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Resumo

O Tribulus terrestris (TT) é uma planta originaria da india, conhecida como Abrolo ou “Videira-de-punctura”. Sao
muitas as incertezas relacionadas aos efeitos do TT na poténcia fisica de atleta, nos niveis de testosterona e como
afrodisiaco. Ha poucos relatos do efeito do TT no sistema cardiovascular, contudo citam que pode existir uma
correlacdo negativa entre consumo do TT e atividade da enzima conversora de angiotensina. Neste estudo avaliamos o
efeito do TT no ganho de peso, na concentracdo sérica da testosterona e na morfometria cardiaca de ratos. Trinca ratos
foram divididos aleatoriamente dividido em 2 grupos experimentais (n=15): Grupo CT, tratados com solucdo
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fisiologica 0,9%; grupo TT, tratados com extrato de Tribulus terrestris. Apos 60 dias de tratamento, os animais que
receberam TT ganharam menos peso corporal e nao apresentaram diferengas nos niveis séricos de testosterona e
morfometria cardiaca quando comparados aos ratos do grupo CT. Nossos resultados sugerem que o TT preveniu
ganho de peso sem alterar o equilibrio energético da dieta, sem influenciar a secrecéo da testosterona e sem alterar a
morfometria cardiaca. Portanto, o TT pode ter um futuro promissor em preservar o0 peso corporal, tornando a
prevencdo do ganho de peso mais facil de alcancar do que perder peso e manter essa perda.

Palavras-chave: Testosterona; Coracdo; Ganho de peso; Testiculo.

Abstract

Tribulus terrestris (TT) is a plant native to India, known as Abrolo or “Puncture Vine”. There are many uncertainties
related to the effects of TT on the athlete's physical power, testosterone levels and as an aphrodisiac. There are few
reports on the effect of TT on the cardiovascular system, however they mention that there may be a negative
correlation between TT and the activity of the angiotensin-converting enzyme. In this study we evaluated the effect of
TT without weight gain on serum testosterone concentration and cardiac morphometry in rats. Three rats were
randomly divided into 2 experimental groups (n = 15): Group CT, treated with 0.9% saline solution; TT group, treated
with Tribulus terrestris extract. After 60 days of treatment, animals that received TT gained less body weight and did
not dissipate serum testosterone levels and cardiac morphometry when compared to rats in the CT group. Our results
obtained that TT prevented weight gain without altering the energy balance of the diet, without altering testosterone
secretion and without altering cardiac morphometry. Therefore, TT may have a promising future in preserving body
weight, making preventing weight gain easier to achieve than losing weight and maintaining that loss.

Keywords: Testosterone; Heart; Weight gain; Testis.

Resumen

Tribulus terrestris (TT) es una planta originaria de la India, conocida como Abrolo o “Puncture Vine”. Existen muchas
incertidumbres relacionadas con los efectos del TT en la potencia fisica del atleta, los niveles de testosterona y como
afrodisiaco. Hay pocos informes sobre el efecto de la TT en el sistema cardiovascular; sin embargo, mencionan que
puede haber una correlacion negativa entre la TT y la actividad de la enzima convertidora de angiotensina. En este
estudio evaluamos el efecto de TT sin aumento de peso sobre la concentracion sérica de testosterona y la morfometria
cardiaca en ratas. Tres ratas se dividieron aleatoriamente en 2 grupos experimentales (n = 15): Grupo CT, tratado con
solucién salina al 0,9%; Grupo TT, tratado con extracto de Tribulus terrestris. Después de 60 dias de tratamiento, los
animales que recibieron TT ganaron menos peso corporal y no disiparon los niveles séricos de testosterona ni la
morfometria cardiaca en comparacién con las ratas del grupo CT. Nuestros resultados obtuvieron que el TT evité el
aumento de peso sin alterar el balance energético de la dieta, sin alterar la secrecion de testosterona y sin alterar la
morfometria cardiaca. Por lo tanto, el TT puede tener un futuro prometedor en la preservacion del peso corporal, lo
que hace que sea mas facil prevenir el aumento de peso que perder y mantener esa pérdida.

