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RESUMO

A planta Tribulus terrestris (TT) € utilizada para o tratamento de inimeros problemas de saide
em diversas medicinas tradicionais. Uma das principais indicagdes € no tratamento de
disfungdes sexuais, supostamente por sua capacidade de interferir no metabolismo androgénico.
Por conta disso, o fitoterdpico se popularizou entre individuos de vdrias idades, tendo sido
utilizado como alternativa natural e legal para anabolizantes. Entretanto, o uso de substancias
que interferem no equilibrio hormonal pode trazer consequéncias negativas para a
histofisiologia prostética, ja que a prdstata € um 6rgdo alvo da acdo dos andrégenos, sensivel
as alteracdoes hormonais. Por outro lado, dados da literatura apontam uma possivel acdo
quimioprotetora de alguns dos principais componentes do TT, as saponinas, as quais seriam
capazes de atenuar efeitos deletérios da idade e da exposicdo a agentes toxicos. Assim, este
trabalho se propds a apresentar uma extensa revisao da literatura a respeito do papel do
fitoterdpico sobre os aspectos da biologia reprodutiva (Capitulo 1) e avaliar os efeitos do uso do
extrato de TT sobre os niveis de testosterona e suas consequéncias sobre a histofisiologia
prostdtica no gerbilo da Mongo6lia intacto ou exposto ao carcindgeno N-metil-N-nitrosoureia
(MNU). Para avaliar os efeitos da exposicdo em curto prazo (Capitulo II), 24 machos foram
divididos em quatro grupos: controle experimental, controle da indugdo carcinogénica (50
mg/kg de MNU em dose tnica aos 180 dias), controle dos efeitos do TT (11 mg/kg em doses
didrias do 180° ao 270° dia) e tratamento pds-indugdo (11 mg/kg em doses didrias do extrato de
TT do 180° ao 270° dia, apds dose tnica de 50 mg/kg de MNU aos 180 dias). Para avaliar os
efeitos da exposi¢do em longo prazo (Capitulo III), 24 machos foram divididos em quatro
grupos: controle experimental, controle da indugao carcinogénica (50 mg/kg de MNU em dose
unica aos 180 dias), controle do uso prolongado do TT (11 mg/kg em doses didrias do 90° ao
270° dia) e tratamento prolongado associado a indugdo (11 mg/kg em doses didrias do extrato
de TT do 90° ao 270° dia, com dose tnica de 50 mg/kg de MNU aos 180 dias). O TT nao foi
capaz de elevar os niveis séricos de testosterona e nao causou alteragdes biométricas em 6rgaos
sensiveis a andrégenos, o que indica baixo potencial anabolizante na dose e nos periodos
administrados. Além disso, o fitoterdpico pode ter contribuido para a quimioprotecdo da
préstata uma vez que retardou o surgimento de lesdes malignas na glandula. Houve uma acao
especifica do TT em reduzir a atividade da via androgénica candnica (diminuicao de receptores
de andrégenos e de proliferacdo de células epiteliais), reproduzindo, in vivo, a protecdo contra
a atividade tumoral j4 observada in vitro. No entanto, apesar de frear o surgimento de lesdes
malignas, o TT ndo foi capaz de evitar o surgimento de lesdes pré-malignas, especialmente
quando a utilizac@o teve inicio em individuos ainda jovens. Dessa forma, os efeitos do TT para
a prostata precisam ser melhor compreendidos e o uso do fitoterdpico ainda requer cautela.



ABSTRACT

The plant Tribulus terrestris (TT) is used to treat numerous health problems in many traditional
medicines. One of the most frequent indication of use is for the treatment of sexual dysfunction,
because of its supposed ability to interfere with androgenic metabolism. Because of this, TT
became popular among individuals of various ages, having been used as a natural and legal
alternative for anabolics. However, the use of substances that interfere with hormonal balance
can have negative consequences for prostate histophysiology, since the prostate is an organ that
is the target of androgen action and sensitive to hormonal changes. On the other hand, data from
the literature indicate a possible chemoprotective action of some of the major components of
TT, the saponins, which would be able to attenuate deleterious effects of age and exposure to
toxic agents. Thus, this work has proposed to present an extensive review of the literature on
the role of this herbal medicine in aspects of reproductive biology (Chapter I) and to evaluate
the effects of the use of TT extract on testosterone levels and its consequences on the
histophysiology of the prostate in intact Mongolian gerbil, or those exposed to the carcinogen
N-methyl-N-nitrosourea (MNU). To evaluate the effects of short-term exposure (Chapter II),
24 males were divided into four groups: experimental control, control of carcinogenic induction
(50 mg/kg of MNU in a single dose on the 180° day), control of TT effects (11 mg/kg, in daily
doses from 180° to 270° day) and treatment after induction (11 mg/kg of TT, in daily doses from
180° to 270° day, after a single dose of 50 mg/kg of MNU on the 180° day). To evaluate the
effects of long-term exposure (Chapter III), 24 males were divided into four groups:
experimental control, carcinogenic induction control (50 mg/kg MNU, in a single dose on the
180° day), control of prolonged use of TT (11 mg/kg in daily doses from 90° to 270° day) and
prolonged treatment associated with induction (11 mg/kg of TT, in daily doses from 90° to 270°
day, with a single dose of 50 mg/kg of MNU on the 180° day). TT was not able to raise serum
testosterone levels and did not cause biometric changes in androgen-sensitive organs, which
indicates low anabolic potential at the dose and periods administered. In addition, the herbal
medicine may have contributed to the chemoprotection of the prostate as it has delayed the
onset of malignant lesions in the gland. There was a specific action of TT in reducing the
activity of the canonical androgenic pathway (decrease of androgen receptors and proliferation
of epithelial cells), reproducing, in vivo, the protection against the tumor activity already
observed in vitro. However, in spite of repressing the onset of malignant lesions, TT was not
able to prevent the onset of premalignant lesions, especially when the use started in young
individuals. Thus, the effects of TT on the prostate need to be better understood and its
phytotherapeutic use still requires caution.
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1 INTRODUCAO

1.1 PROSTATA HUMANA

A préstata é um 6rgdo de grande importancia para a biologia reprodutiva dos
mamiferos, desempenhando papel crucial no sucesso da fecundacdo (LIEM et al., 2001;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2011). A secrecdo da préstata possui diversos componentes com
funcdes especificas e é lancada diretamente na porcao prostdtica da uretra, onde se junta com a
secrecao das vesiculas seminais para dar volume ao liquido seminal, conferindo ao s€men o seu
odor caracteristico (DANGELO & FATTINI, 2003).

Dentre os componentes da secrecdo prostética, destacam-se o antigeno prostatico
especifico (PSA) e a fibrinolisina, que tém como fun¢do manter o s€men liquefeito, o dcido
citrico, importante para o tamponamento do esperma e protecdo dos espermatozoides no
ambiente hostil representado pela acidez do fluido vaginal, e os agticares, em especial a frutose,
responsaveis por nutrir e fornecer energia para a locomoc¢do dos gametas masculinos
(DANGELO & FATTINI, 2003; ROSS & PAWLINA, 2008). Apesar de nao ter uma funcao
bem esclarecida, a prostata também secreta a fosfatase dcida prostatica (PAP) que, juntamente
com o PSA, tem sido utilizado como marcador bioquimico para o cancer de prdstata, ja que
niveis elevados desses dois componentes sdo comuns em individuos com a doenga (SIMPKIN
et al, 2016; KIRSCHENBAUM et al., 2016). Em homens mais velhos, € possivel visualizar a
formacdo de concre¢des prostaticas conhecidas como corpos amildceos, derivados da
precipitacdo de secre¢do ao redor de fragmentos celulares que podem ser calcificados. Todos
os produtos da secrecao prostdtica ficam armazenados no limen dos alvéolos glandulares e sdo
expelidos pela contracio do misculo liso durante a ejaculacio (DANGELO & FATTINI, 2003;
ROSS & PAWLINA, 2008).

Anatomicamente, podemos definir a prostata como um 6rgdo pélvico, impar, do
tamanho de uma noz e com formato de maca, localizado na base da bexiga e atravessado pela
uretra em toda a sua extensdo (LIEM et al., 2001; DANGELO & FATTINI, 2003). O orgao
esta presente em praticamente todos os mamiferos e, além de ser considerada a maior glandula
sexual acessoria masculina (Figura 1.1 A), também estd presente em fémeas de algumas
espécies, inclusive a humana (figura 1.1 B), mesmo que com menor tamanho e atividade

(ZAVIACIC, 1999; SANTOS et al., 2006).
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A proéstata comega a se formar durante o periodo embriondrio a partir de multiplas
evaginacgdes do epitélio da uretra prostitica que se projetam para o mesénquima circundante. A
porc¢do epitelial da uretra prostdtica da origem ao epitélio das glandulas prostéticas, e a por¢ao
mesenquimal d4 origem ao estroma fibromuscular (MOORE et al., 2012). Nas mulheres, no
entanto, o crescimento da glandula € afetado pela caréncia de andrégenos, ela se desenvolve
pouco e permanece como brotos epiteliais ramificados circundados por estroma fibromuscular
(THOMSON, 2001). No homem adulto, a préstata € rica em tecido muscular e fibroso que
circunda um conjunto de 30 a 50 glandulas tubulo-alveolares ramificadas, cujos ductos

desembocam na uretra prostatica (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2011).

& Bexiga
\ &:‘
¢ Prostata ) Prostata

Uretra

/ Bexiga

/ ' Uretra

! Vagina

|

Figura 1.1 LocalizagGo anatémica da prostata em homens e mulheres. (A) Esquema do sistema reprodutor masculino. (B)
Esquema do sistema reprodutor feminino (fontes: imagens adaptadas da Internet?).

O epitélio das glandulas varia entre simples (cuboide ou colunar) e
pseudoestratificado (ROSS & PAWLINA, 2008; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2011). Na
prostata normal, o epitélio € composto por diversos tipos celulares que se diferenciam pela
morfologia, localizacdo, fisiologia e expressdo génica, mas que exibem uma inter-relacdo
dindmica (MARZO et al., 1998; KURITA et al., 2004). Sdo elas: as células tronco, células
basais, células de amplificagdo transitdria ou “tramsitory-amplifying cells” (TAC), células
intermediarias, células neuroenddcrinas e células luminais secretoras (ISAACS & COFFEY,
1989). Toda essa estrutura € envolvida por uma céapsula fibroeldstica rica em células musculares

lisas que invadem o 6rgdo dividindo-o em lobos. No entanto, com a matura¢do do 6rgdo, os

! Disponivel em: (A) <http://anatomiafacil.com.br/videos/>; (B) <http://pensoinsisto.blogspot.com.br/2009/11/
prostata-feminina.htmI|> Acesso em jul. 2016.
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lobos tornam-se compactos e sao pouco evidentes em adultos, diferente do que se observa em
outros mamiferos, como os roedores, que apresentam lobos facilmente distinguiveis (PRICE,
1963; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2011).

Por esta razdo, em substitui¢do a classificacdo por lobos, o 6rgdo masculino humano
costuma ser dividido em regides ou zonas, de acordo com as caracteristicas anatdmicas,
histolégicas e clinicas (figura 1.2). Essa classificacdo zonal reflete ndo apenas a diferenca
estrutural de cada regido da prdstata, mas também a frequéncia de doencas que atingem o 6rgao
(MCNEAL, 1981). Segundo McNeal, sdo diferenciadas trés zonas glandulares e uma zona
fibromuscular. A zona periférica corresponde a 70% do volume da préstata, guarda a maioria
das principais glandulas prostdticas e € a regido mais suscetivel a inflamacdes e onde se
concentram a maioria dos casos de cancer prostdtico. A zona central representa 25% do volume
prostético, guarda uma pequena parte da porcdo secretora e € mais resistente a inflamacdes e
carcinomas. A zona de transicao contém as glandulas mucosas e consiste no principal sitio de
instalacdo da condicdo chamada de hiperplasia prostitica benigna (HPB), caracterizada pelo
aumento da densidade celular em individuos mais velhos e que podem levar a compressao da
uretra prostatica, causando dificuldades de mic¢do. A zona anterior € formada pelo estroma
fibromuscular e ndo apresenta estruturas glandulares (MCNEAL, 1981; SELMAN, 2011;
ROSS & PAWLINA, 2008). A zona periuretral (nem sempre considerada como uma zona
distinta da zona de transicao) contém glandulas mucosas e submucosas e podem contribuir com
o agravamento da HPB, devido a sua proximidade com a uretra prostitica (ROSS &

PAWLINA, 2008).

/

/
/
Vesicula Seminal

Musculatura

Zona
__~ Fibromuscular
) Anterior
Zona Central —

Zonade

Transi¢ao
Ducto Ejaculatério —

Zona Periférica ~

Uretra

Figura 1.2 Esquema da Anatomia Zonal da Préstata Masculina Humana proposta inicialmente por John E. McNeal
(traduzido de FRANZ et al., 2013).
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Desde a sua formacdo no periodo embriondrio, a prdstata é dependente de
andrégenos. A testosterona € necessdria para iniciar o desenvolvimento prostético, para
continuar o seu crescimento embriondrio e neonatal e, posteriormente, para iniciar a atividade
secretoria na puberdade (ISAACS et al, 1994). Durante sua formacdo, as estruturas
embriondrias que dardo origem a prdstata passam por uma importante fase de sinalizacio e
interacdo epitélio-estromal. Inicialmente, os receptores de andrégenos (AR) sdo expressos no
mesénquima que, sob o estimulo da testosterona, passa a produzir sinalizadores pardcrinos que
induzem a proliferacdo do epitélio da uretra, dando origem aos brotos que formardo a prdstata.
Ao mesmo tempo, o epitélio em transformacdo produz fatores paracrinos que sinalizam para o
estroma, que se diferencia em células musculares lisas e fibroblastos. Com a proliferacdo dos
brotos epiteliais, os AR passam a ser expressos também por essas células, onde serd importante
para a regulacdo das proteinas secretdrias e diferenciagcdo celular, ao passo que o estroma passa
a expressar maior quantidade de receptores de estrogenos (ERa e ERB) (HAYWARD et al.,
1996; MARKER et al., 2003). Nas fémeas, a baixa concentracdo de testosterona no periodo
embriondrio permite a formacao de uma camada de muisculo liso que limita a interacao epitélio-
mesénquima, impedindo o crescimento da préstata da forma como é observada nos machos,
nos quais a formacao da camada muscular € tardia ou intermitente (THOMSON, 2001).

Até a adolescéncia, a prdstata se mantém em uma forma rudimentar, iniciando sua
maturacdo com a puberdade, através de vias complexas de sinalizagdo, as quais envolvem
andrégenos, receptores de andrégenos, enzimas, fatores de transcricdo e de crescimento, entre
outros. A partir dai, e durante toda a vida adulta, a morfologia e a fisiologia prostéticas
continuam sendo dependentes de andrégenos, que participam de processos de morfogénese,
diferenciacdo celular, proliferacdo e producdo de secre¢des especificas (CARVALHO-
SALLES & TAJARA, 1999).

De forma simplificada, podemos descrever a participacdo dos andrégenos no
controle enddcrino da prostata da seguinte forma (figura 1.3): o hormodnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) € produzido pelo hipotdlamo e estimula a liberagdo do hormonio
luteinizante (LH) pela hipéfise. Este, por sua vez, induz as células de Leydig testiculares a
produzirem testosterona. Além disso, esse hormdnio também € produzido pelas suprarrenais
que, sob influéncia do hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH) liberado pela hipéfise, sdo
induzidas a secretar androstenediona, que € convertida em testosterona perifericamente. Assim
que € liberada no sangue, a testosterona se a liga proteinas, com uma pequena quantidade
permanecendo livre (CARVALHO-SALLES & TAJARA, 1999; TABOGA et al., 2009). A

testosterona livre e, portanto, ativa, adentra a célula prostética através de difusdo simples pela
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membrana até chegar ao citoplasma, onde é convertida pela enzima 5-alfarredutase em di-
hidrotestosterona (DHT). Esta, por sua vez, se liga aos AR, dissociando-os das proteinas heat
shock (Hsp) que os mantinham inativos. Os complexos DHT-AR adentram o nicleo, mudam
sua conformacdo e formam dimeros que se ligam as regides promotoras de genes alvo. A partir
do recrutamento de proteinas coativadoras (Co), o complexo adquire a capacidade de modular
a expressdo de diversos genes, incluindo fatores de transcri¢io e de crescimento, influenciando,
assim, a morfologia, a proliferacdo e a funcao da préstata (TINDALL & RITTMASTER, 2008).

E importante ressaltar, ainda, que a homeostase prostitica envolvendo a
proliferacdo e apoptose depende de uma complexa interacdo entre os compartimentos epitelial
e estromal (TINDALL & RITTMASTER, 2008). A resposta aos andrégenos podem ocorrer
quando a DHT se liga aos AR de células estromais, as quais produzem fatores pardcrinos de
crescimento e sobrevivéncia que difundem para as células epiteliais influenciando seu
crescimento e diferenciacao (KURITA et al., 2001). Da mesma forma, fatores de crescimento
produzidos nas células secretoras luminais como resposta ao estimulo dos andrégenos podem
difundir através da membrana basal e influenciar as atividades do compartimento estromal

(JOSEPH et al., 1997).

Célula alvo

GnRH CRH

v v

s ‘ S-alfarredutase
Hipafise ) Nicleo
ACTH
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Figura 1.3 Via de sinalizagéo da testosterona (T) envolvendo os receptores de androgenos (AR) na prostata. Sob estimulo da
hipdfise, células de Leydig testiculares e as gldndulas suprarrenais participam da produgdo de T que difunde para o
citoplasma das células alvo na prostata, onde é convertida em di-hidrotestosterona (DHT) pelas enzimas 5-alfarredutase. A
DHT, entdo, se liga aos AR, causando a sua dissociagdo das proteinas “heat shock” (Hsp), o que permite a entrada do
complexo DHT-AR no nucleo. No ntcleo, o complexo sofre dimerizagéo, se liga a regiées promotoras de genes alvo, recruta
proteinas coativadores (Co) e, assim, ocorre a ativagdo transcricional (adaptado de TINDALL & RITTMASTER, 2008).

v

Além dos andrégenos, outros fatores também podem atuar na morfologia e

fisiologia da préstata, como os estrogenos, o0 hormdnio do crescimento, a prolactina, a insulina
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e fatores produzidos pelas proprias células prostdticas, os quais participam de processos
autdcrinos, pardcrinos ou intrdcrinos (CARVALHO-SALLES & TAJARA, 1999). Dessa
forma, pode-se afirmar que a prdstata € influenciada por fatores extrinsecos (organicos,
hormonais, alimentares, imunolégicos etc.) e intrinsecos (produzidos e utilizados pelo préprio
6rgdo), e nao tem sua morfologia e funcdo regulada apenas pelos andrégenos (CUNHA et al.,
1987; LEE et al., 1997, CARVALHO-SALLES & TAJARA, 1999).

A atuagdo dos estrégenos sobre o sistema reprodutor masculino, por exemplo, era
desconhecida e foi negligenciada por muito tempo. Hoje sabe-se que esses hormdnios sdao
capazes de induzir alteracOes epiteliais e estromais na prostata, alterando a histoarquitetura e
fisiologia do o¢rgdo podendo, inclusive, favorecer a instalacio de lesdes neopldsicas
(SCARANQO et al., 2005 e 2008; PRINS & KORACH, 2008). Esses dados sdo importantes
quando se considera o fator idade na sadde prostdtica, tendo em vista a mudanca na taxa
andrégeno/estrogeno. Essa mudanca estd relacionada com as alteracdes histopatoldgicas
observadas na proéstata de individuos idosos, quando € mais comum se observar a HPB, a fibrose
estromal, com aumento da camada fibromuscular e do coldgeno subepitelial, e o cancer de
prostata (CAMPOS et al., 2006 e 2008; ROSS & PAWLINA, 2008). Pesquisas mostram, ainda,
que a exposicdo prematura a altos niveis de estrégenos ou desreguladores enddcrinos com acao
semelhante a esses hormonios, inicia modificacdes estruturais e funcionais na glandula
prostatica que perduram por toda a vida, aumentando o risco de hiperplasias e displasias na vida
adulta e maior risco de desenvolvimento de cancer de préstata com o envelhecimento (PRINS

et al., 2006; PRINS, 2008).

1.2 IMPORTANCIA DO ESTUDO CLINICO DA PROSTATA

O cancer de préstata tornou-se uma doenca importante da atualidade, especialmente
devido ao aumento da expectativa de vida e o envelhecimento das populacdes, visto que 75%
dos casos ocorrem em homens a partir dos 65 anos de idade (POPPEL & TOMBAL, 2011;
INCA, 2016). Para as mulheres os dados sdo escassos, ja que a glandula prostética feminina
ainda pode ser considerada um 6rgdo vestigial ao qual pouca atencdo foi dispensada ao longo
dos anos. Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), os tumores prostaticos sdao a
segunda causa de mortalidade de homens em alguns paises ocidentais (a primeira é o cancer de
pulm@o). No Brasil, o cancer de prostata € o segundo tipo mais comum, antecedido apenas pelo
cancer de pele do tipo ndo-melanoma. Em 2013 foram registradas 13772 mortes causadas por

esse tipo de cancer, e estima-se 61200 novos casos confirmados da doenca em 2016/2017
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(INCA, 2016). Esses numeros refletem o envelhecimento da populacdo brasileira e o aumento
no nimero de diagndsticos, por conta do avango nos métodos de deteccdo e pela melhora dos
sistemas de informacao no pais. Por esse motivo, e visto que o cancer de prdstata tem etiologia
multifatorial (senilidade, hormonal, genética, hibitos de vida, exposicao a desreguladores
enddcrinos etc.), a compreensdo do controle do funcionamento e da diferenciacio das células
prostaticas € de grande relevancia e tem incentivado o desenvolvimento de pesquisas em
diversas areas (TABOGA et al., 2009).

Apesar de ser uma doenga grave, a maioria dos homens diagnosticados com o
cancer de prdstata ndo morrem por conta da doenca. Isso acontece porque alguns sinais
derivados de alteragdes na prostata sdo facilmente percebidos, muitas vezes facilitando o
diagnéstico e antecipando o tratamento. Esses sinais incluem a elevacao dos niveis de PSA no
sangue, dificuldade de mic¢do e o diagndstico do que se conhece por lesdes pré-malignas
prostdticas, as quais podem ser uteis como um sinal de alerta para a saide prostatica,
incentivando pacientes a buscar acompanhamento médico (INCA, 2016; ONCOGUIA, 2017).
Segundo Griffiths e colaboradores (1998), cerca de 50% dos homens com mais de 50 anos de
idade apresentam sintomas de HPB. Além disso, cerca de 90% dos homens com mais de 80
anos de idade possuem comprovacdo histoldgica dessa condi¢cdo (BOYLE, 1994). Apesar dos
sintomas da HPB variarem em nimero e gravidade entre os pacientes, a falta de tratamentos
adequados pode levar a evolugdo dessa alteragdo para formas mais agressivas das doencgas
prostaticas, inclusive o cancer de préstata (GAYNOR, 2003).

Por suas caracteristicas de grande variacdo em sintomas e gravidade, bem como a
possibilidade de diagnosticar indicativos da doenca antes dela ser clinicamente comprovada e
trazer riscos a saude, o modelo experimental de cancer de préstata € uma boa opg¢ao para estudos
de quimioprevencdo (POPPEL & TOMBAL, 2011). Dados experimentais e epidemiologicos
sugerem que habitos de vida, dentre eles a alimentacao, pode influenciar profundamente na pré-
disposicdo das populacdes a doengas como o cancer de préostata (GAYNOR, 2003; KIM, 2008;
POPPEL & TOMBAL, 2011; YAN & SPITZNAGEL, 2009). Como exemplo, sabe-se que a
incidéncia de cancer de prdstata é menor entre homens asidticos do que entre populagcdes
ocidentais (IARC, 2005) e que esse nimero aumenta entre os asiaticos que adquirem héabitos
ocidentais (SHIMIZU et al., 1991), fato que sugere que a mudanca de habitos de vida,
especialmente alimentares, influencia na pré-disposicao ao cancer.

Acima de qualquer especulagdo, € consenso entre a classe médica e cientifica que a
maioria dos tumores prostiticos sdo enddcrino-responsivos, isto €, dependem da sinalizacao

provida por hormodnios para instalagdo e ou progressdo. Muito se sabe sobre a acdo dos
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andrégenos na promogao do cancer de prostata. Esses hormonios esteroides t€m sido apontados
como os acionadores dos gatilhos que iniciam a proliferacdo de células cancerosas da prdstata
(TAPLIN & HO, 2001). No entanto, atualmente sabe-se que outros hormonios podem atuar no
desenvolvimento da doenca, promovendo eventos de sinergismo ou antagonismo junto aos
sinalizadores envolvidos com a progressdo tumoral. Especialmente aqueles hormonios ligados
aos ARs que, como dito anteriormente, estdo relacionados com o controle da expressao de
diversos fatores que regulam a atividade e o crescimento da préstata e pode, também, estar
envolvido com processos que regulam o crescimento tumoral, como inducdo da proliferacao,
apoptose e angiogénese (RAJPUT & SEHGAL, 2012). Por esse motivo, desde a década de 40
até os dias de hoje, a privacdo androgénica tem sido usada como principal tratamento para o
cancer de préstata (HUGGINS & HODGES, 1941).

Apesar de todas as vantagens da terapia por privacdo androgénica (TPA), utilizada
como tratamento principal ou como coadjuvante aos tratamentos pds-prostatectomia ou
radioterapia, muitos efeitos adversos sdo observados, uma vez que os andrégenos sao muito
importantes para o funcionamento de diversos aspectos do metabolismo. Uma das
consequéncias diretas da TPA é o hipogonadismo, que é acompanhado pela perda de massa
muscular e forca, aumento da massa gordurosa, disfun¢des sexuais, sintomas vasomotores,
diminui¢do da qualidade de vida, anemia, perda dssea, resisténcia a insulina, diabetes e doengas
cardiovasculares (COLLINS & BASARIA, 2012). Além disso, um dos grandes desafios atuais
consiste em lidar com tumores, especialmente os metastaticos encontrados em tecidos distantes
da préstata, que desenvolvem independéncia androgénica, isto é, sdo capazes de progredir
mesmo em individuos mantidos sob priva¢do de andrégenos. Curiosamente, duas explicagdes
para o motivo dessa independéncia podem estar na propria privacdo androgénica ou mudanga
de comportamento do AR (SHARIFI, 2013). No primeiro caso, a privacdo de androgenos pode
favorecer a selecdo de células tumorais que apresentam amplificacio do AR, ao passo que
células com quantidade minimas do receptor perecem. Como consequéncia, esse tumor
continua sendo dependente de androgenos, mas como ha uma expressao exacerbada de AR, ele
continua sendo estimulado mesmo que as concentragdes de andrégenos sejam pequenas. Nesse
caso, o tratamento responderia melhor a terapias com antiandrégenos. No segundo caso, o0 AR
pode sofrer mutacdes ou apresentar polimorfismos que tém como consequéncia a
hipersensibilidade aos andrégenos, a ligagdo promiscua a outros fatores ndo androgénicos que
desencadeiam a resposta do AR ou, ainda, ganho de fun¢do do receptor. Nesses casos, a TPA
poderia contribuir para a progressdo tumoral exercendo uma pressdo seletiva que favoreca

tumores com clones de AR que atuam em ambientes com escassez de androgenos (TAPLIN &
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HO, 2001). Assim, a mutacdo ndo seria a causa do inicio do cancer em si, mas apenas seria
notada em situacodes tardias, com metdstases em locais distantes. Outras situagdes atualmente
discutidas sdo: a possibilidade de ocorréncia da biossintese de andrégenos localmente nos
tumores prostaticos, a partir de precursores inativos; alteracdes em coativadores de receptores
hormonais; envolvimento do AR no aumento da movimentacdo de células cancerosas, através
da interacdo com a filamina A observada em células metastaticas (SHARIFI, 2013; ZAZZO et
al., 2015).

A despeito de serem mais recentes, estudos também tém relacionado os
receptores de estrégenos (ER) com o cancer de prdstata, uma vez que estrégenos em
combinacdo com andrdégenos seriam capazes de induzir a transformacdo prostdtica e a
progressao tumoral (ZAZZO et al., 2015). Uma das evidéncias para essa hipétese reside no fato
de alguns grupos étnicos apresentarem maior propensdo ao cancer de prdstata que outros.
Homens negros possuem maiores taxas de estrégenos e sofrem mais de cancer de prostata que
caucasianos, apesar de ambos apresentarem taxas de testosterona semelhantes. De maneira
semelhante, a exposicao a altas taxas de estrogenos ou desreguladores hormonais com atividade
estrogé€nica, como o bisfenol A, durante o desenvolvimento embriondrio provoca risco
aumentado de alteragdes prostéticas na prole (TAPLIN & HO, 2001; ZAZZO et al., 2015).
Além disso, durante o envelhecimento, fase em que o cancer de prostata se torna mais comum,
o homem apresenta queda nos niveis de testosterona enquanto os niveis de estrogeno
permanecem constantes, relacio esta que pode ser mais importante para a instalacdo e
progressdo tumoral na préstata que os niveis de cada um dos hormonios em si (VERMEULEN
et al., 2002; PRINS & KORACH, 2008). Cabe ressaltar que os ER, nas suas duas isoformas (o
e B), sao encontrados na prostata, classicamente confinados aos compartimentos estromal e
epitelial, respectivamente, e que desde a formacdo da prostata no periodo embriondrio a
sinalizacdo cruzada entre mesénquima e epitélio desempenha papel indispensavel para o
desenvolvimento prostiatico (HAYWARD et al., 1996; THOMSON, 2001; MARKER et al,,
2003).

De maneira semelhante ao AR, os ERs também modulam a expressdo de genes apos
se ligarem ao hormonio, por uma cascata complexa de sinalizacdo, podendo induzir por
diferentes vias a proliferacdo celular e atuar na instalagdo de tumores. Entretanto, o fato de
camundongos knockout para ERa ndo desenvolverem cancer de prostata e da ativagdo do ERf
estar relacionada com a apoptose em células malignas tem levantado a possibilidade de que a
proliferacdo prostética induzida por estrégenos esteja relacionada mais com o ERa do que com

o ERB (PRINS & KORACH, 2008; ZAZZO et al., 2015). Todavia, os mecanismos que
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envolvem os ERs sdo menos conhecidos, e ainda sdo necessdrias novas abordagens
experimentais para esclarecer o papel dos ERs na dindmica tumoral prostética, especialmente
com a novidade representada pelo recém-descrito ER, GPR30, que, sugere-se, estaria
relacionado com a progressao do cancer independente de andrégenos, uma vez que nao somente
promove respostas fisiolégicas apds a ligagdo ao hormonio como também atua na transcri¢ao

de genes (PROSSNITZ & MAGGIOLINI, 2009).

1.3 N-METIL-N-NITROSOUREIA (MNU)

A MNU (figura 1.4) pertence a classe de agentes alquilantes, compostos quimicos
altamente reativos que introduzem radicais alquilas em moléculas biologicamente ativas
impedindo seu funcionamento apropriado (MeSH, 2017). Este composto, assim como outras
nitrosoureias, foi estudado com vistas ao desenvolvimento de medicamentos quimioterapicos,
devido seu potencial citotoxico quando utilizado isoladamente ou em combinacdo com outros
compostos (EMANUEL et al., 1974; KOLARIC, 1977). No entanto, o uso da MNU também
foi relacionado com o surgimento de tumores em diversos 6rgaos de modelos experimentais
(KELLY et al., 1968; KEMPF & IVANKOVIC, 1986). Por esta razdo, atualmente a MNU tem
sido utilizada em estudos sobre genética, mutagénese e inducdo carcinogénica (EPA AIR

TOXICS, 2017).

