

histidina, treonina, tirosina, metionina, hidroxiprolina, prolina e sarcosina. Os acidos linoleico,
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palmitico e oleico sdo os acidos graxos livres mais abundantes. Outros minerais encontrados
s80 0 potéssio, cobre e zinco (DINI et al., 1994; VALERIO; GONZALES, 2005; GONZALES,
2012).

Os constituintes quimicos da L. meyenii que estdo relacionados com a acao terapéutica
na melhoria da salde sexual e fertilidade sdo os polifendis, fitoesterois, fitoestrégenos,
alcaloides (lepilidinas A e B, macaridina), acidos graxos (macaeno) e amidas (macamidas).
Ainda, as diferencas nas proporc¢des de metabolitos secundarios entres as variedades de cor de
seus hipocatilos podem explicar as diferentes propriedades biologicas descritas para a planta
(GONZALES, 2010; GONZALES, 2012).

Um levantamento foi realizado para determinar o estado de salde da populagdo de
Carhuamayo, na regido dos Andes Centrais do Peru, situada a 4100m do nivel do mar. A partir
das andlises dos questionarios respondidos foi constatado que 80% dos moradores consomem
L. meyenni, principalmente uma mistura de variedades de hipocdtilos naturalmente
desidratados, sob a forma de sucos e, 85% destes a consomem por razdes nutricionais. O
consumo da planta foi associado a melhores indices de estado de salde, menores taxas de
fraturas 6sseas e sintomas de doenca cronica das montanhas, além de menores indices de massa
corporal e presséo arterial sistolica (GONZALES, 2010).

Assim como o T. terrestris, a L. meyenii também tem sido alvo de pesquisas sobre suas
propriedades androgénicas. O uso de 66,7mg em extrato aquoso por 14 dias aumentou 0 peso
de testiculos e epididimos e a duracdo e frequéncia dos estagios IX a XIV dos tabulos
seminiferos em ratos (GONZALES et al., 2001a). Ja a administracdo de 1g/kg de extrato de L.
meyenii (variedade amarela) por uma semana aumentou o comprimento dos estagios V1l e VIII
dos tubulos seminiferos, além de maior concentracdo espermatica em ratos de trés meses de
idade (CHUNG et al., 2005). Animais da mesma espécie que também receberam 1g/kg de
extrato aquoso pelo mesmo periodo, porém dessa vez da variedade preta, apresentaram maior
contagem espermatica e area tubular de epididimo (GASCO, 2007). Diante de tais resultados,
infere-se que a planta possa modular a espermatogénese devido ao seu alto valor nutricional e
compostos antioxidantes.

Estudos utilizando extratos de L. meyenii em ratos machos em diferentes doses e
periodos de administracdo ndo apresentaram efeito sobre os niveis sanguineos de testosterona
(CHUNG et al., 2005; GONZALES et al., 2005, 2006; RUBIO et al., 2006; GASCO et al.,
2007). Entretanto, 0 consumo por seis semanas de dieta padrdo acrescida de 2% de extrato
hidroalcodlico da planta elevou a concentracéo sérica de testosterona e area citoplasmatica de

células de Leydig em ratos. Por outro lado, ndo foram observadas diferencas nos niveis séricos
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de LH, sendo necessarios mais estudos para elucidar o efeito da planta sobre a secre¢do de LH
e testosterona (OHTA et al., 2016).

Os niveis séricos de FSH, LH e testosterona ndo sofreram alteracbes em homens que
consumiram 1500 ou 3000 mg/dia de L. meyenii durante 12 semanas (GONZALES et al., 2003;
MELNIKOVOVA, 2015). O uso das mesmas dosagens por homens entre 22 e 44 anos durante
quatro meses promoveram aumentos de volume seminal, contagem e motilidade espermaticas,
porém, também sem diferencas nas concentracGes sanguineas de FSH, LH e testosterona
(GONZALES et al., 2001b). Dessa forma, a acdo da maca peruana parece ser apenas em nivel
de trato reprodutivo, muitas vezes ndo alterando os niveis de hormdnios androgénicos
(GONZALES et al., 2003).

O efeito da L. meyenii sobre a expressao génica de receptores, proteinas reguladoras e
enzimas esteroidogénicas foi avaliado em testiculos de ratos. Os animais receberam dietas
contendo extrato da planta em p6 (2%) por seis semanas. Maiores niveis testiculares de mMRNA
do gene HSD3B1 (3B-hydroxysteroid dehydrogenase; 33-HSD) foram observados nos animais
tratados (OHTA et al., 2017). Segundo os autores, o aumento da atividade de 3p-HSD pode
elevar a concentracdo de androstenediona, um precursor da testosterona, sendo essa a possivel
razdo da capacidade esteroidogénica da planta em testiculos de ratos.

A L. meyenii possui atividade protetora frente a danos oxidativos que promovem lesoes
testiculares. A administracdo de 500 ou 1000mg/kg/dia da planta durante 28 dias em
camundongos que receberam 150mg/kg/dia de ciclofosfamida por dois dias resultou em
atenuacdo significativa dos danos testiculares induzidos pelo quimioterapico, além de maiores
niveis séricos de testosterona, didmetro e altura de epitélio de tdbulos seminiferos
(ONAOLAPO et al., 2017). Os danos espermatogénicos causados pelo organofosforado
malathion foram significativamente reduzidos em camundongos tratados com 2g/kg/dia do
extrato aquoso da planta durante 7, 14 ou 21 dias (BUSTOS-OBREGON et al., 2005). Os
efeitos antioxidantes da L. meyenii tém sido atribuidos a presenca de metabdlitos secundarios
como flavonoides, fendis, glucosinolatos, alcamidas e polissacarideos (GONZALES, 2012).