Palabras clave: Testosterona; Corazon; Aumento de peso; Testiculos.

1. Introducéo

O Tribulus terrestris (TT) é uma erva rasteira perene, que é amplamente distribuida no Mediterraneo e em regides de
clima tropical e desértico (Do et al., 2013), ela pertencente a familia Zygophyllaceae e possui outros nomes populares como
“videira da punctura”, “abrojo”, “viagra natural” entre outros (Hussain et al., 2009; Shahid et al., 2016). Essa erva, € utilizada
na medicina popular como ténico, afrodisiaco, analgésico, anti-hipertensivo, diurético, antiurolitica, imunomoduladora,
antidiabética, hipolipidémica, cardioténica, hepatoprotetora, anti-inflamatéria, no tratamento de infec¢fes do trato urinario,
tratamento da impoténcia, disfuncdo sexual de mulheres na menopausa, como estimulante para ajudar a aumentar o
desempenho sexual e a performance fisica e resisténcia (Hussain et al., 2009; Lemos Janior et al., 2011; Chhatre el al., 2014;
Souza et al., 2020). Estudos recentes demonstraram que o TT protege e restaura células pigmentares da retina humana contra o
estresse oxidativo e possui efeitos benéficos na prevencéo e tratamento de doengas cardiovasculares, fungdo sexual masculina e
diabetes (GamalEl Din et al., 2018; Reshma et al., 2019; Zhang et al., 2019; Yuan et al., 2020).

O uso da TT e os seus efeitos no organismo ainda é um assunto muito debatido e controverso, principalmente no que
diz respeito a um efeito androgénico e na forca muscular e compaosicao corporal (Lemos Janior et al., 2011).

Estudos de Wang et al. (1990) demonstraram que o TT seria um dos medicamentos ideais para o tratamento de angina
de peito, pois mostraram o TT tem acdo na dilatagdo da artéria corondria, com consequente melhora da circula¢do coronaria e

efeitos positivos no ECG de pacientes que sofreram isquemia do miocéardio. Guo et al. (2007) demostraram que o TT n&o sO
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melhorou o perfil lipidico mas também aliviou o remodelamento ventricular esquerdo e a funcéo cardiaca na fase inicial apds o
insulto miocardio e a remodelagdo ventricular apos infarto do miocardio em ratos hiperlipidémicos. Nessa perspectiva, Reshma
et al. (2019) observaram em modelos in vitro e in vivo que o TT possui potencial anti-apoptético durante o insulto isquémico
por meio da via de sinalizag8o ativada por mitogenos.

Ervas como a TT estdo se tornando cada vez mais atraente e popular entre a populacdo ocidental devido a atividades
de marketing intenso (Pokrywka et al., 2014). No entanto, é importante salientar que possuem alguns efeitos colaterais
evidenciados na literatura. Dentre eles, incluem danos na producdo de testosterona, aumento das doencas cardiovasculares,
depressdo, hipercalcemia, ginecomastia, distrbios de fertilidade e alteracdo na espermatogénese (Samaha et al., 2008).

Embora indmeros efeitos da TT em animais (Arcasoy et al., 1998; Gauthaman et al., 2002; Gauthaman e Ganesan,
2008;) e humanos (Brown et al., 2000; Antonio et al., 2000; Kohut et al., 2003; Samani et al. 2016; GamalEl Din et al. 2020)
tenham sido avaliados e muitos compostos ativos a partir de extrato de TT tenham sido estabelecidos, 0 modo de sua acédo e
eficacia ainda so incertos e controversos.

Devido a escassez de trabalhos que correlacione os efeitos da TT sobre os niveis de testosterona e suas consequéncias
na morfologia cardiaca, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do TT sobre o ganho de peso, 0 consumo de

racdo, a histomorfologia ventricular esquerda e fisiologia testicular em ratos wistar.

2. Metodologia
2.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado sob parecer de n° 25A/2014 e todas as etapas foram conduzidos de acordo com Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade José do Rosério Vellano (UNIFENAS).

Para a realizagdo deste estudo, utilizou-se uma metodologia de natureza quantitativa em modelo experimental (Pereira
etal., 2018).