Figura 1.4 Estrutura molecular da N-metil-N-nitrosoureia (fonte: imagem adaptada da Internet?).

Trata-se de um potente agente carcinogé€nico que promove metilagdo direta de
macromoléculas, inclusive proteinas e DNA, elevando a concentracdo intracelular de 0°-
metilguanina, que pode se ligar ao material genético desempenhando papel citotoxico e
recombinante (KAINA et al., 2007). Assim, a MNU pode contribuir para o aumento do risco
de cancer, afetando uma variedade de 6rgdaos em que o desenvolvimento de neoplasias parece
ser influenciado por agentes promocionais, por exemplo, tumores de mama e intestino

influenciados por dietas ricas em gordura insaturada (CHANG et al., 1977) e tumores de bexiga

2 Disponivel em: <https.//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov> Acesso em abr. 2017.
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associados a metanossulfonato de metila (TUDOR et al., 1984). O composto em questdo
também contribuiria com a angiogénese, proliferacdo e apoptose, eventos que, embora estejam
temporal e espacialmente separados durante a progressio tumoral, estdo intimamente
relacionados (LIAO et al., 2002). Dessa forma, parece comum que a MNU sensibilize muitos
6rgaos e que o tipo e sitio tumoral desenvolvido por cada animal poderia ser determinado pelo
agente promotor e possivelmente pela linhagem em investigacdo (GONCALVES et al., 2010).

Por este motivo, a MNU tem sido uma valiosa alternativa aos modelos
experimentais representados por animais geneticamente modificados. Estes modelos sdo
programados para desenvolverem, por exemplo, tumores prostiticos, os quais permitem o0s
estudos diretamente relacionados com o cancer de prdstata ou as neoplasias intra-epiteliais
prostéticas, mas falham quando o objetivo € estudar meios de quimioprevengdo ou os agentes
promocionais dessas condi¢cdes (BOSLAND, 1999). O composto tem sido empregado em
protocolos que testam a capacidade de inducdo do cancer em curto prazo por agentes
promotores (POLLARD & LUCKERT, 1986 e 1987; POLLARD et al., 1989; POLLARD,
1992; MCCORMICK et al., 1998; GONCALVES et al., 2010; PEIXOTO et al., 2016) ou entdo
em protocolos que testam a capacidade quimiopreventiva de compostos anticAncer, quando
estes inibiriam a acdo da MNU (BOONE et al., 1992; BOSLAND, 1999; BANUDEVI et al.,
2011; KUMAR et al., 2012; SANCHES et al., 2013).

Diversos tecidos ou linhagens de células em cultura vém sendo utilizadas como alvo
da acdo da MNU como agente carcinogénico, tais como tecido mamadrio, sistema nervoso
central, ovério, utero, figado, intestinos delgado e grosso e retina (KOESTNER, 1990;
FAUSTINO-ROCHA et al., 2015; YOSHIZAWA et al., 2016). Especificamente em relacao ao
cancer prostdtico, o protocolo mais utilizado é a conjugacdo da MNU com a testosterona,
considerada um potente promotor de neoplasias. Bosland (2014) mostrou que, sozinha, a
testosterona aumentou a frequéncia de carcinomas prostaticos de 10% a 18%, enquanto que,
combinada com a MNU, a indugdo subiu para 50% a 71%. Esse fato suscita questionamentos
acerca das atuais terapias hormonais a base de testosterona oferecidas a homens de meia idade
e idade avangada, bem como o abuso de anabolizantes esteroidais, frequente entre praticantes
de atividades fisicas. Segundo estudo feito com diversas linhagens de células em cultura de
diferentes modelos experimentais, a carcinogénese promovida por esse método pode ocorrer
por vias diversas (CONDON et al., 1999). Em gerbilos, o referido protocolo reduziu o tempo
de laténcia do cancer prostéitico no lobo ventral, com clara transi¢do de lesdes pré-malignas

para malignas, ainda que o lobo dorsolateral da préstata seja o mais afetado. Aparentemente,
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isso explica que podem existir diferentes vias de instalacdo e progressdo do cancer entre os
diferentes lobos (GONCALVES et al., 2013).

Em humanos, testes mostraram que a MNU ¢é capaz de induzir a transformacgao
maligna em células prostaticas (RHIM et al., 1997). Um possivel meio de atuagdo envolveria a
ativacdo da sinalizacdo por AKT, cuja expressao aumentou concomitantemente a reducdo da
expressao de AR, segundo experimento realizado por Liao e colaboradores (2005). A queda da
expressdo de AR em células neopldsicas estd relacionada com a independéncia androgénica

tumoral.

1.4 MODELO EXPERIMENTAL: Meriones unguiculatus

Os gerbilos sao roedores murideos da subfamilia Gerbillinae. A variedade utilizada
neste estudo é conhecida como gerbilo da Mongélia, gerbilo de laboratério ou rato do deserto
(figura 1.5), pois sdao encontrados nas regides daridas da China e da Mongélia, tendo sido
introduzidos na América para uso experimental em meados da década de 50 (SCHWENTKER,
1963). Esses animais sdo caracterizados por possuirem uma cauda longa e totalmente coberta
por pelos, garras fortes empregadas na construcio de abrigos e galerias, e membros posteriores
alongados, usados para saltar, além de permitir a manuteng¢do de uma postura semiereta. Podem
apresentar diversas cores, que variam entre branco, amarelo, preto, malhado ou aguti, a cor mais
frequentemente observada. Sao ddceis em cativeiro, resistentes em manipulagdes e possuem
micg¢do infrequente, uma adaptacdo ao clima desértico. Além disso, os gerbilos possuem grande
capacidade reprodutiva e ciclos de vida rdpidos, produzindo grande quantidade de descendentes

que se tornam sexualmente maduros em poucas semanas de vida (TABOGA et al., 2009).

Figura 1.5 Modelo experimental utilizado no presente trabalho, o gerbilo da Mongdlia (Meriones unguiculatus) em caixa de
polietileno (fonte: imagem adaptada da Internet3)

® Disponivel em: <www.clasf.com.br/q/esquilos-mongolia-gerbil/> Acesso em abr. 2017
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Por todas essas caracteristicas e por apresentarem um tamanho intermedidrio
quando comparado aos camundongos e ratos, o que facilita sua manipulagdo, sdo excelentes
para uso em pesquisa € manutencdo em biotério, razdo pela qual seu uso como modelo
experimental tem se disseminado para além dos Estados Unidos da América (TABOGA et al.,
2009). Dentre as vdrias dreas de pesquisa que t€ém empregado o uso dos gerbilos, podemos citar
estudos em imunologia (JEFFERS et al., 1984; NAWA et al., 1994), fisiologia (NOLAN et al.,
1990), culturas de células (MORITOMO et al., 1991) e morfologia (SANTOS & TABOGA,
2006; ROCHEL et al., 2007).

Adicionalmente a todas essas vantagens ja citadas, os gerbilos da espécie Meriones
unguiculatus tem se revelado um bom modelo para o estudo da prdstata, uma vez que a
anatomia e histologia prostiticas desse roedor traz semelhancas com a prdstata humana,
especialmente no que concerne a compacidade dos lobos, mais evidente que em outros modelos
comumente utilizados (figura 1.6). Nos ratos e camundongos, a glandula prostatica apresenta
lobos facilmente distinguiveis, enquanto no gerbilo em questao, eles sdo parcialmente fundidos,
embora divididos em lobos ventral (VL), dorsal (DL), dorsolateral (DLL) associados a uma
glandula coaguladora (CG) (PRICE, 1963; ROCHEL et al., 2007). Com isso, € possivel
estabelecer situacdes experimentais que permitem a correlacdo da morfofisiologia prostatica do
gerbilo com a humana, o que pode auxiliar o entendimento de questdes importantes para a
biologia reprodutiva, desde a histoarquitetura do o6rgdo, passando pelos mecanismos
moleculares comuns ao seu funcionamento, até a manuten¢do e ou quebra da homeostase,
responsavel pela promog¢ao de desordens prostaticas variadas que podem influenciar fortemente
a qualidade de vida de homens e mulheres.

Além disso, as fémeas dos gerbilos também tém sido empregadas nos estudos
relacionados a prostata feminina, uma vez que a glandula € encontrada em cerca de 90 % das
fémeas adultas, com um tamanho consideravelmente maior que em outros roedores € uma
semelhanga morfoldgica e funcional com o VL nos machos e com a prostata da mulher. Essas
caracteristicas interessam muito nos estudos comparativos que objetivam entender a
importancia dessa estrutura para a biologia reprodutiva e a saide femininas (TABOGA et al.,
2009).

Por fim, uma outra caracteristica importante no modelo experimental utilizado € a
alta incidéncia de lesOes prostdticas espontineas, as quais incluem inflamacdes, atrofias,
hiperplasias, neoplasias intra-epiteliais e carcinomas (CAMPOS et al., 2008; CUSTODIO et
al., 2010; GONCALVES et al., 2010 e 2013), entre outras. As razdes para essa frequéncia de
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lesdes ainda ndo sd@o bem compreendidas, o que faz do gerbilo um modelo promissor para

estudos relacionados as doengas que acometem a prdstata.

Figura 1.6 Complexo prostdtico de machos adultos do gerbilo da Mongdlia demonstrando a compacidade dos lobos. Vista
lateral (A), dorsal (B e D) e ventral (C). BL: bexiga, CG: gldndula coaguladora, DL: lobo dorsal, DLL: lobo dorsolateral, SV:
vesicula seminal, VL: lobo ventral, UR: uretra. (Reproduzido de ROCHEL et al., 2007).

1.5 INFORMACOES GERAIS SOBRE O FITOTERAPICO Tribulus terrestris

O género Tribulus, da familia Zygophyllaceae, é composto por cerca de 20 espécies
distribuidas pelo mundo, das quais, pelo menos trés, sdo amplamente utilizadas por medicinas
tradicionais como medicamento. Dentre elas, destaca-se o Tribulus terrestris (TT), uma planta
arbustiva anual, encontrada no Mediterraneo, em regides de clima desértico e subtropical, tendo
sido observada na fndia, China, Estados Unidos da América, México, Espanha e Bulgaria
(CHHATRE et al.,, 2014; NEYCHEV & MITEV, 2016). Sua morfologia pode variar
dependendo da regido, mas apresenta, geralmente, coloracdo esverdeada e flores amarelas. Por
conta do aspecto irregular e das estruturas pontiagudas do fruto, a planta também é conhecida,
regionalmente, por videira-de-espinhos (puncturevine), erva-de-espinhos (caltrop), cabeca-de-
bode (goat head), cabega-de-touro (bull’s head), noz-carrapicho (ground burr nut) e chifre-do-
diabo (devil’s thorn). Outras nomenclaturas sdo encontradas, devido aos seus supostos efeitos
farmacolégicos, tais como Gokhshura, na medicina Ayurvedica indiana, Ci Ji Li na medicina

tradicional chinesa e, no Brasil, como Viagra natural ou abrolho (WANG et al., 1997,
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KOSTOVA & DINCHEYV, 2005; ADAIKAN et al., 2001; ANDROSTEN®, 2013 — traducio
nossa).

Sobre sua utilizacdo nas medicinas tradicionais, o TT € um fitoterdpico conhecido
e utilizado hd muito tempo em culturas como a indiana, chinesa, bilgara e unani (drabe)
(CHHATRE et al., 2014). Suas formas de indicacdo e utilizagdo sdo indmeras, muitas delas
com respaldo em andlises experimentais publicadas em diversos artigos cientificos. Em
revisdes publicadas sobre a planta, € possivel identificar seu uso tradicional como tdnico, anti-
hipertensivo, antidepressivo, analgésico, diurético, imunoativador, promotor de absorcao
intestinal, no combate a cdlculos renais e infec¢des urindrias, no controle do diabetes, na
prevengdo da hiperlipidemia e controle do colesterol, na paliagdo de doencas vasculares, no
combate ao céncer e inimeros outros (UKANI et al., 1997; ADIMOELIJA, 2000; ADAIKAN
et al., 2001; CHU et al., 2003; KOSTOVA & DINCHEYV, 2005; AMIN et al., 2006; HO &
TAN, 2011; MALVIYA et al., 2011; MOHD et al., 2012; SINGH et al., 2012; BHATIA et al.,
2014; CHHATRE et al., 2014; NEYCHEV & MITEV, 2016).

Em todas as medicinas tradicionais citadas, o TT é largamente utilizado como
afrodisifaco, sendo indicado para casos de disfuncdo erétil e baixa qualidade do esperma.
Estudos realizados com animais e humanos mostraram um papel importante do vegetal em
diversos aspectos da sexualidade, reforcando algumas das proposi¢des etnofarmacoldgicas,
(ADAIKAN et al., 2001). Mais detalhes a respeito do uso do TT para fins reprodutivos serao
dados no Capitulo I desta tese, uma vez que uma extensa revisdo bibliografica foi realizada a
respeito dos experimentos realizados sobre o papel do fitoterdpico na biologia reprodutiva.

A primeira patente de fitoterapia produzida a partir do TT pertence a industria
farmacéutica bulgara Sopharma. Tribestan® é um medicamento desenvolvido a partir da
extracdo de TT, contendo pelo menos 45% de protodioscina (figura 1.7), uma saponina
esteroidal, amplamente utilizado em pesquisas médicas e tratamentos de disfuncdes sexuais
(ISMAIL et al.,, 2014). As saponinas constituem um grupo diverso de produtos naturais
bioativos encontrados principalmente em dicotiledoneas e alguns organismos marinhos. Elas se
comportam como glicosideos anfipaticos. Sdo isoprendides, especificamente derivados de
triterpenos ou esteroides (OSBOURN et al., 2011). Devido ao fato de acreditar-se que todos os
outros componentes encontrados no extrato fossem farmacologicamente inativos, atribuiu-se a

protodioscina o protagonismo da acdo do medicamento a base de TT (ADAIKAN et al., 2001).
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Figura 1.7 Férmula estrutural da Protodioscina, saponina esteroidal apontada, classicamente, como o principal principio
ativo do TT. Férmula molecular Cs;Hg402,, peso molecular 1049.211 g/mol (fonte: imagem da Internet?).

Desde a primeira patente até hoje, o TT tem sido comercializado com a promessa
de interferir no metabolismo de andrégenos, elevando as taxas de LH, testosterona, DHEA e
DHT. Por esta razdo, o extrato herbal passou a ser utilizado massivamente também por
praticantes de atividades fisicas em busca de ganhos estéticos e de desempenho, com base no
ganho de testosterona a partir de uma alternativa natural e legal aos anabolizantes (ANTONIO
et al., 2000; BROWN et al., 2000; MASON et al., 2001; ROGERSON et al., 2007). Em uma
busca rapida pela Internet, usando o termo ‘Tribulus terrestris’, ¢ possivel encontrar uma
infinidade de artigos relacionando-o ao ganho de massa muscular e perda de peso, além da
melhora no estado geral de saide e disposi¢do. Muitos desses sites trazem referéncias a estudos
cientificos que comprovariam a eficdcia do TT, justificando o seu efeito através do incremento
nas taxas de androgenos. No entanto, a maioria dessas discussdes estd ligada a sites de
revendedores de suplementos ou blogs dedicados a prética esportiva conhecida como
bodybuilding, de forma que € escassa a bibliografia cientifica e imparcial sobre o assunto
(QURESHI et al., 2014)

Ha também que se considerar os fatores que tornam os ditos “medicamentos
naturais” tdo populares. Diz o senso comum que, por serem naturais, eles ndo oferecem risco,
ndo causam efeitos colaterais indesejiveis, costumam ter baixo custo e sdo facilmente

encontrados. De fato, o uso € influenciado pela cultura e, frequentemente, os medicamentos

* Disponivel em: <https.//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov> Acesso em abr. 2017



27

naturais sdo os primeiros a serem utilizados (YABESH et al., 2014). A grande procura por
medicamentos naturais que atuam no desempenho sexual refor¢a a necessidade de se catalogar
as plantas cujo uso € encorajado, e de se validar, cientificamente, os efeitos dessas terapias
(MALVIYA et al., 2011)

Em contrapartida, a afirmac@o de que o TT influencia os niveis de andrégenos ou
seus precursores tem encontrado pouco apoio no meio académico apesar de ampla divulgacao
dessa informacgdo nos sites leigos. Os estudos iniciais com humanos sdo controversos, pois
quando indicam aumento dos niveis de horménios sexuais, eles nao extrapolam os limites
fisiolégicos normais para esses hormdnios (NEYCHEV & MITEV, 2016). Estudos mais
recentes corroboram essa ideia, mostrando que o uso de TT em atletas ou em adultos sauddveis
ndo causam grandes mudangas no perfil hormonal, nem mesmo na performance esportiva, como
defendido por leigos ou pelos responsdveis diretos ou indiretos pela popularizacio do
fitoterdpico (ANTONIO et al., 2000; NEYCHEV & MITEV, 2005 e 2016; ROGERSON et al.,
2007; SAUDAN et al., 2008; MARTINO-ANDRADE et al., 2010; POKRYWKA et al., 2014).
No entanto, alguns defensores do uso do TT sugerem que sua eficdcia seria maior em individuos
mais velhos, atuando na regulacdo hormonal da testosterona, mantendo os niveis do hormonio
mais altos com o passar dos anos, ja que eles decaem com o envelhecimento (ANDROSTEN®,
2013; QURESHI et al., 2014).

Uma possivel explicacdo para a gama de resultados controversos acerca da a¢ao do
TT € que ndo existe uma padronizagdao dos experimentos realizados com a planta. Cada uma
das pesquisas realizadas conta com diferentes modelos experimentais, em diferentes idades e
condi¢des de satde, com dosagens distintas, diferentes formas de aplicacdo, diferentes tempos
de tratamentos e formulagdes diversas, que incluem desde o TT puro e cru, até o TT processado
por industrias farmacéuticas e ou combinado com outros componentes, muitas vezes com
reconhecido poder androgénico, o que invalidaria a acdo do TT propriamente dito. Sdo, ainda,
analisados diferentes tipos de hormonios: totais, livres, séricos, excretados na urina, o que
dificulta as andlises comparativas. Além disso, é comprovada a diferenca de composi¢do entre
plantas colhidas em regides geogréficas distintas e dos produtos obtidos a partir de diferentes
formas de extracdo, podendo o extrato, em alguns casos, ndo apresentar a protodioscina,
inicialmente coroada como a molécula ativa da planta (KOSTOVA & DINCHEV, 2005;
DINCHEYV et al., 2008; IVANOVA et al., 2011; CHHATRE et al., 2014; QURESHI et al.,
2014; NEYCHEV & MITEV, 2016).

Por fim, ha que se considerar a possibilidade de que os efeitos advindos do uso do

TT possam ser resultado de mecanismos combinados, € ndo de um tinico mecanismo isolado.
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Da mesma forma, o destaque dado a protodioscina pode ser inadequado, uma vez que muitas
outras moléculas, inclusive outras saponinas esteroidais, vem sendo descritas (XU et al., 2001;
KOSTOVA et al., 2002; SUN et al., 2002; HUANG et al., 2003; LV et al., 2008; XU et al.,
2008; SU et al., 2009; XU et al., 2009; LIU et al., 2010; KOZLOVA et al., 2011; CHEN et al.,
2012). Deve-se, ainda, ressaltar a importancia do uso consciente das substancias naturais, as
quais podem oferecer riscos tanto quanto as substancias sintéticas, especialmente em casos em
que a atuacdo dos compostos envolvidos ndo € clara, como € o caso do TT (QURESHI et al.,

2014).
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TEMA

Sabe-se que o cancer é uma doenca de origem multifatorial e suscetivel a influéncia
de fatores genéticos, ambientais, comportamentais e até econdmicos. Alguns hibitos podem
contribuir para a maior incidéncia do cancer, como o tabagismo, a obesidade, o consumo
excessivo de carnes vermelhas e a exposicdo a agentes fisicos e quimicos com potencial
carcinogénico, como a radiacdo solar e o consumo de compostos quimicos que afetam o
material genético (INCA, 2016). Da mesma forma que algumas substancias podem interferir
negativamente no metabolismo celular, outras substancias podem ter um efeito protetor ou
potencializador em tratamentos visando evitar a instalacdo ou o controle da progressao de
diferentes tipos de canceres (POPPEL & TOMBAL, 2011). Por esta razdo, muitos esfor¢os tém
sido empregados no sentido de comprovar a eficicia do uso de ervas, alimentos, suplementos e
compostos funcionais, ou entender os mecanismos pelos quais esses agentes protetores atuam.
Dentre os compostos promissores estudados encontram-se as saponinas, presentes em animais
marinhos, na soja e seus derivados, além de outros vegetais como o ginseng e o TT (GAYNOR,
2003; LOW et al., 2007; KIM, 2008; YAN & SPITZNAGEL, 2009; CHEN et al., 2011;
POPPEL &TOMBAL, 2011).

Acredita-se que um grupo especial de saponinas pode atuar de maneira similar a
hormdnios esteroides, produzindo assim algum efeito sobre 6rgaos sensiveis a esses hormonios
ao interferir na sua homeostase de forma positiva, atuando como substancias quimioprotetoras
em relacdo ao cancer (KIM, 2008). Dentre as atividades antitumorais desses compostos estao:
a inducdo de apoptose ou necrose, efeitos antiproliferativos, anti-invasivos, antiangiogénico e
antimetastatico (YUE et al., 2007). Entretanto, muitos estudos ainda sdo necessarios para que
se entendam os mecanismos pelos quais as saponinas atuariam na prevengao ou no tratamento
do cancer. Igualmente, ha caréncia de estudos que corroborem a eficdcia dessas moléculas no
combate a esta doenga.

Uma das variedades de saponinas em uso atualmente € a protodioscina, presente no
TT. A interferéncia nos niveis de androgenos, delegada a este fitoterdpico, ainda ndo é
claramente explicada e o real papel desse composto ainda € motivo de controvérsias entre os
pesquisadores, os quais se dividem entre os que defendem uma agdo direta do TT no
metabolismo androgénico, e 0s que questionam essa possibilidade. No entanto, no Brasil e em
diversos paises, a comercializacdo e o uso dos extratos de TT sdo permitidos. Sob o véu da

seguranca inerente aos produtos naturais, que nem sempre € real, este produto tem sido indicado
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por médicos no tratamento auxiliar de disfun¢des sexuais de naturezas diversas. A promessa da
elevacao dos niveis de testosterona endégena fez com que o TT passasse a ser massivamente
consumido por praticantes de atividades fisicas que buscam ganho de forca, massa muscular e
desempenho, como uma alternativa natural, legal e segura aos anabolizantes. Isto €, apesar de
toda a controvérsia tangente ao uso do fitoterdpico e seus efeitos no metabolismo androgénico,
¢ grande o ndimero de pessoas que o utilizam com esse propdsito. Além disso, este produto é
facilmente encontrado em farmécias e lojas de suplementacdo e, por ser utilizado como um
extrato natural e ndo ser considerado como um medicamento, escapa ao controle rigoroso dos
6rgaos de fiscalizag@o.

Diante deste cendrio, se o uso do extrato de TT tem sido relacionado a alteracdes
nos niveis de hormdnios esteroides como a testosterona e DHT e sabendo que o equilibrio entre
esses hormonios estd intimamente envolvido com o funcionamento e homeostase da glandula
prostatica (TAPLIN & HO, 2001), julgamos importante avaliar o efeito dessa substancia sobre
a préstata de animais adultos, a fim de verificar que alteragdes morfoldgicas e fisioldgicas seu
uso poderia acarretar. E necessdrio saber se o fitoterdpico produz efeitos positivos ou nocivos
na proéstata de individuos sauddveis apesar de seus beneficios relacionados a fertilidade e libido.

Além disso, para confirmar se € possivel atribuir ao uso dessas substancias um
carater protetor ou auxiliar no tratamento do cancer, estudamos seus efeitos sobre as glandulas
prostaticas de animais que sofreram indugao do cancer através do carcindgeno MNU. A escolha
da MNU como agente carcinogénico tem base em estudos jd realizados em nosso laboratério.
Resultados positivos de indug¢do do cancer de prostata foram alcangados usando o gerbilo da
Mongélia como modelo experimental, sendo que lesdes de grande importincia, como
neoplasias intra-epiteliais e adenocarcinomas, podem ser encontradas trés meses apds sua
aplicacdo (GONCALVES et al., 2010 e 2013).

Em suma, este trabalho versa sobre a hipétese de que o TT, caso seja mesmo capaz
de alterar os niveis de testosterona, poderia interferir na homeostasia prostatica, que depende
do equilibrio entre os hormonios esteroides. Além disso, em se alterando esse equilibrio, o
fitoterdpico poderia interferir na instalacdo de lesdes provocadas pelo carcinégeno MNU, a
exemplo dos protocolos de inducdo de cancer consagrados que usam a conjugagdo entre MNU
¢ testosterona.

Cabe destacar, ainda, que grande parte dos estudos de quimiopreven¢do do cancer
por meio de agentes naturais utiliza células cancerosas em cultura, e ndo condicdes in vivo, o

que torna o presente estudo, que preza por uma abordagem morfofuncional, uma novidade nessa
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area. Com este trabalho, poderemos oferecer subsidios experimentais para responder se o
mesmo efeito observado em cultura é também observado em organismos vivos.

Por fim, além de ajudar a entender os efeitos uso do TT, o presente estudo se propds
a auxiliar no esclarecimento dos mecanismos pelos quais esses efeitos aconteceriam. Estes
resultados serdao de grande importancia para o entendimento dos mecanismos de atuacido do
referido fitoterdpico, assim como para a observacdo de possiveis efeitos colaterais provenientes

do seu uso.
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Tendo em vista as informacdes apresentadas, o objetivo geral deste trabalho foi

avaliar o efeito do uso do extrato seco de Tribulus terrestris, Zygophyllaceae, sobre os niveis

de testosterona e sobre a morfologia do lobo ventral da préstata de gerbilos machos intactos e

submetidos ao modelo de inducdo tumoral pelo agente carcinogénico MNU.

Objetivos especificos:

Determinar se o Tribulus terrestris € eficiente como indutor da producao de
testosterona no gerbilo da Mongdlia, nas condi¢des experimentais
propostas, a fim de oferecer subsidios experimentais favordveis ou
contrarios ao potencial androgénico do fitoterapico;

Analisar se o fitoterdpico € capaz de causar alteracdes biométricas em
6rgaos andrégeno-responsivos;

Analisar as respostas do lobo ventral da prostata em diferentes intervalos de
tempo de aplicacdo do fitoterdpico através de alteracdes na frequéncia
relativa dos compartimentos prostaticos (epitelial, luminal e estromal
muscular e ndo-muscular);

Testar o potencial indutor ou protetor do fitoterdpico em relacao ao cancer
de préstata nos animais intactos e submetidos a indug@o carcinogénica pela
MNU, através da andlise da multiplicidade de ledes pré-malignas e malignas
no lobo ventral da préstata do gerbilo, a fim de corroborar ou confrontar
resultados ja observados in vitro;

Estudar os mecanismos pelos quais esses efeitos ocorreriam na glandula,
através da andlise do receptor hormonal AR, dos indicadores de proliferacao
e apoptose PCNA e TUNEL, respectivamente, e da proteina relacionada ao
cancer p63;

Oferecer subsidios experimentais que contribuam para a investigacao acerca
da seguranca do consumo de Tribulus terrestris em relacao a prostata, 6rgao

intimamente relacionado com o equilibrio hormonal.
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A Review on the role of Tribulus terrestris in the reproductive biology
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Abstract

The use of plants for the treatment of diseases is common in many cultures. In addition to the
traditional appeal, the use of natural products is encouraged by easy access, low cost and for
the believing that they pose no health risks. Tribulus terrestris is known in Indian, Chinese and
Arabic traditional medicines and its use has spread throughout the world. Among the
innumerable indications of use, this plant consumption is related to the improvement in sexual
quality of life for supposedly raising serum androgen levels and acting on the balance of
hormonal rates. Although this possibility is widely diffused among phytotherapic traders,
studies on the effect of plant use on the hormonal profile present controversial results and its
androgenic capacity has been questioned. However, many studies suggest that the use of this
herb can bring significant improvements in several aspects of reproductive biology, such as
protection against oxidative stress damage in reproductive tissues, improvement of erectile
function and sexual performance, improvement in semen quality parameters and attenuation of
symptoms common to adverse conditions such as menopause and polycystic ovary syndrome.
Thus, this review aims to gather evidence about the role of Tribulus terrestris on reproductive
biology and its possible mechanisms of action, offer subsidies for the evaluation of the safety

of its use and point to new possibilities of research on this subject.

Keywords
Tribulus terrestris, protodioscin, testosterone, nitric oxide, sexual dysfunctions, sexual

hormones.

Abreviations

ACP: acid phosphatase; ALP: alkaline phosphatase; AR: androgen receptor; cAMP: cyclic
adenosine monophosphate; CC: corpora cavernosa; cGMP: cyclic guanosine monophosphate;
DHEA: dehydroepiandrosterone; DHT: dihydrotestosterone; ERa: estrogen receptor alpha;
ERp: estrogen receptor beta; FSH: follicle stimulating hormone; G6PDH: glucose-6-phosphate
dehydrogenase; GABA: gamma aminobutyric acid; GTP: guanosine triphosphate; HO-1: heme
oxygenase 1; ICP: intracavernous pressure; IGF-1R: insulin-like growth factor 1 receptor; KCl:
potassium chloride; LDH: lactic dehydrogenase; LH: luteinizing hormone; L-NAME: L-
arginine methyl ester; MDA: malondialdehyde; NADPH-d: dihydronicotinamide adenine
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dinucleotide phosphate diaphorase; NF-kB: nuclear factor kappa B; NO: nitric oxide; NOS:
nitric oxide synthase; Nrf2: nuclear factor erythroid 2 —related factor 2; PCOS: polycystic ovary

syndrome; SDH: succinate dehydrogenase; TT: Tribulus terrestris.

Introduction
Tribulus terrestris: from traditional medicines to the present day.

Despite the unquestionable advancement of modern medicine, the use of natural
products to treat health problems is still very common, especially in cultures with strong
traditional appeal. In Brazil, for example, perhaps as a consequence of the great miscegenation
of its people, traditional medicine has an important influence of the original indigenous folk
and also of the peoples who established colonies in Brazilian lands, such as European, Africans,
Japanese, Chinese and Arabs. It is not uncommon to find in the residences a collection of herbs
used in infusions, patches, preserves, spices or for immediate consumption with the purpose of
treating various symptoms, cultivated in what could be called "backyard pharmacies".

Currently, even though there is a large supply of medicated or instrumental
treatments for various diseases, even in the most developed countries it is possible to observe
an intensification of the demand for medicine considered natural, as the first and/or only form
of treatment of diseases, or as adjunctive therapy co-administered with modern medicine
(Adaikan, Gauthaman, & Prasad, 2001; Morvin Yabesh, Prabhu, & Vijayakumar, 2014). The
use of natural products is encouraged because of easy access, for allegedly causing mild side
effects, because of low cost and, obviously, historical and cultural appeal (Malviya et al., 2011).
However, natural products have their action based on popular or religious knowledge and are
little studied experimentally. In addition, because they are not considered as formal medicines,
they have neglected the monitoring of their quality and biomedical efficacy, which causes risks,
since these substances may not be functional in fact or can bring adverse health effects, which
is even more dangerous (Pokrywka et al., 2014). For this reason, research is needed to prove
the efficacy and safety of these therapies in order to validate or reject the traditional use of these
substances (Malviya et al., 2011).