E sabido que a exposicdo a altas altitudes (4340m) resulta em distdrbios testiculares no
homem. Tais alteracGes compreendem degeneracdo do epitélio germinativo e interrupcéo da
espermatogénese (DONAYRE, 1969; GONZALES et al. 1990; SAXENA, 1995). Diante desse
fato, um estudo foi desenvolvido para determinar se a ingestao de L. meyenii impediria o efeito
deletério da altitude sobre a espermatogénese. Ratos que receberam 666,6mg/dia de extrato
aquoso da planta durante 7, 14 ou 21 dias apresentaram maiores niveis séricos de testosterona

apos sete dias em alta altitude (4320m) em relag¢do ao grupo néo tratado pelo mesmo periodo.
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A exposicdo a altitude elevada reduziu a contagem espermatica epididimaria em todos os
tempos de avaliagdo. Esse efeito ndo foi observado nos ratos que receberam o extrato da planta
(GONZALES et al., 2004).

Outra propriedade medicinal estudada da L. meyenii é sua atividade hipoglicemiante.
Reducéo da glicemia foi observada com o uso de 1g/kg de extrato hidroalcodlico da planta
durante sete dias em camundongos induzidos a diabetes mellitus (GONZALES et al., 2013).
Ratos hereditarios hipertrigliceridémicos da linhagem Wistar que receberam dieta rica em
sacarose contendo L. meyenii (1%) por duas semanas apresentaram menor glicemia, colesterol
total, LDL e VLDL no sangue. Fitoconstituintes presentes em seus hipocétilos seriam 0s
responsaveis pelos efeitos observados, entretanto, seus mecanismos de a¢do ainda ndo sao bem
compreendidos. Tais resultados sugerem que o uso da planta como suplemento alimentar
também seria Util no tratamento de pacientes diabéticos e com perfil elevado de lipoproteinas
aterogénicas (VECERA et al., 2007).

Durante todos os anos em que a L. meyenii tem sido usada nos Andes Peruanos, nenhum
efeito toxico tem sido relatado desde que consumida apdés a fervura (VALERIO; GONZALES,
2005). Ratos tratados cronicamente com 1g/kg/dia por 84 dias ndo apresentaram efeitos
colaterais. Nesse estudo, as analises histomorfoldgicas do figado foram semelhantes ao do
grupo controle. As doses usuais de 1 a 2g/kg/dia administradas em ratos sao seguras (GASCO
et al., 2007) e a DLso da planta para a espécie é superior a 15g/kg (MEISSNER et al., 2006).
Doses de 1,5 a 3,0g/dia administradas em homens foram consideradas seguras (GONZALES et
al., 2003). Entretanto, a administracdo de 0,6g/dia por 90 dias em pacientes com sindrome
metabdlica resultou em elevacdo moderada de aspartato transaminase (AST) e pressdo arterial
diastdlica (VALENTOVA et al., 2008).

Até o presente momento nao foram encontrados na literatura trabalhos que avaliassem
0 uso conjunto de T. terrestris e L. meyenii sobre pardmetros corporais, bioquimicos e
reprodutivos em ratos Wistar. E possivel que a associacdo das duas plantas possa resultar em
efeitos positivos aditivos sobre tais pardmetros, ja que trabalhos realizados comprovaram
resultados benéficos quando administradas isoladamente.

Atualmente no Brasil existem dois fitoterapicos registrados na categoria de andrdgenos
simples (BRASIL, 2019), ambos a base de extrato seco de T. terrestris (94mg ou 280mg), sob
a forma de comprimidos revestidos. Até agora, nenhum fitoterapico classificado como
androgeno misto possui registro ativo, o que estimula e justifica a realizacdo de estudos com

associagOes de T. terrestris e L. meyenii.



27

3 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com a revisdo de literatura é possivel constatar que o T. terrestris e a L.
meyenni possuem propriedades androgénicas de interesse tanto em Medicina bem como em
Medicina Veterinaria. Tais propriedades poderiam ser utilizadas para o tratamento de
subfertilidade/infertilidade bem como para melhora de performance atlética e ganho de massa
corpérea. Portanto, € possivel que a associacdo entre as duas espécies de plantas possa resultar
em incrementos satisfatorios em parametros reprodutivos, bioquimicos e corporais quando

comparado a administracao de somente uma dessas.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da administracdo oral de extratos de Tribulus terrestris e Lepidium
meyenii sobre pardmetros reprodutivos, bioquimicos e corporais em ratos. Trinta e seis ratos
Wistar machos com peso inicial de 210+£18g foram divididos em seis grupos experimentais
(n=6). Cada grupo recebeu diariamente, durante 28 dias, diferentes doses dos extratos secos de
T. terrestris e L. meyenii dispersos em &gua destilada: T. terrestris na dose de 100mg/kg; L.
meyenni na dose de 1g/kg e T. terrestris nas doses de 75, 50 e 25 mg/kg combinadas a L.
meyenni nas doses de 0,25, 0,5 e 0,75g/kg, respectivamente, e 4gua destilada (controle). O T.
terrestris aumentou (P<0,05) a concentracdo de testosterona no sangue, independente da dose.
O uso das associa¢es aumentou (P<0,05) o diametro de ducto e de lumen epididimario na
cauda do epididimo. J& as combinacgBes de T. terrestris nas doses de 75 e 50mg/kg com L.
meyenii nas doses de 0,25 e 0,5g/kg, respectivamente, aumentaram (P<0,05) a concentracéo
espermatica. Ndo houve diferencas (P>0,05) nas demais caracteristicas seminais, no peso Vivo,
no peso relativo de figado, baco, rins, epididimos, indice gonadossomatico, niveis séricos de
ureia, creatinina, alanina transaminase, aspartato transaminase, gama glutamil transferase,
colesterol total e fragdes (HDL, LDL, VLDL), triglicérides, glicose, horménio foliculo
estimulante e horménio luteinizante. Nenhuma alteracdo histopatologica foi observada nos
grupos estudados. Conclui-se que a associacdo de T. terrestris e L. meyenii, em determinadas
doses, apresentou efeito positivo sobre niveis séricos de testosterona, concentracdo espermatica
e morfologia epididiméria, sem evidéncia de efeitos colaterais nos 6rgdos avaliados.