2.2 Animais do estudo

O experimento foi realizado com 30 em ratos Wistar albinos (Rattus norvegicus albinus) machos, adultos, com peso
médio de +300g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade José do Rosario Vellano- UNIFENAS, Alfenas-MG,
mantidos no Laboratorio de Experimentagdo Animal da UNIFENAS em estantes ventiladas (Alesco, Monte Mor, SP, Brasil),
com temperatura controlada de 25+2°C e regime de luz com ciclo claro-escuro de 12h. Os animais foram aleatoriamente
divididos em 2 grupos experimentais (n=15), assim distribuidos:

Grupo controle (CT) - tratados com solugdo fisiolégica 0,9%, por via oral, em um volume de 0,5 ml.

Grupo Tribulus terrestres (TT) - tratados com extrato de Tribulus terrestris, por via oral, na dose de 50 mg/kg em um

volume de 0,5ml (solugéo), por um periodo de 60 dias (8 semanas).

2.3 Monitoramento do consumo liquido e so6lido
A todos animais foi permitido o acesso livre a 4gua e a dieta s6lida comercial balanceada (Nuvilab CR - Nuvital,
Colombo - PR, Brasil) e a dieta liquida foi oferecida em frascos de 500 mL para consumo livre. A cada 48 horas, as dietas

solida e liquida foram alteradas e os valores residuais foram registrados; além disso, os animais foram pesados semanalmente.

2.4 Protocolo de eutanésia e coleta material bioldgico
Apos 60 dias de tratamento os animais foram pesados e posteriormente anestesiados seguindo o protocolo anestésico

com Cloridrato de Xilazina (Rompun® 2g/10mL) - 40mg (0,2ml), intraperitoneal em associacdo com Cloridrato de Ketamina
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(Ketamin®50mg/mL) -10mg (0,2ml), intraperitoneal. Logo apds a remocéo, o coracéo foi dissecado e o ventriculo esquerdo
(VE) isolado. Para determinar a existéncia de hipertrofia ventricular esquerda foi calculada a proporcéo do peso ventricular
esquerdo (mg) pelo peso corporal ().

A concentracdo de testosterona no soro foi medida por enzimoimunoensaio (ELISA) como descrito nas instrucfes do
Kit (Diagnostics biocheminc). Os testiculos foram extraidos cirurgicamente e medidos no sentido longitudinal e transversal,
pesados em balanca analitica e calculado a razdo entre o peso testicular (mg) e o peso do animal (g). O sémen foi coletado apds
dissecacdo das estruturas testiculares, evidenciando o epididimo para a dissecacdo do mesmo, e pressionando o epididimo
(sentido cabeca-cauda) em direcdo ao ducto deferente, com o uso de uma pinca anatdmica. Os espermatozoides coletados
foram transferidos para 50puL de solucéo fisiologica a 0,9% em placa de Petri previamente aquecida a 36°C. Desta diluicdo
foram coletados 5 microlitros e transferidos para l1amina sob laminula para analise instantdnea de motilidade e vigor. A
avaliacdo da motilidade e vigor foi realizada através de microscopia Optica em aumento de 200 vezes. A motilidade foi
avaliada em uma escala de 0 a 100% e o vigor em uma escala de 1 a 5. A concentragdo espermatica foi verificada em
microscépio Optico a partir de uma aliquota de 20ul da dilui¢o inicial que, posteriormente, foi transferida para o volume de 6
mL de 4gua destilada para imobilizacdo dos espermatozoides. Para a andlise microscopica da concentra¢do espermatica foi
utilizada a cadmara de Neubauer. As areas superiores e inferiores da cdmara de Neubauer foram preenchidas com a amostra
avaliada. O nimero de espermatozoides foi calculado pela média dos valores encontrados nos quatro quadrantes laterais de

cada area, sendo o nimero de células encontradas, multiplicado por dez a sexta (nimero de células x106).

