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RESUMO

Introducio: a reducdo dos esteroides sexuais ocasionada pelo hi-

pogonadismo se associa a depressdo. Tratamentos alternativos com

plantas medicinais como o extrato do 7ribulus terrestris (TT) tem

Recebido em: 09/10/2017 sido frequentemente usado por pessoas nesta condigdo. Objetivo:
Aceito em: 12/01/2018 este estudo teve por objetivo investigar a influéncia do declinio de
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testosterona, da suplementacdo com TT e propionato de testoste-
rona no comportamento de animais. Método: foram utilizados 40
camundongos da linhagem Swiss, machos, divididos em quatro
grupos. Os grupos controle e castrado receberam veiculo aquoso;
o grupo TT recebeu 10 mg/kg do extrato da planta e o grupo pro-
pionato de testosterona foi tratado com 20 mg/kg deste fArmaco. A
avaliacdo comportamental foi feita pelo teste do nado for¢ado. Apds
trinta dias de tratamento, foi coletado sangue para dosagem de tes-
tosterona livre. Resultado e Discussio: os resultados evidenciaram
efeito antidepressivo significativo nos animais castrados e suple-
mentados com propionato de testosterona. Houve também signifi-
cancia no efeito depressivo nos animais tratados com TT; redugdo
significativa na concentrag@o de testosterona nos animais castrados
e aumento significativo nos animais do grupo TT e propionato de
testosterona. Conclusio: conclui-se que a castracao, suplementagao
com TT e propionato de testosterona apresentaram suposta capa-
cidade de alterar o comportamento e modificar as concentragdes
sérias de testosterona.

Palavras-chave: Depressdo. Testosterona. Tribulus terrestris.

ABSTRACT

Introcution: thereduction of sexual steroids caused by hypogonadism
is associated with depression. Alternative treatments with medicinal
plants like Tribulus terrestris (TT) extract have often been used by
people in this condition. Objective: this study aimed to investigate
the influence of testosterone decline, supplementation with TT and
testosterone propionate on animal behavior. Method.: fourty Swiss
male mice were divided into four groups. The control and castrated
groups received aqueous vehicle; the TT group received 10 mg /
kg of the plant extract and the testosterone propionate group was
treated with 20 mg / kg of this drug. Behavioral assessment was
performed by the forced swim test. After 30 days of treatment, blood
was collected for free testosterone dosing. Results and Discussion:
the results showed a significant antidepressant effect in castrated
animals supplemented with testosterone propionate. There was also
significance in the depressive effect in animals treated with TT;
significant reduction in the concentration of testosterone in castrated
animals and a significant increase in the animals of the TT group
and testosterone propionate. Conclusion: it was concluded that
castration, supplementation with TT and testosterone propionate
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presented a supposed capacity to alter the behavior and modify
serum concentrations of testosterone.

Keywords: Depression. Testosterone. Tribulus terrestris.

INTRODUCAO

A depressdo ¢ um transtorno do humor que influencia na acao,
pensamento e convivio social. Pode estar associada ao envelheci-
mento, devido ao declinio funcional dos neurénios. Estas células
também se modificam perante as situagdes vivenciadas. Com pre-
valéncia duas vezes maior em mulheres, o risco de desenvolver a
doencga durante a vida ¢ de 10 a 20% na populacdo (HIRSCHFELD,
2002).

As causas da depressdo sdo baseadas em hipdteses, das quais as
mais aceitas sdo a hipdtese das monoaminas, onde ¢ proposto que
todo o sistema neurotransmissor trimonoaminérgico pode estar com
disfungdes em diversos circuitos cerebrais. Outra hipotese se refere
a alteracdes funcionais nos receptores monoaminérgicos (RANG et
al., 2007; STAHL, 2010).