Palavras-chave: Machos. Plantas medicinais. Testiculos. Testosterona. Espermatozoides.
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1 INTRODUCAO

A infertilidade é um problema crescente em todo o mundo. Estudos evidenciam queda
progressiva da qualidade do sémen humano ao longo das Ultimas décadas (Aitken, 2013; Levine
etal., 2017). Estima-se que problemas reprodutivos afete um em cada quatro casais, sendo que
em 50% dos casos estdo relacionados com parametros seminais anormais (Jungwirth et al.,
2012). Essa anormalidade esté relacionada a idade e a fatores ambientais e/ou ocupacionais tais
como tabagismo, alcoolismo, uso de drogas ilicitas, hdbitos alimentares e obesidade, insénia,
estresse psicologico, exposicdo a altas temperaturas, radiacdo e ondas eletromagnéticas
(Durairajanayagam, 2018).

Para amenizar esse problema, uma variedade de produtos naturais, incluindo extratos
brutos ou isolados de plantas, estdo sendo estudados (Malviya et al., 2016). Além disso, a
demanda por farmacos fitoterapicos vem aumentando dia a dia, ja que apresentam melhor
tolerabilidade, relativa disponibilidade e menor custo (Kaundal et al., 2016). De maneira geral,
os efeitos das plantas medicinais nas funcbes reprodutivas do homem estdo associados a
compostos antioxidantes, visto que alguns afetam positivamente a espermatogénese e
esteroidogénese (Sheweita et al., 2005; Nantia et al., 2009). Além disso, influéncia no sistema
nervoso central ou periférico tem sido associada a melhora da resposta dos tecidos reprodutivos
masculinos a neurotransmissores e horménios sexuais, principalmente FSH, LH e testosterona
(Dutta and Sengupta, 2018), além de outros efeitos metabdlicos importantes para a sadde do
homem.

O Tribulus terrestris, pertencente a familia Zygophyllaceae, tem sido muito utilizado
em formulacdes de fitoterapicos e suplementos alimentares (Chhatre et al., 2014). A ingestao
da planta esta relacionada ao aumento dos niveis séricos de hormdnios androgénicos como
testosterona, diihidrotestosterona e dehidroepiandrosterona (DHEA), estimulando a
espermatogénese e melhorando a qualidade espermatica (Gauthaman and Ganesan, 2008;
Karimi Jashini et al., 2012). J& a Lepidium meyenii, popularmente conhecida como maca
peruana, também tem sido associada a efeitos benéficos sobre a libido e fertilidade devido a sua
rica composi¢éo fitoquimica (Beharry and Heinrich, 2018).

Os compostos bioativos presentes nas plantas podem agir sinergicamente,
potencializando suas propriedades medicinais, ou entdo antagonicamente, reduzindo ou
neutralizando seus efeitos, inclusive os indesejaveis (Singh, 2015). A combinacéo de diferentes
extratos vegetais possibilita reduzir a dose das plantas individuais, evitando assim efeitos

adversos pela ingestdo de grandes quantidades de cada um quando administrados unicamente
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(Jain, 2011). O uso associado do T. terrestris e L. meyenii e seus efeitos reprodutivos e
metabdlicos em ratos n&o foi demonstrado até o momento. E possivel que a combinagio dessas
plantas possa potencializar os beneficios conferidos por cada uma sem ocorréncia de toxicidade.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da administracdo de extratos
de T. terrestris e L. meyenii, isolados ou associados, e em diferentes doses, sobre parametros

reprodutivos, bioquimicos e corporais em ratos.

2 MATERIAL E METODOS

Todo procedimento experimental descrito a sequir teve aprovagio da Comissao de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da instituicdo, protocolo nimero 008/18, e realizado de acordo

com as Diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

2.1 Local, animais e delineamento experimental

O experimento foi realizado no Biotério Central Multiusuario da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), em Lavras-MG, Brasil. Um total de 36 Rattus norvegicus machos higidos
da linhagem Wistar, de aproximadamente 60 dias de idade e peso de 220+18g, provenientes da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora-MG, Brasil, foi utilizado. Os animais
foram acomodados em caixas de polipropileno de 37cm x 25cm x16cm, com densidade
populacional de trés ratos por caixa, e submetidos a um periodo de sete dias de aclimatacdo ao
ambiente e a equipe de execucdo do projeto. A sala foi climatizada a uma temperatura de
22+2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas (07:00/19:00). Ragdo comercial Nuvilab CR-1
(Quimtia, Colombo, Brasil) e agua filtrada foram fornecidos ad libitum durante os 28 dias de
experimento. Os ratos foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado em seis

tratamentos com seis repeticoes.

2.2 Caracterizacao dos extratos

Os extratos secos do fruto de T. terrestris (lote 16/1) e de hipocétilo de L. meyenii
(variedade amarela; lote AUT09254) foram adquiridos de um estabelecimento comercial
(Farmacia Fitoterapica Oficina de Ervas, Ribeirdo Preto, Brasil). Laudos fitoquimicos foram
apresentados, confirmando a autencidade e qualidade dos produtos. Tais extratos foram
dispersos em agua destilada a temperatura ambiente mediante uso de agitador eletromagnético

Edulab SH21-2 (Edulab, Itapevi, Brasil) obtendo-se suspensoes de T. terrestris (50mg/ml) e L.
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meyenii (250mg/ml). As suspensdes foram armazenadas sob refrigeracdo a 4°C até o fim do

periodo de administracdo aos animais.