Tribulus terrestris (TT) fits in this case, since it is a phytotherapic rich in
biologically active compounds, such as alkaloids and glycosides, known and used for a long
time in cultures such as Indian, Chinese, Bulgarian and Arabic (Chhatre et al., 2014). Its forms
of indication and use are numerous, many of them supported by experimental analyzes
published in various scientific articles. Among the properties attributed to the plant, it is

possible to identify its traditional use as tonic, aphrodisiac, antihypertensive, antidepressant,
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analgesic, diuretic, immunoactivator, intestinal absorption promoter, in combating renal calculi
and urinary infections, in diabetes control, in prevention of hyperlipidemia and control of
cholesterol, in palliation of vascular diseases, cancer control and countless others (Ukani,
Nanavati, & Mehta, 1997; Adimoelja, 2000; Chu et al., 2003; Kostova & Dinchev, 2005; Amin
et al., 2006; Ho & Tan, 2011; Malviya et al., 2011; Mohd et al., 2012; Singh, Nair, & Gupta,
2012; Bhatia et al., 2014; Bahmani et al., 2016; Neychev & Mitev, 2016; Samani et al., 2016).

In Brazil, the dry extract of TT can be found under the name Androsten®, produced
and marketed by Herbarium laboratory. According to the label of the drug (2013), it is
standardized in at least 45% of steroidal saponins calculated as protodioscin, which is indicated
to adjust the hormonal balance and increase sperm production in men. In females, the same
drug may be indicated for attenuating symptoms of frigidity, ovarian endocrine sterility,
climacteric and post-castration syndrome (Androsten®, 2013).

Recently, the use of this herbal medicine has spread beyond the one specified in the
package leaflet, among physical activity practitioners, with the promise of improving physical
or esthetic performance through the gain in testosterone (Antonio et al., 2000; Brown et al.,
2000; Mason et al., 2001; Rogerson et al., 2007). In a quick Internet search using the term
"Tribulus terrestris', it is possible to find a multitude of articles relating it to the gain of muscle
mass and weight loss, as well as the improvement in the general health and disposition. Many
of these sites refer to scientific studies that prove the efficacy of TT, justifying its effect by
increasing androgen rates. However, most of these discussions are tied to supplemental reseller
sites or blogs dedicated to the sporting practice known as bodybuilding, so there is little

scientific and unbiased literature on the subject (Qureshi, Naughton, & Petroczi, 2014).

Characterization of the plant

The genus Tribulus, belonging to the family Zygophyllaceae, is composed of about
20 species distributed throughout the world, of which, at least three, are widely used by
traditional medicines as medications (Chhatre et al., 2014). The taxonomic classification of this
genus is not always clear, due to the great genetic and morphological variation within the
populations. One of the most commonly used species is TT (Fig. 1), an annual shrub, found in
the Mediterranean, in desert and subtropical climates, as a globally distributed aggressive
colonizer, which is why it receives several regional names (Adaikan, Gauthaman, & Prasad,
2001). Its morphology may vary depending on the region, but usually presents with greenish
coloration and yellow flowers. Because of the irregular appearance and pointed structures of

the fruit, the plant is also known regionally by puncturevine, caltrop, goat head, bull's head,
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ground burr nut and devil's thorn. Other nomenclatures are found, owing to their supposed
pharmacological effects, such as Gokhshura, in Ayurvedic medicine, Ci Ji Li in traditional
Chinese medicine and, in Brazil, as natural Viagra® or Abrolho (Wang et al., 1996; Adaikan,
Gauthaman, & Prasad, 2001; Kostova & Dinchev, 2005; Androsten®, 2013).

This review aims to gather evidence about the role of TT on the reproductive
system, reproductive biology and its possible mechanisms of action, offer subsidies for the

evaluation of the safety of its use and point to new possibilities of research on the subject.

<Insert figure 1>

Effects of TT on Reproductive Biology

In many traditional medicines, TT is widely used as an aphrodisiac and is indicated
for cases of frigidity (without probable cause or caused by various health conditions), erectile
dysfunction and poor sperm quality. Studies on animals and humans have shown an important
role of the plant in several aspects of sexuality, reinforcing some of the ethnopharmacological
propositions, but not all, with some rather controversial propositions persisting.

Initially, efforts were focused on obtaining extracts from different parts of the plant
for the identification of its components, in view of the effects reported from its cultural use.
The first patent of herbal medicine produced from TT belongs to the Bulgarian pharmaceutical
industry Sopharma. Tribestan® is a drug developed through the extraction of TT, containing at
least 45% of protodioscin, a steroidal saponin, widely used in medical research and treatment
of sexual dysfunctions (Ismail et al., 2014). The saponins constitute a diverse group of natural
bioactive products found mainly in dicotyledons and some marine organisms, which behave
like amphipathic glycosides. They are isoprenoids, specifically derived from triterpenes or
steroids (Osbourn, Goss, & Field, 2011). In the case of TT, protodioscin can be found
throughout the plant, especially in the aerial parts, with a higher concentration in the fruits
(Mathur & Sundaramoorthy, 2013). Due to the fact that all the other components found in the
extract were believed to be pharmacologically inactive, the role of the TT-based drug was
attributed to protodioscin (Adaikan, Gauthaman, & Prasad, 2001).

The steroidal nature of protodioscin fueled the belief that it would be responsible
for changes in serum levels of steroid hormones. However, current research has pointed to new
mechanisms of action of the active principle, since the assertion that TT would increase levels
of sex hormones has found little support in the unbiased scientific literature. Next, we will

address such mechanisms and what the accessed literature says about them.
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Mechanism of action classically proposed: hormonal effects

The mechanism classically proposed for the action of TT in men includes three
main effects (Fig. 2): (1) stimulation of brain androgen receptors (AR), which would enhance
luteinizing hormone (LH) releasing by the pituitary, stimulating Leydig, Sertoli and
germinative cells, thus increasing the production of testosterone, the number of spermatids,
spermatocytes and spermatogonia (Androsten®, 2013; Qureshi, Naughton, & Petroczi, 2014;
Gauthaman & Adaikan, 2005). In this way, the increase of these brain AR would deceive the
body's hormonal control, making it interpret that the androgen rates are lower than they should,
leading to an increase in the production of endogenous testosterone (Qureshi, Naughton, &
Petroczi, 2014). (2) Simulation, by the protodioscin, of Sa-reductase enzyme, which is
responsible for the conversion of testosterone to dihydrotestosterone (DHT), which would act
not only on sexual behavior, but also on the production of red cells by bone marrow, muscle
development, circulation improvement, oxygenation and overall well-being (Chhatre et al.,
2014; Androsten®, 2013). (3) Elevation of the levels of dehydroepiandrosterone (DHEA),
which acts on the immune system and is responsible for a sense of well-being and better self-
esteem, and whose deficiency is related to erectile dysfunction (Androsten®, 2013; Adimoelja
& Adaikan, 1997).

In contrast, the claim that TT influences levels of testosterone or its precursors has
found little support in academia despite wide dissemination of this information on lay sites.
Most studies with positive results for this statement have been conducted with animals and
initial studies with humans are controversial and, when they indicate increased levels of sex
hormones, they do not extrapolate the normal physiological limits for these hormones (Neychev

& Mitev, 2016).

<Insert figure 2>

Regarding the first mechanism, it is difficult to find works that have studied the
expression of hormonal receptors in the brain related to TT consumption. A study by
Gauthaman and Adaikan (2005) showed a 67% increase in the localization of
dihydronicotinamide adenine dinucleotide phosphate diaphorase (NADPH-d) and 58% of AR
in rat brains. NADPH-d indicates the presence of neurons capable of signaling through the
release of nitric oxide (NO), synthesized from the enzyme nitric oxide synthase (NOS). The

authors attributed the elevation of the AR expression to the increase of testosterone, although
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this hormone was not dosed in the study. However, elevated concentration of androgens would
cause the reduction of the NOS-positive neuron marking, which contradicts the presented result.
The justification given by the authors is that TT raises the concentration of androgens, which is
compatible with the increase of AR, but does not prevent the aromatization of these hormones,
which can lead to higher levels of estrogens, which is compatible with the increase of NOS-
positive neurons (Gauthaman & Adaikan, 2005). This information is consistent with three
studies conducted by Brown and colleagues, which tested androstenedione (Brown et al., 2000;
Brown et al., 2001a) and androstenediol (Brown et al., 2001b) associated with other compounds
used to aid androgen gain and to prevent their aromatization. In this way, it would be possible
to avoid one of the main side effects of these hormonal therapies - estrogenization. In these
experiments, although, such auxiliary compounds, among them TT, were not able to avoid
aromatization.

Yin and coworkers tested the effect of TT on performance of strenuous exercise in
rats and determined that the protocol used increased the levels of testosterone in the blood and
AR in the gastrocnemius muscle and decreased levels of the insulin-like growth factor 1
receptor (IGF-1R) in the liver. The authors concluded that TT not only increases testosterone
levels, probably due to a change in signaling of the AR and IGF-1R axis, but also can increase
the localization of AR in target organs. In addition, the authors raise the possibility that
androgens can be produced locally in the skeletal muscle from their precursor DHEA, due to
the direct conversion of protodioscin into this androgen (Yin et al., 2016).

On the other hand, in a study conducted with rats who had estradiol valerate-
induced polycystic ovary syndrome (PCOS), TT showed anti-androgenic activity in vitro and
was able to attenuate the symptoms of PCOS, which is influenced by androgens, in a dose-
dependent manner. The authors argue that the herbal medicine may be able to reduce
testosterone levels, inhibit the transcriptional activity of AR, and thus prevent the physiological
response to androgens in vivo (Sandeep, Bovee, & Sreejith, 2015). This possibility casts doubt
on the ability of TT to alter the hormonal profile by increasing the expression and physiological
response of ARs.

The controversy also concerns the discussion related to the ability of TT in raising
LH levels (supplementary table 1). The oral consumption of TT influenced the levels of sex
hormones and gonadotrophins in rats induced to morphine dependence. With the exception of
follicle stimulating hormone (FSH), the dependence caused a decay of LH, testosterone,

estrogen and progesterone levels. TT was able to recover, at levels close to the control animals,
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all these hormones, except testosterone, which remained low although it showed a slight
improvement in relation to the dependent group (Moghaddam et al., 2013).

In another experiment, Sharma and colleagues tested the role of TT ethanolic
extract against the reproductive toxicity induced by a-cypermethrin in Wistar rats. It was
concluded that the herbal remedy is capable of recover the reproductive tissues from the damage
caused by the toxic agent through its ability to reduce oxidative stress and by raising the levels
of sex hormones and gonadotrophins (LH, FSH and testosterone). In this study, the authors
further determined that TT alone was able to increase the weight of the testes and epididymis
(which reflects the improvement in sperm production), improved the parameters analyzed for
semen quality and induced the activity of anti-oxidants enzymes (Sharma, Huq, & Singh, 2013).

Results in favor of the increase in LH levels were also obtained by studying the
aphrodisiac potential of a polyherbal formulation that included TT + six other herbs in albino
rats. In addition to LH, the preparation also elevated FSH and testosterone, improved sexual
behavior and performance, increased sperm count and the testis/body weight ratio (Sahoo et al.,
2014). However, since it is a formulation with several active principles, there is no way to know
the contribution of TT itself to the result found.

However, a large number of studies show that TT has no effect on LH levels or
even cause them to be reduced. When studying the influence of two dosages of TT on the
androgenic metabolism of young men, Neychev and Mitev concluded that the treatment did not
cause any change in the serum levels of testosterone, androstenedione or LH. Since DHEA is a
precursor of androstenedione, the authors also argue that the fact that androstenedione has not
increased with treatment suggests that TT is also not able to raise DHEA levels by simply
converting the protodioscin molecule (Neychev & Mitev, 2005).

Roaiah and colleagues published two studies analyzing the effect of TT on the
erectile function of men with partial androgen deficiency in advanced age (Roaiah et al., 2016a),
on the parameters of semen quality in men with infertility (Roaiah et al., 2016b), and in sex
hormone levels. In the first study, the authors observed that the treatment was efficient in
increasing total and free testosterone levels and improving erectile function, although no change
was observed in LH levels. Despite the promise of these data, in the second study TT was not
effective in the treatment of idiopathic infertility, since it did not improve the analyzed sperm
quality parameters, nor was it able to cause alteration in total and free testosterone or LH levels.
Similar results for these hormones were obtained in the study performed with patients
complaining of premature ejaculation. A combination of TT with tryptophan, Satureja montana

and Phyllanthus emblica was able to improve ejaculation control, but did not cause significant
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changes in testosterone and LH levels. The authors also concluded that the results obtained are
mainly due to the synergistic action of tryptophan and S. montana, and the influence of TT
remains uncertain (Sansalone et al., 2016).

A case report by Jameel and collaborators (2004) indicates an unexpected
possibility for TT according to the classic form of use. A man sought medical help for
presenting a persistent gynecomastia during the use of the herbal remedy. Laboratory tests
showed that the patient had a drastic reduction in the levels of LH, FSH and testosterone, which
were below normal physiological levels. After surgery for removal of the affected tissue and
discontinuation of TT consumption, hormonal levels were markedly elevated and returned to
normal physiological levels. As the medical picture did not recur, the authors concluded that
TT can cause hormonal imbalance, culminating in gynecomastia (Jameel et al., 2004).

The second hormonal mechanism proposed for the action of TT is related to the
elevation of DHT levels, due to the ability of the protodioscin molecule to facilitate the activity
of the enzyme Sa-reductase or even to replace it in this function. However, it is difficult to find
studies that have focused on the response of this hormone to TT (supplementary table 2).

In a study that analyzed the effect of TT on the hormonal levels of primates, rabbits
and normal and castrated rats, researchers determined that the plant is able to raise testosterone,
DHT and DHEA levels, and that this increase is more significant when the animals are in the
hypogonadal state (Gauthaman & Ganesan, 2008). This statement agrees with the possibility
that TT is more effective in maintaining hormonal balance than raising levels of certain
hormones (Androsten®, 2013). The results with primates showed the momentary increase in
testosterone and DHT levels after intravenous injection of TT extract, which returned to
baseline levels over time. The authors also report an increase in DHEA levels but, only in the
group with lower dosage and at an isolated moment of the analysis, this increase reaches a
significant difference in relation to the control, which makes this result inconclusive. In rabbits,
DHT levels were statistically increased, which was not observed with testosterone. In normal
rats, the increase in testosterone and DHT were not statistically significant. In castrated rats, TT
had half the ability to recover testosterone levels compared to testosterone cypionate. Similar
results were found for DHT, but the increase was not statistically significant. Despite the
conflicting results, the authors concluded that TT can be used in the treatment of erectile
dysfunction, having a positive effect on sex hormones, probably due to the presence of
protodioscin (Gauthaman & Ganesan, 2008).

In another study conducted with infertile men, Salgado and colleagues tested the

effect of TT on the quality and physiological parameters of sperm. In addition to the
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phytotherapeutic aid in fat loss and lean body mass gain, TT also increased DHT levels and
improved some aspects of semen, such as the time of liquefaction, concentration and motility
of spermatozoa. However, no change was observed in relation to the levels of DHEA, FSH,
LH, free testosterone or prolactin (Salgado et al., 2017).

Contrary to these results, Nahata and Dixit evaluated the inhibitory capacity of
herbal preparations over the enzyme Sa-reductase. The researchers concluded that TT is
efficient in inhibiting the action of this enzyme, especially when using the aqueous extract
(Nahata & Dixit, 2014). This result contradicts one of the classic mechanisms proposed for the
action of the phytotherapic, casting doubt on the enzymatic capacity of protodioscin in the
conversion of testosterone to DHT, a more potent and peripheral androgen and, consequently,
in raising the levels of this hormone in the blood.

The third form of action of TT would be related to the increase of DHEA
(supplementary table 3), due to the direct conversion of the protodioscin molecule, structurally
very similar to that androgen (Adimoelja & Adaikan, 1997). Another possibility in the role of
protodioscin in elevating DHEA levels is to stimulate the production of this hormone in the
steroid pathway by the adrenals: the active principle of TT would be able to directly increase
cyclic adenosine monophosphate (cAMP) levels, which can activate an esterase that acts in the
conversion of cholesterol to pregnenolone, which is a precursor of steroid hormones and can be
converted into DHEA (Gauthaman & Ganesan, 2008). Thus, by elevating DHEA levels, TT
would contribute to a good general health, good self-esteem and better performance of sexual
functions through the emotional and physiological mechanisms, due to the antagonistic effect
of DHEA on gamma aminobutyric acid (GABA), which produces an inhibitory effect on sexual
behavior (Gauthaman, Ganesan, & Prasad, 2003).

However, the claim that TT is able to raise DHEA levels are also controversial. In
a review published by Mackay in 2004, the author criticizes the fact that many papers rely on
this unsupported statement, based on poorly controlled experiments of questionable relevance.
In addition, the author argues that there is still no clarity in the relationship between oral intake
of DHEA and improvement in erection. Despite the TT's action on sexuality through steroid
production being plausible, it is still not well determined. Finally, the author recalls the
importance of considering multifactorial treatments, which recognize the importance of the
psychological, nervous, vascular and endocrine factors on sexual health, in an integrated way
(Mackay, 2004).

A study conducted in order to test the ability of TT to assist patients with erectile

dysfunction suggests that, although it did not interfere with testosterone, FSH, LH and prolactin
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levels, the herbal medicine was able to increase success in sexual relations of diabetic or non-
diabetic men by 60%, together with the increase in circulating DHEA (Adimoelja & Adaikan,
1997). The authors relate the improvement in performance to the elevation of this hormone, due
to the direct conversion of the protodioscin molecule.

Positive results were also obtained in a study that verified the efficacy and safety of
the use of TT in the treatment of sexual dysfunction in women in Brazil. Besides concluding
that the treatment was safe, since the adverse effects were rare and mild, the authors determined
that the phytotherapic is efficient, since it improved the sexual function score of these women
in standardized questionnaires and raised DHEA levels, despite of having caused the reduction
of serum levels of total and free testosterone (Gama et al., 2014).

On the other hand, Martino-Andrade and colleagues have determined that the
statement that TT has an androgenic and estrogenic effect in vivo is inconsistent. In addition to
not causing significant changes in testosterone and DHEA levels, the extract did not produce
stimulatory responses in the endocrine-responsive organs such as the prostate, seminal vesicle,
uterus or vagina in males and females of Wistar rats. In contrast, the lower dose used in the
study, 11 mg/kg body weight, improved the efficiency of spermatogenesis, since it increased
the number of spermatids resistant to homogenization (Martino-Andrade et al., 2010).

Similarly, in order to confront the defense of two athletes caught in the antidoping
test and who had stated that the alteration in the hormonal profile was due to the use of TT,
Saudan and colleagues studied the effect of the same herbal preparation on two volunteers. The
authors concluded that TT had no impact on the endogenous metabolism of testosterone, since
the use of the substance did not significantly alter the rates of the markers used in the urine
antidoping test, among which are products of the metabolism of LH and DHEA. These
compounds remained below the tolerated limit, making the athletes' defense unviable. The
authors conclude that TT cannot be considered as a direct precursor of testosterone nor an
endogenous testosterone stimulator agent (Saudan et al., 2008).

Finally, the literature on the effect of TT on testosterone itself is also conflicting
and evidence from well-controlled and impartial experiments in favor of the positive influence
of the herbal medicine on the levels of this hormone are scarce (supplementary table 4).

The analysis of the acute and chronic effect of the use of lyophilized aqueous extract
of TT on the sexual function of sexually sluggish albino rats showed that only chronic use was
able to raise testosterone levels. Added to this effect, gain of body and testes weight allowed
the authors to conclude that the extract has androgenic action. Chronic treatment was also able

to increase sperm count. The authors argue that the number of spermatozoa is expected to
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decline in cases of high testosterone levels due to the negative feedback mechanism, which did
not occur in this study. The explanation given by the authors is that the property delegated to
the TT to raise the levels of LH would have nullified the feedback. However, no dosage of LH
has been reported (Singh, Nair, & Gupta, 2012).

Shalaby and Hammouda studied the protective and antioxidant effect of TT
methanolic extract against sodium valproate-induced toxicity in the testes of rats. The treatment
raised the levels of testosterone, FSH and LH. In addition, the researchers determined that the
extract helped the weight gain of the testicles and seminal vesicles, improved some parameters
of semen quality and testicular activity in intoxicated rats, alleviating the degenerative effects
of sodium valproate. These findings allowed the authors to conclude that TT methanolic extract
may act indirectly in increasing testosterone production and improve sexual performance and
semen quality parameters through its antioxidant action, protecting the tissues responsible for
the production of the hormone (Shalaby & Hammouda, 2014).

Other studies, however, cast doubt on this property of TT over testosterone. The
influence of herbal medicine on erectile dysfunction and the impact on serum androgen levels
were tested in 30 healthy and voluntary patients, divided into two groups: experimental (800
mg TT per day, two doses) or placebo. Both groups showed improvement in sexual life
satisfaction, but without significant differences between them. The testosterone levels did not
change, which allowed the authors to establish that TT is not efficient in the treatment of erectile
dysfunction and that the improvement observed in the treatment is due to the placebo effect
(Santos Jr et al., 2014).

In another procedure, the protective effect of TT on the spermatogenesis of rats
submitted to metronidazole application was evaluated. The application of this drug caused a
decrease in testis weight, spermatogenesis, antioxidant enzyme activity, testicular function and
increased lipid peroxidation. Although the lower dosage (100 mg/kg/day) showed a partial
recovery of the analyzed aspects and the higher dosage (200 mg/kg/day) promoted total
recovery, similar to the control group, none of the treatments were able to alter levels of
testosterone. The researchers therefore argue that TT is able to reduce oxidative stress, probably
because of the flavonoids that act in the stabilization of free radicals, interrupting the chain
reaction of oxidation, and not due to the steroidal saponins (Kumari & Singh, 2015).

Souza and colleagues analyzed the influence of TT on the sexual desire disorder of
postmenopausal women. The scores in the questionnaires increased, indicating improvement in
the quality of the sexual life of the patients. However, the same was observed both in the

experimental group and in the placebo group. The authors suggest that there is an increase in



45

free and bioavailable testosterone. Nevertheless, the variations are minimal and very similar to
that observed in the placebo group, which makes the conclusion in favor of the TT questionable
(de Souza, Vale, & Geber, 2016). Table 1 summarizes other studies consulted that address the
effects of TT on the levels of some target hormones.

<Insert table 1>

Behavioral analyzes and non-hormonal effects

According to behavioral analyzes, both in humans and in experimental models,
there is great agreement about the ability of TT to perform some function in libido and erection.
In 2015, Campanelli et al. reported a case of a patient with priapism who maintained an erection
for about 72 hours after TT consumption, reinforcing its relationship with sexual performance.
The patient did not use other drugs and had never been treated with a 5-phosphodiesterase
inhibitor, one of the main treatments for sexual dysfunction currently available. In this case, the
patient presented sagging glans and spongy body, with evident tumescence in the corpora
cavernosa (CC) (Campanelli, de Thomasis, & Tenaglia, 2015). Several studies show results of
improvement in the satisfaction of men and women submitted to treatments of sexual
dysfunctions with TT (supplementary table 5).

The administration of TT in 60 women who declared themselves to be sexually
unfit, despite being still in the fertile years, led to increased sexual interest based on increased
libido (Akhtari et al., 2014). Another study on the effect of TT on the sexual function, conducted
with the application of two standardized questionnaires, allowed to conclude that, after 90 days,
the administration of a daily dose of 750 mg (250 mg three times a day) is effective in the
treatment of postmenopausal women. The treatment improved sexual interest, arousal and
comfort in the questionnaire developed specifically for Brazilian women, and also indicated
improvement in lubrication, orgasm and sensations in the internationally standardized
questionnaire (Postigo et al., 2016). In this study, about one-third of the women in the placebo
group also reported improvement in some indicators, reinforcing the psychological factor
linked to satisfaction with sexual life. Similarly, other studies have shown positive results for
the improvement of sexual satisfaction and performance of men (Adimoelja & Adaikan, 1997,
Roaiah et al., 2016a). There are also cases in which the administration of TT combined with
other compounds in herbal preparations also presented promising results. However, these
studies do not allow to know the actual interference caused by the herbal remedy itself

(Sansalone et al., 2014 and 2016).
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Similarly, behavioral studies using animals show that TT is able to increase libido
and mating frequency, shorten the interval between attempts and recovery time after ejaculation
(Singh, Nair, & Gupta, 2012; Gauthaman, Ganesan, & Prasad, 2003; Frydrychov4 et al., 2011;
Gauthaman, Adaikan, & Prasad, 2002; Sahin et al., 2016). These findings reinforce TT's ability
to influence libido, serving as a stimulant and reaffirming the herbal's ability to improve sexual
performance.

In these cases, the major controversy lies in the means by which the herbal remedy
would actually act. If the hormonal function was not clear, how could TT interfere positively
with sexuality? Animal studies have shed light on a new possibility that has gained prominence
in recent research: the role of TT in the metabolism of NO, which can be independent of the
concentration of androgens. At the moment of erection, vasodilation allows greater irrigation
of the CC, ensuring penile turgidity. It is known that NO is a vasodilator and that its release
occurs through the action of the enzyme NOS, present in endothelial cells and parasympathetic
nerves. The NO diffuses into the smooth muscle cells of the CC, activating the enzyme
guanylate cyclase, which converts guanosine triphosphate (GTP) to cyclic guanosine
monophosphate (cGMP), whose increase in concentration causes relaxation of the arteries and
increased blood influx in the CC (Mackay, 2004).

A series of animal experiments showed that TT is able to stimulate NOS activity,
increasing NO release and, consequently, facilitating relaxation of muscle tissue in the CC and
increasing intracavernous pressure (ICP) (supplementary table 6). Gauthaman and colleagues
evaluated the effect of TT on ICP in normal and castrated rats. Castration reduced the body and
prostate weight, as well as ICP, which was reversed with the introduction of testosterone alone
or TT alone (Gauthaman, Adaikan, & Prasad, 2002). In another study, the researchers tested
three different doses of TT and determined that it improved behavioral parameters and
increased ICP. The team also noted that the response occurs at the lowest dosage and that
increasing dosage does not imply a greater response. Although they did not measure
testosterone levels, the authors attributed the observed results to the increase in levels of this
hormone, which would cause an increase in NO release and, consequently, an improvement in
erection (Gauthaman, Ganesan, & Prasad, 2003).

Adaikan and coworkers isolated straps of the CC tissue from rabbits that received
different doses of TT orally. Analysis of the strips revealed that, alone, TT had no discernible
effects on tissue. However, after undergoing pre-contraction in noradrenaline, the strips were
submitted to three mechanisms of relaxation: stimulation by electric field, acetylcholine and

nitroglycerin. In these three situations, the strains from rabbits that received the TT had the
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relaxation facilitated in relation to the control, and in a dose-dependent manner. Thus, it is
concluded that TT has pro-erectile activity probably by stimulating the release of NO by the
endothelium and nitrergic nerve endings, facilitating relaxation of the arteries (Adaikan et al.,
2000).

In a similar experiment, researchers sought to investigate the effect of TT and its
mechanism of action on rabbit CC relaxation in vitro. After prior phenylephrine-induced
contraction of tissue, the introduction of TT promoted the increase of ICP in a dose-dependent
manner, increasing relaxation of smooth muscle tissue cells. This response was abrogated when
the endothelium was removed from the tissue or when the material was treated with L-arginine
methyl ester (L-NAME), a NOS inhibitor. The increase in ICP was also observed in vivo. The
results allowed to conclude that the TT interferes in the pathway of NO release by endothelial
cells and nerve endings. However, contrary to what was expected, it was not observed the
increase of cGMP, but of cAMP. Thus, although the NOS/NO mechanism is involved, it can
use metabolic pathways independent of cGMP (Do et al., 2013). Very similar responses had
been reported by Kam et al. (2012) in a similar experiment, indicating the importance of
endothelium as a site of action for TT via NOS, and the involvement of cAMP signaling (Kam
et al., 2012).

Although not focusing on reproductive biology, an experiment that tested the
antihypertensive and vasodilatory capacity of TT in hypertensive rats corroborates these
findings. In the study, both the aqueous and ethanolic extracts of TT showed promising results,
the first being the most effective in fighting hypertension. The results were partially
compromised in vitro by adding L-NAME or potassium chloride (KCl), and completely
abolished by adding L-NAME + KCI (together). These results reinforce the antihypertensive
and vasodilatory capacity of TT, apparently by facilitating the relaxation of smooth muscle
cells, possibly involving NO release and membrane hyperpolarization (Phillips, Mathew, &
Oriowo, 2006).

Another aspect to consider when we question the action of TT in reproductive
biology is the antioxidant property attributed to the plant. If this ability is confirmed, we can
attribute a protective role of the herbal remedy to the reproductive organs, which may reflect
the improvement of the production of sex hormones (and not simply their indiscriminate
increase), the improvement of sexual functions and the quality parameters of the reproductive
mechanism system as a whole (supplementary tables 7 and 8).

The analysis of the protective effect of TT on testicular damage caused by cadmium

in vitro and in vivo using rats showed that, although not as efficient as a-tocopherol, the herbal
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medicine has some antioxidant capacity and has helped to reduce damage, avoiding inhibition
of antioxidant enzymes and lipid peroxidation (Rajendar et al., 2011). Khaleghi and colleagues
added TT directly to human sperm in vitro and found that at doses of 40 pg/ml and 50 pg/ml, it
increased motility, number of active sperm, activity time and viability. No effect was observed
on DNA fragmentation. The authors suggest that trace elements present in the plant, such as
calcium and zinc, may act in the inactivation of enzymes, in the stabilization of the nuclear
chromatin and in the protection against free radicals, preserving the spermatozoa (Khaleghi et
al., 2016).

In another study that compared three different herbal preparations and their
influence on sexual functions, serum biochemical parameters, oxidative stress, and levels of
nuclear factor kappa B (NF-kB), nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and heme
oxygenase 1 (HO-1) in the reproductive tissues of rats, the researchers determined that TT
showed the highest efficacy in sexual behavior and antioxidant properties. The authors also
suggest that TT improves sexual function by activating the Nrf2/HO-1 pathway, which works
to protect tissues against oxidation, and by inhibiting NF-kB levels, involved in the cellular
response to stress (Sahin et al., 2016). Other publications that have also analyzed the antioxidant
potential of TT have already been addressed in this paper and confirm the protective action of
TT by elevating the labeling of antioxidant enzymes, increasing the localization of markers of
testicular function, reducing lipid peroxidation, improving quality parameters or reducing
degenerative effects of toxic agents administered to the experimental models (Sharma, Huq, &
Singh, 2013; Shalaby & Hammouda, 2014; Kumari & Singh, 2015). Table 2 summarize other
studies consulted on the effect of TT on sexual behavior, erectile functions, testes function and

semen quality parameters.

<Insert table 2>

Some experiments were conducted with non-mammalian animals (supplementary
table 9). Two intriguing experiments with TT added to the water of fish of the genus Poecilia
resulted in a greater masculinization of the offspring, higher fish growth rate and histological
alterations of the gonads, which started to present all phases of spermatogenesis, indicating an
increase in sperm quality (Cek, Turan, & Atik, 2007; Kavitha, Ramesh, & Subramanian, 2012).
TT also showed positive effects on some characteristics of the reproductive capacity of Guinea

fowl, increasing laying events, eggs and yolk mass, shell thickness and weight, left testicle mass
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and fertility of eggs (Nikolova et al., 2010). Table 3 shows some other experiments that indicate

positive results for the effects of TT on the reproductive biology of females.