Indicadores biologicos auxiliam no diagnodstico da depressao,
como a quantidade plasmatica de cortisol ou hidrocortisona, que ¢
elevada em pacientes portadores de depressao unipolar, e a presenga
ou auséncia de metabdlitos de neurotransmissores no liquor e urina.
(UMPHRED, 2004)

O tratamento farmacologico da depressdo ¢ feito pelas classes de
farmacos conhecidos como: antidepressivos triciclicos, que inibem a
recaptacdo da serotonina, noradrenalina e dopamina; inibidores se-
letivos de recaptacdo, cujo mecanismo consiste em inibir de forma
seletiva a recaptagdo de uma ou duas aminas biogénicas; inibidores
da enzima monoaminaoxidase (IMAO) e antidepressivos atipicos,
cujo mecanismo de a¢do consiste em aumentar os niveis de dopa-
mina e serotonina. Os efeitos terapéuticos geralmente surgem entre
duas a quatro semanas de tratamento. Tais firmacos possuem efeitos
adversos como agitacgdo, acatisia e disfunc¢do sexual. (STAHL, 2010;
GOLAN, 2014; STAHL, 1997)

A testosterona ¢ um hormonio esteroide produzido pelas células
de Leydig localizadas no intersticio dos tubulos seminiferos dos tes-
ticulos. O hipotdlamo e a glandula hipdfise anterior regulam a pro-
dugdo hormonal de testosterona ocorrida nos testiculos. A testoste-
rona aumenta a liberagdo do hormonio do crescimento; estimula a
captacdo de nitrogénio, potassio, magnésio, fosforo, sédio e enxofre
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pelas células; aumenta a taxa metabolica basal das fibras musculares
esqueléticas e possui acdo anabolizante e virilizante. (NELSON et
al., 2006; GRIFFIN et al., 2010; FREYBERGER et al., 2009; GIN-
ZBURG et al.,, 2010; SATTLER et al., 2009). A partir dos sessenta
anos de idade os homens comecam a sentir os efeitos do hipogona-
dismo tardio ou andropausa, devido ao declinio de testosterona séri-
ca. Os sintomas sao perda de for¢a, de massa muscular, desminerali-
zacgdo Ossea, dislipidemia, acimulo de gordura visceral, diminui¢ao
da taxa metabdlica basal, diminui¢cdo da producdo espermadtica, re-
ducdo da libido, disfuncao erétil e alteracdo de humor. Tais sintomas
alteram a qualidade de vida do homem na fase senil, os quais cada
vez mais buscam suplementa¢cdo com o hormonio sintético, que pos-
sui diversos efeitos prejudiciais. (ANDRADE JUNIOR et al., 2009;
MYERS et al., 2003)

Plantas medicinais como o extrato de Tribulus terrestris L. da
familia botanica Zygophyllaceae R. Br. representam na atualidade uma
alternativa para o incremento de testosterona, no entanto, suas pro-
priedades ainda ndo sdo completamente elucidadas. (GAUTHA-
MAN, 2008). Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi investi-
gar o suposto efeito comportamental da castracdo, da suplementagao
com farmaco andlogo a testosterona (propionato de testosterona) e
do extrato de Tribulus terrestris em camundongos suicos submetidos
ao teste comportamental do nado forgado.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 40 camundongos da linhagem Swiss, machos
e com 60 dias, provindos do Biotério da Universidade do Sagra-
do Coragao (USC). Durante o periodo experimental, os animais
permaneceram acondicionados em gaiolas de polietileno, contendo
cada uma 10 animais. O fornecimento de dgua e racao foi ad /libi-
tum. O ambiente de manuteng¢ao foi mantido com ciclo claro-escu-
ro de 12 horas, com temperatura entre 22 a 25°C, constantemente
limpo e arejado.