2.3 Procedimento experimental

Ap0s a aclimatacao, os animais foram distribuidos em seis grupos experimentais, cada
grupo contendo seis animais (duas caixas por tratamento). Os grupos experimentais foram:
Grupo 1 (controle): agua destilada;

Grupo 2: T.terrestris 100mg/kg;

Grupo 3: T.terrestris 75mg/kg e L. meyenii 0,25¢/kg;
Grupo 4: T.terrestris 50mg/kg e L. meyenii 0,5g/kg;
Grupo 5: T.terrestris 25mg/kg e L. meyenii 0,75g/Kg;
Grupo 6: L. meyenii 1g/kg.

As administracdes de agua destilada e das suspensfes de extratos secos, isolados ou
associados, de T. terrestris e L. meyenii foram realizadas via gavagem, no periodo da manha,
durante 28 dias. O intervalo de doses foi baseado em estudos prévios (Chung et al., 2005;
Martino-Andrade et al., 2010). Os animais foram pesados semanalmente para ajuste do volume
a ser administrado (maximo 2mL). Ao fim do periodo experimental, os animais foram
submetidos a jejum de oito horas, anestesiados com 80mg/kg de tiopental sddico (Cristélia Ltda,
Itapira, Brasil) via intraperitoneal, administrado no quadrante abdominal inferior direito e, em
seguida, eutanasiados via exsanguinacdo por puncdo cardiaca. Amostras de sangue obtidas
foram centrifugadas a 1000 x g em centrifuga Excelsa Baby Il 206-R (Fanem, S&o Paulo, Brasil)
por 15 minutos para extracdo de soro e posteriormente congeladas a -20°C até a realizacéo das
analises sanguineas.

Apds a eutanasia os animais foram submetidos a abertura de cavidade abdominal para a
coleta de figado, baco e rins. Os testiculos e epididimos também foram expostos e coletados.
Todos os 6rgaos foram pesados e dissecados de forma que ficassem livres de tecidos adjacentes.
Apds a remocao dos testiculos, o indice gonadossomatico (IGS) foi obtido a partir da diviséo

do peso gonadal pelo peso corporal e multiplicado por 100 (Franga et al., 2006).

2.4 Analises sanguineas

Os niveis séricos de glicose, alanina transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST),

gama glutamil transferase (GGT), creatinina, ureia, colesterol total e fracbes (HDL, LDL e
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VLDL) e triglicérides foram mensurados por meio de testes enzimaticos colorimétricos
Bioclin® (Quibasa Quimica Bésica Ltda, Santa Branca, Brasil). Testes imunoenzimaticos
(ELISA) foram utilizados para mensuracao dos niveis séricos de FSH (Rat FSH ELISA Kit,
Elabscience, Houston, EUA), LH (LH ELISA Kit, Enzo, Nova York, EUA) e testosterona
(Testosterone ELISA Kit, Novus Biologicals, Centennial, EUA). Todas as andlises foram

realizadas em duplicata e de acordo com as recomendacdes dos fabricantes.

2.5 Analises histomorfométricas e histopatologicas

O testiculo direito foi imerso em solucéo de glutaraldeido 5% em tampéo fosfato 0,05M
pH 7,3 por 48 horas. Durante o processo de fixacao, sec¢bes ao longo da tunica albuginea foram
realizadas com o objetivo de garantir maior penetrabilidade do agente fixador no paréngquima
testicular. Findado o periodo de fixacdo, as amostras foram armazenadas em solugdo tampéao
fosfato até a etapa de inclusdo. Fragmentos testiculares foram submetidos a desidratacdo em
série crescente de alcodis e inclusos em resina histoldgica (Chiarini-Garcia et al., 2011).

O epididimo esquerdo, figado, baco e rins foram imersos em formaldeido 10% por 24
horas e depois conservados em alcool etilico 70%. Fragmentos desses 6rgdos foram
desidratados em solucgdes de concentracfes crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol
e embebidos em parafina histolégica (Pesce, 1987; Pannocchia, 2008). Sec¢des de Sum de
espessura foram obtidas em micrétomo Lupetec MRPO9 (Lupetec, Sdo Carlos, Brasil) e coradas
em hematoxilina-eosina (figado, bago e rins) e azul de toluidina (testiculo e epididimo) para
avaliacdo via microscopia O6ptica (Chiarini-Garcia et al., 2011). Para as andlises
histomorfométricas, imagens digitais foram capturadas por camera digital SC30 (Olympus
Optical do Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil) acoplada a microscépio trinocular Olympus CX31
(Olympus Optical do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil). As imagens obtidas foram analisadas no
software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, EUA).

Os cortes testiculares foram examinados para mensuracdo de propor¢do percentual e
volumétrica dos compartimentos tubular (lGmen, epitélio e tdnica propria) e intertubular
(células de Leydig, vasos sanguineos e seio linfatico). A contagem de 391 pontos foi realizada
a partir da sobreposicdo de uma graticula em um total de 15 campos escolhidos ao acaso,
totalizando 5865 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 valor desse ultimo foi obtido subtraindo-se do peso bruto do

testiculo o peso da tunica albuginea (Adaptado de Franca et al., 2006). Em ratos adultos
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considera-se 0 peso da tunica albuginea como sendo 6,5% do peso bruto do testiculo (Russell
and Franca, 1995). Ainda, foram analisadas 20 sec¢es transversais de tibulos seminiferos que
apresentaram o contorno mais circular possivel para obtencéo de diametro tubular, diametro de
limen e altura de epitélio. Nos cortes de epididimos, 20 sec¢des transversais dos ductos
epididiméarios mais circulares possiveis dos segmentos da cabeca e cauda foram analisadas. O
didmetro de ducto, didmetro de limen e altura de epitélio foram mensurados.

As analises histopatoldgicas foram realizadas pela avaliagdo de dez campos
microscopicos ao acaso em diferentes objetivas. O figado foi avaliado quanto a alteragcdes em
arquitetura, hepatdcitos, triades portais e sinusoides. Os rins foram avaliados quanto a lesdo
tubular proximal e distal. Para o baco, foi analisada a morfologia geral de polpa vermelha e

polpa branca e presenca de hiperplasia linfoide (Green et al., 2011).

