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A ciclofosfamida (CP) é um agente antineoplasico e imunossupressor. E uma droga utilizada
no tratamento de diversos tipos de tumores, usada para evitar a rejeicdo em transplante de
Orgdos e em doencas autoimunes, como artrite reumatica e IUpus eritematoso. A CP é um pro-
farmaco que sofre biotransformacédo no figado pelo citocromo P450 para gerar metabolitos
ativos como a mostarda fosfaramida e a acroleina. Seus metabdlitos podem ocasionar um
quadro de estresse oxidativo causando danos a diversos 0Orgdos, entre eles o sistema
reprodutor. A Tribulus terrestris (TT) faz parte da familia das Zygophyllaceae, é uma erva
rasteira perene com uma distribuicdo generalizada no Mediterraneo, climas subtropicais e no
deserto de todo o mundo. Na medicina popular tradicional, tem sido utilizada desde a
antiguidade como um afrodisiaco, para energizar, vitalizar e melhorar a funcdo sexual e
desempenho fisico em homens, bem como para tratar infecgdes urinarias, inflamacdes,
edemas e outras doencas. Apesar de estudos experimentais e clinicos confirmarem
parcialmente o fato de alguns efeitos da TT sobre a libido e a producdo de esperma estarem
envolvidos com o componente majoritario desta planta, a protodioscina, ainda ha muito
debate a respeito dos possiveis mecanismos de acdo, bem como da sua aplicacdo terapéutica.
Considerando o potencial antioxidante e esteroidogénico da TT, este estudo possui como
objetivo investigar o potencial protetor do extrato seco da TT contra o dano testicular
induzido pela ciclofosfamida em camundongos machos. Os camundongos Swiss machos
receberam o extrato seco de TT como pré-tratamento por gavagem, durante 14 dias, na dose
de 11 mg/Kg. No 14 ° dia, receberam uma unica injecao intraperitoneal de ciclofosfamida na
dose de 100 mg/Kg. Apds 24 horas, esses animais foram anestesiados e eutanasiados, e 0
sangue, os testiculos e os epididimos foram retirados para posteriores analises bioguimicas,

avaliacdo espermatica e histopatoldgica. A presenca e quantificacdo de protodioscina no
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extrato de TT foram avaliadas por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), onde
foi verificada uma concentracdo de 1,48% no extrato seco. A CP causou um desequilibrio no
sistema reprodutor destes animais, atraves do aumento das espécies reativas (ER),
peroxidacdo lipidica (TBARS) e carbonilacdo de proteinas, bem como uma alteracdo nas
enzimas antioxidantes: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa S-transferase (GST) e glutationa redutase (GR). O pré tratamento com TT
foi eficaz em proteger contra esses danos. Além disso, foi verificado uma reducdo na
atividade da enzima 17p-hidroxiesterdide desidrogenase (17p-HSD), corroborando com a
reducdo do nivel de testosterona sérica verificado neste trabalho. Ao mesmo tempo, ao
analisarmos a histopatologia dos testiculos destes animais, verificamos uma moderada
desorganizacdo do epitélio espermatogenico, bem como, uma congestdo dos vasos sanguineos
intersticiais. Estes achados corroboraram com os resultados encontrados na avaliagdo seminal
dos animais tratados com CP, onde foi possivel verificar uma diminuicdo da motilidade
(41,07%), do vigor (23,52%), da integridade de membrana (43,44%) e da velocidade curvo-
retilinea (25,43%), e o pré tratamento com TT foi eficaz em proteger contra esses danos. Em
conclusdo, este trabalho visou demonstrar pela primeira vez o potencial protetor do extrato
seco de TT contra os danos ao sistema reprodutor masculino de camundongos expostos ao
quimioterapico CP. A melhora dos parametros avaliados pode estar relacionada ao potencial
antioxidante e esteroidogénico, bem como pela quantidade de protodioscina observada neste

extrato.