<Insert table 3>

Discussion

As exposed so far, the controversy about the hormonal effects classically proposed
for the action of the herbal remedy Tribulus terrestris is set. The first scientific data in this sense
came from a pharmaceutical group in Bulgaria and attested that the plant was responsible for
increasing libido, raising testosterone in the blood, improving spermatogenesis and sexual
function (Pokrywka et al., 2014). However, there are not yet sufficient scientific evidence to
support this statement. And on that, there is much to consider.

Several authors believe that a possible explanation for the range of controversial
results on the action of TT is that there is no standardization of the experiments performed with
the plant. Each of the carried-out researches has different experimental models, at different
ages, experimental and health conditions, using different dosages and application forms,
different times of treatment and formulations, ranging from pure and raw TT, to that processed
by pharmaceutical industries and or combined (sometimes even contaminated) with other
components, often with recognized androgenic power, which would invalidate the action of the
TT itself. Different types of hormones are also analyzed, which makes comparative analysis
difficult: total or free, serum or excreted in the urine, etc. In addition, it is proven that there are
some differences in composition between plants harvested in different geographic regions and
products obtained from different extraction forms, and in some cases the extract may not present
protodioscin, initially crowned as the active molecule of the plant (Kostova & Dinchev, 2005;
Dinchev et al., 2008; Ivanova et al., 2011; Chhatre et al., 2014; Qureshi, Naughton, & Petroczi,
2014; Neychev & Mitev, 2016).

In many studies, the discussion of the results found is based on traditional
statements, i.e. explanations based on tradition, religion or culture are used as the cause or
consequence of the results found. It is not uncommon to find studies that affirm the androgenic
potential of TT without even performing hormonal dosages in experimental groups, supported
by previous records, often without clear references. There are cases where there is a lack of
information on the instruments used in the evaluations. There are records in the literature of
works that resorts to usual nomenclatures and procedures in traditional medicine, that are based

on dogmatic affirmations regarding the use of the herb, presenting then as scientific issues.
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There are studies that are endorsed or stimulated by drug companies that give the drug to the
experiments. There are experiments that, despite testing placebos and noticing similar results
to experimental groups, conclude the study by stating the supposed effect of treatment. Thus, it
is difficult to assert with confidence the impartiality of the studies and the total absence of
conflicts of interest.

Despite all this controversy surrounding the mechanism by which the herbal remedy
acts on hormone metabolism, there is consistent evidence for TT interference in other aspects
of reproductive biology that merit attention, and may become the focus of future studies with
the plant. Therefore, it seems plausible to believe that it has some influence on reproductive
biology. This is because, although insufficient evidence has been obtained to prove some
pharmacological propositions, most of the studies about this herbal medicine show positive
results on reproductive aspects, such as improvement in sexual performance and satisfaction,
improvement of male and female gametogenesis, and reduction of damage caused by toxic
agents to the reproductive tissues.

Consideration should be given to the possibility that the effects of TT may be the
result of combined mechanisms rather than a single mechanism alone. Thus, the prominence
given to protodioscin may be inadequate, since many other molecules, including other steroidal
saponins, have been described (Xu et al., 2001; Kostova et al., 2002; Sun et al., 2002; Huang et
al., 2003; Lv et al., 2008; Xu et al., 2008; Su et al., 2009; Xu et al., 2009; Liu et al., 2010;
Kozlova, Perederiaev, & Ramenskaia, 2011; Chen et al., 2012). Likewise, we should consider
the influence of several factors on the quality of sexual life, such as stress, anxiety, social
pressure, use of substances such as alcohol, smoking and other drugs, depression etc. The
positive results achieved by placebos groups, although not as expressive as the experimental
groups, illustrate the psychological effect that patients present in believing that they are trying
to solve problems in sexual health, that can have multifactorial origins and not be exclusively
linked to sex hormones levels. Wang and colleagues, for example, have shown that TT is able
to reduce markers and hormones related to stress and depression, whose alteration was induced
by mild chronic stress in rats. This possible antidepressant action probably acts on the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis and may influence sexual disposition and performance
(Wang et al., 2013).

It should also be emphasized the importance of the conscious use of natural
substances, which can pose risks as much as synthetic substances, especially in cases where the
performance of the compounds involved is not clear, such as TT (Qureshi, Naughton, &

Petroczi, 2014). The genus Tribulus is among those considered of low risk, however, data on
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its action, efficacy and safety are still few and emergent (West & Krychman, 2015). There are
reports of cases in which TT consumption has caused reactions that are very different from
those expected, such as the case of gynecomastia discussed in this paper (Jameel et al., 2004) -
TT is used to avoid estrogenization by athletes - or the case of the young man who presented
severe hyperbilirubinemia followed by acute renal failure and bile traces in the renal tubules
(Ryan et al., 2015) - TT is used as a diuretic and in the prevention of kidney problems. Power
and Setzer showed that five compounds present in TT were able to interact in vitro with estrogen
receptors ERa and ERP. This finding opens the possibility that these compounds can act as
endocrine disrupters, provoking adverse effects when they bind to these receptors, inactivating
them or triggering responses even in the absence of hormones, and may even act as growth
promoters of estrogen-dependent tumors (Powers & Setzer, 2015).

Finally, the role of TT in reproductive biology is still a field to be explored, so that
its effects, mechanisms, safety against use and efficacy in the treatment of sexual dysfunctions
remain intriguing. The influence of plant use on sex hormone levels is not yet clear because of
the conflicting data in this regard, especially with regard to TT influence on DHT, about which
we have little information. Nor are the mechanisms by which sex hormones respond to TT. The
true role of protodioscin in these responses is not yet known. Lastly, it is important to pay more
attention to the indiscriminate use of natural substances, as there is a growing demand for this
type of treatment, which is exacerbated by the diffusion of unreliable information on the

Internet, the main means of communication of actuality.

Conclusion

Although widely reported, TT's ability to influence sex hormone levels does not
find a strong foundation in the literature. However, effective responses obtained from the use
of the phytotherapic in reproductive biology are numerous, which guarantees the research in
this area a promising future. New research that tries to explain how these answers are possible
will be of great value to offer subsidies that assure the effectiveness of the herbal medicine.
Important lines of research in this regard include: the erection mechanism involving nitric oxide
metabolism and the participation of cCAMP and cGMP in these mechanisms; the antioxidant
potential of TT in reproductive tissues and the consequence of this effect on the production of
sex hormones; the safety of the use of TT, in view of its potential capacity to act as an endocrine
disrupter and interfere with hormonal responses that influence reproductive biology; the
possibility of TT presenting local effect, interfering in the functioning of specific structures, but

not presenting a systemic effect, such as the elevation of hormones in the blood; and the specific
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role of protodioscin, with studies that prove the effect of the molecule, taken as the active

principle of TT, alone.
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Legends of the figures

Figure 1: Aerial parts of Tribulus terrestris, family Zygophyllaceae. The species, especially the
aerial parts, is widely used in traditional medicines as an aphrodisiac. It is commonly found in

the Mediterranean, in regions of desert and subtropical climate.

Figure 2: The three main pathways with hormonal effects delegated to the protodioscin
molecule, a steroidal saponin present in the extract of the plant Tribulus terrestris, considered,
for a long time, the main active principle of the herbal remedy. (1) Stimulation of cerebral
androgen receptors (AR) and increased release of luteinizing hormone (LH); (2) increased
activity of the enzyme Sa-reductase and the reduction of testosterone into dihydrotestosterone

(DHT); (3) conversion of the protodioscin molecule to dehydroepiandrosterone (DHEA).
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Figure 1. Aerial parts of Tribulus terrestris. Lopes-Silva DA.

(Tribulus terrestris)
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Figure 2. The three main pathways with hormonal effects delegated to protodioscin. Lopes-

Silva DA.

Simulates 5a-reductase
enzyme

Stimulates cerebral ARs

Increases pituitary LH Increases conversion of
releasing testosterone to DHT

Testicl DHT is a potent androgen
esticies that acts on androgen
sensitive organs

Directly converted into
DHEA (structural similarity)

Increases DHEA levels in the
blood

DHEA is a weak androgen
whose deficiency is related
to sexual dysfunction
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Table 1: Other experiments with Tribulus terrestris (TT) and the effects observed on the levels

of some target hormones.

Author

Experimental models and main results

Brown et al., 2000
Adaay & Mosa, 2012

Sahin et al., 2016

Brown et al., 2001a

Brown et al., 2001b

Brown et al., 2000
Brown et al., 2001a

Brown et al., 2001b

Rogerson et al., 2007

Sansalone et al., 2014
Sahin et al., 2016

Luteinizing Hormone (LH)
Men: no statistically significant changes.
Swiss white mice: according to the author, it was found a remarkable increase in
LH levels in the two experimental groups compared to the control. However, there
is no statistically significant changes.
Sprague-Dawley rats: no statistically significant changes.

Dihydrotestosterone (DHT)
Men: DHT levels increased after supplementation compared to day 0 within groups
of the same age, although it is not possible to identify the contribution of TT itself
to this result.
Men: DHT levels increased after supplementation compared to day 0 within groups
of the same age, although it is not possible to identify the contribution of TT itself
to this result.

Testosterone

Men: no statistically significant changes.
Men: no statistically significant changes in total testosterone. Free testosterone
levels increased after supplementation compared to day 0 within groups of the same
age, although it is not possible to identify the contribution of TT itself to this result.
Men: no statistically significant changes in total testosterone. Free testosterone
levels increased after supplementation compared to day O within groups of the same
age, although it is not possible to identify the contribution of TT itself to this result.
Men: no statistically change in testosterone/epitestosterone rate was observed,
which indicates that there were no changes in metabolism of these hormones.
Men: no statistically significant changes.
Sprague-Dawley rats: testosterone levels were 1.76-fold higher than observed in
control. Data were statistically significant.
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Table 2: Other experiments with Tribulus terrestris (TT) and its effects on sexual behavior,

erectile function, semen quality parameters and testes function.

Author

Experimental models and main results

Kistanova et al., 2005

Bashir et al., 2009

Kam et al., 2012

Kistanova et al., 2005

Bashir et al., 2009

Frydrychovd et al., 2011

Kavitha & Subramanian,
2011

Karimi Jashni,
Malekzadeh Shiravani, &
Hoshmand, 2012

Mathur &
Sundaramoorthy, 2013

Sexual behavior and erectile function
Rams: all animals showed a good libido and the influence of age seems to be more
determinant than TT supplementation on sexual behavior. It was observed a
positive effect of TT in mature rams, reducing the duration of sexual reflexes.
Statistical analyzes were not explicit.
Albino rats: TT has a complex stimulating effect on germinative and endocrine
functions of the testes producing its precocious development and anticipating
puberty.
In vitro and Sprague-Dawley rats: TT alone or combined with Cornus officinalis
showed a concentration-dependent relaxation effect on the CC in an organ bath and
an increase in ICP in vivo, which means that TT may improve erectile function.
Data ere statistically significant.

Testes function and semen quality parameters

Rams: significant improvement in semen quality by increasing sperm count and
concentration, increasing viability, motility, survival rate, and fertility.
Albino rats: statistically increased testes weight and seminiferous tubule diameter
indicate increased spermatogenesis.
Boars: treatment caused increase in sperm concentration, abnormal sperm count
and concentration of Mg ions, besides volume reduction, although it is not possible
to identify the contribution of TT itself to this result. Results were statistically
significant.
Fish (Poecilia latipinna): increased body and testicular weights and altered levels
of enzymes reflect increased testicular activity:
ALP and ACP - improvement in spermatogenesis
SDH and LDH - germ cell and epithelial maturation
G6PDH - improvement in Leydig cell function
Data were statistically significant.

Wistar rats: statistically increased number of primary spermatocytes at a dose of 10
mg/kg could contribute to increased sperm count.

Mice: reduction of testis and epididymis weight, damage to testicular
histoarchitecture and drastic reduction of sperm density reflect damage to
spermatogenesis probably caused by androgenic effects of TT, as a result of
negative feedback. There is no mention to statistical analyses in the results of the
bioassay.

Footnote: ICP - intracavernous pressure; CC - corpora cavernosa; ALP - alkaline phosphatase;

ACP - acid phosphatase; SDH - succinate dehydrogenase; LDH - lactic dehydrogenase; G6PDH

- glucose-6-phosphate dehydrogenase.
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Table 3: Other experiments with Tribulus terrestris (TT) and observed effects on the

reproductive biology of females.

Author

Experimental models and main results

Nikolova et al., 2010

Dehghan, Esfandiari, &
Bigdeli., 2012

Esfandiari et al., 2011

Adaay & Mosa, 2012

Sandeep et al., 2015

Abadjieva & Kistanova,
2016

Guinea fowl: TT significantly increased egg laying, egg weight and egg yolks, shell
weight and thickness, and fertility.

Wistar rats: TT significantly ameliorated PCOS induced in the experiments,
increased the number of corpora lutea and primary and secondary follicles,
returning the ovarian activity.

Wistar rats: treatment significantly increased the number of corpora lutea and the
diameter of the theca interna, anticipated puberty and increased the number of
secondary follicles in a dose-dependent manner.

Swiss albino mice: 2 weeks - the two dosages statistically increased the number of
growing follicles, the diameter of mature follicles, height and number of
endometrial glands. 4 weeks - significant increase of body mass and reproductive
organs, endometrium and glands in both doses. Treatments reduced estradiol levels,
but with no statistical difference.

In vitro and Sprague-Dawley rats: TT significantly attenuated the symptoms of
PCOS in a dose-dependent manner, helped to regulate high levels of estradiol and
progesterone and increased the number of corpora lutea, normalizing the estrous
cycle at the highest dose.

New Zealand rabbits: treatment caused ovarian mass gain, increased maternal
instinct and offspring survival, increased follicle density. It elevated the expression
of GDF-9, which favors fertility. Evidence that TT has epigenetic effects on
folliculogenesis. Results are statistically significant.

Footnote: PCOS - polycystic ovary syndrome; GDF-9 - growth differentiation factor 9.
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Supplementary Table 1. Tribulus terrestris and effects observed on levels of luteinizing hormone.

Author Experi 1 Model Dosages and Administration Main Results
Libilov®
11\94:‘9"7“ weln €5 Adkiltem, Men 30:;12130 iy No statistically significant changes.
3 weeks
Andro-6®
Daily dose: 150 mg DHEA + 300 mg
androstenedione + 300 mg indole-3-carbinol
+ 450 mg saw palmetto + 750 mg TT. Acute
Brown et al., 2000 Men administration: one-third of daily dose; No statistically significant changes.

Jameel et al., 2004

Neychev & Mitev, 2005

Saudan et al., 2008

Adaay & Mosa, 2012

Moghaddan et al., 2013

Sharma, Huq, & Singh,
2013

Sahoo et al., 2014

Case report. one man

Men

‘Women

Swiss White mice

Wistar rats

Wistar rats

Swiss albino rats

Interruption of supplementary table 1>

< Continuation of supplementary table 1:

Shalaby & Hammouda,
2014

Roaiah et al., 2016a

Roaiah et al., 2016b

Sahin et al., 2016

Salgado et al., 2016

Sansalone et al., 2016

Sprague-Dawley rats

Sprague-Dawley rats

supplementation during resistence training:
daily dose during weeks 1-2, 4-5, 7-8
Orally

8 weeks

Brand, dose and treatment time not informed
Orally

Dry extract

10 mg and 20 mg/kg

Orally

4 weeks

Tribestam®

3 x 500 mg/day

Orally

2 consecutive days

Aqueous extract

100 mg and 200 mg/kg/day

Orally

2 or 4 weeks

Plant-mixed pelleted food

6.25% feed proportion

Orally

4 weeks

Ethanolic extract

100 mg/kg/day

Orally

28 days

Prepared Herbal Formulation (TT + six other
herbs)

150 mg, 300 mg and 600 mg/kg/day
Orally

3 weeks

Methanolic extract of dried fruit

2.5 mg, 5 mg and 10 mg/kg/day

Orally

60 days

Ethanol, methanol, acetonitrile or hexane
extract

3 x 250 mg/day

Orally

3 months

Ethanol, methanol, acetonitrile or hexane
extract

3 x 250 mg/day

Orally

3 months

Hydro-methanolic extract of dried fruit
300 mg/kg/day

Orally

8 weeks

Androsten®

3 x 250 mg/day

Orally

84 days

EiacuMev® (Satureya montana + TT +
Phyllanthus emblica + Cardamom + L-
tryptophan + ascorbic acid + vitamin PP +
vitamin B1 + vitamin B6)

300 mg/day

Orally

3 months

LH presented under normal levels during TT intake and returned to normal
levels after interrupting the use.

No statistically significant changes.

No statistically significant changes.

According to the author, it was found a remarkable increase in LH levels in the
two experimental groups during the two periods of the experiment compared
to the control groups. However, there is no statistically significant changes.

The dependence on morphine caused lower LH levels. TT was able to recover
LH concentrations beyond that provided by the control group. Differences
were statistically significant.

Treatments of a-cypermethrin-intoxicated rats with TT significantly increased
serum LH levels when compared with the intoxicated control group. TT alone
caused statistically increased LH levels when compared to experimental
control.

LH levels increased in a dose-dependent manner, although it is not possible to
identify the contribution of TT itself to this result.

Pre-treatments of sodium valproate-intoxicated rats with TT significantly
increased serum LH levels when compared with the intoxicated control group,
in a dose dependent fashion.

No statistically significant changes.

No statistically significant changes.

No statistically significant changes.

No statistically significant changes.

No statistically significant changes.
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Supplementary Table 2. Tribulus terrestris and effects observed on levels of dihydrotestosterone.

Author Experi tal Model Dosages and Administration Main Results
DION®
Daily dose: 300 mg androstenedione + 150
mg DHEA + 540 mg saw palmetto + 300 mg ~ DHT levels increased after supplementation compared to day 0 within groups
Brown et al., 2001a Men indole-3-carbinol + 625 mg chrysin + 750 mg  of the same age, although it is not possible to identify the contribution of TT
TT, divided in three times a day itself to this result.
Orally
28 days
AND-HB®
Daily dose: 300 mg androstenediol + 480 mg
saw palmetto * 450 mg mdole-3-car!)mol + DHT levels increased after supplementation compared to day 0 within groups
300 mg chrysin + 1500 mg gamma linolenic L . . . M
Brown et al., 2001b Men . Lo . of the same age, although it is not possible to identify the contribution of TT
acid + 1350 mg TT, divided in three times a . . R
itself to this result.
day
Orally
28 days
TT (Sopharma, Bulgaria & Tegushindo,
. Infionesia) Primates: DHT presented statistically higher between 15 and 30 minutes after
Gauthaman & Ganesan, \FETEEES AL 7/ g, 18 mpg et S0 mlies, injection in the three dosages.
? New Zealand white rabbits  intravenously at the time of the experiment .

2008

Salgado et al., 2016

Sprague-Dawley rats

Rabbits: 2.5 mg, 5 mg and 10 mg/kg, orally, 8
weeks

Rats: 5 mg/kg, orally, 8 weeks

Androsten®

3 x 250 mg/day

Orally

84 days

Rabbits: DHT presented statistically higher in doses 5 mg and 10 mg
Rats: no statistically significant changes in both normal and castrated groups.

Blood serum concentrations of DHT increased significantly between days 0 and
84.
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Supplementary Table 3. Tribulus terrestris and effects observed on levels of dehydroepiandrosterone.

Author Experimental Model Dosages and Administration Main Results

Dry extract
. 10 mg and 20 mg/kg According to authors, DHEA is a precursor of androstenedione, which did not
Neychev & Mitev, 2005 Men Orally change, suggesting that there was no increase in DHEA levels.
4 weeks

Tribestam®

3 x 500 mg/day
Orally

2 consecutive days

Saudan et al., 2008 ‘Women No statistically significant changes.

Androsten®

3 x 250 mg/day
Orally

90 da

Gama et al., 2014 ‘Women TT caused statistically elevated DHEA-S in the blood of post-treated women.
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Author

1 Model

istration

Main Results

Experi

Dosages and Ad.

Brown et al., 2000

Brown et al., 2001a

Brown et al., 2001b

Jameel et al., 2004

Neychev & Mitev, 2005

Rogerson et al., 2007

Gauthaman & Ganesan,
2008

Case report: one man

Men

Primates

New Zealand white rabbits

Sprague-Dawley rats

Interruption of supplementary table 4>

< Continuation of supplementary table 4:

Saudan et al., 2008

Martino-Andrade et al.,
2010

Singh, Nair, & Gupta,
2012

Moghaddan et al., 2013

Sharma, Huq, & Singh,
2013

Gama et al., 2014

Sahoo et al., 2014

Sansalone et al., 2014

Santos Junior et al., 2014

Shalaby & Hammouda,
2014

‘Women

Wistar rats

Albino Wistar rats

Wistar rats

Wistar rats

‘Women

Swiss albino rats

Men

Sprague-Dawley rats

Interruption of supplementary table 4>

Andro-6®

Daily dose: 150 mg DHEA + 300 mg
androstenedione + 300 mg indole-3-carbinol +
450 mg saw palmetto + 750 mg TT. Acute
administration: one-third of daily dose;
supplementation during resistence training: daily
dose during weeks 1-2, 4-5, 7-8

Orally

8 weeks

DION®

Daily dose: 300 mg androstenedione + 150 mg
DHEA + 540 mg saw palmetto + 300 mg indole-
3-carbinol + 625 mg chrysin + 750 mg TT,
divided in three times a day

Orally

28 days

AND-HB®

Daily dose: 300 mg androstenediol + 480 mg
saw palmetto + 450 mg indole-3-carbinol + 300
mg chrysin + 1500 mg gamma linolenic acid +
1350 mg TT, divided in three times a day
Orally

28 days

Brand, dose and treatment time not informed
Orally

Dry extract

10 mg and 20 mg/kg

Orally

4 weeks

TT (Body Science)

450 mg/day

Orally

5 weeks

TT (Sopharma, Bulgaria & Tegushindo,
Indonesia)

Primates: 7.5 mg, 15 mg and 30 mg/kg,
intravenously at the time of the experiment
Rabbits: 2.5 mg, 5 mg and 10 mg/kg, orally, 8
weeks

Rats: 5 mg/kg, orally, 8 weeks

Tribestam®

3 x 500 mg/day

Orally

2 consecutive days

Androsten ®

11 mg, 42 mg and 110 mg/kg/day
Gavage

7 days

Lyophilized aqueous extract of the dried fruits
50 mg and 100 mg/kg

Orally

Acute study: 50 minutes before mating
Chronic study: once a day for 14 days
Plant-mixed pelleted food

6.25% feed proportion

Orally

4 weeks

Ethanolic extract

100 mg/kg/day

Orally

28 days

Androsten®

3 x 250 mg/day

Orally

90 days

Prepared Herbal Formulation (TT + six other
herbs)

150 mg, 300 mg and 600 mg/kg/day
Orally

3 weeks

Tradamix TX1000®

2 tablets a day (1 tablet: 300 mg Ecklonia
bicyclis + 450 mg TT + 250 mg glucosamine
oligosaccharide)

Orally

3 months

TT dry extract

2 x 400 mg/day

Orally, with empty stomach

30 days

Methanolic extract of dried fruit

2.5 mg, 5 mg and 10 mg/kg/day
Orally

60 days

No statistically significant changes.

No statistically significant changes in total testosterone.

Free testosterone levels increased after supplementation compared to day 0
within groups of the same age, although it is not possible to identify the
contribution of TT itself to this result.

No statistically significant changes in total testosterone.

Free testosterone levels increased after supplementation compared to day 0
within groups of the same age, although it is not possible to identify the
contribution of TT itself to this result.

Testosterone presented under normal levels during TT intake and returned to
normal levels after interrupting the use.

No statistically significant changes.

No statistically change in testosterone/epitestosterone rate was observed,
which indicates that there were no changes in metabolism of these hormones.

Primates: testosterone presented statistically higher between 15 and 30
minutes after injection in the three dosages.

Rabbits: No statistically significant changes.

Rats: No statistically significant changes in normal rats. However, TT
prevented the decrease caused by castration.

No change in urine testosterone metabolite rates indicates that there were no
changes in the levels of this hormone.

No statistically significant changes.

Chronic use significantly increased serum testosterone levels in both doses
when compared to control group.

The dependence on morphine caused lower testosterone levels. TT was not
able to recover testosterone concentrations to that provided by the control
group.

Treatments of a-cypermethrin-intoxicated rats with TT partially recover serum
testosterone levels when compared with the intoxicated control group. TT
alone caused statistically increased testosterone levels when compared to
experimental control.

Total testosterone levels decreased after treatment, although it was not
statistically significant. There was a statistically significant reduction in mean
free testosterone post-treatment.

Testosterone levels increased in a dose-dependent manner, although it is not

possible to identify the contribution of TT itself to this result.

No statistically significant changes.

No statistically significant changes.

Pre-treatments of sodium valproate-intoxicated rats with TT significantly
increased serum testosterone levels when compared with the intoxicated
control group, in a dose dependent fashion.
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Kumari & Singh, 2015 Swiss mice

Fruit extract

é)?-glll.;g and 200 me/kg/day No statistically significant changes.

28 days

Roaiah et al., 2016a Men

Ethanol, methanol, acetonitrile or hexane extract
3 x 250 mg/day Total and free testosterone levels increased after supplementation. Data were
Orally statistically significant.

3 months

Sahin et al., 2016 Sprague-Dawley rats

Hydro-methanolic extract of dried fruit

300 mg/kg/day Testosterone levels were 1.76-fold higher than observed in control. Data were
Orally statistically significant.

8 weeks

Sansalone et al., 2016 Men

EiacuMq (Satureya +TT +
Phyllanthus emblica + Cardamom + L-
tryptophan + ascorbic acid + vitamin PP +
vitamin B1 + vitamin B6)

300 mg/day

Orally

3 months

No statistically significant changes.

Yin et al., 2016 Sprague-Dawley rats

Extract of dried fruits

120 mg/kg
Intragastrically
6 weeks

Testosterone level increased 150% when compared to control and 216% when
compared to over trained group. Data are statistically significant.
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Supplementary Table 5. Tribulus terrestris and effects observed on sexual behavior and erectile function.

Author Experi 1 Model Dosages and Administration Main Results
Libilov®
Adimoelja & Adaikan, Men 3 x 250 mg/day Significant increase in the frequency of successful sexual intercourse in 60%
1997 Orally of the patients with erectile dysfunction.
3 weeks
;15- me. 5 me and 10 me/ke/da Animals treated with TT extract presented more easily relaxing CC tissue,
Adaikan et al., 2000 New Zealand white rabbits drall g > me s/keg/day which favors erection, in a dose-dependent nature. Data were statistically
Y . significant for relaxation by electrical field stimulation.
8 weeks
. (el Treatment caused increased ICP and improved the analyzed sexual behavior
Gauthaman, Adaikan, & 5 mg/kg/day X 3
Sprague-Dawley rats parameters, although TT was not as effective as testosterone cypionate.
Prasad, 2002 Orally L C L
Results were statistically significant.
8 weeks
TT (Sopharma) . . .
Gauthaman, Ganesan, & 2.5 mg/kg, 5 mg/kg and 10 mg/kg/day Treatment caused increased ICP and improved the analyzed sexual bcllmvmr
. Sprague-Dawley rats parameters. Changes were already observed at the lowest dose and did not
Prasad, 2003 Orally HI . e e
8 weoks increased at higher doses. Results were statistically significant.
TT extract (Vemo) All animals showed a good libido and the influence of age seems to be more
Ki 1. 2005 R 1.5 g per head determinant than TT supplementation on sexual behavior. It was observed a
stanova et al., LS Orally positive effect of TT in mature rams, reducing the duration of sexual reflexes.
40 days Statistical analyzes were not explicit.
TT extract
Bashir et al., 2009 Albino rats 70 mg/kg/day TT has a complex stlm.ulatmg effect on germinative and e_m;locr-me functions
Orally of the testes producing its precocious development and anticipating puberty.
20 days
Preparation of Herbal Extracts (Eurycoma
longifolia + TT + Leuzea carthamoides) Herbal preparation increased in 20 % the libido in experimental group,
Frydrychovi et al., 2011 Boars 1 mg/kg/day of TT in the mixture although it is not possible to identify the contribution of TT itself to this result.

Kam et al., 2012

Singh, Nair, & Gupta,
2012

In vitro and Sprague-
Dawley rats

Albino Wistar rats

Interruption of supplementary table 5>

< Continuation of supplementary table 5:

Doetal., 2013

Akhtari et al., 2014

Gama et al., 2014

Sahoo et al., 2014

Sansalone et al., 2014

Santos Jr et al., 2014

Campanelli, Thomasis, &

Tenaglia, 2015

Postigo et al., 2016

Roaiah et al., 2016a

Sahin et al., 2016

In vitro and Sprague-
Dawley rats

‘Women

‘Women

Swiss albino rats

Case report: one man

‘Women

Sprague-Dawley rats

Interruption of supplementary table 5>

Orally

10 weeks

Ethanolic and aqueous extracts of TT and
Cornus officinalis

2.5 mg, 5 mg, 10 mg, 50 mg and 100 mg/kg/day

Orally

4 weeks

Lyophilized aqueous extract of the dried fruits
50 mg and 100 mg/kg

Orally

Acute study: 50 minutes before mating
Chronic study: once a day for 14 days

Ethanolic and aqueous extracts

2.5 mg, 5 mg, 10 mg, 50 mg and 100 mg/kg/day

Orally

4 weeks

Syrup of ethanolic extract of TT leaves
2 x 7.5 ml of syrup/day (0,7 g/ml)
Orally

4 weeks

Androsten®

3 x 250 mg/day

Orally

90 days

Prepared Herbal Formulation (TT + six other
herbs)

150 mg, 300 mg and 600 mg/kg/day
Orally

3 weeks

Tradamix TX1000®

2 tablets a day (1 tablet: 300 mg Ecklonia
bicyclis + 450 mg TT + 250 mg glucosamine
oligosaccharide)

Orally

3 months

TT dry extract

2 x 400 mg/day

Orally, with empty stomach

30 days

Brand not informed

2 capsules a day

Orally

15 days

TT

3 x 250 mg/day

Orally

90 days

Ethanol, methanol, acetonitrile or hexane extract

3 x 250 mg/day

Orally

3 months

Hydro-methanolic extract of dried fruit
300 mg/kg/day

Orally

8 weeks

Results were statistically significant.

TT alone or combined with Cornus officinalis showed a concentration-
dependent relaxation effect on the CC in an organ bath and an increase in ICP
in vivo, which means that TT may improve erectile function. Data ere
statistically significant.

Treatment improved sexual behavior in a dose-dependent fashion. The chronic
use of TT showed better results when compared with acute study. Results were
statistically significant.

TT showed a concentration-dependent relaxation effect on the CC in an organ
bath and an increase in ICP in vivo, which means that TT may improve erectile
function. Data ere statistically significant.

Patients showed increased scores related to questions about desire, arousal and
satisfaction. Treatment improved sexual behavior. Results are statistically
significant.

Treatment increased standardized questionnaires scores, which indicates
improvement in sexual function. Results were statistically significant.

The polyherbal formulation showed a significant increase in mating behavior
as well as mating performance, although it is not possible to identify the
contribution of TT itself to this result.

Therapy increased sexual and ejaculatory functions, improving sexual life
quality, although it is not possible to identify the contribution of TT itself to
this result. Data were statistically significant.

No statistically significant differences were observed in the parameters
analyzed for erectile dysfunction between experimental and placebo group.

Patient with priapism kept painful erection for about 72 hours after TT intake.