O projeto foi avaliado e aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animais — CEUA da Universidade Sagrado Coragao — USC e re-
cebeu o parecer nimero 9871190216 registrado em 19/02/2016.
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Distribuicao dos grupos

Os animais foram distribuidos em quatro grupos de experimento:
Grupo Controle (GC - n=10): durante o procedimento recebeu por
gavagem 0,2 mL de veiculo aquoso; Grupo Castrado (GCA - n=10):
durante o procedimento recebeu por gavagem 0,2 mL veiculo aquo-
so; Grupo Testosterona (GT - n=10): durante o procedimento rece-
beu 20 mg/kg de propionato de testosterona (dose para um individuo
adulto que foi convertida para o peso médio dos animais), dissolvida
em veiculo aquoso. A administracdo foi feita por gavagem num vo-
lume de 0,2 mL; Grupo Tribullus terrestris (GTT - n=10): foram tra-
tados com 10 mg/Kg (Gauthaman e Ganesan, 2008) do extrato das
sementes do Tribulus terrestres L. dissolvidos em veiculo aquoso,
concentrado num volume de 0,2 mL, administrado por gavagem. O
tratamento foi realizado por 30 dias.

O extrato seco das sementes do Tribulus terrestris L. foi ad-
quirido numa farmacia de manipulacdo da cidade de Bauru que
forneceu o laudo de autenticacdo e controle de qualidade do mes-
mo. (ANEXO B).

Orquiectomia bilateral dos camundongos

Segundo Andrade (2006), o camundongo torna-se apto a repro-
dugao aos 60 dias de idade, no entanto, os efeitos hormonais iniciais
ja estdo presentes em ambos os sexos ao redor dos 30 dias de idade.
Nos machos a acdo hormonal ¢ evidenciada pela descida e aumento
dos testiculos. Diante do exposto, a orquiectomia bilateral foi reali-
zada quando os camundongos completaram 60 dias. Apenas 10 ani-
mais (Grupo castrado) foram submetidos ao procedimento.

Teste comportamental

Para o teste do nado for¢cado, de acordo com o modelo proposto
por Porsolt (1977), os animais passaram por um periodo de adapta-
¢do de 10 dias, tendo seu primeiro contato com a agua. Cada sessao
de adaptacdo durou 15 minutos e foi dividida de acordo com os gru-
pos do estudo. Terminada a adaptagd@o, os animais foram expostos ao
experimento, onde foram colocados num tanque com agua climati-
zada (uso de termostato) suficiente para que o animal ndo conseguis-
se tocar o fundo do mesmo, sendo obrigado a nadar. Duas vezes por
semana os animais nadavam em duplas por 5 minutos, tendo todas
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as sessdes gravadas para analise dos parametros: tempo de escalada
ou tentativa de fuga, tempo de nado e tempo de imobilidade. A tem-
peratura da agua foi cuidadosamente mensurada com auxilio de ter-
mometro para manter-se em 30 +/- 2° C. Apds nadarem os animais
eram secados e devolvidos a gaiola.

Determinacao da concentracao sérica de
testosterona livre

Para dosagem de testosterona sérica os animais foram anestesia-
dos com dose letal de Tiopental (150mg/Kg) e Lidocaina (10mg/Kg),
sendo realizada a pun¢do cardiaca para obtencdo do sangue, que foi
encaminhado ao Laboratorio de Analises Clinicas da Fundacao Ve-
ritas — Bauru/ Sao Paulo, localizado no campus da Universidade do
Sagrado Coracao.

Analise estatistica

Todos os dados obtidos foram analisados pelo teste paramétrico
T-Student (p<0,05) através do software Graphpad prism 5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 apresenta a comparacao das médias de tempo (em se-
gundos) do tempo de escalada ou tentativa de fuga, nado e imobili-
dade entre o grupo controle (GC) e demais grupos em estudo (Grupo
Castrado, Tribulus e Testosterona, respectivamente). Em rela¢do ao
tempo de escalada, os grupos castrado e suplementado com propio-
nato de testosterona apresentaram tempo significativamente maior
quando comparado ao controle. Em relag@o ao tempo de nado, o gru-
po suplementado com o extrato do Tribulus terrestris L. executou
menor tempo em relacdo ao controle, sendo esta redugdo significa-
tiva (p<0,05). Quanto ao tempo de imobilidade, ndo foi evidenciada
diferenca significativa dos grupos quando comparados ao controle.
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Figura 1 - Comparacdo das médias de tempo de escalada, nado e imobilidade
entre o grupo controle (GC) e grupos castrado (GC), Tribulus (GTT) e Testoste-
rona (GT). * Valores significativos (p<0,05) segundo Teste 7-Student.