Palavras-chave: ciclofosfamida; tribulus terrestris, protodioscina; sistema reprodutor

masculino.
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Cyclophosphamide (CP) is an antineoplastic and immunosuppressive agent. It is a drug used
to treat various tumours types, and also to prevent rejection in organ transplantation and
autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis and lupus erythematosus. The CP is a
prodrug which is biotransformed in the liver by cytochrome P450 enzymes to generate active
metabolites phosphoramide mustard and acrolein. Its metabolites can cause oxidative stress
state, leading to damage in various organs, including the reproductive system. Tribulus
terrestris (TT) is part of the family of Zygophyllaceae, it is a perennial creeping herb with a
widespread distribution in the Mediterranean, subtropical climates and desert around the
world. In traditional folk medicine, it has been used since ancient times as an aphrodisiac, to
energize, vitalize and improve sexual function and physical performance in men and to treat
urinary infections, inflammation, edema and other diseases. Although experimental and
clinical studies partly confirm that some effects of TT on libido and sperm production are
involved with the major component of this plant, protodioscin, there is still much debate about
the possible mechanisms of action, as well as their therapeutic application. Considering the
antioxidant and steroidogenic potential of TT, this study has the objective of investigating the
protective potential of TT dry extract against testicular damage induced by cyclophosphamide
in male mice. The male Swiss mice received the TT dry extract as pretreatment by gavage for
14 days at a dose of 11 mg kg™. On day 14, animals received a single intraperitoneally
injection of cyclophosphamide at a dose of 100 mg kg™. After 24 hours, the animals were
anesthetized and euthanized, and blood, testes and epididymis were removed for further
biochemical analyzes, sperm and histological evaluation. The presence and quantification of
protodioscin in TT extract were analyzed by HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), where a concentration of 1.48% of dry extract was verified. CP caused an

imbalance in the reproductive system of these animals by increasing the reactive species (RS),



lipid peroxidation (TBARS) and protein carbonylation, as well as change in antioxidant
enzymes: superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx),
glutathione S-transferase (GST) and glutathione reductase (GR). The pre-treatment with TT
was effective in protecting against this damage. Furthermore, a reduction in the activity of
17B-hydroxysteroid dehydrogenase (17p-HSD) was found, confirming the reduction of serum
testosterone levels observed in this study. Additionally, when analyzing the histopathology of
the animals’ testes, we perceived a moderate disruption of spermatogenesis epithelium, as
well as a congestion of interstitial blood vessels. These findings corroborate the results found
in seminal evaluation of the animals treated with CP, where we observed a decrease in
motility (41.07%), vigor (23.52%), membrane integrity (43,44%) and curved-straight speed
(25.43%), and the pre-treatment with TT was effective in protecting against this damage. In
conclusion, this study aimed to demonstrate for the first time the protective potential of TT
dry extract against damage to the male reproductive system of mice exposed to CP
chemotherapy. Improvement of these parameters may be related to antioxidant and

steroidogenic potential as well as the amount of protodioscin observed in this extract.

Key-words: cyclophosphamide; tribulus terrestris, protodioscin; male reproductive system
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da incidéncia de cancer e de doengas imunes, a ciéncia compete na
producdo de novas drogas que tentem eliminar ou reduzir a gravidade das lesbes
ocasionadas por estas doencas. Um dos medicamentos mais importantes e amplamente
utilizados no passado e até o presente momento é a ciclofosfamida (CP).

A CP é amplamente utilizada no tratamento de multiplas formas de céncer e de
doencas autoimunes em adulto e criancas (Haubitz, Bohnenstengel et al. 2002, Jalali,
Hasanzadeh et al. 2012), é um agente alquilante pertencente a classe de oxazafosforinas,
onde é rapidamente metabolizada no figado, pelo citocromo P-450 para gerar metabolitos
ativos alquilantes, tais como 4-hidroxiciclofosfamida, mostarda fosfaramida e acroleina.
Estes por sua vez tém como funcéo interferir na sintese do DNA de células que se dividem
rapidamente e como Ultima etapa, induzir a apoptose (Crook, Souhami et al. 1986,
Hemminki and Kallama 1986).

Apesar da sua ampla utilizacdo, o uso de CP é limitado, pois como um dos efeitos
colaterais relacionados ao seu uso, podemos ressaltar a sua alta toxicidade (Chakraborty,
Sk et al. 2009) e dentre essas toxicidades podemos destacar a toxicidade reprodutiva.

Alguns estudos demonstraram que 0s pacientes do sexo masculino com cancer
tratados com CP apresentaram um aumento da incidéncia de oligospermia e azoospermia
(Charak, Gupta et al. 1990, Kenney, Laufer et al. 2001), além disso, podem apresentar um
distdrbio na secrecao de gonadotrofinas associado a uma reducdo dos niveis de testosterona
sérica (Hoorweg-Nijman, Delemarre-van de Waal et al. 1992) e a reversao da fertilidade é
imprevisivel nesses pacientes tratados com o farmaco.