Treatment was effective over menopausal women’s complaints, improving the
domains of sexual desire, vaginal lubrication, and arousal. Results are
statistically significant.

Treatment statistically improved erectile function.

Among the herbal extracts analyzed in the study, TT showed the highest
effectiveness. Treatment improved the analyzed sexual behavior parameters.
Results were statistically significant.
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Sansalone et al., 2016

Souza, Vale, & Geber,
2016

Men

‘Women

EiacuMev® (Satureya montana + TT +
Phyllanthus emblica + Cardamom + L-
tryptophan + ascorbic acid + vitamin PP +
vitamin B1 + vitamin B6)

300 mg/day

Orally

3 months

Androsten®

3 x 250 mg/day

Orally

120 days
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Patients affected by premature ejaculation may significantly benefit from the
therapy, which improved scores in standardized questionnaires indicating
improvement of ejaculation control. Although, it is not possible to identify the
contribution of TT itself to this result. Data were statistically significant.

Patients statistically improved scores of standardized questionnaires on sexual
functions, concluding in favor of TT capacity of treat hypoactive sexual desire
disorder in postmenopausal women.




Supplementary Table 6. Tribulus terrestris and observed effects on nitric oxide metabolism.
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Author Experi 1 Model Dosages and Administration Main Results

TT (Sopharma)
Gauthaman & Adaikan, Sprague-Dawley rats 5 mg/kg/day The 67% increase of NADPH-d activity indicates increased activity of NOS-
2005 prag y Orally positive neurons. Results are statistically significant.

8 weeks

Kam et al., 2012

Doet al., 2013

In vitro and Sprague-
Dawley rats

In vitro and Sprague-
Dawley rats

Ethanolic and aqueous extracts of TT and
Cornus officinalis

2.5 mg, 5 mg, 10 mg, 50 mg and 100
mg/kg/day

Orally

4 weeks

Ethanolic and aqueous extracts

2.5 mg, 5 mg, 10 mg, 50 mg and 100
mg/kg/day

Orally

4 weeks

The increase of ICP caused by TT was abolished by removal of the epithelium
or by the addition of L-NAME, indicating that TT could interfere with the
release of NO by endothelial cells and free nerve endings. The mechanism
appears to involve the release of cAMP and partially cGMP. C. officinalis
appears to act directly on smooth muscle cells using another pathway other than
TT. Results are statistically significant.

The increase of ICP caused by TT was abolished by removal of the epithelium
or by the addition of L-NAME, indicating that TT could interfere with the
release of NO by endothelial cells and free nerve endings. The mechanism
appears to involve the release of cAMP and partially cGMP. Results are
statistically significant.




Supplementary Table 7. Tribulus terrestris and effects observed on oxidative stress.
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Author Experi tal Model Dosages and Administration Main Results
lsitik:lagj;l(zglcdsxtract Although not as efficient as alpha tocopherol, TT showed some antioxidant and
Rajendar et al., 2011 In vitro and Wistar rats Orall Y metal chelating activity, attenuating the effects of cadmium in the testes. Values
6 weei(s were statistically significant.
Sharma. Hug. & Sineh. Ili(l)}(l)a:lol/lige/z:acl TT attenuated degenerative effects caused by a-cypermethrin, which indicates
2013 - Hud. &h. Wistar rats Orall & Yy antioxidant activity. Alone, TT also increases the activity of antioxidant
28 daz;s enzymes. Data were statistically significant.

Shalaby & Hammouda,
2014

Kumari & Singh, 2015

Sahin et al., 2016

Sprague-Dawley rats

Swiss mice

Sprague-Dawley rats

Methanolic extract of dried fruit
2.5 mg, 5 mg and 10 mg/kg/day
Orally

60 days

Fruit extract

100 mg and 200 mg/kg/day
Orally

28 days

Hydro-methanolic extract of dried fruit
300 mg/kg/day

Orally

8 weeks

Treatment with TT statistically increased parameters of testicular activity and
antioxidant enzymes, attenuating the degenerative effects of sodium valproate
in a dose-dependent manner.

TT was able to attenuate the deleterious effects of metronidazole in a dose-
dependent manner, reducing oxidative stress. The highest dose nearly eliminates
metronidazole damage. Data were statistically significant.

TT fights against oxidative stress due to the activation of the Nrf2/HO-1
pathway, which act as agents in the antioxidant response, while inhibiting MDA
and NF-kB, which acts on the cellular response to stress. Results are statistically
significant.
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Supplementary Table 8. Tribulus terrestris and effects observed on testes function and semen quality.

Author Experi 1 Model Dosages and Administration Main Results
TT extract (Vemo)

Kistanova et al., 2005 Rams 1.5 g per head Slgmﬁcam' 1m!>rovement in semen ql{a!lty by increasing sperm F:oum and
Orally concentration, increasing viability, motility, survival rate, and fertility.
40 days

Cek, Turan, & Atik, 2007

Bashir et al., 2009

Martino-Andrade et al.,
2010

Nikolova et al., 2010

Frydrychovi et al., 2011

Kavitha & Subramanian,
2011

Karimi Jashni,
Malekzadeh Shiravani, &
Hoshmand, 2012

Kavitha, Ramesh, &
Subramanian, 2012

Fish (Poecilia reticulata)

Albino rats

Wistar rats

Guinea fowl

Boars

Fish (Poecilia latipinna)

Wistar rats

Fish (Poecilia latipinna)

Interruption of supplementary table 8>

< Continuation of supplementary table 8:

Singh, Nair, & Gupta,
2012

Mathur &
Sundaramoorthy, 2013

Sharma, Huq, & Singh,
2013

Sahoo et al., 2014

Shalaby & Hammouda,

2014

Khaleghi et al., 2016

Roaiah et al., 2016b

Salgado et al., 2016

Albino Wistar rats

Mice

Wistar rats

Swiss albino rats

Sprague-Dawley rats

Human sperm in vitro

TT aqueous extract

0.05g,0.10 gand 0.15 g/L

TT extract was put in the breeding water, larvae
were exposed 8 times (once a week, 60 days)
TT extract

70 mg/kg/day

Orally

20 days

Androsten ®

11 mg, 42 mg and 110 mg/kg/day

Gavage

7 days

VemoHerb-T®

10 mg/kg

Put as a dietary complement

12 weeks

Preparation of Herbal Extracts (Eurycoma
longifolia + TT + Leuzea carthamoides)

1 mg/kg/day of TT in the mixture

Orally

10 weeks

TT ethanolic extract

100 mg, 150 mg, 200 mg, 250 mg and 300 mg
TT extract was put in the breeding water,
changed once a week

60 days

Hydro-alcoholic extract of fruits

2.5 mg, 5mg and 10 mg/kg/day

Orally

8 weeks

TT ethanolic extract

100 mg, 150 mg, 200 mg, 250 mg and 300 mg
TT extract was put in the breeding water,
changed once a week

60 days

Lyophilized aqueous extract of the dried fruits
50 mg and 100 mg/kg

Orally

Acute study: 50 minutes before mating
Chronic study: once a day for 14 days

TT ethanolic extract
500 mg/kg

Orally

30 days

Ethanolic extract

100 mg/kg/day

Orally

28 days

Prepared Herbal Formulation (TT + six other
herbs)

150 mg, 300 mg and 600 mg/kg/day
Orally

3 weeks

Methanolic extract of dried fruit

2.5 mg, 5 mg and 10 mg/kg/day

Orally

60 days

TT aqueous extract

20ug, 40pug e 50 ug/ml

Incubation for 15, 30, 60 and 120 minutes
Ethanol, methanol, acetonitrile or hexane extract
3 x 250 mg/day

Orally

3 months

Androsten®

3 x 250 mg/day

Orally

84 days

0.15 g/L: obtaining 80% of male offspring
0.10 g and 0.15 g: average increase of weight
Changes in gonads reflects improvement of spermatogenesis.

Statistically increased testes weight and seminiferous tubule diameter indicate
increased spermatogenesis.

Lower dose statistically increased the efficiency of spermatogenesis by having
a higher number of spermatids resistant to homogenization.

The weight of the left testicles increased, indicating a change in
spermatogenesis and, consequently, increasing fertility.

Treatment caused increase in sperm concentration, abnormal sperm count and
concentration of Mg ions, besides volume reduction, although it is not possible
to identify the contribution of TT itself to this result. Results were statistically
significant.

Increased body and testicular weights and altered levels of enzymes reflect
increased testicular activity:

ALP and ACP - improvement in spermatogenesis

SDH and LDH - germ cell and epithelial maturation

G6PDH - improvement in Leydig cell function

Data were statistically significant.

Statistically increased number of primary spermatocytes at a dose of 10 mg/kg
could contribute to increased sperm count.

Testicular histological analysis corroborates masculinizing character and
molecular data found in previous work (Kavitha and Subramanian, 2011)

In chronic treatment, the sperm count and the weight of the testes increased
significantly.

Reduction of testis and epididymis weight, damage to testicular
histoarchitecture and drastic reduction of sperm density reflect damage to
spermatogenesis probably caused by androgenic effects of TT, as a result of
negative feedback. There is no mention to statistical analyses in the results of
the bioassay.

Treatment statistically increased testis and epididymis weight and improved
semen quality parameters.

Increased proportion of testicle/body rate and increase in sperm count indicate
improvement in spermatogenesis. Although, it is not possible to identify the
contribution of TT itself to this result. Results were statistically significant.

Increased weight of the testicles and seminal vesicles indicate greater
production. Improvement in sperm motility, counting and viability in a dose-
dependent manner. Data were statistically significant.

Dosages of 40 pg and 50 pg/ml increased motility, number of active
spermatozoa, time of activity and viability. Data were statistically significant.

No statistically significant changes in the semen quality parameters analyzed.

Significant elevation of sperm concentration, motility and time of liquefaction,
without alteration of morphology.
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Supplementary Table 9. Tribulus terrestris and effects observed on the reproductive biology of females.

Author Experi 1 Model Dosages and Administration Main Results
VemoHerb-T®
10 mg/kg TT significantly increased egg laying, egg weight and egg yolks, shell weight

Nikolova et al., 2010

Dehghan, Esfandiari, &
Bigdeli, 2012

Esfandiari et al., 2011

Adaay & Mosa, 2012

Sandeep, Bovee, &
Sreejith, 2015

Abadjieva & Kistanova,
2016

Guinea fowl

Wistar rats

Wistar rats

Swiss albino mice

In vitro and Sprague-
Dawley rats

New Zealand rabbits

Put as a dietary complement
12 weeks

TT hydro-ethanolic extract
5 mg and 10 mg
Intraperitoneal injection

12 days

TT pure extract (Goldaru)
10 mg per rat

Orally

7 or 14 days

Aqueous extract

100 mg and 200 mg/kg/day
Orally

2 or 4 weeks

Methanolic extract

5 mg and 10 mg
Intraperitoneal injection
13 days

VemoHerb-T®

3.5 mg/kg/day

Orally

45 days

and thickness, and fertility.

TT significantly ameliorated PCOS induced in the experiments, increased the
number of corpora lutea and primary and secondary follicles, returning the
ovarian activity.

Treatment significantly increased the number of corpora lutea and the diameter
of the theca interna, anticipated puberty and increased the number of secondary
follicles in a dose-dependent manner.

2 weeks: the two dosages statistically increased the number of growing follicles,
the diameter of mature follicles, height and number of endometrial glands.

4 weeks: Significant increase of body mass and reproductive organs,
endometrium and glands in both doses.

Treatments reduced estradiol levels, but with no statistical difference.

TT significantly attenuated the symptoms of PCOS in a dose-dependent manner,
helped to regulate high levels of estradiol and progesterone and increased the
number of corpora lutea, normalizing the estrous cycle at the highest dose.

Treatment caused ovarian mass gain, increased maternal instinct and offspring
survival, increased follicle density. It elevated the expression of GDF-9, which
favors fertility. Evidence that TT has epigenetic effects on folliculogenesis.
Results are statistically significant.
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5 CAPITULO II

Consumo do fitoterapico Tribulus terrestris nao apresenta efeito androgénico e
desempenha papel quimioprotetor contra o modelo de inducio do cincer de prostata
pela N-metil-N-nitrosoureia no gerbilo da Mongoélia
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Resumo

A planta Tribulus terrestris (TT) € utilizada para o tratamento de inimeros problemas de satide
em diversas medicinas tradicionais. Uma das principais indicacdes € no tratamento de
disfungdes sexuais, supostamente por sua capacidade de interferir no metabolismo androgénico
e elevar niveis séricos de testosterona. A prdstata, por ser um o6rgdo-alvo da acdo dos
andrégenos, é sensivel as alteragdes hormonais. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar os
efeitos do uso do extrato de TT sobre os niveis de testosterona e as consequéncias de seu uso
sobre a histofisiologia prostitica do gerbilo da Mongdlia. 24 machos da espécie Meriones
unguiculatus foram divididos em quatro grupos: controle experimental, controle da inducao
carcinogénica (50 mg/kg de N-metil-N-nitrosoureia — MNU — em dose tnica aos 180 dias),
controle dos efeitos do uso do TT (11 mg/kg em doses didrias do 180° a0 270° dia) e tratamento
pos-inducdo (11 mg/kg em doses didrias do extrato de TT do 180° ao 270° dia, ap6s dose tnica
de 50 mg/kg de MNU aos 180 dias). Os resultados mostram que o TT nao foi capaz de elevar
os niveis séricos de testosterona e ndo causou alteragdes biométricas em 6rgdos sensiveis a
andrégenos, o que indica baixo potencial anabolizante na dose e periodo de tratamento
administrados. Além disso, o fitoterdpico pode ter contribuido para a quimioprotecdo da
préstata uma vez que retardou o surgimento de lesdes malignas na glandula e ndo contribuiu
para alteracoes na frequéncia dos compartimentos prostaticos. Houve uma acao especifica do
TT em reduzir a atividade da via androgénica canOnica (diminuicdo de receptores de
androgenos e de proliferacdo de células epiteliais), sem a afetar a frequéncia de células basais
(p63 positivas), e uma tendéncia de aumento na frequéncia de apoptose. Juntos, esses dados
oferecem subsidios em favor da seguranga do uso do TT para a saide prostitica por nao
interferir negativamente no metabolismo androgénico atuante sobre a glandula e por proteger o

orgdo do acometimento por lesdes malignas com o envelhecimento no modelo utilizado.

Palavras-chave

Tribulus terrestris, testosterona, MNU, cancer de prostata, quimioprotecao.



81

Introducao

O uso de produtos naturais para o tratamento de doengas ainda é muito comum,
desde as culturas mais tradicionalistas até os paises mais desenvolvidos. Em muitos casos, o
uso de ervas medicinais antecede o tratamento a partir da medicina moderna, quando ndo o
substitui, 0 que é comum em algumas populacdes com acesso restrito aos avangos médicos e
tecnolégicos (ADAIKAN et al., 2001; MORVIN YABESH et al., 2014). De fato, o facil acesso,
o baixo custo, o apelo histérico e cultural e a crenca de que os produtos naturais nao oferecem
riscos a saude faz deles uma opcao atraente, mas nem sempre segura (MALVIYA et al., 2011).
Isto porque o uso desses produtos é baseado em conhecimentos populares, dogmaticos e sao
raramente estudados experimentalmente.

O Tribulus terrestris (TT) se encaixa nesse contexto, visto que se trata de um
fitoterdpico rico em compostos biologicamente ativos, como alcaloides e glicosideos,
conhecido e utilizado hd muito tempo nas medicinas tradicionais indiana, chinesa, bilgara e
arabe (CHHATRE et al.,, 2014). Trata-se de uma planta arbustiva anual, encontrada no
Mediterraneo, em regides de clima desértico e subtropical, tida como uma colonizadora
agressiva e globalmente distribuida, razdo pela qual recebe diversos nomes regionais
(ADAIKAN et al., 2001). Nos tratamentos fitoterdpicos, o TT € indicado como tdnico, anti-
hipertensivo, antidepressivo, no combate a doencas do sistema urindrio, no controle do diabetes
e do colesterol, na paliacao de doengas vasculares, no combate ao cancer e com intimeras outras
funcdes. Uma das indicacOes mais frequentes € no tratamento de disfungdes sexuais, dado o
efeito afrodisiaco atribuido a planta (UKANI et al., 1997; KOSTOVA & DINCHEV, 2005;
CHHATRE et al., 2014).

Apesar de amplamente discutida na literatura, a principal caracteristica utilizada na
comercializacdo do TT como afrodisiaco € sua suposta capacidade de alterar os niveis de
hormonios sexuais e gonadotrofinas. Em tese, o principio ativo desse medicamento natural seria
a protodioscina, uma saponina de natureza esteroidal encontrada em toda a planta, com maior
concentracdo nas  partes aéreas, especialmente nos frutos (MATHUR &
SUNDARAMOORTHY, 2013). Segundo essa possibilidade, a protodioscina poderia atuar de
trés formas distintas: no aumento da expressdo de receptores de androgenos (AR) cerebrais, o
que levaria ao aumento da liberacdo do hormonio luteinizante (LH) pela pituitaria e,
consequentemente, ao aumento da producao de testosterona (GAUTHAMAN & ADAIKAN,
2005); na simulacdo da enzima 5-alfarredutase, que aumentaria a conversao de testosterona em
di-hidrotestosterona (DHT) perifericamente (CHHATRE et al, 2014); e o aumento da

concentracdo de DHEA no sangue, devido a conversdo direta da molécula de protodioscina
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(ADIMOELIJA e ADAIKAN, 1997), ou indiretamente pela estimulacdo da producdo desse
hormonio na via esteroidal pelas adrenais, devido a capacidade da protodioscina em elevar os
niveis de AMPc, que pode ativar uma esterase atuante na conversdo do colesterol em
pregnenolona, precursora dos hormonios esteroides e que pode ser convertida em DHEA
(GAUTHAMAN e GANESAN, 2008).

Dessa forma, se o TT de fato for capaz de alterar o perfil hormonal, levanta-se a
hipétese de que o seu uso poderia causar algum impacto sobre a prdstata, que € um 6rgao
andrégeno-responsivo, interferindo na homeostasia prostdtica, ji que ela estd intimamente
relacionada com o equilibrio entre os hormonios esteroides (TAPLIN & HO, 2001). Assim, o
fitoterdpico poderia interferir na instalacao de lesdes da préstata, dado o consenso entre a classe
médica e cientifica de que a maioria dos tumores prostaticos sao enddcrino-responsivos, isto é,
dependem da sinaliza¢do provida por hormdnios para instalagdo e ou progressao, motivo que
justifica a privacao androgénica como principal forma de controle do cancer prostatico desde a
década de 1940 (HUGGINS & HODGES, 1941).

Por outro lado, alguns estudos indicam que as saponinas teriam a capacidade de
atuar como agentes quimioprotetores, auxiliando no combate a instalagdo e progressao tumoral.
Acredita-se que algumas saponinas podem atuar de maneira similar a hormonios esteroides,
produzindo, assim, algum efeito sobre 6rgdos sensiveis a esses hormdnios, interferindo na sua
homeostase de forma positiva (KIM, 2008). Saponinas presentes em extratos do TT
apresentaram potencial quimioprotetor contra a indu¢do de cancer em culturas de células
hepéticas (KIM et al., 2011) e de queratindcitos expostos a radiacdio UVB (SISTO et al., 2012).
In vivo, o extrato aquoso do fitoterdpico demonstrou efeito protetor contra o cancer de pele
induzido por 7,12 - dimetilbenzantraceno (DMBA) em camundongos (KUMAR et al., 2006).
Dessa forma, a dualidade ligada ao uso da planta lanca divida sobre a seguranca de seu
consumo e sobre os possiveis efeitos do TT sobre os 6rgaos enddcrino-responsivos.

Por suas caracteristicas de grande variacdo em sintomas e gravidade, bem como a
possibilidade de diagnosticar indicativos da doenga antes dela ser clinicamente comprovada e
trazer riscos a saide, o modelo de cancer de prostata € uma boa opcdo para estudos de
quimioprevencdo (POPPEL & TOMBAL, 2011). A N-metil-N-nitrosoureia (MNU) é um
potente agente carcinogénico que promove metilacdo direta de macromoléculas, inclusive
proteinas e DNA (KAINA et al., 2007). Quando associada a agentes promotores de proliferagao
celular, a exposi¢do ao carcindgeno pode aumentar o risco de cancer. Por este motivo, a MNU
tem sido uma valiosa alternativa aos modelos experimentais quando o objetivo € estudar meios

de quimioprevengdo ou os agentes promocionais de tumores (BOSLAND, 1999).
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Especificamente em relacdo ao cancer prostético, o protocolo mais utilizado € a conjugacdo da
MNU com a testosterona, considerado um potente promotor de neoplasias (BOSLAND, 2014).
Resultados positivos de inducdo do cancer de prostata foram alcangados usando o gerbilo da
Mongoélia como modelo experimental, sendo que lesdes de grande importancia, como
neoplasias intra-epiteliais e adenocarcinomas, podem ser encontradas trés meses apds sua
aplicagdo (GONCALVES et al., 2010 e 2013).

Isto posto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade do TT em alterar os
niveis séricos de testosterona e os efeitos dessa possivel alteracdo sobre a histofisiologia
prostitica. Além disso, buscamos avaliar o seu potencial quimioprotetor ou promotor
carcinogénico quando associado a MNU. Com isso, serd possivel oferecer subsidios
experimentais para os questionamentos referentes ao potencial androgénico do fitoterdpico,

bem como a seguranga de seu consumo em relacdo a satide prostatica.

Material e Métodos
Animais e delineamento experimental

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram utilizados 24 gerbilos da
Mongoélia (Meriones unguiculatus). Todos os animais foram mantidos no biotério de
manutencdo do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Ci€ncias Exatas
(IBILCE/Unesp), sob condicdes de luminosidade e temperatura adequadas, e alimentacdo e
dgua ad libitum, de acordo com as normas internas do Comité de Etica e Bem-Estar Animal da
Unesp e do COBEA (n° Proc.: 54/2011 — CEUA, anexo 11.2, pdgina 174).

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, cada um com seis
individuos (apéndice 10.1.1, pdgina 171). As datas de inicio dos experimentos coincidiram com
a entrada dos animais na fase adulta (90 dias), quando os niveis hormonais séricos se encontram
estabilizados. No grupo controle experimental (C), os animais ndo sofreram qualquer
intervencdo; no grupo que representa o controle da inducao carcinogénica (MNU), os animais
receberam uma dose tinica de MNU no 180° dia e ndo sofreram nenhuma outra interven¢ao; no
grupo controle dos efeitos do uso do fitoterdpico (TTE), os animais receberam doses didrias do
extrato a partir do 180° dia durante 90 dias; no grupo em que se analisa o tratamento com o
fitoterdpico ap0Os a aplicacdo de MNU (MNU+TTE), os animais receberam uma dose tnica de
MNU no 180° dia e, somente apds essa exposi¢ao, receberam doses didrias do extrato por 90

dias.
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Drogas e dosagens

A administracdo de MNU se deu por injecdo intraperitoneal em dose unica (0,25
ml; 50 mg/kg) do carcinégeno N-metil-N-nitrosoureia (CAS 684-93-5; Sigma, St. Louis, MO).
A droga foi pré-diluida em tampao citrato de sédio com pH 6,0 (modificado de GONCALVES
et al.,, 2010) no momento do uso. O extrato de TT, produzido a partir da maceracdo do fruto
seco, € de origem chinesa e foi adquirido em farmécia de manipulacdo (lote LXCJ120503#5).
O grau de pureza é de 45% (48,24 % de saponinas, segundo laudo de controle de qualidade,
anexo 11.1, pagina 173). A administracdo didria do extrato foi feita por gavagem (0,5 ml; 11
mg/kg), apés o fitoterdpico ter sido suspenso em dgua destilada no momento do uso
(MARTINO-ANDRADE et al., 2010). A opc¢ao pelo uso do extrato seco e ndo do componente
ativo purificado simula o uso costumeiro desse fitoterdpico e a dose utilizada € compativel com

a dose aplicada a humanos.

Biometria e morte

Os gerbilos foram pesados aos 90, 180 e 270 dias para andlise da alteracdo da massa
corporal e foram mortos no 270° dia, com nove meses de idade. Todos foram submetidos a
inalacdo de CO: e, depois de pesados, foram decapitados para a coleta do sangue, que foi
submetido a dosagem hormonal. Foram removidos e pesados os complexos prostéticos
(préstata + vesicula seminal + uretra prostdtica), os testiculos e as adrenais. Os lobos ventrais
das prostatas foram isolados, devidamente pesados e fixados de acordo com a metodologia

adequada para cada uma das andlises.

Dosagem hormonal

As amostras de sangue foram coletadas logo ap6s a decapitacdo em tubos de ensaio
de 4 ml com gel de separacdo. O material foi centrifugado durante 20 minutos, a 3.000 rpm, e
o soro separado e congelado em biofreezer a -80°C para posterior andlise dos niveis de
testosterona. A andlise foi feita por ELISA, utilizando-se o kit comercial especifico
(Testosterone EIA Kit, nimero no catdlogo 582701, Cayman Chemical Company, MI) de
acordo com o procedimento recomendado pelo fabricante, utilizando-se de 50 upl de cada
amostra previamente congelada, diluida em 10 vezes. O limite de detec¢do para a testosterona
foi de 6 pg/ml. As leituras foram feitas com o equipamento Epoch Microplate

Spectrophotometer (BioTek Instruments, VT, USA).
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Obtengao de cortes histologicos

Os lobos ventrais coletados e destinados a andlise morfologica foram fixados por
imersdo. Trés deles foram imersos em paraformaldeido a 4% diluido em tampao fosfato (0,2M,
pH 7,2) durante 24 horas, e trés foram imersos em metacarn (metanol, cloroférmio e acido
acético, 6: 3: 1) durante trés horas. Em seguida, o material foi desidratado em uma série
crescente de etanol, diafanizado em xilol e incluido em parafina (Histosec - MERK). Os blocos
de parafina contendo o material para andlise foram seccionados em micrétomo rotativo,
produzindo cortes de 5 pum, coletados em laminas de vidro silanizadas para as devidas

coloragdes.

Andlise morfologica

Para avaliar as diferencas morfoldgicas nos diferentes grupos experimentais, cortes
histol6gicos foram submetidos a coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE) e Reticulina de Gomori,
as quais permitiram analisar a estrutura glandular, fazer quantificacdes celulares e de lesdes
(MELLO & VIDAL, 1980). As avaliacdes foram feitas em microscopia de luz e as imagens
histol6gicas foram digitalizadas com uso de microscépio Olympus BX-60 acoplado a camera
digital e ao sistema analisador de Imagens - Image-Pro-Plus ©Media Cybernetics, ou
digitalizadas a partir do scanner de laminas Olympus Virtual Slide System (VS120-S5-OAI) e
ao sistema analisador de imagens Olympus OlyVIA 2.9 (Build 13735) ©Olympus Soft Imaging
Solutions GmbH.

Anadlise estereologica

A andlise estereoldgica foi realizada para a obtengcdo da frequéncia relativa dos
diferentes compartimentos prostdticos (epitélio, limen, estroma muscular e estroma ndo-
muscular) dos grupos em estudo. Para isso, foram capturados 48 campos aleatdrios por grupo,
divididos igualmente entre os seis animais de cada grupo (8 campos por animal), a partir de
laminas coradas pela HE, através do scanner de 1aminas Olympus Virtual Slide System (VS120-
S5-OAI), no aumento de 200x. As medidas foram realizadas de acordo com o sistema de teste
de multipontos M 130 proposto por Weibel (1978). Assim, a partir dos dados obtidos para cada
campo analisado, obteve-se a frequéncia relativa (porcentagem) dos compartimentos
prostaticos. Para o célculo de frequéncia relativa dos compartimentos utilizaram-se os pontos
do Sistema-teste que coincidiam com cada compartimento e esses numeros de pontos foram

transformados em porcentagem.
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Contagem de lesoes

Para fazer a quantificac@o de lesdes neopldsicas, foram separadas quatro laminas de
cada animal, contendo cortes de diferentes profundidades do material incluido (90 um de
distancia entre cada ponto). Com isso, em cada grupo experimental foram utilizadas 24 imagens
de cortes corados em HE e digitalizados com scanner de 1aminas Olympus Virtual Slide System
(VS120-S5-OAI) no aumento de 200x. A partir de uma varredura de toda a extensdo dessas
seccoes com o sistema analisador de imagens Olympus OlyVIA 2.9 (Build 13735) ©Olympus
Soft Imaging Solutions GmbH, foram contados os focos de lesdes neopldsicas. Cortes
adjacentes aqueles em que foram detectadas lesdes proliferativas foram entdo submetidos a
técnica da Reticulina de Gomori, de forma que foi possivel classificar as lesdes em pré-
malignas, quando elas eram restritas ao compartimento epitelial e acinar, ou malignas, quando
foi observado o rompimento da membrana basal dos dcinos glandulares e a invasdo das células
proliferativas para outros compartimentos prostaticos. A partir do niimero obtido, foi calculada
a multiplicidade de lesdes pré-malignas e malignas em cada grupo experimental (média de cada

tipo de lesdo por corte).

Anadlise imunoistoquimica

Foram realizadas reagdes imunoistoquimicas para o antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA) em cortes previamente fixados em metacarn e para o receptor de
andrégeno (AR) e marcador de células basais (p63) em cortes histologicos da prostata
previamente fixados em paraformaldeido tamponado. Resumidamente, os cortes foram
submetidos a recuperagdo antigénica em tampao citrato de sédio (10 mM, pH 6,0) a 98°C por
50 min. O bloqueio da atividade de peroxidase enddgena foi feito através da incubacdo com
H202 3% em metanol por 20 min, seguido de permeabilizacdo em Triton 0,2% por 15 min. O
bloqueio das interacdes proteicas inespecificas foi realizado em leite 5% em TBS por 30 min
em temperatura ambiente. Em sequéncia os cortes foram incubados com anticorpo primario
anti-PCNA (1:100, mouse monoclonal, sc-56, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) diluido
em BSA1%, durante 1 h a 37°C, ou anti-AR (1:75, rabbit policlonal, sc816, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) e anti-p63 (1:100. Mouse monoclonal, 4A4: sc-8431, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) overnight a 4°C. Apds serem lavados em TBS (acrescido de NP40
para o AR) a interag@o antigeno-anticorpo para o PCNA e para a p63 foi detectada usando o kit
Max Polymer (Novocastra, RE7260-K, Leica Biosystems) por 30 min cada etapa ou para o AR
os cortes foram incubados em anticorpo secundério biotinilado anti-rabbit e entdo imersos em

complexo avidina/biotina (Rabbit ABC Staining System, Santa Cruz Biotechnology,
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SantaCruz, CA) por 45 min a 37°C. A revelacdo da reacdo foi feita com diaminobenzidina-
DAB (Liquid DAB + Substrate Chromogen System, Dako, K3468) e a contracoloracdo foi
realizada em hematoxilina de Harris. O controle negativo foi obtido com a omissao do anticorpo
primdrio.

A contagem das células PCNA-positivas foi realizada nos compartimentos epitelial
e estromal em toda a extensdo do fragmento e o total foi divido pela drea do corte, obtendo-se,
assim, a densidade de células em proliferacdo nos dois compartimentos (células positivas por
mm?). Para isso, toda a extensdo do corte em trés profundidades diferentes (cerca de 60 um de
distancia) do mesmo LV foi digitalizada em scanner de laminas Olympus Virtual Slide System
(VS120-S5-OAI) no aumento de 200x.