Segundo Duman e Monteggia (2006), o teste do nado forcado,
desenvolvido por Porsolt e colaboradores (1977) representa uma das
mais importantes ferramentas de avaliacao da atividade antidepressi-
va de farmacos. No presente estudo foram avaliados trés parametros
deste teste durante o nado realizado pelos camundongos: tentativa de
fuga ou escalada; tempo de nado e tempo de imobilidade.

Os animais dos grupos castrado ¢ do suplementado com pro-
pionato de testosterona apresentaram aumento significativo no
tempo de escalada, sugerindo de forma antagonica, que a redugdo
da testosterona endogena promovida pela castragdo, assim como a
suplementagdo com farmaco analogo a testosterona estejam supos-
tamente correlacionadas a esta alteragdo, sendo interpretada como
efeito antidepressivo.

Segundo Leibenluft (1999), o impacto dos hormdnios sexuais so-
bre a funcdo psiquica ¢ frequentemente associado a manifestacao
dos transtornos mentais. Fases de flutuagdes hormonais estao asso-
ciadas a sintomas depressivos ou ansiogénicos. (Soares et al.,2001).
Diante do exposto, os resultados apresentados quanto aos grupos
castrado e suplementado com propionato de testosterona corrobo-
ram com estas citagdes.

Um estudo realizado por Seidman e Rabkin (1998) observou cin-
co homens com idade entre 34 a 50 anos e que nao obtiveram melho-
ra da depressdo apds o uso de paroxetina e fluoxetina. Ambos apre-
sentavam baixos niveis de testosterona. Apds serem tratados com
enantato de testosterona por via intramuscular e os antidepressivos
por oito semanas, apresentaram melhora significativa do humor. Os
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resultados evidenciados no presente estudo no grupo suplementado
com propionato de testosterona corroboram com esta citagao.

Quanto ao aumento do tempo de escalada no grupo castrado, este
possivel evento antidepressivo ou ansiogénico supostamente esta re-
lacionado a intervengdo cirurgica. Para Juan (2007) a ansiedade de
curto prazo ou imediata visa preparar o organismo para lutar ou fugir
do perigo. O excesso de tais sensa¢des pode desencadear problemas
cognitivos em cada individuo, fazendo-os perceber a necessidade de
um comportamento de ajuste mediante o ato de enfrentar o estres-
se e a ansiedade causados pelo desconhecido, levando os animais a
adaptar-se as novas situagdes. No presente estudo, fatores como a
anestesia geral, a dor e incomodo do corte (mesmo com os analgési-
cos), até a cicatrizacao, representa um periodo diferencial aos demais
grupos e supostamente propicio ao efeito ansiogénico evidenciado
neste grupo de experimento.

De acordo com Cryan at al., (2002) a redug@o no tempo do nado
dos animais deve ser interpretado como prejuizo comportamental, ou
seja, reducdo da atividade neuronal que simula o ocorrido na depres-
sdo, onde o animal desenvolve comportamento passivo reduzindo
sua habilidade de enfrentar situacdes estressoras. No presente estu-
do, os camundongos suplementados com extrato de Tribulus terres-
tris apresentaram maior permanéncia neste estagio em comparagao
aos demais grupos, supondo que componentes ativos desta planta
apresentem possivel efeito depressivo. Esta redugdo foi significativa
e sugere que a planta tenha capacidade de interferir neste parametro.