A busca por novas alternativas terapéuticas para minimizar esses efeitos toxicos
ocasionados pelos quimioterapicos é muito intensa, desta forma, podemos destacar o0 uso
de compostos naturais, que possuem uma alta atividade antioxidante e baixa toxicidade
como uma forma de prevencao ou reversdo aos danos ocasionados.

A Tribulus terrestris (TT) € uma erva rasteira, perene, nativa da regido mediterranea,
amplamente distribuida em areas subtropicais (Al-Rawi 1985). A planta é utilizada na
medicina popular na China, onde seus frutos sdo denominados de " Ji Li " e sdo usados
para tratar & inflamacdo ocular, a irritacdo da pele, a pressdo arterial elevada, distensao

abdominal e doencas cardiovasculares (Gauthaman, Adaikan et al. 2002, Kostova and
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Dinchev 2005, Akram, Asif et al. 2011). Popularmente a TT é conhecida por melhorar o
desempenho muscular de atletas, bem como por acentuar o desempenho sexual de homens.

Tomova, Gjulemetova et al. (1981) evidenciaram que a administracdo da TT em seres
humanos e animais melhoram a libido e a espermatogénese. Acredita-se que esta melhora é
devido a um dos principais componentes presentes na TT, a protodioscina (PTN), uma
saponina esteroidal, devido a sua agdo hormonal, através do aumento dos niveis de
horménio luteinizante, testosterona sérica, e de seus precursores (dihidrotestosterona e
dihidrotestosterona-sulfato), (Gauthaman, Adaikan et al. 2002, Gauthaman, Ganesan et al.
2003).

Considerando os efeitos toxicos ocasionados no sistema reprodutor masculino de
usuarios da CP e que seu uso ainda causa bastante duvida, pois a infertilidade tem um
papel critico e um impacto tanto fisico como emocional na decisdo do uso deste
medicamento, a utilizacdo de um composto natural com potencial antioxidante e
esteroidogénico poderia ser uma alternativa para tentar auxiliar na prevencédo da toxicidade

induzida pela CP.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Esse trabalho propde avaliar a toxicidade de uma Unica dose de ciclofosfamida
(100mg/kg) sobre o sistema reprodutor masculino (testiculos e epididimos) de
camundongos, e testar uma terapia natural com potencial antioxidante e esteroidogénico

(extrato seco da TT) que possa prevenir esse dano induzido pelo quimioterapico.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito de uma Unica administracdo de CP bem como o papel protetor do extrato

seco de TT sobre:

e Quantificar o principal constituinte do extrato seco de TT, a protodiocina por HPLC

(High-performance liquid chromatography).

e O dano oxidativo em membranas lipidicas (TBARS) e proteinas (carbonilacdo de
proteinas) bem como os niveis de espécies reativas (ER) nos testiculos dos

camundongos;

e A atividade das principais enzimas antioxidantes nos testiculos dos animais tratados
como: a superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT),

glutationa-S-transferase (GST);
e Avaliacdo histopatoldgica dos testiculos;

e Verificar a qualidade do sémen dos animais;
e A atividade da enzima 17 B-HSD no tecido testicular, responsavel pela conversdo da

androstenodiona em testosterona;

e Os niveis plasmaticos de testosterona;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ciclofosfamida

A Ciclofosfamida (CP) é um agente alquilante citotdxico utilizado na quimioterapia
para tratamento de doencas linfoproliferativas, alguns tumores sélidos e em doencas nédo
neoplasicas, como sindrome nefrdtica, l0pus eritematoso sistémico e artrite reumatoide
(Tripathi and Jena 2009).

Este quimioterapico é administrado pela via oral ou via intravenosa, em uma ampla
faixa de dosagem (de Jonge, Huitema et al. 2005). Ela é facilmente absorvida via oral,
amplamente distribuida pelo organismo e apresenta um baixo grau de ligagdo as proteinas
plasmaéticas, aproximadamente 20% (Boddy and Yule 2000). A dose, o tempo e a via de
administracdo sdo geralmente determinados pelo tipo de patologia. A dose da CP usada nos
tratamentos de doencas neoplasicas pode variar, dependendo do regime terapéutico a ser
adotado. Esta faixa de dosagem em humanos varia de 2-6 mg/Kg (baixa dose) a >6000 mg/m?
(alta dose)(de Jonge, Huitema et al. 2005).