2.5 Processamento histoldgico e analise morfométrica

O VE foi fixado por vinte e quatro horas em formalina a 10% juntamente com a artéria aorta. Em seguida, os 6rgados
foram incluidos em parafina para cortes histolégicos de quatro micrdmetros de espessura, segundo Junqueira et al. (1979).
Cortes histoldgicos dos ventriculos foram corados com picrosirius red para avaliar e quantificar o coladgeno do tecido cardiaco.
Outros cortes histolégicos dos ventriculos foram corados com hematoxilina/eosina para analise morfométrica dos
cardiomidcitos. Foi obtido quatro fotomicrografias (200x), a partir de um mesmo ponto pré-fixado dos cortes transversais do
ventriculo de cada camundongo, utilizando-se a cdmera digital acoplada ao programa Leica IM50 (versdo 1.20). Foram
medidos os didmetros de 8 a 12 cardiomidcitos de cada corte histoldgicos, totalizando doze cortes histol6gicos em cada animal
(Armstrong et al., 1998). Os cortes corados com picrosirius red foram analisados com luz polarizada. Cada fotomicrografia foi
analisada pelo software LGMC-image versdao 1.0, por meio do qual foi adquirido as porcentagens fracionais de colageno
referentes as areas marcadas em vermelho (Shirani et al. 2000). Todas as analises histolégicas foram executadas por um Unico

examinador, utilizando o método duplo cego.

2.6 Analise Estatistica
Para a analise estatistica dos resultados foi utilizado o Programa GraphPad Prism 5, e foi aplicado a Anélise de

variancia (ANOVA) a 5% de significancia, apropriado para comparacéo de grupos independentes por meio do teste T.

3. Resultados

No presente estudo observou-se que 0s animais que receberam TT ganharam menos peso corporal quando
comparados aos CT, com 0 mesmo consumo de racao e agua e sem apresentarem diferencas nos niveis séricos da testosterona
(Tabela 1). Quanto aos parametros avaliados na analise morfométrica cardiaca, o TT ndo influenciou na proporcdo peso
cardiaco (mg) pelo peso do animal (g); didmetro dos cardiomiocitos (um) e porcentagem de depdsito de coladgeno ventricular

(%) quando comparado aos ratos do grupo CT (Tabela 1 e Figura 1).
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Tabela 1. Efeitos do TT no peso, consumo médio de agua e racdo, concentracao sérica de testosterona e analise morfométrica
ventricular esquerda em ratos Wistar. CT, grupo controle; TT, grupo Tribulus terrestres.

Pardmetros CT TT Valor p

n 15 15
Peso inicial dos ratos (g) 247+112 232+42 0,2057
Peso final dos ratos (g) 401142 358+11° 0,0144"
Ganho de peso durante 60 dias (g) 1814212 1324120 0,0436"
Consumo médio dirio de ragdo (g) 32,4052 31,7+0,42 0,3238
Consumo médio diario de agua (mL) 24+0,42 24,7+0,52 0,2813
Proporcéo peso cardiaco (mg) / peso do animal (g) 1,83+0,042 1,99+0,072 0,0719

PC/PA

Didmetro dos cardiomiocitos (pum) 22+0,52 22+0,62 0,7210
Depdsito de colageno ventricular (%) 5,740,42 5,4+40,32 0,4980
Concentragdo sérica de testosterona (ng/dL) 4124652 3404332 0,3063

Os valores foram expressos como média * Erro padrdo da média.
Meédias seguidas de mesmas letras mintsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste t-Student a 5% de probabilidade.
Fonte: Autores.

Figura 1. Fotomicrografias do ventriculo esquerdo (VE) ap6s 60 dias de experimento. Coloragdo com hematoxilina e eosina
(HE) nos ventriculos esquerdos, evidenciando o diametro dos cardiomidcitos, corados com HE. Fotomicrografias mostrando a

distribuicdo da coloracéo intersticial e perivascular com colageno vermelho (marcado em vermelho pelo corante) no miocérdio

do ventriculo esquerdo de camundongos corados com picrosirius. CT, grupo controle; TT, grupo Tribulus terrestres.

.

cT

Fonte: Autores.