2.6 Avaliacao espermatica

Em uma placa de Petri contendo 2ml de meio PBS (phosphate buffered saline), uma
incisdo de 2mm de espessura na cauda do epididimo direito foi realizada. A suspensao obtida
foi homogeneizada realizando-se delicados movimentos circulares e em seguida pipetada para
microtubo de plastico. O sobrenadante foi imediatamente analisado quanto a concentracao,
motilidade, viabilidade e morfologia espermaticas, conforme proposto por Oliveira et al.
(2015).

2.7 Andlise estatistica

Os dados foram analisados quanto a presenca de outliers (QQ-plot), distribui¢cdo normal
(teste de Shapiro-Wilk), homocedasticidade (teste de Cochran) e independéncia de residuos
(teste de Durbin Watson). No caso de ndo significancia nesses testes, foi utilizada a analise de
covariancia (ANCOVA), sendo o peso vivo inicial dos animais considerado como co-variavel.
Para as variaveis que ndo atenderam as premissas da ANCOVA, foi utilizada a opcéo de
transformacdo de Johnson. As variaveis que ndo atingiram a normalidade, mesmo apos a
transformacdo dos dados, foram submetidas a analises ndo paramétricas e as médias
comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Todas as anélises foram feitas utilizando o software
Action 3.5 (Estatcamp, Séo Carlos, Brasil).
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3 RESULTADOS

O peso vivo dos animais e 0 peso relativo das visceras ndo foram influenciados (P>0,05)
pelo uso dos suplementos (Tabela 1). Os niveis de testosterona foram maiores (P<0,01) somente
nos animais que receberam as suspensdes contendo T. terrestris, independente da dose (Tabela
2). N&@o houve efeito (P>0,05) da administracdo das suspensdes sobre a glicemia e uremia e
sobre os niveis de triglicérides, colesterol, lipoproteinas, creatinina, AST, ALT, GGT, FSH e
LH no sangue dos animais.

Maior diametro de ducto e lumen epididimario foi observado (P<0,01) na cauda do
epididimo quando T. terrestris e L. meyenii foram associadas (Tabela 3). Entretanto, o uso de
L. meyenii reduziu (P<0,01) a altura do epitélio nesse segmento. O uso de suspensdes contendo
T. terrestris na doses de 75 e 50mg/kg associado a L. meyenii nas doses de 0,25 e 0,5g/kg,
respectivamente, aumentaram (P<0,05) a concentracdo espermatica, porém, ndo influenciaram
(P>0,05) as outras caracteristicas do sémen avaliadas e as demais caracteristicas histologicas
dos testiculos e cabeca do epididimo.

Quanto a proporcao tecidual dos testiculos, maior percentual de epitélio seminifero foi
observada (P<0,01) nos grupos controle e T. terrestris 100mg/kg (Tabela 4). A L. meyenii na
dose de 1g/kg aumentou (P<0,01) o percentual de seio linfatico. Maior proporcédo percentual
vasos foram encontradas (P<0,01) no grupo controle, T. terrestris 100mg/kg e na associacao de
T. terrestris 50mg/kg e L. meyenii 0,5g/kg.

As analises histopatoldgicas de figado, baco e rins revelaram preservacao da arquitetura

normal dos 6rgaos em todos os grupos avaliados, ndo constatando-se nenhum tipo de lesao.

4 DISCUSSAO

Embora terapias envolvendo o uso de fitoterapicos tenham se mostrado promissoras,
muitos desses ainda ndo foram testados e seus mecanismos de acao e possiveis efeitos adversos
permanecem desconhecidos (Ekor, 2014). T. terrestris e L. meyenii ja sdo alvo de estudo,
entretanto, ainda sdo escassas publicaces que avaliem a associacdo das duas plantas, mesmo
ja existindo formulagbes comerciais disponiveis no mercado. Neste trabalho, 0 uso combinado
de seus extratos secos, em determinadas doses, foi capaz de elevar os niveis séricos de

testosterona, concentragdo espermatica e parametros histomorfométricos de epididimo.

O peso corporal, bem como os pesos relativos de visceras, dos animais suplementados

com T. terrestris e L. meyenii ndo diferiram em relacdo ao grupo controle, assim como em ratos
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Wistar da mesma idade suplementados com diferentes tipos de extratos de T. terrestris na dose
de 42mg/kg/dia por 70 dias (Oliveira et al., 2015). No entanto, o consumo de 70mg/kg/dia de
T. terrestris por 20 dias aumentou o0 peso corporeo em ratos albinos jovens (Bashir et al., 2009).
O maior ganho de peso em animais tratados com T. terrestris pode ocorrer devido ao efeito
androgénico da planta, produzindo um estimulo para aumento do apetite e consequente aumento
de massa corporal (Gauthaman et al., 2003), fato esse ndo observado no presente trabalho. O
peso de ratos Wistar que receberam dieta padrdo constituida de 2% de extrato comercial
composto por trés variedades de L. meyenii (amarela, preta e vermelha) ao longo de 6 semanas
também ndo sofreram alteracdes (Ohta et al., 2016). Segundo Canales et al. (2000), o cozimento
da L. meyenii aumenta a biodisponibilidade de seus nutrientes, potencializando o uso de suas
proteinas para o crescimento corporal. No presente estudo, a administracdo de extrato seco da
planta diluido em agua poderia justificar a auséncia de maior peso corporeo nos animais que
receberam a maca peruana, associada ou ndo ao T. terrestris.