A CP é inativa in vitro (figura 1), para que ela se transforme na sua forma ativa, ela
necessita ser biotransformada no tecido hepatico pelas enzimas do complexo P-450. Como um
agente alquilante, a CP reage com as bases de DNA, produzindo uma ligagéo cruzada entre 0s
filamentos de DNA, assim a menos que haja uma reparacgdo, as células ndo terdo uma réplica
efetiva (Colvin and Hilton 1981). Este mecanismo responde tanto pelos efeitos

farmacoldgicos quanto pelos efeitos toxicos ocasionados pelo uso deste quimioterapico.

Figura 1: Estrutura quimica da Ciclofosfamida

0
CICH,CH,
/
N'—P * H20
7
CICH,CH, ﬁ

Fonte: Modificado de Silvis (2005)
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Dentre os metabolitos ativos formados apds a metabolizacdo da CP a mostarda
fosforamida e a acroleina sdo um dos mais importantes, pois os efeitos antitumorais da CP
estdo associados diretamente a mostarda fosforamida, ao passo de que a acroleina é ligada aos

efeitos colaterais toxicos, como a morte celular, apoptose e necrose (Kern and Kehrer 2002).

3.2 Ciclofosfamida e o sistema reprodutor

Apesar da sua importancia terapéutica, uma vasta gama de efeitos adversos incluindo
toxicidade reprodutiva foi demonstrada apds o tratamento com CP em seres humanos e em
animais experimentais (Anderson, Bishop et al. 1995). Pacientes adultos do sexo masculino,
tratados com CP apresentaram uma contagem diminuida de espermatozoides e uma auséncia
de ciclos de espermatogénese em seu tecido testicular (Charak, Gupta et al. 1990, Howell and
Shalet 1998, Kenney, Laufer et al. 2001), além disso, também foi observado um distdrbio na
secrecdo de gonadotrofina, associado juntamente a uma diminui¢do dos niveis de testosterona
sérica (Hoorweg-Nijman, Delemarre-van de Waal et al. 1992).

Estudos anteriores em ratos machos tém confirmado o potencial da CP em causar
oligospermia, azoospermia e alteraces histologicas nos testiculos e epididimos (Meistrich,
Parchuri et al. 1995, Kaur, Sangha et al. 1997). Além disso, Elangovan, Chiou et al. (2006),
avaliou o efeito toxicoldgico da CP sobre o sistema reprodutor de camundongos expostos a
diferentes doses de CP intraperitoneal (I1.P) (5 — 200mg/Kg) e seus resultados demonstraram
gue mesmo em baixas doses, a CP ocasionou uma diminui¢cdo no peso do 6rgao reprodutivo
(testiculos), bem como uma diminuicdo na fertilidade e alteragbes no crescimento e
desenvolvimento das préximas geracdes. Porém, ap6s a 5° semana de exposicdo ao
guimioterapico, os animais testados com a dose mais baixa, apresentaram uma tendéncia a
recuperacdo na espermatogénese quando comparados ao grupo tratado com altas doses de CP.

Matsui, Mitsumori et al. (1995) demonstraram através de um estudo morfométrico de
diferentes fases do ciclo da espermatogénese, que a toxicidade testicular depois de uma Unica
administracdo oral de ciclofosfamida (100 mg/Kg) em ratos, é possivel ser detectada a partir
do sétimo dia apds sua administracao.

Embora o(s) mecanismo(s) preciso(s) pelo qual a CP causa toxicidade testicular ndo
tenha sido totalmente elucidado, varios estudos demonstraram que a exposi¢cdo a CP pode
perturbar o equilibrio redox de tecidos, desta forma conduzindo-os ao estresse oxidativo (Das,
Mallick et al. 2002, Ghosh, Das et al. 2002, Manda and Bhatia 2003).
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3.3 Estresse Oxidativo

As espécies reativas (ER) sdo capazes de gerar estresse oxidativo em consequéncia de
suas propriedades oxidantes e reacdo com os constituintes celulares (Josephy 1997, Timbrell
2000). Estas séo geradas por uma variedade de processos, podendo atacar uma diversidade de
biomoléculas alvo, tais como DNA, lipideos e proteinas.