Em relag8o aos pardmetros do espermograma que avaliam a fertilidade dos camundongos foi observado aumento da motilidade
e diminuigdo da concentracdo espermatica. Nao houve diferencas significativas no vigor (Tabela 2). Esses parametros podem
ser correlacionados a analise da testosterona sérica evidenciada na Tabela 1.
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Tabela 2. Comparacdo da concentracao espermatica, motilidade e vigor dos espermatozoides de acordo com o espermograma

de ratos Wistar. CT, grupo controle; TT, grupo Tribulus terrestres.

Parametros CT TT Valor p
N 15 15
Concentragéo espermatica (x10/ml) 28,02+5,92 21,6+3,732 0,3590
Motilidade (0-100%) 54,40+5,042 58+5,872 0,6446
Vigor (1-5) 2,47+0,192 2,4+0,212 0,8001

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média. Médias seguidas de mesmas letras na linha ndo diferem entre si pelo teste t-
Student a 5% de probabilidade.
Fonte: Autores.

4. Discussao

O controle do consumo de ragdo e agua durante o experimento foi fundamental, pois a desnutri¢do ou a desidratacéo
mediante ao uso experimental do TT podem influenciar negativamente nos resultados da pesquisa. Os ratos dos grupos CT e
TT, apresentaram consumos superiores a 25g de racdo/dia e acima de 15 mL de agua/dia, valores preconizados como ideais
pelos autores Gilberts e Wereldsma (2002) e Dahabra e Sawaged (2007). Assim, 0s animais participantes do presente estudo
ndo apresentaram desnutricdo e desidratagdo, os animais do grupo CT e TT, estatisticamente apresentaram 0S mesmos
consumos de &gua e ragdo, porém os animais do grupo TT apresentaram menor ganho de peso ao longo do experimento. Esses
resultados corroboram com o estudo duplo-cego Rogerson et al. (2007) no qual o TT na dose de 450 mg/dia ndo produziu
grandes ganhos de for¢a ou massa muscular magra em relagéo ao placebo durante 5 semanas de treinamento pré-temporada de
jogadores de elite da liga de rugby australiano. Diante do exposto e a auséncia de estudos padronizados que correlacionam a
acdo do TT no ganho de peso, o Instituto Australiano do Esporte ndo recomenda sua utilizagdo devido a escassez de evidéncias
gue comprovam sua seguranca e eficacia (Pokrywka et al., 2014).

O uso de plantas medicinas na prevencdo de hipertrofia cardiaca (HC) é difundido na literatura. Sankar et al. (2013)
expbde em seu experimento, efeitos positivos no controle do remodelamento cardiaco com uso de Desmodium gangeticum
tradicionalmente na India. Prathapan et al. (2014) demonstram efetividade da Boerhaavia diffusa (‘Erva-tostdo’), contra a
disfuncdo mitocondrial na HC induzida pela angiotensina 1l em cardiomioblastos H9c2. Por sua vez, Guo et al. (2007) e
Reshma et al. (2016) demostraram que o TT melhorou o perfil lipidico em ratos e também preveniu o remodelamento do VE e
melhorou a funcdo cardiaca e disfungdo mitocondrial na fase inicial pds infarto de ratos hiperlipidémicos. A a¢do do TT na
prevencao de eventos cardiovasculares isquémicos em modelos in vitro (linha celular H9¢2) e in vivo (rato Wistar) atuando na
via antiapoptotica por meio do seu potencial antioxidante (Reshma et al. 2015; Reshma et al. 2019). No presente estudo em
ratos integros, sem alteracdes no perfil lipidico, observamos que o TT na dose de 50mg/kg/dia ndo afetou a proporcdo PC/PA,
no diametro dos cardiomidcitos e deposito de colageno ventricular. Sendo assim, qualquer alteracdo na histomorfologia no
coracao e na aorta causada pelo uso da TT é um efeito consideravel e que deve ser melhor compreendido, visto que, alteracdes
estruturais nestes orgdos podem impedir seu adequado funcionamento e afetar gravemente a eficiéncia do bombeamento
cardiaco, podendo levar até mesmo o ébito.