A frequéncia relativa de células AR-positivas e de células basais p63-positivas foi
estimada através do total de células marcadas e ndo marcadas no epitélio e estroma no caso do
AR e epitélio no caso da p63 a partir de 10 imagens contiguas, digitalizados no aumento de
400x. Ambas as contagens foram feitas com o auxilio do programa Image Pro Plus Media
Cybernetics version 4.5 for Windows (MD, USA) em 3 animais por grupo, com um n amostral
de 4693 - 6198 células por grupo experimental na andlise do AR total e 2676 — 3907 células

por grupo experimental na anélise da p63.

Deteccdo de células apoptéticas

A identificac@o das células apoptéticas foi efetuada com base na reagcdo de TUNEL-
Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling (TdT-Fragel- Calbiochem, CN Biosciences, La
Jolla, CA, USA). Essa foi realizada de acordo com as instrucdes do fabricante. Apds digestao
enzimatica com Proteinase K, os cortes foram tratados com H>O2 3% em metanol por 5 min,
para o bloqueio da atividade de peroxidase enddgena. Seguiu-se a incubacdo com a enzima
deoxinucleotidil terminal transferase (TdT, 1:20) durante 1 hora para a deteccao dos fragmentos
de cromatina que se formam durante a apoptose. Ao final da reacdo, os nucleotideos biotinilados
foram reconhecidos por estreptoavidina conjugada com peroxidase e revelados com
diaminobenzidina por 5 minutos (0,07%). Os cortes foram contracorados com hematoxilina. A
densidade das células apoptéticas foi obtida da mesma maneira que a contagem das células
PCNA-positivas, nos compartimentos epitelial, luminal (células liberadas no limen) e estromal

em toda a extensao do corte.
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Andlise estatistica

Os parametros quantitativos do trabalho foram avaliados estatisticamente pelo
software Statistica 7.0 (Copyright StatSoft, Inc. 1984-2004, Tulsa, OK, USA). Os dados foram
testados considerando os pressupostos de normalidade e homogeneidade das variancias de
acordo com os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os grupos que assumiram
esses pressupostos (dados paramétricos) foram comparados aplicando teste de one-way
ANOVA seguido de Tukey (post hoc). Os dados que ndo se enquadraram nesses pressupostos
(dados nao paramétricos) foram comparados aplicando o teste de Kruskal-Wallis seguidos pelo
teste de Dunn (post hoc). Foram considerados estatisticamente significativos os valores de p<

0,05.

Resultados
As intervengdes ndo causaram alteragoes nos dados biométricos

Considerando-se cada momento de mensuracdo da massa corporal (90, 180 e 270
dias), ndo foram observadas diferengas entre os grupos experimentais (tabela 1). O mesmo se
diz da massa do complexo prostatico ou do lobo ventral da prdstata isolado, das adrenais e dos
testiculos. De maneira geral, os animais do mesmo grupo experimental apresentaram uma

tendéncia de ganho de massa corporal com o passar dos meses.

O uso oral de TT ndo alterou os niveis séricos de testosterona

Apesar dos grupos TTE (1,31 ng/ml + 0,13; média = EP) e MNU+TTE (1,45 +
0,26) terem apresentado um leve aumento nos niveis séricos de testosterona em relacdo ao
grupo C (1,05 +£0,19), todos eles ficaram abaixo dos niveis apresentados pelo grupo MNU (1,92
+ 0,47), que ndo recebeu doses do extrato. No entanto, a intervencdo ndo causou alteragcdes
estatisticamente relevantes nos niveis séricos de testosterona em nenhuma das situagdes

experimentais (p = 0,2658).

TT inibe alteracoes morfologicas causadas pela exposicao ao carcinégeno MNU

A descricao usual para a organizacdo tecidual da prostata foi observada no material
analisado: conjunto de 4cinos e ductos formados por um epitélio cubico a prismdtico, simples
ou pseudoestratificado, circunscrito por um estroma fibromuscular (figuras 1 e 2). Entretanto,
alteracoes epiteliais como hiperplasias, metaplasias e arcos intra-epiteliais foram observadas
em todos os grupos, bem como focos inflamatérios periductais e intraluminais (figura 1).

Lesdes microinvasivas apresentaram ruptura da regido da membrana basal e extravasamento de
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células epiteliais no estroma subjacente, o que foi mais bem evidenciado pela fragmentacao de
fibras reticulares (figura 2).

A andlise quantitativa da multiplicidade de lesdes neopldsicas (figura 3) mostrou o
aumento mais expressivo no grupo MNU (2,17 + 0,36), tinico com diferenca significante para
C (1,04 £ 0,49). O uso do extrato sozinho ndo provocou aumento significativo do nimero de
lesdes no grupo TTE (1,29 + 0,48) e, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica, o grupo
MNU+TTE apresentou o menor valor para a multiplicidade de neoplasias (0,88 + 0,30). Em se
considerando apenas as lesdes pré-malignas, ndo ha diferencas significantes entre os grupos
analisados, enquanto que o grupo MNU apresentou o maior nimero de lesdes malignas (0,75 +
0,23).

A andlise estereoldgica indica um aumento de 41,4% na frequéncia do
compartimento epitelial no grupo MNU (40,91 £ 1,96) em relacdo ao grupo C (28,93 £ 1,54) e
de 45,5% em relagdo ao grupo TTE (28,12 £ 1,62). O grupo MNU+TTE (34,92 + 2,08)
apresentou frequéncia estatisticamente maior apenas em relacdo ao grupo TTE (figura 4). Se
considerarmos apenas a por¢ao epitelial com caracteristica proliferativa, o grupo MNU (9,52 +
2,67) apresentou valores significativamente maiores em relacdo ao grupo MNU+TTE (1,27 +

0,67) (p< 0,0001, dados omitidos da figura 4). O limen acinar do grupo MNU diminui

+

significativamente em frequéncia em relagdo ao grupo C (34,31 = 2,20 e 43,73 + 1,91,
respectivamente). Em relacdo ao estroma muscular, apenas o grupo TTE (10,37 £ 0,58)
apresentou frequéncia desse compartimento menor que o grupo C (13,30 + 0,63). Nao houve
diferenga significante entre os grupos no que diz respeito a frequéncia do compartimento

estromal ndo-muscular.

Tratamentos reduziram a frequéncia de células AR-positivas, mas ndo interferiu na
populacdo de células basais (p63-positivas)

A frequéncia de células AR-positivas (figura 5) foi alta no epitélio de todos os
grupos (acima de 80%), diminuindo aproximadamente 6,92% no grupo MNU+TTE (80,80 +
2,05) em comparag¢do com o grupo C (86,81 + 2,15). J4 a frequéncia de AR no estroma ndo
apresentou diferengas significativas entre os grupos. A imunorreatividade total indica uma
reducdo de 8,54 % nas células AR-positivas do grupo MNU+TTE (67,99 + 1,82) em relacio ao
grupo C (74,34 +2,11). A frequéncia de células basais, marcadas positivamente para a p63, nao

sofreu alteracOes entre os grupos (figura 6).
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TT inibe a proliferacdo celular, mas interfere pouco na densidade de células apoptéticas

A densidade de células epiteliais PCNA-positivas (figura 7) indicaram uma
significativa acdo antiproliferativa do TT no grupo TTE quando comparado com o grupo MNU
(21,11 £ 9,08 e 80,09 + 21,56, respectivamente), 0 mesmo ocorrendo quanto a densidade de
células estromais PCNA-positivas (TTE 15,53 £ 5,14 e MNU 61,01 £ 9,02, respectivamente).
A imunorreatividade total corrobora o observado nos dois compartimentos, com diferencas
estatisticas entre TTE (37,64 + 14,06) e MNU (141,20 £ 29,98). A taxa de apoptose sofreu um
leve aumento nos grupos MNU, TTE e MNU+TTE em relacdao ao C, embora nio tenha

alcancado valores estatisticamente relevantes (figura 8).

Discussao

O fato de preparados herbais a base de TT serem utilizados com o objetivo de tratar
sintomas da disfuncdo sexual em diferentes culturas, fez com que as empresas farmacéuticas se
interessassem em conhecer os compostos quimicos responsdveis pelos supostos efeitos
farmacoldgicos da planta. Inicialmente, os esforcos se concentraram em caracterizar a
composi¢ao quimica de diferentes partes do vegetal (ISMAIL et al, 2014). Devido a grande
quantidade e a natureza esteroidal da protodioscina, e por se acreditar que 0s outros compostos
fossem farmacologicamente inativos, esta saponina foi coroada como o principal principio ativo
do fitoterdpico a base de TT (ADAIKAN et al., 2001). Desde a primeira patente até hoje, o TT
tem sido comercializado com a promessa de interferir no metabolismo de andrégenos, elevando
as taxas de LH, testosterona, DHEA e DHT.

No entanto, s@o escassos os dados na literatura que corroboram essa possibilidade
de ac¢do do TT. A maior parte dos experimentos realizados com humanos e animais mostram
que o extrato ndo € eficiente na elevacdo dos niveis de testosterona (NEYCHEV & MITEYV,
2005; KUMARI & SINGH, 2015; ROAIAH et al., 2016). O presente trabalho reforca esses
achados, uma vez que a utilizac@o do TT nao foi capaz de elevar os niveis de testosterona sérica
e, consequentemente, ndo foram constatadas acOes anabolizantes nos parametros biométricos
coletados do complexo prostético e do lobo ventral da prostata, dos testiculos e adrenais do
gerbilo da Mongo6lia. Em acordo com esses dados, o extrato de TT ndo causou mudancas
significantes nos niveis de testosterona e nao produziu efeito estimulatério em Orgdos
enddcrino-sensiveis, como a prostata, vesicula seminal, dtero ou vagina num estudo realizado
com machos e fémeas de ratos Wistar (MARTINO-ANDRADE, 2010).

O fato de todos os grupos terem apresentado lesdes prostaticas pode estar

relacionado com a idade dos animais, ja que desordens proliferativas benignas sdo comuns na
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prostata do gerbilo como consequéncia do envelhecimento (CAMPOS et al., 2008).
Experimentos realizados com roedores mostraram que a testosterona tem um papel importante
na instalacdo e progressdo tumoral, jd que a maioria dos tumores prostiticos sdo enddcrino-
responsivos (TAPLIN & HO, 2001). O modelo de indu¢do tumoral utilizando a combinacao de
MNU e testosterona ja foi executado em nosso laboratério e indica que esse hormdnio pode
antecipar o surgimento de lesdes malignas no lobo ventral da préstata do gerbilo, funcionando
como um gatilho para a instalacdo tumoral (GONCALVES et al., 2010 e 2013). O presente
trabalho mostrou que, apesar de o TT ndo alterar a multiplicidade de lesdes pré-malignas, ele
diminuiu o desenvolvimento de lesdes malignas, especialmente quando comparados com o
grupo MNU. Esses dados reiteram a falta de potencial androgénico do fitoterdpico. Além disso,
o fato do grupo MNU+TTE apresentar a menor multiplicidade total de lesdes indica que que o
TT ndo s6 falha em desempenhar o papel de gatilho para a instalacdo de lesdes provocadas pala
MNU, como faria caso elevasse o nivel de testosterona, como pode ainda desempenhar papel
quimioprotetor.

O TT interfere na cinética de proliferacdo das células epiteliais luminais, mas ndo
interfere no compartimento basal. Indicios da capacidade antiproliferativa do TT reforcam a
possibilidade do papel quimioprotetor do extrato e ja foram relatados em ensaios realizados
com cultura de melanécitos (DENG et al., 2002), de células de cancer mamario da linhagem
Bcap-37 (SUN et al., 2003) e em células prostaticas da linhagem PC-3 (WEI et al., 2014).
Nossos resultados sugerem que o mesmo efeito pode ser observado in vivo. Os grupos cujos
tratamentos incluiram o TT tiveram as menores taxas de proliferacdo, especialmente em
comparacdo com o grupo MNU. As fracdes de saponinas e flavonoides extraidas da erva
Gynostemma pentaphyllum se mostraram eficientes no combate a proliferacdo de células de
cancer prostdtico da linhagem PC-3 pelo interrompimento do ciclo celular nas fases S e G2/M
através da modulagdo da expressdo de ciclinas, bem como pela indu¢@o de apoptose, por meio
da reducdo na expressdo de proteinas antiapoptdticas e aumento na expressao de proteinas pro-
apoptoticas (CHENG et al., 2011). Esses dados dialogam com outros trabalhos que sugerem
que as saponinas atuam como indutoras de apoptose (SUN et al., 2004; YANG et al., 2005).
Embora ndo tenha apresentado valores estatisticamente significantes, ndés observamos uma
tendéncia de aumento na densidade de células apoptdticas de todos os grupos experimentais em
relacdo ao controle.

Os resultados encontrados para a marcacdo de AR indicam que, além de ndo
contribuir para o aumento dos niveis de testosterona, o TT pode ter efeito antiandrogénico, ja

que ele causou reducdo na frequéncia de AR em praticamente todas as situacdes analisadas,
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com diferenca estatistica em algumas delas. De acordo com um estudo conduzido por Sandeep
e colaboradores, o TT mostrou atividade antiandrogénica in vitro e foi capaz de atenuar os
sintomas da sindrome do ovdrio policistico em fémeas de ratos Sprague-Dawley, a qual é
influenciada por andrégenos, de maneira dependente da dose. Os autores defendem que o TT
pode ser capaz de reduzir o nivel de testosterona, inibir a atividade transcricional do AR e,
assim, prevenir a resposta fisioldgica a andrégenos in vivo (SANDEEP et al., 2015). No gerbilo
constatou-se resposta semelhante uma vez que houve uma acao especifica de TT em reduzir a
atividade da via androgénica candnica, caracterizada pela reducao de células AR positivas e
diminui¢do da proliferacdo de células epiteliais.

O TT € rico em compostos biologicamente ativos e o destaque dado a protodioscina
pode ser inadequado. Outros trabalhos conduzidos com outras saponinas indicam que elas
podem ter uma fungdo na protecdo contra o cancer. Saponinas presentes no proprio TT foram
testadas em diferentes linhagens de células e mostraram que sao eficientes em auxiliar o
combate ao cancer. A propria protodioscina exibiu desempenho citotoxico em diversas
linhagens de células, inclusive linhagens do cancer de préstata, no Anticancer Drug Screen
Panel do Instituto Nacional do Cancer Americano (HU & YAO, 2002). Um estudo comparativo
entre uma mistura herbal (TT e Murraya koenigii) e tamsulosin, um medicamento usado para
tratamento da hiperplasia benigna prostitica (HBP), mostrou que o preparado natural tem
desempenho satisfatério no tratamento dos sintomas da HBP inicial (SENGUPTA et al., 2011).

Tomados juntos, esses dados oferecem subsidios em defesa de que o consumo de
TT ndo oferece riscos a histofisiologia prostatica relacionados a desregulagdo enddcrina ou com
o metabolismo de andrégenos in vivo. Ao contrdrio, a andlise morfol6gica desempenhada neste
trabalho indica que o consumo do extrato seco da planta pode ter potencial quimioprotetor,
como ja sugerido em experimentos realizados com células em cultura. Embora este trabalho
inicial indique que o tratamento com TT em animais propensos ao desenvolvimento do cincer
prostatico pode minimizar a incidéncia de lesdes malignas com o envelhecimento, os dados
referentes a seguranga do uso do TT ndo sdo conclusivos, ja que 0 mesmo ndo pode ser dito em
relacdo as lesdes pré-malignas. Nosso grupo de pesquisa planeja desenvolver, a seguir, estudos
morfoldgicos com tratamentos que simulam o uso do TT por tempo prolongado e estudos
moleculares que visam entender melhor os mecanismos pelos quais o TT pode influenciar a

morfofisiologia da préstata in vivo.
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Conclusao

Nas condi¢gdes experimentais estabelecidas neste trabalho, o TT ndo foi capaz de
provocar a elevacao dos niveis de testosterona e ndo alterou parametros biométricos de 6rgaos
andrégeno-sensiveis do gerbilo da Mongdlia, o que permite inferir que o fitoterdpico nao
apresenta efeito anabolizante neste modelo experimental. Além disso, a combina¢do de TT com
o carcinbgeno MNU ndo antecipou a instalagdo de lesdes malignas no lobo ventral da prostata.
Ao contrério, o extrato mostrou efeito quimioprotetor, reduzindo o nimero de lesdes totais,
especialmente as lesdes malignas, quando comparado com o grupo controle da inducdo (grupo
MNU), reduzindo a densidade de células em proliferacio e a frequéncia de células AR-
positivas. Juntos, esses dados oferecem subsidios em favor da utilidade do uso do TT como
auxiliar no combate a invasividade de lesdes prostéticas proliferativas. No entanto, estudos
ainda sdo necessdrios para saber a real influéncia do TT sobre as lesdes pré-malignas, que
persistiram mesmo apds os tratamentos, € entender de que forma o extrato pode auxiliar no

bloqueio da transicao de lesdes pré-malignas para malignas.

Isencao de responsabilidades:
As opinides expressas neste artigo sdo de responsabilidade dos autores e ndo
representa a posicao oficial da instituicdo ou do financiador. O manuscrito foi lido e aprovado

por todos os autores.

Recursos financeiros:

Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP, n° Proc.:
2014/26660-0), Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq, n°
Proc.: 305840/2015-0), Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES, bolsa concedida por um ano).

Conflito de Interesses:

Os autores declaram que nio ha conflitos de interesses.

Referéncias Bibliograficas

ADAIKAN, P. G.; GAUTHAMAN, K.; PRASAD, R. N. V. History of herbal medicines with
an insight on the pharmacological properties of Tribulus terrestris. The Aging Male, v. 4, p.
163-169, 2001.



94

ADIMOELIJA, A.; ADAIKAN, P. G. Protodioscin from herbal plant Tribulus terrestris L
improves the male sexual functions, probably via DHEA. International Journal of Impotence

Research, v. 9, n. 1, 1997.

BOSLAND, M. C. Use of animal models in defining efficacy of chemoprevention agents
against prostate cancer. European Urology, v. 35, n. 5-6, p. 459463, 1999.

BOSLAND, M. C. Testosterone treatment is a potent tumor promoter for the rat prostate.

Endocrinology, v. 155, n. 12, p. 4629-4633, 2014.

CAMPOS, S. G. et al. Age-related histopathological lesions in the Mongolian gerbil ventral
prostate as a good model for studies of spontaneous hormone-related disorders. International

Journal of Experimental Pathology, v. 89, n. 1, p. 13-24, 2008.

CHENG, T.-C. et al. Antiproliferation effect and apoptosis mechanism of prostate cancer cell
PC-3 by flavonoids and saponins prepared from Gynostemma pentaphyllum. Journal of

Agricultural and Food Chemistry, v. 59, n. 20, p. 11319-11329, 2011.

CHHATRE, S. et al. Phytopharmacological overview of Tribulus terrestris. Pharmacognosy
Review, v. 8, n. 15, p. 45-51, 2014.

DENG, Y.; YANG, L.; AN, S. Effect of Tribulus terrestris L decoction of different
concentrations on tyrosinase activity and the proliferation ofmelanocytes. Di Yi Jun Yi Da Xue

Xue Bao, v. 22, n. 11, p. 1017-1019, 2002.

GAUTHAMAN, K.; ADAIKAN, P. G. Effect of Tribulus terrestris on nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate-diaphorase activity and androgen receptors in rat brain. Journal of

Ethnopharmacology, v. 96, p. 127-132, 2005.

GAUTHAMAN, K.; GANESAN, A. P. The hormonal effects of Tribulus terrestris and its role
in the management of male erectile dysfunction - an evaluation using primates, rabbit and rat.

Phytomedicine, v. 15, p. 44-54, 2008.

GONCALVES, B. F. et al. Prostate carcinogenesis induced by N-methyl-N-nitrosourea (mnu)
in gerbils: Histopathological diagnosis and potential invasiveness mediated by extracellular

matrix components. Experimental and Molecular Pathology, v. 88, p. 96-106, 2010.

GONCALVES, B. F. et al. A new proposed rodent model of chemically induced prostate
carcinogenesis: distinct time-course prostate cancer progression in the dorsolateral and ventral

lobes. Prostate, v. 73, n. 11, p. 1202-1213, 2013.



95

HU, K.; YAO, X. Protodioscin (NSC-698 796): its spectrum of cytotoxicity against sixty human

cancer cell lines in anticancer drug screen panel. Planta Medica, v. 68, p. 297-301, 2002.

HUGGINS, C.; HODGES, C. V. The Effect of Castration, of Estrogen and of Androgen
Injection on Serum Phosphatases in Metastatic Carcinoma of the Prostate. Cancer Research,

v. 1, p. 293-297, 1941.

ISMAIL, S. B. et al. Comparison on the effects and safety of Tualang honey and Tribestan in
sperm parameters, erectile function, and hormonal profiles among oligospermic males.

Evidence-based Complementary and Alternative Medicine, p. 1-10, 2014.

KAINA, B. et al. MGMT : Key node in the battle against genotoxicity , carcinogenicity and
apoptosis induced by alkylating agents. DNA Repair, v. 6, p. 1079-1099, 2007.

KIM, H. J. et al. Aqueous extract of Tribulus terrestris Linn induces cell growth arrest and
apoptosis by down-regulating NF-kB signaling in liver cancer cells. Journal of

Ethnopharmacology, v. 136, p. 197-203, 2011.

KIM, J. Protective effects of Asian dietary items on cancers - Soy and Ginseng. Asian Pacific

Journal of Cancer Prevention, v. 9, p. 543-548, 2008.

KOSTOVA, 1.; DINCHEV, D. Saponins in Tribulus terrestris - chemistry and bioactivity.
Phytochemistry Reviews, v. 4, p. 111-137, 2005.

KUMAR, M. et al. Chemopreventive potential of Tribulus terrestris against 7,12- dimethylbenz
(a) anthracene induced skin papillomagenesis in mice. Asian Pacific Journal of Cancer

Prevention, v. 7, p. 289-294, 2006.

KUMARI, M.; SINGH, P. Tribulus terrestris ameliorates metronidazole--induced
spermatogenic inhibition and testicular oxidative stress in the laboratory mouse. Indian

Journal of Pharmacology, v. 47, n. 3, p. 304-310, 2015.

MALVIYA, N. et al. Recent studies on aphrodisiac herbs for the management of male sexual
dysfunction - a review. Acta Poloniae Pharmaceutica - Drug Research, v. 68, n. 1, p. 3-8,
2011.

MARTINO-ANDRADE, A.J. et al. Effects of Tribulus terrestris on endocrine sensitive organs
in male and female Wistar rats. Journal of Ethnopharmacology, v. 127, p. 165-170, 2010.

MATHUR, M.; SUNDARAMOORTHY, S. Ethnopharmacological studies of Tribulus



96

terrestris (Linn). in relation to its aphrodisiac properties. African Journal of Traditional,

Complementary and Alternative Medicines, v. 10, n. 1, p. 83-94, 2013.

MELLO, M. L. S.; Vidal, B. C. Praticas de biologia celular. Campinas: Edgard Bliicher-
Funcamp, 1980. 71p.

MORVIN YABESH, J. E.; PRABHU, S.; VIJAYAKUMAR, S. An ethnobotanical study of
medicinal plants used by traditional healers in silent valley of Kerala, India. Journal of

Ethnopharmacology, v. 154, p. 774-789, 2014.

NEYCHEV, V. K.; MITEV, V. L. The aphrodisiac herb Tribulus terrestris does not influence
the androgen production in young men. Journal of Ethnopharmacology, v. 101, p. 319-323,
2005.

POPPEL, H. VAN; TOMBAL, B. Chemoprevention of prostate cancerwith nutrients and
supplements. Cancer Management and Research, v. 3, p. 91-100, 2011.

ROAIAH, M. F. et al. Prospective analysis on the effect of botanical medicine (Tribulus
terrestris) on serum testosterone level and semen parameters in males with unexplained

infertility. Journal of Dietary Supplements, v. 14, p. 1-7, 2016.

SANDEEP, P. M.; BOVEE, T. F. H.; SREEJITH, K. Anti-androgenic activity of Nardostachys
jatamansi DC and Tribulus terrestris L. and their beneficial effects on polycystic ovary

syndrome — Induced rat models. Metabolic syndrome and related disorders, v. 13, n. 6, p.

248-254, 2015.

SENGUPTA, G. et al. Comparison of Murraya koenigii- and Tribulus terrestris-Based Oral
Formulation Versus Tamsulosin in the Treatment of Benign Prostatic Hyperplasia in Men Aged
>50 Years: A Double-Blind, Double-Dummy, Randomized Controlled Trial. Clinical
Therapeutics, v. 33, n. 12, p. 1943-1952, 2011.

SISTO, M. et al. Saponins from Tribulus terrestris L. protect human keratinocytes from UVB-
induced damage. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, v. 117, p. 193—
201, 2012.

SUN, B. et al. Investigation on inhibitory and apoptosis-inducing effects of saponins from
Tribulus terrestris on hepatoma cellline BEL-7402. Zhongguo Zhong Yao Za Zhi, v. 29, n. 7,
p. 681-684, 2004.

SUN, B.; QU, W.; BAI, Z. The inhibitory effect of saponins from Tribulus terrestris on Bcap-



97

37 breast cancer cell line in vitro. Zhong Yao Cai, v. 26, n. 2, p. 104-106., 2003.

TAPLIN, M. E.; HO, S.-M. The Endocrinology of Prostate Cancer. The Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism, v. 86, n. 8, p. 3467-3477, 2011.

UKANI, M. D.; NANAVATI, D. D.; MEHTA, N. K. A review on the Ayurvedic herb Tribulus
terrestris L. Ancient Science of Life, v. 17, n. 2, p. 144-150, 1997.

WEI, S. et al. Terrestrosin D, a steroidal saponin from tribulus terrestris L., inhibits growth and
angiogenesis of human prostate cancer in vitro and in vivo. Pathobiology, v. 81, p. 123132,

2014.

WEIBEL, E. R. Principles and methods for the morphometric study of the lung and other
organs. Laboratory Investigation, v. 12, p. 131-155, 1978.

YANG, H.; QU, W.; SUN, B. Experimental study of saponins from Tribulus terrestris on renal
carcinoma cell line. Zhongguo Zhong Yao Za Zhi, v. 30, n. 16, p. 1271-1274, 2005.



98

Legendas das figuras

Figura 1. Tribulus terrestris inibe alteracdes morfologicas causadas pela exposi¢cdo ao
carcinbgeno MNU: cortes histologicos do lobo ventral da glandula prostdtica masculina do
gerbilo corados com Hematoxilina e Eosina. Controle (C): [A] aspecto morfol6gico normal da
prostata. [B] alteracdo morfologica semelhante a NIP observada nos animais do grupo controle.
Inducio carcinogénica com N-metil-N-nitrosoureia (MNU): [C] e [D] presenca de numerosos
focos de lesdes proliferativas (NIP) e inflamatérias periductais (seta preta) e intraluminais
(cabeca de seta). Efeitos do fitoterdpico (TTE): [E] e [F] também se observam lesdes do tipo
NIP e arcos intra-epiteliais (Al). Efeitos combinados do fitoterdpico e do agente carcinogénico
(MNU++TTE): [G] e [H] o tratamento parece reduzir a frequéncia de lesdes do tipo NIP,
especialmente em relagdo ao grupo MNU. Os detalhes evidenciam a diversidade fenotipica
nuclear nas regides onde se observam lesdes proliferativas. As setas brancas indicam células
com nicleo descompactado e nucléolos evidentes, comuns nesse tipo de lesdao. Ep: epitélio; Es:

estroma; Lu: ldmen.

Figura 2. Embora todos os grupos apresentem lesdes malignas, os grupos com aplicacdo de
Tribulus terrestris apresentam os menores valores para este tipo de lesdo: cortes histoldgicos
do lobo ventral da glandula prostatica masculina do gerbilo corados com Reticulina de Gomori.
As lesdes do tipo NIP em que foram observadas rupturas da membrana basal e extravasamento
de células para outros compartimentos foram consideradas lesdes malignas. As setas finas
demonstram a organizacdo normal das fibras reticulares que formam o arcabougo dos 4cinos
glandulares. As setas brancas indicam o local de rompimento da membrana basal. As setas
pretas largas indicam fen6tipo nuclear de células proliferativas dispersas no estroma glandular.

Ep: epitélio; Es: estroma; Lu: limen.

Figura 3. Analise estatistica da multiplicidade de lesdes encontradas no lobo ventral da prostata
de machos do gerbilo da Mongélia sugere que o Tribulus terrestris pode ter papel
quimioprotetor. Os menores indices de ledes sdo encontrados nos grupos que receberam doses
do fitoterapico, especialmente no que se refere as lesdes malignas. Os asteriscos (*) indicam
diferenga estatisticamente significante entre os grupos (Kruskal-Wallis/Dunns, dados nao

paramétricos, p< 0,05).
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Figura 4. Os dados estereoldgicos evidenciam a plasticidade dos compartimentos glandulares
no lobo ventral da préstata do gerbilo da Mongdlia e indicam que o Tribulus terrestris ndo tem
capacidade de induzir a proliferacdo. Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos. [A] Frequéncia do compartimento epitelial. *** diferenca
estatistica em relacdo ao C e TTE (p< 0,0001); * diferenca estatistica em relacdo ao TTE (p<
0,05). [B] Frequéncia do compartimento luminal. * diferenga estatistica em relacdo ao C (p<
0,05); *** diferenca estatistica em relacio a MNU e MNU+TTE (p< 0,0001). [C] Frequéncia
do compartimento estromal muscular. ** diferenca estatistica em relacdo ao C (p=0,0077). [D]
Frequéncia do compartimento estromal ndo-muscular. Nao hé diferencas entre os grupos (One-

way ANOV A/Tukey, dados paramétricos).

Figura 5. Tribulus terrestris causa reducdo da marcacdo de células AR-positivas no lobo ventral
da préstata do gerbilo da Mongoélia. [A] Frequéncia de células AR-positivas por campo no
compartimento epitelial. [B] Frequéncia de células AR-positivas por campo no compartimento
estromal. [C] Frequéncia total de células AR-positivas por campo. Os asteriscos (*) indicam
diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo C (Kruskal-Wallis/Dunns, dados
ndo paramétricos, p< 0,05). [D]-[G] Marcagao de células AR-positivas (setas escuras) e AR-
negativas (setas claras) em campos dos grupos C, MNU, TTE e MNU+TTE, respectivamente.

[H] Controle negativo.

Figura 6. Tribulus terrestris nio interfere na frequéncia de células epiteliais basais no lobo
ventral da préstata do gerbilo da Mongélia. [A] Frequéncia de células basais p63-positivas por
campo no compartimento epitelial. Nao ha diferencas significantes entre os grupos (Kruskal-
Wallis/Dunns, dados ndo paramétricos, p> 0,05). [B]-[E] Marcagdo de células p63-positivas
(setas escuras) e p63-negativas (setas claras) em campos dos grupos C, MNU, TTE e

MNU+TTE, respectivamente. [F] Controle negativo.

Figura 7. Uso do Tribulus terrestris apresenta efeito antiproliferativo no lobo ventral da prostata
do gerbilo da Mongdlia, segundo marcagdo para o PCNA. Os asteriscos indicam diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (Kruskal-Wallis/Dunns, dados ndo paramétricos,
p< 0,05). [A] Densidade de células PCNA-positivas por corte no compartimento epitelial (p<
0,05). [B] Densidade de células PCNA-positivas por corte no compartimento estromal (p=

0,0091). [C] Densidade total de células PCNA-positivas por corte (p< 0,05). [D]-[G] Marcagao
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de células PCNA-positivas (setas escuras) e PCNA-negativas (setas claras) em campos dos

grupos C, MNU, TTE e MNU+TTE, respectivamente. [H] Controle negativo.