Quando um elétron encontra-se sozinho em um orbital atdmico, ele é dito
desemparelhado. Espécies que contenham um ou mais elétrons desemparelhados em sua
camada de valéncia sdo chamadas de radicais livres e geralmente sdo altamente reativas
(Halliwell and Gutteridge 1990). Nos organismos aerdbios isso geralmente ocorre com a
reducdo de uma molécula de oxigénio (O,) a anion superoxido (O;7). Visto que esta € uma
reacao de dxido-reducdo, é importante ressaltar que a formacao do anion superoxido e outros
radicais livres em seres vivos ocorrem principalmente onde ha alto fluxo de elétrons como,
por exemplo, na mitocndria, onde os elétrons podem passar diretamente dos transportadores
de elétrons para o oxigénio durante a cadeia respiratoria (Halliwell 1991).

As principais ER vinculadas ao estresse oxidativo sdo: o radical anion superéxido (O,
), radical hidroxil (OH"), peréxido de hidrogénio (H,0,), 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito
(ONOQO"). Estes por sua vez sdo neutralizados por um elaborado sistema de defesa
antioxidante constituido de enzimas tais como a catalase (CAT), a superdxido dismutase
(SOD), a glutationa peroxidase (GPx), além de inimeros sistemas de defesas ndo enzimaticas
incluindo as vitaminas A, E e C, flavanoides, ubiquinonas e o conteudo de glutationa reduzida
(Alexi, Hughes et al. 1998, Gianni, Kaczor et al. 2004). Neste contexto o estado de estresse
oxidativo pode resultar tanto de um aumento na producdo de ER quanto da reducdo da
capacidade antioxidante celular total (Halliwell 1991).

As ER tém sido atribuidas a patogénese de diversas condi¢fes que afetam
praticamente todos os sistemas do corpo humano, entre elas esta aterosclerose, cancer,
diabetes, dano hepatico, artrite reumatoide, catarata, AIDS, doenca inflamatdria intestinal,
desordens do sistema nervoso, doenga de Parkinson, doencas neuromotoras, e condicOes
associadas com o nascimento prematuro (Agarwal, Nallella et al. 2004). Além disso, 0
estresse oxidativo tem sido extremamente associado com a infertilidade masculina (Makker,
Agarwal et al. 2009, Bansal and Bilaspuri 2010), pois 0s espermatozoides sdo mais
suscetiveis a producdo de ER por causa da alta concentracdo de acidos graxos poliinsaturados

e pela sua baixa capacidade antioxidante (Vernet, Aitken et al. 2004). Um desequilibrio na
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producdo de ER e defesas antioxidantes durante o processo de divisdo celular do sistema
reprodutor masculino, pode reduzir a producéo e a qualidade dos espermatozoides, resultando em
infertilidade (Borgmann, Haubitz et al. 2002).

Desta forma, como j& foi mensionado, para que a atividade terapéutica da CP se torne
efetiva, ela deve sofrer uma biotransformacdo no tecido hepatico, desta forma, gerando
algums metabdlitos ativos, e um dos seus metabolitos, a acroleina, é a principal responsavel
por induzir o estresse oxidativo, através da ativacdo de ER e producdo de oOxido nitrico,
danificando o DNA, lipidios e proteinas de células normais, podendo ocasionar morte celular,
apoptose e necrose (Kern and Kehrer 2002, Korkmaz, Topal et al. 2007).

Embora os testiculos expressem varias enzimas antioxidantes, eles sdo particularmente
sensiveis ao estresse oxidativo. J& foi bem estabelecido que o estresse oxidativo testicular é
comumente induzido sob diferentes condi¢cbes normais e/ou patofisioldgicas, podendo levar a
infertilidade masculina (Siu, Mruk et al. 2009). Diversas evidéncias sugerem o envolvimento
do estresse oxidativo na patogénese de varias doencas, atraindo a atencdo dos cientistas e
publico em geral para o papel dos antioxidantes na manutencdo e prevencdo da saude bem
como no tratamento de doencas.

Através deste ponto de vista, 0s compostos naturais, que possuem poténcial
antioxidante, estdo sendo de grande interesse da comunidade cientifica, por serem
substancias, compostos ou alimentos que podem ser utilizados como terapia ou prevencao de
diversas doencas, desta forma, se tornando uma nova alternativa frente aos diferentes

disturbios que atualmente acometem a humanidade.