Ainda ndo ha um consenso sobre 0 exato mecanismo de a¢do do T. terrestris sobre a
espermatogénese e esteroidogénese, mas acredita-se que ocorra a conversdo de um de seus
derivados fitoquimicos, a protodioscina, principal saponina presente na planta, em
dehidroepiandrosterona (DHEA), precursora da testosterona (Adimoelja, 2000; Kostova and
Dinchev, 2005). Tal fato justificaria, no presente estudo, 0 aumento na concentragao sanguinea
de testosterona nos ratos que receberam o extrato seco de seus frutos em diferentes doses. A
protodioscina também atuaria estimulando a producdo da enzima 5-a-redutase, a qual converte
testosterona em di-hidrotestosterona (DHT) (Arysad, 1996) e aumentaria a producéo enddgena
de androgenos ao estimular a liberacdo de LH pela glandula pituitaria (Adaikan et al., 2001).
Entretanto, os niveis séricos de LH ndo foram alterados. Também ndo foi encontrada diferenca
nos niveis séricos de FSH, contrastando o estudo no qual ratos Wistar que receberam 40
mg/kg/dia de extrato hidroalcodlico de T. terrestris por 56 dias apresentaram maiores
concentracbes sanguineas desse hormonio. Tais divergéncias de resultados podem ser
atribuidas aos diferentes teores de compostos fitoquimicos da planta de acordo com a regido
geogréfica de origem, variabilidade individual, tempo de administragéo e aos diferentes tipos
de extratos utilizados em cada estudo (Dinchev et al., 2008; Martino-Andrade et al., 2010).

Os niveis séricos de FSH, LH e testosterona dos animais que receberam apenas o extrato
seco de L. meyenii ndo sofreram alteracGes, assim como ja relatado em estudos anteriores
(Gonzales et al. 2001; 2003; Melnikovova, 2015). Acredita-se que os fitoconstituintes presentes
na L. meyenii sejam responsaveis por suas propriedades bioldgicas, contudo, ainda ndo esta

claro quais desses metabolitos exercam diretamente tais atividades (Chung et al., 2005) bem
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como seu mecanismo de agdo. A acdo da maca peruana parece ser apenas no trato reprodutivo,
ndo alterando os niveis de hormoénios androgénicos (Gonzales et al., 2003). Em outro trabalho,
ratos que receberam extrato da planta em p6 apresentaram maiores niveis testiculares de mRNA
do gene HSD3B1 (3B-hydroxysteroid dehydrogenase; 33-HSD) (Ohta et al., 2017). Segundo os
autores, 0 aumento da atividade de 33-HSD pode elevar a concentragdo de androstenediona,
um precursor da testosterona, sendo esta a possivel razdo da capacidade esteroidogénica da
planta. Alguns estudos demonstram elevacbes séricas de LH (Uchiyama et al., 2014) e
testosterona (Ohta et al., 2016; Oshima et al., 2003) com o uso de L. meyenii em ratos, mas
ainda sdo necessarias pesquisas que elucidem o efeito da planta sobre a producdo de tais
hormonios.

Em relacdo aos testiculos, a administracdo de trés doses diferentes (11, 42 e
110mg/kg/dia) de T. terrestris em ratos Wistar machos por 28 dias também ndo alterou suas
caracteristicas histologicas (Martino-Andrade et al., 2010). Ratos que receberam 2g/kg de
extrato aquoso de L. meyenii por 1, 3, 5, 7 ou 12 dias também néo apresentaram diferencas em
areas tubular e luminal de tabulos seminiferos (Gonzales et al., 2006). Apesar do grupo controle
e dos animais tratados apenas com T. terrestris (100mg/kg) apresentarem maior percentual de
epitélio seminifero, tal incremento ndo foi observado em propor¢do volumétrica (mL). Os
resultados demonstram que, apesar de ambas as plantas possuirem atividades androgénicas,
estas podem néo ter sido capazes de estimular alguns tecidos hormono-responsivos, no caso 0
parénquima testicular (Figura 1). Estudos voltados para uma possivel influéncia do uso de T.
terrestris e L. meyenii sobre a vascularizacdo e drenagem linfatica dos testiculos devem ser
realizados, de modo que se permita compreender as diferencas observadas em tais parametros.

A contagem de espermatozoides esta intimamente relacionada a fecundidade do homem,
sendo um componente crucial da analise do sémen. Baixa contagem espermatica
(oligozoospermia) e ma qualidade seminal sdo responsaveis por cerca de 90% dos casos de
infertilidade masculina (Sellandi et al., 2012). Diversos trabalhos ja demonstraram efeitos
benéficos sobre parametros espermaticos no homem e roedores com 0 uso in vivo ou in vitro de
T. terrestris (Khaleghi et al., 2016; Salgado et al., 2016; Sanagoo et al., 2019) ou L. meyenii
(Chung, et al. 2005; Gonzales et. al, 2006; Gasco, et al., 2007). No presente estudo, suspensoes
contendo T. terrestris e L. meyenii também foram capazes de elevar a concentragéo espermatica,
porém, sem influenciar as demais caracteristicas do sémen avaliadas. Diante desses achados,
pode-se inferir que associagdo das plantas nas referidas doses aumentou a atividade

espermatogénica, podendo ser util no tratamento da oligozoospermia.
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O epididimo é um ducto Unico, altamente enovelado e androgeno-dependente, revestido
por um epitélio pseudoestratificado complexo constituido por uma grande variedade de células.
O nuamero e tipo celular variam entre segmentos do 6rgdo (segmento inicial, cabeca, corpo e
cauda). Cada segmento contribui especificamente para o0 microambiente luminal fundamental
para 0 amadurecimento dos espermatozoides no momento em que estes alcangam a cauda
(Kempinas and Klinefelter, 2014). Sabe-se que o0s segmentos do epididimo ndo respondem de
maneira similar a suplementacdo de andrégenos (Fawcett and Hoffer, 1979). Além disso, em
ratos orquiectomizados, foram notadas reducdo em diametro de ducto e aumento de altura de
epitélio na cauda epididimaria. Tais alteracdes foram atribuidas a auséncia de a¢do androgénica
e a liberacdo da alta pressdo hidrostatica normalmente encontrada no limen desse segmento,
permitindo assim a expansdo de células epiteliais para espaco luminal anteriormente
pressionadas contra a membrana basal pelo fluido luminal e espermatozoides (Hamzeh and
Robaire, 2009). Portanto, as alteragdes encontradas na cauda do epididimo (Figura 2) no
presente estudo podem ser relacionadas ao aumento sérico de testosterona e/ou maior
concentracdo espermatica observada em alguns grupos que receberam T. terrestris e L. meyenii
associadas.