Atualmente, o TT é amplamente utilizado por atletas e fisiculturistas que visam na melhoria do desempenho, forca
muscular e aumento nas concentragdes de testosterona. No entanto, por mais que o existem varias declaragdes de marketing em
torno da planta afrodisiaca, o uso da TT e os seus efeitos no organismo ainda é um assunto muito debatido e controverso,
principalmente no que diz respeito a um efeito androgénico na forga muscular e composicdo corporal (Lemos Janior et al.,
2011; Neychev et al., 2016). Alguns fabricantes referem que o uso da erva ndo levara a um teste hormonal positivo em atletas,

outros dizem que seu uso pode aumentar a taxa de testosterona/epitestosterona urinaria (Lemos Junior et al., 2011). No
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presente estudo observou que o TT ndo afeta a secrecdo de testosterona e a variacdo do peso corporal apresentada nos ratos
tratados com TT ndo podem ser relacionar com efeito androgénico. Esses resultados corrobolam com os estudos de Rogerson
et al. (2007) que demonstraram que a suplementacdo com TT ndo contribuiu para 0 aumento da massa muscular e da producdo
de testosterona em atletas. Além disso, segundo uma reviséo sistematica sobre o extrato de ervas TT proposta por Qureshi et al.
(2014), a associacdo da planta com o aumento das concentracdes de testosterona € equivocada. Salienta-se, ainda, que o
marketing em torno dos seus efeitos nos niveis de testosterona em humanos ndo possuem evidéncias plausiveis e seriam
suplantadas pela liberacdo de 6xido nitrico, independente dos niveis de testosterona sérica. Estudos demonstraram que pode
haver um beneficio do uso do TT no desempenho aerébico de atletas e ratos com um mecanismo adjacente associado ao fator
de crescimento da insulina, mas néo ao efeito andrégeno no plasma (Yin et al., 2016; Ma et al., 2017; Wu et al., 2017).

Apesar da auséncia de evidéncias da relagcdo do TT com os niveis plasmaticos de testosterona, estudos sugerem efeitos
vantajosos sobre o0s parametros do esperma (Santos et al., 2019). Pesquisas etnobotanicas veinculam o uso de TT no tratamento
de disfuncéo erétil masculina e feminina, com resultados conflitantes (Malviya et al., 2011; Malviya et al., 2016; Prescott et al.,
2020). O aumento da motilidade dos espermatozoides neste estudo foi determinado pela analise comparativa do espermograma
e corrobora com os estudos de Khaleghi et al. (2017) no qual o uso de extrato de TT, in vitro, aumentou significativamente a
motilidade total do esperma. O estudo de Salgado et al. (2017) com sessenta e cinco homens inférteis em uso de Androsten ®
também demonstraram efeitos positivos em vérias parametros, incluindo motilidade. No entanto, possui evidéncias conflitantes
com o estudo de Roaiah et al. (2017) em que ndo foram observadas diferencas significativas no pardmetro do sémen em
homens com infertilidade idiopética. Diante disso, tais resultados devem ser avaliados com cautela. Em uma revisdo
sistemética proposta por Sanagoo et al. (2019), com a mesma tematica do estudo de Roaiah et al. (2017), 6 dos 7 artigos
incluidos apontavam, de maneira geral, melhora dos parametros espermaticos. Diante disso, 0 TT demonstra ser uma
terapéutica alternativa promissora em casos de infertilidade masculina, principalmente em disfungdes de motilidade
(Asadmobini et al., 2017). Contudo, alguns estudos limitados destacam o risco de nefrotoxicidade apds a administracdo de
suplementos de TT (Stefanescu et al., 2020). No entanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer tais aspectos

toxicoldgicos ou comprovar sua seguranga.

5. Concluséao

Nesse protocolo experimental, com a dose de 50mg/kg em ratos, o TT pode ter um futuro promissor em preservar o
peso corporal, sem alterar a histomorfologia cardiaca e fisiologia testicular de ratos. Contudo, salienta-se que ha uma escassez
de estudos que avaliem os efeitos terapéuticos do TT em humanos. Por isso, é importante investir em pesquisas, principalmente
ensaios clinicos, que esclaregam o modo de preparacdo, administragdo, efeitos farmacoldgico e, principalmente, sua seguranca

e eficacia.
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