3.4 Tribulus terrestris

A Tribulus terrestris L. (TT) é um membro da familia Zygophyllaceae, € uma erva
rasteira, anual de aproximadamente 30-70 cm de altura que possui suas folhas pinadas (de
comprimento desigual), flores amarelas e seus frutos na forma de estrela no seu carpelo. E
uma planta amplamente distribuida em climas subtropicais, na Africa, Asia ocidental, China,
Japéo, Coréia e Europa (Al-Rawi 1985).

O extrato desta planta proveniente do fruto, tem sido tradicionalmente utilizado no
tratamento de uma variedade de doencas, incluindo a hipertenséo, doengas do sistema
urinério, doenca cardiaca coronéria, inflamag&o ocular e infertilidade em ambos 0s sexos
(Wang, Ma et al. 1990, Anand, Patnaik et al. 1994, Akram, Asif et al. 2011).
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O potencial terapéutico desta planta parece estar relacionado com o seu potencial
antioxidante e esteroidogénico. Em um estudo realizado por Amin, Lotfy et al. (2006), foi
observado que a utilizacdo do extrato completo da TT mostrou uma atividade antioxidante e
exerceu um efeito protetor em ratos com diabetes induzida por estreptozotocina, os autores
acreditam que este efeito ocorreu através da inibicdo do estresse oxidativo (diminuindo
significativamente os niveis de MDA do figado) além disso, a histopatologia do figado dos
animais diabéticos que utilizaram a TT revelou uma significativa recuperacdo deste orgao
comparado ao grupo controle.

Corroborando com estes achados, Ojha;, Nandave; et al. (2008) utilizaram ratos Wistar
machos para avaliar o efeito cardioprotetor do extrato hidro-alcodlico da TT (250mg/kg, uma
vez ao dia por 30 dias). Os resultados encontrados demonstraram que a capacidade protetora
do extrato de TT pode ser devido a restauracdo da capacidade antioxidante do miocardio
enddgena ou da atividade de eliminagdo de radicais livres, juntamente com a correcdo dos
parametros hemodinamicos alterados e da preservacao das alteracGes citoarquitetural e ultra-
estruturais cardiacas.

Uma ampla variedade de compostos tem sido extraidos a partir da TT: saponinas,
flavonoides e alcal6ides. Entre os compostos, varios estudos tém demonstrado que o principal
constituinte desta planta, a protodioscina (PTN), uma saponina esteroidal, é a principal
responsavel pela atividade bioldgica do extrato da TT (Kostova and Dinchev 2005).

Figura 2: Estrutura quimica da protodioscina

R = glucose : ramnose (1:2)
MW, T2
CsrHp O

RO

Fonte: Modificado de Gauthaman, Ganesan et al. (2003)
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Desta forma, como a TT foi conhecida por sua qualidade afrodisiaca, diversos estudos
foram realizados para desvendar o mecanismo de ac¢do envolvido, acredita-se que envolve a
conversdo da PTN para dehidroepiandrosterona (DHEA) e/ou seus precursores. Sabe-se que a
DHEA no epididimo € necessario para 0 processo de maturacao dos espermatozoides, por sua
vez, 0 DHEA pode aumentar a integridade da membrana celular e suas func6es (Dyner, Lang
et al. 1993), resultando em um melhor desempenho sexual e a sensacdo geral de bem-estar
(Adimoelja and Adaikan 1997).

Figura 3: Correlagdo do hormonio Dehidroepiandrosterona-Sulfato (DHEA-S) sobre

0s niveis de testosterona sérica.

Dehidroepiandrosterona-Sulfato
(DHEA-S)

-

'

Dehidroepiandrosterana
(DHEA)

3p-HSD

w

Androstznediona

Fonte: Arquivo pessoal

Em um estudo realizado por Gauthaman, Adaikan et al. (2002), foram avaliadas as
propriedades afrodisiacas do extrato de TT contendo PTN em ratos normais e castrados, 0s
animais receberam agua, testosterona (10 mg/Kg), ou PTN (apenas castrados - 5 mg/Kg). Os
ratos castrados administrados com a testosterona ou PTN mostraram um aumento
significativo na frequéncia de montagens e intromissdes e uma diminuicdo na laténcia de
montagens, intromissdes e ejaculagbes quando comparados com 0s ratos castrados
administrados apenas com a agua. Os efeitos afrodisiacos observados neste estudo podem ser
devido ao aumento nos niveis de andrdégenos nos grupos tratado com PTN. Os resultados

foram confirmados por outro estudo realizado por Gauthaman, Ganesan et al. (2003), que
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utilizaram ratos machos nédo castrados, onde administraram varias concentracdes de TT (2,5,
5, 10 mg/Kg), e verificaram o aumento dos niveis hormonais.