Figura 8. Tribulus terrestris indica tendéncia de aumento nos eventos de apoptose no lobo
ventral da préstata do gerbilo da Mongélia. [A] Densidade de células TUNEL-positivas por
corte no compartimento epitelial. [B] Densidade de células TUNEL-positivas por corte no
compartimento luminal. [C] Densidade de células TUNEL-positivas por corte no
compartimento estromal. [D] Densidade total de células TUNEL-positivas por corte. Nao ha
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (Kruskal-Wallis/Dunns, dados ndo
paramétricos, p> 0,05). [E]-[H] Marcacdo de células TUNEL-positivas (setas escuras) e
TUNEL-negativas (setas claras) em campos dos grupos C, MNU, TTE e MNU+TTE,

respectivamente. [I] Controle negativo.

Legenda da tabela

Tabela 1. Os tratamentos aplicados ndo causaram alteracdes nos dados biométricos para a massa
corporal, complexo prostatico (prdstata + vesicula seminal + uretra prostdtica), lobo ventral
isolado (LV), testiculos e adrenais.

Rodapé: Os dados sdao expressos em gramas (média £ EP). Os valores apresentados para
testiculo e adrenal foram obtidos a partir da média entre o par de 6rgdos. n: niimero de animais
por grupo experimental. Nao ha diferencga estatistica entre os grupos (Kruskal-Wallis/Dunns,

dados ndo paramétricos, p> 0,05).
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Figura 3
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Figura 4

_|_
!
<&

T
1
«

HTH

o [=] o [=3 (=]

=
o w w <t ™~
=
(23109 10d TAWIN] 3P %)
erougnbarg

Ll
g8 8 8 8§ & °

(21100 10d orpeda ap o)
erougnbarg

<

HTH
Hl
H

[ =
T

r

—{THt

S & © o o o
..OI (=] w < ™~
(21102 10d TR[NOSNUI-ORT

BUIOI)S2 2p %) erougnbarg

= & L =

2,
Y
v

(a]

Ll L | L)

Ll
g8 8 8 8 R °©

(&

(21100 10d sesI] sarnosnu
SE[N[9 3P %) erougnbary




105

Figura 5
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Figura 6
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Figura 8
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Tabela
Tabela 1
Corpo Complex LV Testiculo  Adrenal
n=6 90 dias 180 dias 270 dias OmpIexo esticuto end
C 67.33+2.23 72,00+ 137 8333£5,65 062+0,09 002=0004 060003 0,020,002
MNU 6733 +1,52 77,67 £3.70 83.00+4.95 0,61+0,03 0,02+0,002 0,61+0,02 0,020,001
TTE  65.67+1.41 7633+2.99 71.67+571 0,65+007 0,030,004 0,52+0,03 0,020,001
MNU+TTE 67,67 1,96 75.67+6,01 73.67+4.83 0,63 +0,08 0,02+0,003 0,57 0,03 0,020,001
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6 CAPITULO III

Efeitos do uso prolongado do fitoterapico Tribulus terrestris nos niveis de testosterona e
na quimioprotecao do lobo ventral da préstata do gerbilo da Mongoélia expostos ao
carcinégeno N-metil-N-nitrosoureia.

Artigo a ser submetido a revista “Journal of Dietary Supplements”
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Resumo

A planta Tribulus terrestris (TT) se popularizou entre individuos de vérias idades por sua
suposta capacidade de elevar niveis séricos de testosterona. Além do uso tradicional no
tratamento de disfuncdes sexuais, o fitoterdpico tem sido usado por homens e mulheres como
uma alternativa natural e legal para anabolizantes. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos
do uso prolongado do extrato de TT sobre os niveis de testosterona e as consequéncias de seu
uso sobre a histofisiologia prostitica do gerbilo da Mongélia, ja que a glandula € andrégeno-
sensivel e pode responder a alteracdes no equilibrio de hormonios sexuais. 24 machos da
espécie Meriones unguiculatus foram divididos em quatro grupos: controle experimental,
controle da inducdo carcinogénica (50 mg/kg de N-metil-N-nitrosoureia — MNU — em dose
unica aos 180 dias), controle dos efeitos do uso prolongado do TT (11 mg/kg em doses didrias
do 90° ao 270° dia) e tratamento prolongado associado a inducdo (11 mg/kg em doses didrias
do extrato de TT do 90° ao 270° dia, com dose tnica de 50 mg/kg de MNU aos 180 dias). Os
resultados indicam baixo potencial anabolizante na dose e periodo de tratamento administrados,
ja que o TT ndo foi capaz de elevar os niveis séricos de testosterona e nio causou alteracdes
biométricas em 6rgdos sensiveis a andrégenos. Além disso, o fitoterdpico pode desempenhar
papel quimioprotetor, retardando o surgimento de lesdes malignas no lobo ventral da préstata.
Parte dessa propriedade pode ser devido ao fato de o TT reduzir a atividade da via androgénica
candnica (diminui¢do de receptores de androgenos e de proliferacdo de células epiteliais) e
elevar, parcialmente, a frequéncia de apoptose. No entanto, o TT ndo preveniu o surgimento de
lesdes pré-malignas e, em um dos grupos, parece ter contribuido para o aumento delas. Juntos,
esses dados oferecem subsidios contrérios ao potencial anabolizante do TT e indicam que novos
estudos sdo necessarios para avaliar a seguranca do uso prolongado dessa substincia,

especialmente por individuos mais jovens.

Palavras-chave:

Tribulus terrestris, testosterona, MNU, cancer de prostata, quimioprotecao.
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Introducao

O Tribulus terrestris (TT) é um fitoterdpico rico em compostos biologicamente
ativos, como alcaloides e glicosideos, conhecido e utilizado hd muito tempo em diversas
medicinas tradicionais (CHHATRE et al., 2014). Trata-se de uma planta arbustiva anual,
encontrada no Mediterraneo, em regides de clima desértico e subtropical, tida como uma
colonizadora agressiva e globalmente distribuida, razdo pela qual recebe diversos nomes
regionais (ADAIKAN et al., 2001).

A planta € indicada para o tratamento de inimeras moléstias, sendo a paliacio de
disfungdes sexuais um dos usos mais frequentemente encontrados nas diferentes culturas
(UKANI et al., 1997; KOSTOVA & DINCHEYV, 2005; CHHATRE et al., 2014). Inicialmente,
atribuiu-se a planta um efeito afrodisiaco devido a sua capacidade de interferir no metabolismo
de andrégenos, elevando os niveis séricos do hormdnio luteinizante (LH), da
deidroepiandrosterona (DHEA), da di-hidrotestosterona (DHT) e da testosterona propriamente
dita (ADIMOELJA e ADAIKAN, 1997; GAUTHAMAN & ADAIKAN, 2005;
GAUTHAMAN e GANESAN, 2008). Em tese, a protodioscina, uma saponina esteroidal com
estrutura semelhante a da DHEA, foi creditada como o principio ativo do fitoterdpico, podendo
ser encontrada em toda a planta, com maior concentracao nas partes aéreas, especialmente nos
frutos (MATHUR & SUNDARAMOORTHY, 2013).

Apesar de amplamente questionada na literatura, alguns experimentos realizados
com humanos e animais corroboram a capacidade do TT em elevar os niveis de andrégenos
(GAUTHAMAN e GANESAN, 2008; YIN et al., 2016; SALGADO et al., 2016). Por esta
razao, o extrato herbal passou a ser utilizado também por praticantes de atividades fisicas em
busca de ganhos estéticos e de desempenho, com base no ganho de testosterona a partir de uma
alternativa natural e legal aos anabolizantes (ANTONIO et al., 2000; BROWN et al., 2000;
MASON et al., 2001; ROGERSON et al., 2007).

Assim, a planta que antes era indicada para manuten¢do do equilibrio hormonal
para homens em idade avangada, passou a ser utilizada por homens e mulheres de diferentes
idades e por tempo indeterminado. Isto porque o uso de produtos naturais cresce em todo o
mundo, encorajado pelo facil acesso, o baixo custo, o apelo historico e cultural e pela crenga de
que os produtos naturais ndo oferecem riscos a saide (MALVIYA et al., 2011).

No entanto, esta seguranga € questiondvel, pois o uso dessas substancias € baseado
em conhecimentos populares e raramente sdo estudados experimentalmente, de forma que a
atuacdo dos compostos envolvidos ndo € clara (QURESHI et al., 2014). Além disso, por ndo

serem considerados como medicamentos, negligencia-se a fiscalizagdo de sua qualidade e
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eficicia biomédica, o que gera riscos, ja que essas substancias podem ndo ser funcionais de fato
ou, o que é mais perigoso, podem trazer efeitos nocivos a sauide, assim como substincias
sintéticas (POKRYWKA et al., 2014)

A respeito da prostata, que € um 6rgao alvo da acdo de andrégenos, o risco oferecido
pelo consumo do TT reside na possibilidade de interferéncia na homeostasia prostética, caso o
extrato seja realmente capaz de alterar o perfil hormonal. Isto porque a manutencdo da
histoarquitetura e da fisiologia da glandula est4d intimamente relacionada com os niveis de
hormonios sexuais (TAPLIN & HO, 2001), e altos niveis de testosterona podem influenciar a
instalacdo e a progressao de tumores prostiticos (BOSLAND, 2014).

Por outro lado, hd indicios de que o TT ndo seja eficaz em elevar os niveis de
testosterona (NEYCHEV & MITEV, 2005; KUMARI & SINGH, 2015; ROAIAH et al., 2016).
Além disso, o extrato poderia atuar como agente quimioprotetor, auxiliando no combate a
instalacdo e progressao tumoral. Saponinas presentes em extratos do TT foram capazes de inibir
a inducdo de cancer em culturas de células hepaticas (KIM et al., 2011) e de queratindcitos
expostos a radiacdo UVB (SISTO et al., 2012). A terrestrosina D mostrou atividade antitumoral
e antiangiogénica ao interromper o ciclo celular e induzir a apoptose em células de cancer
prostatico e endoteliais tanto in vitro quanto in vivo em implantes xenograficos de células da
linhagem PC-3 (WEI et al., 2014).

Dessa forma, a dualidade ligada ao uso da planta lanca divida sobre a seguranca de
seu consumo e sobre os possiveis efeitos do TT sobre os 6rgdos enddcrino-responsivos. Por
esta razdo, o objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade do TT em alterar os niveis séricos
de testosterona e os efeitos dessa possivel alteragdo sobre a histofisiologia prostdtica. Além
disso, buscamos avaliar o seu potencial quimioprotetor ou carcinogénico quando associado a
N-metil-N-nitrosoureia (MNU), que € um potente agente carcinogénico que promove metilacao
direta de macromoléculas, inclusive proteinas e DNA (KAINA et al., 2007). A MNU tem sido
muito utilizada em protocolos que testam meios de quimioprevencao ou agentes promocionais
de tumores (BOSLAND, 1999). Em roedores o protocolo de associacdo entre MNU e
testosterona mostrou que este hormonio pode desempenhar a funcao de gatilho para a instalacao
e progressdo de tumores decorrentes da exposicdo ao carcinégeno (BOSLAND, 2014;
GONCALVES et al., 2010 e 2013). Com isso, este estudo pretende oferecer subsidios
experimentais para os questionamentos referentes ao potencial androgénico do fitoterdpico,

bem como a seguranga de seu consumo em relacdo a satde prostéatica.
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Material e Métodos
Animais e delineamento experimental

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram utilizados 24 gerbilos da
Mongdlia (Meriones unguiculatus). Todos os animais foram mantidos no biotério de
manuten¢do do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
(IBILCE/Unesp), sob condicdes de luminosidade e temperatura adequadas, e alimentacdo e
4gua ad libitum, de acordo com as normas internas do Comité de Etica e Bem-Estar Animal da
Unesp e do COBEA (n° Proc.: 54/2011 — CEUA, anexo 11.2, pagina 174).

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, cada um com seis
individuos (apéndice 10.1.2, pdgina 171). As datas de inicio dos experimentos coincidiram com
a entrada dos animais na fase adulta (90 dias), quando os niveis hormonais séricos se encontram
estabilizados. No grupo controle experimental (C), os animais ndo sofreram qualquer
intervencdo; no grupo que representa o controle da inducdo carcinogénica (MNU), os animais
receberam uma dose tinica de MNU no 180° dia e ndo sofreram nenhuma outra intervengdo; no
grupo controle dos efeitos do uso prolongado do fitoterdpico (TTE), os animais receberam
doses didrias do extrato a partir do 90° dia até o 270° dia (180 dias); no grupo em que se analisa
o tratamento prolongado associado a indu¢ao (MNU+TTE), os animais receberam doses didrias
do extrato a partir do 90° dia até o 270° dia (180 dias), com uma dose tnica de MNU no 180°

dia (isto €, exatamente na metade do tratamento com o extrato de TT).

Drogas e dosagens

A administracdo de MNU se deu por injecdo intraperitoneal em dose unica (0,25
ml; 50 mg/kg) do carcinégeno N-metil-N-nitrosoureia (CAS 684-93-5; Sigma, St. Louis, MO).
A droga foi pré-diluida em tampao citrato de sédio com pH 6,0 (modificado de GONCALVES
et al.,, 2010) no momento do uso. O extrato de TT, produzido a partir da maceracido do fruto
seco, € de origem chinesa e foi adquirido em farmécia de manipulagcdo (lote LXCJ120503#5).
O grau de pureza é de 45% (48,24 % de saponinas, segundo laudo de controle de qualidade,
anexo 11.1, pagina 173). A administracdo didria do extrato foi feita por gavagem (0,5 ml; 11
mg/kg), apos o fitoterdpico ter sido suspenso em dgua destilada no momento do uso
(MARTINO-ANDRADE et al., 2010). A opcao pelo uso do extrato seco € ndo do componente
ativo purificado simula o uso costumeiro desse fitoterdpico e a dose utilizada € compativel com

a dose aplicada a humanos.
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Biometria e morte

Os gerbilos foram pesados aos 90, 180 e 270 dias para andlise da alteracdo da massa
corporal e foram mortos no 270° dia, com nove meses de idade. Todos foram submetidos a
inalacdo de CO; e, depois de pesados, foram decapitados para a coleta do sangue, que foi
submetido a dosagem hormonal. Foram removidos e pesados os complexos prostéticos
(préstata + vesicula seminal + uretra prostdtica), os testiculos e as adrenais. Os lobos ventrais
das prostatas foram isolados, devidamente pesados e fixados de acordo com a metodologia

adequada para cada uma das andlises.

Dosagem hormonal

As amostras de sangue foram coletadas logo apds a decapitacdo em tubos de ensaio
de 4 ml com gel de separagdo. O material foi centrifugado durante 20 minutos, a 3.000 rpm, e
o soro separado e congelado em biofreezer a -80°C para posterior andlise dos niveis de
testosterona. A andlise foi feita por ELISA, utilizando-se o kit comercial especifico
(Testosterone EIA Kit, nimero no catdlogo 582701, Cayman Chemical Company, MI) de
acordo com o procedimento recomendado pelo fabricante, utilizando-se de 50 ul de cada
amostra previamente congelada, diluida em 10 vezes. O limite de detec¢do para a testosterona
foi de 6 pg/ml. As leituras foram feitas com o equipamento Epoch Microplate

Spectrophotometer (BioTek Instruments, VT, USA).

Obtencdo de cortes histologicos

Os lobos ventrais coletados e destinados a andlise morfolégica foram fixados por
imersdo. Trés deles foram imersos em paraformaldeido a 4% diluido em tampao fosfato (0,2M,
pH 7.2) durante 24 horas, e trés foram imersos em metacarn (metanol, cloroférmio e 4cido
acético, 6: 3: 1) durante trés horas. Em seguida, o material foi desidratado em uma série
crescente de etanol, diafanizado em xilol e incluido em parafina (Histosec - MERK). Os blocos
de parafina contendo o material para andlise foram seccionados em micrétomo rotativo,
produzindo cortes de 5 um, coletados em laminas de vidro silanizadas para as devidas

coloragdes.

Andlise morfologica
Para avaliar as diferencas morfologicas nos diferentes grupos experimentais, cortes
histolégicos foram submetidos a coloracio Hematoxilina-Eosina (HE) e Reticulina de Gomori,

as quais permitiram analisar a estrutura glandular, fazer quantificagdes celulares e de lesoes
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(MELLO & VIDAL, 1980). As avaliacdes foram feitas em microscopia de luz e as imagens
histolégicas foram digitalizadas com uso de microscépio Olympus BX-60 acoplado a camera
digital e ao sistema analisador de Imagens - Image-Pro-Plus ©Media Cybernetics, ou
digitalizadas a partir do scanner de laminas Olympus Virtual Slide System (VS120-S5-OAl) e
ao sistema analisador de imagens Olympus OlyVIA 2.9 (Build 13735) ©Olympus Soft Imaging
Solutions GmbH.

Andlise estereologica

A andlise estereoldgica foi realizada para a obtencdo da frequéncia relativa dos
diferentes compartimentos prostdticos (epitélio, limen, estroma muscular e estroma ndo-
muscular) dos grupos em estudo. Para isso, foram capturados 48 campos aleatérios por grupo,
divididos igualmente entre os seis animais de cada grupo (8 campos por animal), a partir de
laminas coradas pela HE, através do scanner de laminas Olympus Virtual Slide System (VS120-
S5-OAI), no aumento de 200x. As medidas foram realizadas de acordo com o sistema de teste
de multipontos M 130 proposto por Weibel (1978). Assim, a partir dos dados obtidos para cada
campo analisado, obteve-se a frequéncia relativa (porcentagem) dos compartimentos
prostaticos. Para o célculo de frequéncia relativa dos compartimentos utilizaram-se os pontos
do Sistema-teste que coincidiam com cada compartimento e esses nimeros de pontos foram

transformados em porcentagem.

Contagem de lesoes

Para fazer a quantificacao de lesdes neopldsicas, foram separadas quatro laminas de
cada animal, contendo cortes de diferentes profundidades do material incluido (90 pm de
distancia entre cada ponto). Com isso, em cada grupo experimental foram utilizadas 24 imagens
de cortes corados em HE e digitalizados com scanner de laminas Olympus Virtual Slide System
(VS120-S5-OAI) no aumento de 200x. A partir de uma varredura de toda a extensdo dessas
seccOes com o sistema analisador de imagens Olympus OlyVIA 2.9 (Build 13735) ©Olympus
Soft Imaging Solutions GmbH, foram contados os focos de lesdes neoplasicas. Cortes
adjacentes aqueles em que foram detectadas lesdes proliferativas foram entdo submetidos a
técnica da Reticulina de GOomori, de forma que foi possivel classificar as lesdes em pré-
malignas, quando elas eram restritas ao compartimento epitelial e acinar, ou malignas, quando
foi observado o rompimento da membrana basal dos dcinos glandulares e a invasio das células

proliferativas para outros compartimentos prostaticos. A partir do niimero obtido, foi calculada
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a multiplicidade de lesGes pré-malignas e malignas em cada grupo experimental (média de cada

tipo de lesdo por corte).

Andlise imunoistoquimica

Foram realizadas reagdes imunoistoquimicas para o antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA) em cortes previamente fixados em metacarn e para o receptor de
andrégeno (AR) e marcador de células basais (p63) em cortes histologicos da prostata
previamente fixados em paraformaldeido tamponado. Resumidamente, os cortes foram
submetidos a recuperagdo antigénica em tampao citrato de sédio (10 mM, pH 6,0) a 98°C por
50 min. O bloqueio da atividade de peroxidase enddgena foi feito através da incubagdo com
H>0> 3% em metanol por 20 min, seguido de permeabilizacdo em Triton 0,2% por 15 min. O
bloqueio das interagdes proteicas inespecificas foi realizado em leite 5% em TBS por 30 min
em temperatura ambiente. Em sequéncia os cortes foram incubados com anticorpo primdrio
anti-PCNA (1:100, mouse monoclonal, sc-56, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) diluido
em BSA1%, durante 1 h a 37°C, ou anti-AR (1:75, rabbit policlonal, sc816, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) e anti-p63 (1:100. Mouse monoclonal, 4A4: sc-8431, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) overnight a 4°C. Apds serem lavados em TBS (acrescido de NP40
para o AR) a interacdo antigeno-anticorpo para o PCNA e para a p63 foi detectada usando o kit
Max Polymer (Novocastra, RE7260-K, Leica Biosystems) por 30 min cada etapa ou para o AR
os cortes foram incubados em anticorpo secundério biotinilado anti-rabbit e entdo imersos em
complexo avidina/biotina (Rabbit ABC Staining System, Santa Cruz Biotechnology,
SantaCruz, CA) por 45 min a 37°C. A revela¢do da reacdo foi feita com diaminobenzidina-
DAB (Liquid DAB + Substrate Chromogen System, Dako, K3468) e a contracoloragdo foi
realizada em hematoxilina de Harris. O controle negativo foi obtido com a omissao do anticorpo
primdrio.

A contagem das células PCNA-positivas foi realizada nos compartimentos epitelial
e estromal em toda a extensdo do fragmento e o total foi divido pela area do corte, obtendo-se,
assim, a densidade de células em proliferacdo nos dois compartimentos (células positivas por
mm?). Para isso, toda a extensdo do corte em trés profundidades diferentes (cerca de 60 pm de
distancia) do mesmo LV foi digitalizada em scanner de laminas Olympus Virtual Slide System
(VS120-S5-OAI) no aumento de 200x.

A frequéncia relativa de células AR-positivas e de células basais p63-positivas foi
estimada através do total de células marcadas e ndo marcadas no epitélio e estroma no caso do

AR e epitélio no caso da p63 a partir de 10 imagens contiguas, digitalizados no aumento de
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400x. Ambas as contagens foram feitas com o auxilio do programa Image Pro Plus Media
Cybernetics version 4.5 for Windows (MD, USA) em 3 animais por grupo, com um n amostral
de 4693 - 6198 células por grupo experimental na andlise do AR total e 2676 — 3907 células

por grupo experimental na andlise da p63.

Detecgdo de células apoptoticas

A identificac@o das células apoptéticas foi efetuada com base na reacdo de TUNEL-
Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling (TdT-Fragel- Calbiochem, CN Biosciences, La
Jolla, CA, USA). Essa foi realizada de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds digestdao
enzimdtica com Proteinase K, os cortes foram tratados com H>O2 3% em metanol por 5 min,
para o bloqueio da atividade de peroxidase enddgena. Seguiu-se a incubagdo com a enzima
deoxinucleotidil terminal transferase (TdT, 1:20) durante 1 hora para a deteccdo dos fragmentos
de cromatina que se formam durante a apoptose. Ao final da reacdo, os nucleotideos biotinilados
foram reconhecidos por estreptoavidina conjugada com peroxidase e revelados com
diaminobenzidina por 5 minutos (0,07%). Os cortes foram contracorados com hematoxilina. A
densidade das células apoptéticas foi obtida da mesma maneira que a contagem das células
PCNA-positivas, nos compartimentos epitelial, luminal (células liberadas no imen) e estromal

em toda a extensao do corte.

Andlise estatistica

Os parametros quantitativos do trabalho foram avaliados estatisticamente pelo
software Statistica 7.0 (Copyright StatSoft, Inc. 1984-2004, Tulsa, OK, USA). Os dados foram
testados considerando os pressupostos de normalidade e homogeneidade das variancias de
acordo com os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os grupos que assumiram
esses pressupostos (dados paramétricos) foram comparados aplicando teste de one-way
ANOVA seguido de Tukey (post hoc). Os dados que ndo se enquadraram nesses pressupostos
(dados ndo paramétricos) foram comparados aplicando o teste de Kruskal-Wallis seguidos pelo
teste de Dunn (post hoc). Foram considerados estatisticamente significativos os valores de p<

0,05.

Resultados
As intervengdes ndo causaram alteracoes nos dados biométricos
Considerando-se cada momento de mensuracdo da massa corporal (90, 180 e 270

dias), ndo foram observadas diferencgas entre os grupos experimentais (tabela 1). O mesmo se
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diz da massa do complexo prostético ou do lobo ventral da prdstata isolado, das adrenais e dos
testiculos. De maneira geral, os animais do mesmo grupo experimental apresentaram uma

tendéncia de ganho de massa corporal com o passar dos meses.

O uso prolongado de TT ndo alterou os niveis séricos de testosterona

Apesar dos grupos TTE (1,36 ng/ml £ 0,15; média £+ EP) e MNU+TTE (1,72 +
0,14) terem apresentado um leve aumento nos niveis séricos de testosterona em relagdo ao
grupo C (1,05 £0,19), todos eles ficaram abaixo dos niveis apresentados pelo grupo MNU (1,92
+ 0,47), que nao recebeu doses do extrato. No entanto, a interven¢do ndo causou alteragdes
estatisticamente relevantes nos niveis séricos de testosterona em nenhuma das situagdes

experimentais (p = 0,0743).

TT inibe alteracoes morfologicas causadas pela exposicao ao carcinogeno MNU

Os tratamentos utilizados provocaram alteragdes na morfologia usual do lobo
ventral da prostata do gerbilo. Além das alteragdes comuns para a idade dos animais estudados,
como hiperplasias, metaplasias, arcos intra-epiteliais e focos inflamatérios periductais e
intraluminais (figura 1), foi possivel observar também lesdes microinvasivas. Estas se
caracterizaram pela ruptura da regido da membrana basal e extravasamento de células epiteliais
no estroma subjacente, o que pode ser evidenciado pela fragmentacdo de fibras reticulares
(figura 2).

A andlise quantitativa da multiplicidade de lesdes neopldsicas (figura 3) mostrou o
aumento mais expressivo no grupo MNU (2,17 + 0,36). Este aumento foi significativo em
relacdo aos grupos C e MNU+TTE (1,04 +£0,49 e 1,5 + 0,63, respectivamente). O uso do extrato
sozinho ndo provocou aumento significativo do niimero de lesdes no grupo TTE (2,17 + 0,74).
Em se considerando apenas as lesdes pré-malignas, ndo ha diferencas significantes entre os
grupos analisados, embora tenha-se notado certo aumento na multiplicidade dessas lesdes no
grupo TTE (2,04 + 0,65) em relacdo aos outros grupos (0,71 + 0,31 para C, 1,41 £ 0,29 para
MNU e 1,46 £ 0.62 para MNU+TTE). O grupo MNU apresentou um nimero maior de lesdes
malignas quando comparado com o grupo MNU+TTE (0,75 * 0,23 e 0,04 + 0,04,
respectivamente).

A andlise estereologica indica um aumento de 41,4% na frequéncia do
compartimento epitelial no grupo MNU (40,91 + 1,96) em relacdo ao grupo C (28,93 + 1,54),
de 19,3% emrelagdo ao grupo TTE (34,28 + 1,86) e de 21,1 % emrelacdo ao grupo MNU+TTE

(33,78 £ 1,65) (figura 4). O lumen acinar do grupo MNU diminui significativamente em
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frequéncia em relacdo ao grupo C (34,31 + 2,20 e 43,73 + 1,91, respectivamente). Nao houve
diferenca significante entre os grupos no que diz respeito a frequéncia dos compartimentos

estromais muscular e ndo-muscular.

TT reduz a frequéncia de células AR-positivas e de células basais (p63-positivas)

A frequéncia de células AR-positivas foi reduzida com o uso do fitoterdpico tanto
no compartimento epitelial, quanto no estromal (figura 5). Em se considerando apenas o
compartimento epitelial, os dados sdo significativamente menores no grupo TTE (68,93 +2,59)
em relagcdo aos outros trés grupos. No estroma, o grupo MNU+TTE (24,98 + 2,81) apresentou
uma reducdo significativa em relagdo aos grupos C e MNU (39,04 + 1,63 e 38,05 + 2,73,
respectivamente). A imunorreatividade total indica uma redug@o nas células AR-positivas do
grupo MNU+TTE (55,54 £+ 2,67) em relagdao aos outros trés grupos.

A frequéncia de células basais, marcadas positivamente para a p63, foi
significativamente menor apenas no grupo TTE (7,95 £0,35) quando comparado aos trés outros

grupos (figura 6).

TT inibe a proliferacdo celular apresenta tendéncia em elevar a densidade de células
apoptéticas

A densidade de células epiteliais PCNA-positivas (figura 7) indicaram uma
significativa a¢do antiproliferativa do TT no grupo MNU+TTE quando comparado com o grupo
MNU (21,02 £ 6,17 e 80,09 £ 21,56, respectivamente), o mesmo ocorrendo quanto a densidade
de células estromais PCNA-positivas (MNU+TTE 12,47 £ 2,01 e MNU 61,01 + 9,02). A
imunorreatividade total corrobora o observado nos dois compartimentos, com diferencas
estatisticas entre MNU+TTE (33,49 + 8,01) e MNU (141,20 + 29,98). Apesar de a taxa de
apoptose ndo ter sofrido nenhuma alteracdo estatisticamente relevante entre os grupos no que
diz respeito ao epitélio, ao limen ou ao estroma, existe uma tendéncia de aumento dos eventos
de morte celular programada em todos os grupos em relacdo ao C quando se considera a soma

de todos os compartimentos (figura 8).

Discussao

Desde o inicio do uso comercial do TT, o fitoterdpico tem sido relacionado com a
melhora do desempenho sexual por supostamente interferir no metabolismo de andrégenos,
elevando os niveis de LH, DHT, DHEA e testosterona (CHHATRE et al., 2014). Por conta

desse suposto efeito anabolizante, o TT passou a ser usado com outras finalidades, como o
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ganho em disposicdo e de massa muscular para fins esportivos ou estéticos (ANTONIO et al.,
2000).

No entanto, esta afirmacdo ndo encontra muito apoio na literatura. Diversos
trabalhos mostram que, apesar de o TT apresentar, de fato, algum efeito positivo na biologia
reprodutiva, sua acdo pode ndo estar relacionada com o aumento dos niveis de andrégenos
(SANSALONE et al, 2014 e 2016; SALGADO et al., 2016). Uma das possibilidades que
justificam o efeito do TT no desempenho sexual é sua atuacdo no metabolismo do 6xido nitrico
(ON) de forma independente de andrégenos: o fitoterdpico seria capaz de estimular a atividade
da enzima O6xido nitrico sintase, aumentando a liberacio de ON e, consequentemente,
facilitando o relaxamento do tecido muscular no corpo cavernoso e o aumento da pressao
intracavernosa, culminando na melhora da erecdo (KAM et al., 2012; DO et al., 2013).

Assim, apesar do ganho no desempenho sexual, ndo faria sentido a utilizagdo do
extrato como alternativa para anabolizantes. Um experimento realizado com machos e fémeas
de ratos Wistar, o TT ndo causou mudangas significantes nos niveis de testosterona e nao
produziu efeito estimulatério em 6rgaos enddcrino-sensiveis, como a préstata, vesicula seminal,
utero ou vagina (MARTINO-ANDRADE, 2010). Dados semelhantes foram mostrados em um
trabalho prévio da nossa equipe, em que o TT nao foi capaz de elevar a testosterona nem causar
alteracdes biométricas em 6rgdos andréogeno-responsivos quando utilizado por 3 meses em
gerbilos (Capitulo II). Tampouco desempenha efeito anabolizante o uso prolongado do TT, por
seis meses, como demonstrado por este estudo.

A bula do medicamento Androsten ®, nome comercial do extrato de TT no Brasil,
diz que o medicamento € eficiente em manter o equilibrio hormonal (ANDROSTEN®, 2013).
Os compostos biologicamente ativos do fitoterdpico tem demonstrado capacidade de atuar
como agentes antioxidantes, protegendo os tecidos relacionados com a reprodugdo, como os
testiculos, dos efeitos deletérios do envelhecimento ou da exposi¢do a substincias podem
interferir no bom funcionamento desses 6rgaos (SHARMA et al., 2013; KUMARI & SINGH,
2015; SAHIN et al., 2016). Assim, justifica-se a possibilidade de o TT atuar na conservacao do
equilibrio hormonal, ao auxiliar na manuten¢do da integridade dos tecidos com fungdo
enddcrina, mas ndo desempenhar, de fato, o papel de promotor da secrecio de testosterona ou
outros andrégenos.