Outras atividades bioldgicas de interesse do T. terrestris e da L. meyenii sdo suas a¢des
hipolipidémica e hipoglicemiante. Compostos fendlicos encontrados nos frutos do T. terrestris
seriam capazes de elevar os niveis musculares da enzima lipase lipoproteica, mobilizando
triglicérides plasmaticos para a producéo de energia no musculo ao invés de seu armazenamento
nos adipdcitos. Também ocorreria aumento nos niveis séricos de HDL, promovendo assim
maior remocao de colesterol dos tecidos periféricos para o figado (Del-Bas et al., 2005; Khan
et al.,, 2011). Saponinas, alcaloides [-carbolinicos e flavonoides presentes na planta
estimulariam a secrecdo de insulina e maior consumo de glicose pela musculatura esquelética,
além de protecdo as células pB-pancreéticas frente ao estresse oxidativo (Jo et al., 2009; El-
Shaibany et al., 2015; Su et al., 2009). Fitocompostos da L. meyenii como macainas,
macamidas, lepidinas e saponinas estdo relacionados as suas propriedades antioxidantes que
reduziriam os niveis séricos de glicose e lipidios, entretanto, seus mecanismos de acdo ainda
nédo sdo bem compreendidos (Vecera et al., 2007). No presente trabalho a administracdo de T.
terrestris e L. meyenii ndo alterou os niveis sericos de glicose, colesterol total e fracOes e
triglicérides.

Efeitos adversos da suplementacdo de T. terrestris sdo raros e, na maioria das vezes,
insignificantes (Sivapalan et al., 2016). A DLso estabelecida em camundongos é de 19,8g/kg

(Al-ali et al.,, 2003). Nao foi observada nenhuma alteracdo clinica e mortalidade em
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camundongos que receberam 2g/kg/dia de extrato metandlico de T. terrestris por via oral pelo
periodo de quatorze dias (El-Shaibany et al., 2015). Ratos tratados cronicamente com 1g/kg/dia
de L. meyenii por 84 dias ndo apresentaram efeitos colaterais e alteracGes histopatologicas em
figado (Gasco et al., 2007). A DLso da planta para a espécie é superior a 15g/kg (Meissner et
al., 2006). No presente estudo também ndo foram evidenciados sinais de toxicidade pela
administracdo isolada ou associada das plantas, visto que as analises histopatoldgicas de figado,
baco e rins revelaram preservacdo da arquitetura normal dos 6rgdos em todos 0s grupos
avaliados, ndo constatando-se nenhum tipo de lesdo. Além disso, as enzimas séricas ALT, AST,
GGT, creatinina e ureia encontraram-se dentro da normalidade. Dessa forma, pode-se afirmar
que a administracdo Unica ou combinada de T. terrestris e L. meyenii, nas doses utilizadas, sdo
seguras para ratos Wistar.

Em conclusdo, a administracdo de T. terrestris, isolado ou associado a L. meyenii em
diferentes doses, foi capaz de elevar os niveis séricos de testosterona. A associacao das plantas,
em determinadas doses, aumentou a concentracdo espermatica e alterou medidas
histomorfométricas de epididimo, sem evidéncia de efeitos colaterais em figado, baco e rins.
Dessa forma, o presente trabalho estimula a realizacdo de novas investigacdes utilizando a
associacédo de T. terrestris e L. meyenii, podendo tornar-se mais uma alternativa no tratamento

da infertilidade masculina.
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Tabela 1. Peso vivo e peso relativo de visceras de ratos Wistar que receberam diferentes doses,

em associacdo ou ndo, de Tribulus terrestris e Lepidium meyenii.

Tribulus terrestris (mg/kg)

B 100 75 50 25 0
Variavel Controle - . CV (%) P=
Lepidium meyenii (g/kg)

0,0 0,25 0,5 0,75 1,0

Peso vivo (g) 284 287 281 287 270 277 3,32 0,42
Peso relativo
Testiculos (%)** 0,98 0,92 1,02 1,00 0,97 0,95 8,15 0,33

Epididimo (%) 019 019 018 019 020 020 13,06 0,68
Figado (%) 333 342 338 332 331 336 821 0,99
Bago (%) 019 020 018 017 020 018 10,13 0,16
Rins (%) 075 074 074 070 069 072 748 052

* N&o significativo ao teste F (P>0,05)

** [ndice gonadossomatico
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Tabela 2. Pardmetros sanguineos de ratos Wistar que receberam diferentes doses, em associacao

ou ndo, de Tribulus terrestris e Lepidium meyenii.

Tribulus terrestris (mg/kg)

Variavel Controle 100 " >0 2 0 Ccv P=
Lepidium meyenii (g/kg)
0,0 0,25 0,5 0,75 1,0
Triglicérides (mg/dl)** 66,93 64,67 71,70 7422 6786 63,37 - 0,62
Colesterol total (mg/dl)  129,2 128,7 119,1 115,9 118,0 1233 843 0,17
HDL (mg/dl) 51,13 5248 5361 5431 5222 50,89 20,16 0,99
LDL (mg/dl) 64,76 63,32 51,20 46,77 52,22 59,74 30,46 0,40
VLDL (mg/dl) 13,39 12,93 1434 1484 1357 12,67 16,66 0,54
Glicose (mg/dl) 1551 1525 166,1 1551 1526 1536 9,31 0,59
Ureia (mg/dl) 42,25 40,24 46,15 42,56 44,78 42,50 14,43 0,70
Creatinina (mg/dl) 0,54 0,49 0,50 0,39 0,47 0,44 27,46 0,43
AST (U/ml) 59,51 5848 62,35 6284 5576 67,84 36,75 0,96
ALT (U/ml) 33,38 3259 39,78 3765 3588 4150 256 0,53
GGT (mg/dl) 1,35 1,54 1,64 1,83 1,62 1,74 53,78 0,95
FSH (ng/ml) 4,82 5,45 5,20 5,49 5,90 535 2251 0,82
LH (ng/ml) 0,12 0,15 0,07 0,11 0,09 0,11 47,72 0,30
Testosterona (ng/ml) **  3,61b  11,87a 10,04a 11,44a 149la 6,67b - <0,01