O tecido dos corpos cavernosos obtidos a partir de coelhos brancos da Nova Zelandia,
apos o tratamento com TT foram testados in vitro com varios agentes farmacoldgicos e de
estimulagdo do campo elétrico e verificou-se ter um efeito pré-erétil nos animais que
utilizaram a TT, desta forma corroborando com os outros achados encontrados na literatura
(Adaikan, Gauthaman et al. 2000).

Desta forma, considerando os efeitos tdxicos ocasionados no sistema reprodutor
masculino de usuérios da CP e que o0 uso deste quimioterdpico causa bastante duvida, pois a
infertilidade tem um papel critico e um impacto tanto fisico como emocional na decisdo do
uso deste medicamento, é que acreditamos que a utilizacdo de um composto natural com
potencial antioxidante e esteroidogénico poderia ser uma alternativa promissora para auxiliar

na prevencéo da toxicidade reprodutiva induzida pela CP.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertagdo podemos concluir que:

Uma unica dose de CP (100mg/kg) causa dano no sistema reprodutor masculino de
camundongos evidenciado pelo aumento das ER, peroxidacéo lipidica e carbonilagéo
de proteinas nos testiculos destes animais.

Os danos oxidativos ocasionados pela CP também foram evidenciados através da
alteracdo da atividade das enzimas antioxidantes, como: SOD, CAT, GPx, GR, GST.
Além de perturbar o equilibrio redox nos testiculos e conduzir a um estresse oxidativo,
ao analisarmos a atividade da enzima 17p-HSD, a qual esta envolvida na sintese de
horménios esteroidais e comparamos com a avaliacdo dos niveis séricos de
testosterona, concluimos que além do dano ocasionado pelo estresse oxidativo, a CP
também apresenta um efeito na esteroidogénese.

Quando verificamos estes achados e comparamos com a avalia¢do histopatoldgica dos
testiculos juntamente com a avaliacdo do sémen destes animais, concluimos que uma
Unica dose de CP foi capaz de alterar células responsaveis pela maturacédo e qualidade
seminal e isso foi evidenciado na analise do sémen destes animais pela diminui¢do do
VCL, motilidade, vigor e integridade de membrana.

Ao analisarmos em HPLC o extrato de TT utilizado para este estudo, foi possivel
verificar que ele é rico em PTN (166.24 pg/mL), o maior constituinte e apontado por
ser o principal responsavel pelas acdes benéficas da TT.

O efeito benéfico do extrato seco de TT foi verificado através da protecdo que este
extrato ocasionou ao sistema reprodutor masculino de camundongos, melhorando os
parametros de estresse oxidativo, dos niveis de testosterona sérica, bem como da
enzima 17B-HSD. Também foi possivel verificar que as avaliagdes histopatoldgicas e
seminais destes animais melhoraram ao nivel do grupo controle, demonstrando assim
sua eficacia em proteger contra o dano causado por este quimioterapico.

Por fim, acreditamos que o extrato de TT possui a capacidade de proteger contra 0s
danos induzidos pela CP, e que seu maior constituinte a PTN poderia ser a responsavel

pela maioria das suas agdes benéficas avaliadas neste estudo.



24

6 PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, as perspectivas para trabalhos

posteriores sdo:

e Auvaliar o efeito do extrato seco de TT em um modelo de exposicao cronica a CP, a
fim de avaliar os danos ocasionados pela droga no sistema reprodutor, e compara-los a

exposicdo aguda.

e Avaliar o efeito da CP na prole de machos expostos cronicamente ao quimioterapico,
bem como verificar o papel protetor do extrato seco de TT sobre a ninhada.

e Verificar efeito da PTN sobre o comportamento sexual e sistema reprodutor de ratos
expostos de forma aguda e crénica a ciclofosfamida e comparar aos efeitos ocasionados pelo

extrato seco de TT.

e Testar modelo agudo e/ou cronico de exposicdo a CP em camundongas, a fim de
avaliar os danos ocasionados pelo guimioterapico sobre o sistema reprodutor feminino, e o

possivel papel protetor do extrato seco de TT.
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