Tendo sido descartada, portanto, a hip6tese de que o TT pudesse trazer riscos para
a saude prostdtica devido ao aumento da concentra¢do de testosterona, apontada como um
potente agente carcinogénico para a prostata (BOSLAND, 2014), nés buscamos avaliar o

potencial quimioprotetor do fitoterdpico contra o cancer de prostata induzido por MNU. O
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modelo de indu¢@o tumoral utilizando a combinacdo de MNU e testosterona indica que esse
hormonio pode funcionar como um gatilho para a instalacdo tumoral, antecipando o surgimento
de lesdes malignas no lobo ventral da préstata do gerbilo, (GONCALVES et al., 2010 e 2013).
O presente trabalho mostrou que, sozinho, o TT nio foi capaz de evitar o surgimento de lesdes
pré-malignas, mas, quando administrado juntamente com a MNU, o extrato reduziu,
significativamente, a multiplicidade de lesdes malignas. Esses dados reiteram a falta de
potencial androgénico do fitoterdpico, enquanto reforca a possibilidade de sua acdo
quimioprotetora em relagdo as lesdes malignas, mas ndo em relagdo as lesdes pré-malignas.

O TT ndo interfere na cinética de proliferacdo das células epiteliais luminais,
quando comparada com o grupo controle, mas inibe a proliferacio desencadeada pela MNU.
Indicios da capacidade antiproliferativa do TT foram relatados em ensaios realizados com
cultura melanécitos (DENG et al., 2002) e de células de cancer mamério da linhagem Bcap-37
(SUN et al., 2003). Nossos resultados sugerem que o mesmo efeito pode ser observado in vivo.
O TT também demonstrou efeito protetor in vivo, contra o cancer de pele induzido por 7,12 -
dimetilbenzantraceno (DMBA) em camundongos (KUMAR et al., 2006). Embora alguns
autores tenham sugerido que as saponinas atuem como indutoras de apoptose (SUN et al., 2004;
YANG et al., 2005), essa tendéncia ndo foi estatisticamente confirmada no nosso estudo. No
entanto, a marcacdo pela reacdo de TUNEL indica forte tendéncia de aumento nos eventos de
apoptose quando consideramos a densidade total de células apoptéticas. Dessa forma, ao inibir
a proliferacdo e estimular a apoptose, o TT pode contribuir para o controle da progressdao das
lesdes observadas nos cortes histolégicos analisados, ainda que ndo tenha evitado que elas
fossem iniciadas.

Em relacdo a frequéncia de células p63-positivas, o grupo TTE apresentou um
numero significativamente menor que todos os outros grupos. A literatura diz que lesdes em
estagios avancados e que apresentam cardter bastante indiferenciado entre as células,
apresentam reducdo do numero de células basais (MONTIRONI et al., 1996). E interessante
observar que, embora sem diferenca estatistica, este grupo apresentou elevada multiplicidade
de lesoes pré-malignas. No entanto, essas lesdes ndo avangaram para estigios mais severos, o
que pode sugerir que o TT seja capaz de deter a invasividade tumoral, além do potencial
antiproliferativo, como ja demonstrado na literatura (KUMAR et al., 2006; KIM et al., 2011).

De fato, entende-se que a progressao tumoral na prostata € um evento multifatorial
que envolve a transformacdo de células normais que passam a exibir maior potencial de
crescimento, mobilidade e invasividade que culminam na metdstase. Todo esse processo

depende ndo somente da transformagdo que ocorre nas células epiteliais, mas também da
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modificacdo do microambiente glandular durante a transi¢ao epitélio mesenquimal, com intensa
modificac@o das células e componentes do estroma (GONCALVES et al., 2015). A diosgenina,
uma das saponinas esteroidais presentes no extrato de TT, mostrou ser eficiente na inibicdo da
migracdo e invasividade de células da linhagem PC-3 por reduzir a expressdo de
metaloproteinases e outros componentes envolvidos na remodelacdo da matriz extracelular e
na resposta ao estresse (CHEN et al., 2011). Dados como esse podem ajudar a explicar como o
tratamento aplicado neste estudo colaborou para a redugcdo da multiplicidade de lesdes
malignas, ainda que alguns grupos tenham apresentado alto nimero de neoplasias intra-
epiteliais.

Assim como no tratamento em curto prazo (Capitulo II), a diminuicao da frequéncia
do AR indica que, além de ndo contribuir para o aumento dos niveis de testosterona, o uso
prolongado do TT também pode ter efeito antiandrogénico. H4 escassez de dados a esse
respeito, embora alguns estudos realizados com fémeas portadoras da sindrome do ovério
policistico (SOP), uma desordem caracterizada pela resposta fisioldgica excessiva aos
andrégenos, corroborem essa possibilidade. O uso do TT desempenhou acdo luteinizante,
reduzindo o ndmero de cistos e retomando a atividade ovariana em fémeas de ratos Wistar,
atenuando, portanto, os sintomas da SOP (DEHGHAN et al., 2012). O TT também mostrou
atividade antiandrogénica in vitro e foi capaz de atenuar os sintomas da SOP em fémeas de
ratos Sprague-Dawley, reduzindo o nivel de testosterona, inibindo a atividade transcricional do
AR (SANDEEP et al., 2015). No gerbilo constatou-se resposta semelhante uma vez que houve
uma acdo especifica do TT em reduzir a atividade da via androgénica candnica, caracterizada
pela reducao de células AR positivas e diminui¢do da proliferacao de células epiteliais.

Tomados juntos, esses dados oferecem subsidios em defesa de que o consumo
prolongado de TT ndo oferece riscos a histofisiologia prostitica relacionados com o
metabolismo de androgenos in vivo. Ao contrério, a andlise morfolégica desempenhada neste
trabalho indica que o consumo do extrato seco da planta pode ter potencial quimioprotetor,
como ja sugerido em experimentos realizados com células em cultura. O tratamento com TT
em animais propensos ao desenvolvimento do cancer prostitico pode minimizar a incidéncia
de lesdes malignas com o envelhecimento. No entanto, ainda ndo ficou clara a relagdo entre o
TT e a incidéncia de lesdes pré-malignas: se o extrato ndo causa aumento na concentracdao de
testosterona, por que causaria tantos processos proliferativos como os observados no grupo
TTE? Uma das possibilidades que apontamos € a de que o TT, quando utilizado em individuos
jovens (neste experimento os animais comegaram o tratamento com o TT aos 90 dias, que

coincide com a idade de plena produc¢dao hormonal), o TT possa atuar sinergicamente,
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aumentando a resposta a testosterona. Isso explicaria a possibilidade de o TT ter um papel de
gatilho para a instalacdo de lesdes pré-malignas quando aplicado em individuos jovens e
também corroboraria os possiveis efeitos anabolizantes relacionados ao seu uso, apesar de nao
elevar os niveis de testosterona.

Para responder a essas novas questdes, nosso grupo de pesquisa planeja
desenvolver, a seguir, estudos moleculares que visam entender melhor os mecanismos pelos
quais o TT pode atuar na quimioprotecao da prdstata in vivo, especialmente aqueles envolvidos
com a reduc¢do da atividade de remodelac@o do estroma e diminuicdo da invasividade de lesdes.
Além disso, pretendemos estudar a influéncia do uso de TT em animais mais jovens, a fim de
compreender se de fato, e de que forma, o TT pode contribuir com a instalacao de lesdes pré-

malignas na préstata de gerbilos.

Conclusao

Nas condi¢des experimentais estabelecidas neste trabalho, o consumo prolongado
por seis meses do TT ndo foi capaz de provocar a elevagdo dos niveis de testosterona e nao
alterou parametros biométricos de 6rgaos andrégeno-sensiveis do gerbilo da Mongdlia, o que
permite inferir que o fitoterdpico ndo apresenta efeito anabolizante neste modelo experimental.
Além disso, a combinagdo de TT com o carcinégeno MNU nao antecipou a instalacao de lesdes
malignas no lobo ventral da prdstata. Ao contrario, o extrato mostrou efeito quimioprotetor,
reduzindo o nimero de lesdes totais, especialmente as lesdes malignas, quando comparado com
o grupo controle da indugdo (grupo MNU), reduzindo a densidade de células em proliferagdo e
a frequéncia de células AR-positivas. No entanto, o TT ndo foi plenamente capaz de prevenir a
instalacdo de lesdes pré-malignas, podendo inclusive ter contribuido para o seu aumento em um
dos grupos experimentais (grupo TTE). Juntos, esses dados oferecem subsidios em favor da
utilidade do TT como uma nova possibilidade de terapia contra metdstases. No entanto, 0 uso
do TT por individuos jovens ainda requer cautela e mais estudos, a fim de se conhecer se existe

alguma relacao entre o uso do fitoterdpico e a instalacao de lesdes pré-malignas.
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Legendas das figuras

Figura 1. Tribulus terrestris inibe alteracdes morfolégicas causadas pela exposicdo ao
carcinbgeno MNU: cortes histologicos do lobo ventral da glandula prostdtica masculina do
gerbilo corados com Hematoxilina e Eosina. Controle (C): [A] aspecto morfol6gico normal da
prostata. [B] Alteracdo morfoldgica de aspecto invasivo (*) observada nos animais do grupo
controle. Inducdo carcinogénica com N-metil-N-nitrosoureia (MNU): [C] e [D] presenca de
numerosos focos de neoplasias intra-epiteliais prostéticas (NIP), focos inflamatérios periductais
(seta preta) e intraluminais (cabeca de seta). Efeitos do uso prolongado do fitoterdpico (TTE):
[E] e [F] também se observam lesdes do tipo NIP e arcos intra-epiteliais (Al). Efeitos
combinados do fitoterdpico e do agente carcinogénico (MNU+TTE): [G] e [H] o tratamento
parece reduzir a frequéncia de lesdes, especialmente em relacdo ao grupo MNU. Os detalhes
evidenciam a diversidade fenotipica nuclear nas regides onde se observam lesdes proliferativas.
As setas brancas indicam células com niicleo descompactado e nucléolos evidentes, comuns

nesse tipo de lesdo. Ep: epitélio; Es: estroma; Lu: ldmen.

Figura 2. Embora todos os grupos apresentem lesdes malignas, os grupos com aplicacdo de
Tribulus terrestris apresentam os menores valores para este tipo de lesdo: cortes histoldgicos
do lobo ventral da glandula prostatica masculina do gerbilo corados com Reticulina de Gomori.
As lesdes do tipo NIP em que foram observadas rupturas da membrana basal e extravasamento
de células para outros compartimentos foram consideradas lesdes malignas. As setas finas
demonstram a organizacdo normal das fibras reticulares que formam o arcabouco dos 4cinos
glandulares. As setas brancas indicam o local de rompimento da membrana basal. As setas
pretas largas indicam fen6tipo nuclear de células proliferativas dispersas no estroma glandular.

Ep: epitélio; Es: estroma; Lu: limen.

Figura 3. Analise estatistica da multiplicidade de lesdes encontradas no lobo ventral da prostata
de machos do gerbilo da Mongélia sugere que o Tribulus terrestris pode ter papel
quimioprotetor. Os menores indices de lesdes malignas sdo encontrados nos grupos que
receberam doses do fitoterdpico. Nas lesdes pré-malignas, ndo foram encontradas diferengas
significantes. Nas lesoes malignas, o asterisco (*) indica diferenca estatisticamente significante
emrelagdo ao grupo MNU. Na multiplicidade total, o asterisco indica diferenca estatisticamente
significante em relagdo aos grupos C e MNU+4TTE (Kruskal-Wallis/Dunns, dados nao

paramétricos, p< 0,05).
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Figura 4. Os dados estereoldgicos evidenciam a plasticidade dos compartimentos glandulares
no lobo ventral da préstata do gerbilo da Mongélia e indicam que o Tribulus terrestris ndo tem
capacidade de induzir a proliferacdo. Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos. [A] Frequéncia do compartimento epitelial. *** diferenca
estatistica em relacdo ao C (p< 0,0001); * diferenca estatistica em relacdo ao MNU (p< 0,05).
[B] Frequéncia do compartimento luminal. * diferenca estatistica em relacdo ao C (p< 0,05).
N3ao ha diferencas entre os grupos em relacao a frequéncia do compartimento estromal muscular
[C] ou do compartimento estromal ndo-muscular [D]. (One-way ANOVA/Tukey, dados

paramétricos).

Figura 5. Tribulus terrestris causa reducdo da marcacio de células AR-positivas no lobo ventral
da préstata do gerbilo da Mongoélia. [A] Frequéncia de células AR-positivas por campo no
compartimento epitelial. *** indica diferenca estatistica em relacdo aos grupos C e MNU (p<
0,0001); ** indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo TTE (p< 0,05). [B] Frequéncia de
células AR-positivas por campo no compartimento estromal. *** indica diferenca estatistica
em relacdo ao grupo C (p= 0,0003); ** indica diferenca estatistica em relacio ao MNU+TTE
(p< 0,05). [C] Frequéncia total de células AR-positivas por campo. *** indica diferenca
estatistica em relacdo aos grupos C e MNU (p< 0,0001); * indica diferenga estatistica em
relacdo ao grupo MNU+ TTE (p< 0,05). (Kruskal-Wallis/Dunns, dados ndao paramétricos). [D]-
[G] Marcacao de células AR-positivas (setas escuras) e AR-negativas (setas claras) em campos

dos grupos C, MNU, TTE e MNU+TTE, respectivamente. [H] Controle negativo.

Figura 6. Tribulus terrestris causa reducdo na frequéncia de células epiteliais basais do lobo
ventral da prostata do gerbilo da Mongoélia apenas no grupo TTE. [A] Frequéncia de células
basais p63-positivas por campo no compartimento epitelial. * indica diferenca estatistica em
relacdo aos grupos C e MNU+TTE (p< 0,05); *** indica diferenca estatistica em relacdo ao
grupo TTE (P= 0,0006). (One-way ANOV A/Tukey, dados paramétricos). [B]-[E] Marcacgdo de
células p63-positivas (setas escuras) e p63-negativas (setas claras) em campos dos grupos C,

MNU, TTE e MNU+TTE, respectivamente. [F] Controle negativo.

Figura 7. Uso do Tribulus terrestris apresenta efeito antiproliferativo no lobo ventral da prostata
do gerbilo da Mongdlia, segundo marcagdo para o PCNA. Os asteriscos indicam diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (Kruskal-Wallis/Dunns, dados ndo paramétricos).

[A] Densidade de células PCNA-positivas por corte no compartimento epitelial. * indica
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diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo MNU (p< 0,05). [B] Densidade de
células PCNA-positivas por corte no compartimento estromal. ** indica diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo MNU (p= 0,0094). [C] Densidade total de
células PCNA-positivas por corte. ** indica diferencga estatisticamente significante em relacao
ao grupo MNU (p= 0,01). [D]-[G] Marcacdo de células PCNA-positivas (setas escuras) e
PCNA-negativas (setas claras) em campos dos grupos C, MNU, TTE e MNU+TTE,

respectivamente. [H] Controle negativo.

Figura 8. Tribulus terrestris indica tendéncia de aumento nos eventos de apoptose no lobo
ventral da préstata do gerbilo da Mongélia. [A] Densidade de células TUNEL-positivas por
corte no compartimento epitelial. [B] Densidade de células TUNEL-positivas por corte no
compartimento luminal. [C] Densidade de células TUNEL-positivas por corte no
compartimento estromal. [D] Densidade total de células TUNEL-positivas por corte. Nao ha
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (Kruskal-Wallis/Dunns, dados ndo
paramétricos, p> 0,05). [E]-[H] Marcagcao de células TUNEL-positivas (setas escuras) e
TUNEL-negativas (setas claras) em campos dos grupos C, MNU, TTE ¢ MNU+TTE,

respectivamente. [I] Controle negativo.

Legenda da tabela

Tabela 1. Os tratamentos aplicados ndo causaram alteracdes nos dados biométricos para a massa
corporal, complexo prostatico (prdstata + vesicula seminal + uretra prostdtica), lobo ventral
isolado (LV), testiculos e adrenais.

Rodapé: Os dados sdo expressos em gramas (média + EP). Os valores apresentados para
testiculo e adrenal foram obtidos a partir da média entre o par de 6rgaos. n: nimero de animais
por grupo experimental. Nao hd diferenca estatistica entre os grupos (Kruskal-Wallis/Dunns,

dados ndo paramétricos, p> 0,05).
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Figuras
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Figura 2
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Tabela
Tabela 1
Corpo ,
- - - Complexo LV Testiculo Adrenal
n=6 90 dias 180 dias 270 dias
C 67,33+2,23 72,00+1,37 83,33+5,65 0,62+0,09 0,02+0,004 0,60+0,03 0,020,002
MNU 67,33+1,52 77,67+3,70 83,00+4,95 0,61+0,03 0,02+0,002 0,61+0,02 0,020,001
TTE 68,67+2,29 71,00+1,77 83,33+2,77 0,72+0,05 0,02+0,003 0,59+0,01 0,020,001
MNU+TTE 69,67 £1,67 73,67+2,65 73,67+1,75 0,67+0,05 0,03+0,003 0,55+0,03 0,02+0,002
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7 DISCUSSAO

O uso do TT para o tratamento de inimeras doengas é muito comum em medicinas
tradicionais, como a chinesa, drabe, bilgara e indiana (CHHATRE et al., 2014; NEYCHEV &
MITEV, 2016). No entanto, apesar de cada sistema de medicina cultural ter uma origem
distinta, € interessante notar que o consumo do TT tem objetivos comuns em todas elas. Um
dos mais citados nos diferentes sistemas € a capacidade do fitoterdpico de melhorar o
desempenho sexual. Para tentar compreender as razdes para este efeito, pesquisadores se
dedicaram ao estudo dos componentes presentes em cada parte da planta. Por conta da alta
concentragdo, da natureza esteroidal e da semelhanga molecular com a DHEA, a protodioscina
foi considerada como o principal principio ativo no TT, estando presente em todas as partes
aéreas da planta, especialmente nos frutos (ADAIKAN et al., 2001; MATHUR &
SUNDARAMOORTHY, 2013). Desde a primeira patente, o extrato de TT tem sido
comercializado como um indutor da producdo de andrégenos, um instrumento eficaz na
manuten¢ao do equilibrio hormonal, sem atuar como uma fonte de hormdnios ex6genos, mas
estimulando o préprio organismo a aumentar a liberacao de LH, DHEA, DHT e testosterona
(ADIMOELJA e ADAIKAN, 1997; GAUTHAMAN & ADAIKAN, 2005; GAUTHAMAN e
GANESAN, 2008; CHHATRE et al., 2014; ISMAIL et al., 2014).

Sob a promessa de elevar os niveis de testosterona e da seguranga inerente aos ditos
produtos naturais, o TT se popularizou entre praticantes de atividades fisicas que buscavam
ganhos em disposicdo, resisténcia e massa muscular, como uma alternativa legal aos
anabolizantes. Assim, o fitoterdpico que antes era indicado apenas para homens em idade
relativamente mais avangada, passou a ser utilizado por homens e mulheres de todas as idades,
com doses pouco controladas e por tempo indeterminado. Entretanto, por ndo serem
considerados como medicamentos, muitos produtos naturais tém sua acio baseada em crengas
populares e sdo pouco estudados experimentalmente (POKRYWKA et al., 2014). Além disso,
por escaparem de controles de qualidade tdo rigorosos quanto os medicamentos, abre-se
oportunidade para que os produtores e ou comerciantes contaminem o produto com compostos
de conhecida ac¢do anabolizante, de forma a garantir resultados mais satisfatérios (MASON et
al., 2001; POKRYWKA et al., 2014).

Diante da possibilidade do TT interferir no equilibrio de andrégenos e da sua
popularidade ascendente, e sabendo que a prostata € um 6rgdo dependente de andrégenos desde

a sua formacdo embriondria até o fim da vida adulta, este trabalho se prop0s, inicialmente, a
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oferecer subsidios experimentais relacionados a seguranca do uso desse fitoterdpico. Nossa
preocupacdo inicial era que, ao elevar as taxas de testosterona, o TT pudesse contribuir para a
instalacdo de desordens proliferativas na prodstata, ja que este hormodnio € considerado um
potente agente promotor de neoplasias (BOSLAND, 2014). Para tanto, ndés fizemos uma
extensa revisdo da bibliografia a respeito do assunto, de forma a juntar evidéncias que
embasassem nossa pesquisa.

Apesar da revisdo ter revelado inimeras funcdes atribuidas ao fitoterdpico, nés
selecionamos aquelas que diziam respeito ao uso do TT sobre os aspectos da biologia
reprodutiva, como mostrado no Capitulo I deste trabalho. De forma até surpreendente, apesar
da popularidade e do apelo dos comerciantes pelo potencial androgénico do TT, nds
encontramos muitos dados conflitantes a esse respeito. Embora alguns estudos sugiram que o
TT seja capaz de interferir no metabolismo androgénico, muitos outros questionam essa
capacidade. Além disso, durante a pesquisa bibliografica, nés nos deparamos com outra
possibilidade de acdo do TT: a de que o fitoterdpico poderia desempenhar um papel de
quimioprotecdo. Assim, surge o questionamento que sustentou o presente estudo: seria o TT
capaz de promover o surgimento de lesdes na préstata, devido ao seu potencial androgénico, ou
seria ele capaz de proteger o 6rgao, devido ao seu potencial quimioprotetor?

Com o objetivo de responder a essa questdo, nds elaboramos o delineamento
experimental apresentado nos Capitulos II e III. A escolha do extrato seco de TT se deu por
conta do seu uso costumeiro. No Capitulo II, a administracdo do extrato na segunda metade da
vida adulta do gerbilo buscou simular o uso do fitoterdpico por individuos de idade
relativamente mais avancada, visto que o experimento comeca aos seis € termina aos nove
meses de idade. No Capitulo III, a administra¢do do TT buscou simular o uso comum nos dias
atuais, por individuos jovens e por tempo prolongado, tendo inicio aos trés e fim aos nove meses
de idade. A escolha do momento da exposi¢do ao MNU, aos 180 dias de idade, teve por objetivo
fornecer um tempo de laténcia de pelo menos trés meses para a agdo do carcindgeno, com base
em estudos anteriores realizados em nosso laboratério (GONCALVES et al., 2010 e 2013).
Dessa forma, foi possivel estudar os efeitos do uso do fitoterdpico em tempos diferentes e as
consequéncias desse consumo para a histofisiologia prostética na presenca ou na auséncia do
agente carcinogénico. Além disso, foi possivel determinar se o TT teria a capacidade de
antecipar o surgimento de lesdes comuns em gerbilos mais velhos.

As duas intervencgdes experimentais sdo concordantes ao demonstrarem que o TT
ndo desempenha papel anabolizante e ndo antecipa o surgimento de lesdes malignas no lobo

ventral da préstata do gerbilo, independente do tempo de exposi¢do. Esses dados engrossam o
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segmento que defende que o TT ndo € eficiente na elevacdo dos niveis séricos de testosterona
e oferecem subsidios em defesa de que o seu consumo ndo oferece riscos a histofisiologia
prostética relacionados com o metabolismo de andrégenos in vivo (NEYCHEV & MITEV,
2005; MARTINO-ANDRADE, 2010; KUMARI & SINGH, 2015; ROAIAH et al., 2016). De
forma oposta, este trabalho indica que o tratamento com TT em animais propensos ao
desenvolvimento do céancer prostitico pode minimizar a incidéncia de lesdes malignas com o
envelhecimento. Nesse sentido, pode-se inferir que o TT desempenha um papel quimioprotetor,
atenuando os efeitos deletérios da idade ou da exposi¢@o a agentes toxicos, como a MNU. Essa
hipétese ja havia sido levantada em estudos com outras plantas ricas em saponinas (YUE et al.,
2007; KIM, 2008) e até mesmo com o proprio TT (DENG et al., 2002; SUN et al., 2003 WEI
et al., 2014). Grande parte desses estudos foram feitos com células em cultura, enquanto o
presente trabalho propde que o mesmo efeito pode ser observado in vivo. Entretanto, apesar
desses resultados favoraveis, a relacdo do TT com a incidéncia de lesdes pré-malignas nao ficou
clara. Os dados apresentados pelo estudo do uso prolongado, embora nao tenham alcangado
relevancia estatistica, indicam que a exposi¢cao precoce ao TT pode desencadear o aumento de
lesdes pré-malignas. Novos estudos sao necessarios para verificar se essa relagao existe de fato
e de que forma ela ocorre, sendo recomendével, portanto, cautela ao optar pelo consumo do
fitoterdpico, especialmente por individuos mais jovens.

Os experimentos realizados também nos permitem sugerir possiveis mecanismos
que explicariam a atuagdo protetora do fitoterdpico em relacdo as lesdes malignas.
Primeiramente, houve uma a¢@o especifica do TT em reduzir a atividade da via androgénica
candnica (diminui¢do de receptores de andrégenos e de proliferacdo de células epiteliais) com
leve aumento da frequéncia de apoptose, e afetando pontualmente a frequéncia de células basais
(p63-positivas) apenas no tratamento a longo prazo. Dados da literatura apontam para uma
atividade antiproliferativa do TT, através do interrompimento do ciclo celular nas fases S e
G2/M através da modulagdo da expressao de ciclinas, bem como pela inducao de apoptose, por
meio da redu¢do na expressao de proteinas antiapoptdticas e aumento na expressao de proteinas
pro-apoptoticas (CHENG et al., 2011). Além disso, o TT também demonstrou atividade
antiandrogénica in vitro e foi capaz de atenuar os sintomas da sindrome do ovario policistico
em fémeas de ratos Sprague-Dawley, a qual € influenciada por andrégenos, de maneira
dependente da dose. Os autores defendem que o TT pode ser capaz de reduzir o nivel de
testosterona, inibir a atividade transcricional do AR e, assim, prevenir a resposta fisiologica a

andrégenos in vivo (SANDEEP et al., 2015).
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A segunda acdo protetora do TT pode estar relacionada com a presenca de
moléculas que interferem na expressdo de proteinas relacionadas com a transi¢do epitélio-
mesenquimal, importante para a invasividade tumoral. A progressao tumoral na prostata € um
evento multifatorial que envolve a transformacio de células normais que passam a exibir maior
potencial de crescimento, mobilidade e invasividade que culminam na metdstase. Todo esse
processo depende ndo somente da transformacdo que ocorre nas células epiteliais, mas também
da modificacdo do microambiente glandular durante a transicdo epitélio mesenquimal, com
intensa modificacdo das células e componentes do estroma (GONCALVES et al., 2015). A
diosgenina, uma das saponinas esteroidais presentes no extrato de TT, mostrou ser eficiente na
inibicdo da migracdo e invasividade de células da linhagem PC-3 por reduzir a expressdo de
metaloproteinases e outros componentes envolvidos na remodelacdo da matriz extracelular e
na resposta ao estresse (CHEN et al., 2011). Dados como esse podem ajudar a explicar como o
tratamento aplicado neste estudo colaborou para a reducdo da multiplicidade de lesdes
malignas, ainda que alguns grupos tenham apresentado alto nimero de neoplasias intra-
epiteliais.

Este trabalho € inicial, e os estudos a respeito do potencial quimioprotetor de
compostos naturais € uma novidade no nosso grupo de pesquisa. Dado o consumo cada vez
maior desse tipo de produto, que oferece uma sensa¢io de seguranca nem sempre verdadeira,
faz-se necessario que a comunidade cientifica se empenhe em testar novos compostos, de forma
a oferecer subsidios experimentais a respeito da sua eficdcia e seguranca. Os dados apresentados
até aqui sdo uma base para novas pesquisas que podem ajudar a elucidar os mecanismos pelos
quais o TT pode auxiliar na prevencdo de doengas de grande importancia, como o cancer de

prostata.
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8 CONCLUSAO

Nas condicOes experimentais estabelecidas, o TT ndo foi capaz de provocar a
elevagdo dos niveis de testosterona e ndo alterou parametros biométricos de 6rgdos andrégeno-
sensiveis do gerbilo da Mongdlia. O mesmo se d4 com o uso em curto e em longo prazo, o que
permite inferir que o fitoterdpico ndo apresenta efeito anabolizante neste modelo experimental,
na dose e nos periodos utilizados neste trabalho. Além disso, a combinacdo de TT com o
carcinégeno MNU ndo antecipou a instalacdo de lesdes malignas no lobo ventral da prostata.
Ao contrdrio, o extrato mostrou efeito quimioprotetor, reduzindo o nimero de lesdes totais,
especialmente as lesdes malignas, quando comparado com o grupo controle da indugdo (grupo
MNU), reduzindo a densidade de células em proliferacdo e a frequéncia de células AR-
positivas. No entanto, o consumo de TT parece ndo evitar o surgimento de lesdes pré-malignas
e, em alguns casos, pode estar relacionado com o aumento dessas lesdes, especialmente quando
o consumo se da por individuos mais jovens. Juntos, esses dados oferecem subsidios em favor
da seguranca do uso do TT para a saide prostitica por nao interferir negativamente no
metabolismo androgénico atuante sobre a glandula e por diminuir a multiplicidade de lesdes
malignas no 6rgdo. No entanto, novos estudos sdo necessdrios para compreender a relacdao do
TT com as lesdes pré-malignas e os mecanismos moleculares envolvidos em todas as respostas
observadas neste estudo.

Respondendo aos objetivos especificos propostos no inicio deste trabalho:

O Tribulus terrestris nao € eficiente como indutor da producdo de

testosterona no gerbilo da Mongélia,

e O Tribulus terrestris nao é capaz de induzir respostas biométricas (massa)
em Orgaos andrégeno-responsivos, tais como o complexo prostético, o lobo
ventral isolado, testiculos e adrenais do gerbilo. O mesmo se diz a respeito
da massa corporal;

e O Tribulus terrestris ndo induz alteracOes significativas na frequéncia
relativa dos compartimentos (epitelial, luminal e estromal muscular e nao-
muscular) do lobo ventral da préstata do gerbilo;

e O Tribulus terrestris ndo desempenha o papel de gatilho para instalacao de

lesdes prostaticas induzidas pela exposicdo ao MNU. Ao contrario, o

fitoterdpico atua como agente quimioprotetor, atenuando os efeitos

deletérios da idade e auxiliando a evitar a malignidade de lesdes nos animais
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normais ou expostos ao carcinégeno. Os dados apresentados corroboram
resultados ja observados in vitro;

O Tribulus terrestris reduziu a atividade da via androgénica candnica ao
provocar a diminuicdo de receptores de andrégenos e de proliferacido de
células epiteliais;

O presente estudo oferece subsidios experimentais a favor da acdo do
Tribulus terrestris em frear a transicdo de lesdes pré-malignas para
malignas, mas langa questionamentos referentes da seguranca do consumo
do fitoterdpico por individuos mais jovens, nos quais 0 mesmo parece ter
contribuido para o aumento de lesdes pré-malignas. Novos estudos sdo
necessdrios para avaliar se essa relacdo existe de fato e de que forma o TT
pode influenciar o surgimento de eventos proliferativos na prdstata de

individuos jovens.
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10.1 DIAGRAMAS DOS DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS

10.1.1 Delineamento experimental apresentado no Capitulo II.
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11 ANEXOS

11.1 LAUDO DE CONTROLE DE QUALIDADE DO Tribulus terrestris UTILIZADO
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