* N&o significativo ao teste de Kruskal-Wallis (P>0,05)

** Opcao de transformacéo de Johnson

ab Médias seguidas por diferentes letras na mesma linha diferem pelo teste de Scott-Knott

(P<0,05)
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associacdo ou nédo, de Tribulus terrestris e Lepidium meyenii.
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Tribulus terrestris (mg/kg)

Variavel Controle 100 " >0 % 0 v P=
Lepidium meyenii (g/kg) (%)
00 025 05 075 10
Testiculo
Diémetro de tabulo (um) 1604 166,6 170,7 1493 161,1 1689 8,78 0,15
Diametro de lGmen (um)* 54,84 52,68 49,44 4792 50,39 53,04 - 0,14
Altura de epitélio (um) 50,79 61,33 71,90 5352 60,39 6384 228 0,14
Cabeca do epididimo
Diametro de ducto (pum) 9,1 1075 980 110,8 109,8 1155 156 0,30
Diametro de lGmen (um)* 81,3 934 842 1074 956 102,7 - 0,19
Altura de epitélio (um)* 7,63 762 753 733 7,60 6,99 - 032
Cauda do epididimo
Diametro de ducto (um)* 151,8b 154,9b 165,7a 174,3a 171,0a 1553b - 0,01
Diametro de lGmen (um)* 141,7b 145,2b 157,4a 165,6a 163,5a 146,6b - <0,01
Altura de epitélio (um) 58la 5,17a 4,63b 4,79 4,49 4,43b 11,7 <0,01
Caracteristicas do sémen
Motilidade espermatica (%)** 65,0 750 680 76,6 780 750 - 0,35
Viabilidade espermatica (%) 91,8 91,3 916 925 924 950 4,82 0,75
Concentracdo espermatica (x10%/ml)* 67,0b 74,3b 87,6a 79,0a 61,6b 710b - 0,04
Alteracdes morfologicas (%)** 4,00 533 520 383 380 5,00 - 048

* Opcéo de transformacéo de Johnson
** Nao significativo ao teste de Kruskal-Wallis (P>0,05)

ab Médias seguidas por diferentes letras na mesma linha diferem pelo teste de Scott-Knott

(P<0,05)
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Tabela 4. Dados de proporcéo testicular (percentual e volumétrica) de ratos Wistar que

receberam diferentes doses, em associa¢do ou ndo, de Tribulus terrestris e Lepidium meyenii.

Tribulus terrestris (mg/kg)

Variavel Controle 10 " >0 2 ° v =
Lepidium meyenii (g/kg) (%)
0,0 0,25 0,5 0,75 1,0
Composicéo (%)

Compartimento tubular 94,8 94,0 94,2 93,5 94,1 926 34,7 0,65
Epitélio 84,5a  82,6a 781b  80,1b  81,3b  795b 3,76 0,02
Lume* 8,08 9,21 13,84 10,68 10,38 10,86 - 0,16
Tunica Propria 2,19 2,21 2,25 2,74 2,40 219 201 031

;(t’;tﬁ;i&e”to 5,2 6,0 58 65 59 74 254 067
Seio linfatico* 2,77a 3,69a 369  39%a 3,68a 5,02b - <0,01
Vaso* 0,66a 0,46a 0,31b 0,43a 0,23b 0,29b - <0,01
Células de Leydig 1,78 1,84 1,76 2,10 2,01 2,13 19,2 0,440

Composicédo (mL)

Compartimento tubular 1,23 1,16 1,26 1,25 0,89 1,14 18,8 0,12
Epitélio* 1,10 1,02 1,05 1,07 1,00 0,98 - 0,66
Lume* 0,10 0,11 0,18 0,14 0,13 0,13 - 0,68
Tunica Propria* 0,03 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03 - 016

Compartimento

i tertubular 0,07 0,07 0,08 0,09 0,06 0,09 - 0,09
Seio linfatico* 0,036a 0,045ab 0,049ab 0,053b 0,045ab 0,061b - 0,05
Vaso* 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 53,0 0,02
Células de Leydig 0,02 0,02 0,02 0,03 0,02 0,03 20,5 0,46

* Opcéo de transformacéo de Johnson

ab Médias seguidas por diferentes letras na mesma linha diferem pelo teste de Scott-Knott

(P<0,05)



Figura 1: Vista panoramica do parénquima testicular de ratos Wistar tratados com
diferentes doses de T. terrestris e L. meyenii, em associagdo ou isoladas. A: controle;
B: T. terrestris 100mg/kg; C: T. terrestris 75mg/kg e L. meyenii 0,25g/kg; D: T.
terrestris 75mg/kg e L. meyenii 0,5g/kg; E: T. terrestris 25mg/kg e L. meyenii
0,75g/kg; F: L. meyenii 1g/kg.
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Figura 2: Vista panoramica do parénquima da cauda do epididimo de ratos Wistar

tratados com diferentes doses de T. terrestris e L. meyenii, em associagdo ou
isoladas. Observar maiores diametros de ducto e lume epididimario nos grupos C,
D e E. A: controle; B: T. terrestris 100mg/kg; C: T. terrestris 75mg/kg e L. meyenii
0,25g/kg; D: T. terrestris 75mg/kg e L. meyenii 0,5g/kg; E: T. terrestris 25mg/kg e
L. meyenii 0,75g/kg; F: L. meyenii 1g/kg.
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