Um estudo realizado com ovelhas que receberam extrato de al-
caloides do Tribulus terrestris L. na dose de 54 mg/kg evidenciou
perda parcial da motricidade dos membros dos animais que também
desenvolveram marcha cambaleante. Esta mesma publicacdo suge-
riu que os alcaloides do Tribulus terrestris L. interagem de forma
irreversivel com material genético dos neuronios. (Bourke et al.,
1992). De acordo com publicacdes feitas pela European Food Safely
Authority — EFSA (2012), 40 a 80mg do extrato seco do Tribulus
terrestris L. apresenta em sua composi¢cdo quimica beta-alcaloides.
Uma avaliagdo recente realizada pela Universidade Técnica da Dina-
marca — DTU, (2014) evidenciou que o extrato de Tribulus terrestris
L. apresenta capacidade de provocar sérios efeitos toxicos sobre o
figado e sistema nervoso central. Esta citagdo corrobora com a hi-
potese do presente estudo de que componentes da planta apresentam
capacidade de alterar a fun¢do neuronal, ocasionando possivel redu-
¢ao funcional dos neurdnios.

A figura 2 apresenta a média dos niveis séricos de testosterona
obtidos no presente estudo. Foi evidenciada redugao significativa de
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testosterona livre no grupo castrado e aumento significativo deste
hormonio nos grupos suplementados com o extrato de Tribulus ter-
restris e propionato de testosterona.
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Figura 2 - Comparacdo das médias de testosterona sérica entre os grupos de ex-
perimento. Teste 7T-Student (p<0,05) * valores estatisticamente significativos.

Segundo Casquero (2005), camundongos submetidos a castracao
nao apresentam quantidades suficientes de andrégenos na circulagao
para desempenhar suas func¢des. Os dados apresentados na Figura 2
em relacdo ao grupo castrado, corroboram com esta citacao.

Em contrapartida, o presente estudo evidenciou aumento signifi-
cativo de testosterona em relagdo aos grupos Tribulus e Propionato
de testosterona (grupo testosterona) quando comparados ao grupo
controle. De acordo com Gauthaman e Ganesan (2008), publicagdes
afirmam que o extrato do Tribulus terrestris L. apresenta capacida-
de de aumentar os niveis séricos dos hormonios luteinizante (LH) e
testosterona em animais com disfungao erétil. Um dos componentes
quimicos desta planta ¢ conhecido como protodioscina que supos-
tamente se converte em deidroepiandrosterona ou DHEA. (Gama et
al., 2014). A enzima 3-beta-hidroxiesteroide (33-HSD) converte o
DHEA em androstenediona, sendo este hormdnio percursor de es-
tradiol e testosterona. (Reine, 2007). O aumento de testosterona evi-
denciado no grupo suplementado com Tribulus terrestris do presente
estudo corrobora com estas citagoes.

O propionato de testosterona ¢ um farmaco que repde este hor-
monio, ou seja, o firmaco se transforma em testosterona. Apresenta
acdo imediata e de curta duracao. (Santos, 2003). O aumento signi-
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ficativo de testosterona livre encontrado no presente estudo suposta-
mente estd associado a esta suplementacao.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados no presente estudo sugerem que a cas-
tracdo e a suplementacdo com propionato de testosterona causaram
efeito antidepressivos nos animais. A castragdo supostamente oca-
sionou ansiedade em decorréncia dos efeitos pos-cirurgicos, enquan-
to que a testosterona exdgena gerou variagdo hormonal ocasionado
suposta estimulacdo neuronal; o extrato do Tribulus terrestris L.
mostrou suposto efeito depressivo que pode estar associado a pre-
senca de alcaloides em sua constitui¢do quimica; quanto aos niveis
séricos de testosterona, a castragdo reduziu significativamente a do-
sagem deste hormdnio, enquanto que os animais suplementados com
TT e propionato de testosterona apresentaram aumento significativo.
No caso do extrato vegetal a literatura sugere que compostos quimi-
cos do TT sejam metabolizados e convertidos em testosterona livre.

Novas pesquisas que busquem avaliar a atuagdo de componentes
quimicos isolados do extrato do TT e que sejam realizados por mais
tempo tornam-se necessarios para elucidar os resultados apresenta-
dos neste experimento.
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