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RESUMO

Introducdo: a incapacidade de gerar filhos ¢ chamada de

infertilidade, e acomete grande parte da populagdo, principalmente

mulheres entrando no periodo da menopausa. Tal condi¢do afeta a
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cialmente. Entretanto, tais tratamentos possuem efeitos colaterais,
0 que apresenta plantas medicinais como tratamentos alternativos.
Objetivo: avaliar a histologia do fémur de camundongos suicos fé-
meas ovariectomizadas e nao ovariectomizadas tratadas ou ndo com
Tribulus terrestris L. (TT) Métodos: Foram utilizados 28 camun-
dongos suicos fémeas divididos em 4 grupos, sendo dois controles
com e sem suplementagdo e dois que sofreram o processo de ova-
riectomia bilateral, com e sem suplementacdo. O extrato da planta
foi administrado por 21 dias por gavagem. Ao final do tratamento, os
animais foram eutanasiados e o fémur coletado para anélise histol6-
gica. Resultados: o TT ndo foi capaz de alterar significativamente
o diametro do osso. A castra¢do, como esperado, mostrou possivel
osteopenia. A planta pode ter efeito protetor aos ossos devido a efeito
antiartritico. Conclusao: na andlise histolégica descritiva do fémur,
foram evidenciadas alteragdes que se associam a osteopenia nos ani-
mais castrados e efeito dsseo-protetor nos animais suplementados
com o extrato dos frutos do Tribulus terrestris L.

Palavras-chave: Fémur. Histology. Tribulus terrestris L.

ABSTRACT

Introduction: inability to generate children is called infertility and
affects a large part of the population, especially women entering
the menopausal period. Such a condition affects the quality of life,
including the use of the bone system, causing the search for hormone
replacement services exponentially. However, such treatments shave
light collectors, such as medicinal plants as alternative treatments.
Objective: to evaluate the histology of the treatment of pairs of
ovariectomized and non-ovariectomized women treated with or
without Tribulus terrestris L. (TT). Methods: twenty-eight Swiss
mice were divided into four groups, two controls with and without
supplementation, and two with bilateral ovariectomy, with and
without supplementation. The plant extract was administered for
21 days by way of gavage. After the evaluation, the animals were
eutanasiated and their femur was collected for histological analysis.
Results: the TT was not able to change the diameter of the bone.
Castration, as expected, allowed for osteopenia. The plant may
have a protective effect on bones because of an anti-arthritic effect.
Conclusion: in the descriptive histological analysis of phosphorus,
there were evidences alterations that associate the osteopenia in the
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animals and the bony-protective effects in the animals supplemented
with the extract of the fruits of Tribulus terrestris L.

Keywords: Infertility. Hormones. Tribulus terrestris L.

INTRODUCAO

A infertilidade é um mal que acomete cada vez mais mulheres
ao redor do mundo. Pode ser definida como a incapacidade de gerar
filho apds um ano de tentativas com vida sexual ativa sem o uso de
qualquer método contraceptivo. Também se caracteriza no contexto
de infertilidade trés ou mais abortos consecutivos. (MARTINS et al.,
2009; ABDELMASSIH, 2007).

A infertilidade feminina € de carater multifatorial, tendo como até
30% das ocorréncias os fatores de oligomenorreia, amnorreia € ano-
vulagdo. Outros importantes fatores de causa para a infertilidade fe-
minina sdo alteracdes estruturais, distirbios imunoldgicos, endome-
triose, sindrome de ovdrios policisticos (SOP), obesidade, frequéncia
de relacdo sexual, tabagismo, etilismo, consumo de drogas, sedenta-
rismo, doengas sexualmente transmissiveis (DST’s) e idade avancgada.
(MARTINS et al.,2009; REMOALDO et al., 2011).

O envelhecimento caracteriza na mulher a condi¢do de hipogona-
dismo, na qual ela entra no periodo conhecido como menopausa, que
gera um declinio hormonal muito grande. Os hormoénios em questao
sao hormonios esteroidais, derivados da molécula de colesterol, como
androgénios e estrogénios. Essa condi¢cdo possui diversos sintomas
que afetam significativamente a qualidade de vida da mulher na fase
senil, fazendo com que muitas busquem por tratamentos como repo-
sicdo hormonal com o hormonio sintético. No entanto essa pratica €
um tanto quanto controversa, uma vez que seus sintomas adversos
muitas vezes podem se sobressair aos efeitos desejados. Essa relacdo
de ndo confianca em um tratamento de reposi¢ao hormonal abre por-
tas para a busca por tratamentos alternativos que sanem o problema
ou minimizem seus sintomas com prejuizo ou efeitos adversos meno-
res. (SUNKARA et al., 2011).

O Tribulus terrestris L. ¢ uma planta de origem comumente ci-
tada na Asia e na Africa, que, de acordo com a sabedoria popular,
possui efeitos afrodisiacos por aumentar as concentracdes séricas de
testosterona. Diversos estudos ao redor do mundo ja foram realizados
tentando esclarecer as propriedades funcionais da planta, entretan-
to, muitos sao de resultados controversos ou com dados insuficientes
para aplicacdo terapéutica. (GAUTHMAN et al.,2008).



Assim, por meio deste trabalho, objetivou-se a analise do fémur
de camundongos sui¢cos fémeas com e sem ovariectomia bilateral
suplementadas com extrato de Tribulus terrestris L.

MATERIAL E METODOS

1. Animais

Foram utilizados 28 camundongos suicos, fémeas, adultas, cedi-
das pelo Biotério da Universidade do Sagrado Coracao (USC). Du-
rante o periodo experimental, os animais foram acondicionados em
gaiolas de polietileno. A oferta de racdo comercial para roedores e
agua foi ad libitum, e o ambiente foi mantido em ciclo claro-escuro
de 12 horas e temperatura entre 22 e 25°C, sempre limpo e arejado.

O projeto teve aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Ani-
mais — CEUA da USC, pelo protocolo n° 2224230216.

2. Divisao dos grupos

Os animais foram divididos em 4 grupos de experimento:

- Grupo Controle sem ovariectomia e sem suplementagdo (n=7):
receberam 0,2mL de veiculo aquoso sem extrato, por gavagem.

- Grupo controle com ovariectomia e sem suplementacgao (n=7):
receberam 0,2mL de veiculo aquoso sem extrato, por gavagem.

- Grupo suplementado com Tribulus terrestrisL. com ovariec-
tomia (n=7): receberam 10mg/kg concentrado em 0,2 mL de
veiculo aquoso, por gavagem.

- Grupo suplementado com Tribulus terrestrisL. sem ovariec-
tomia (n=7): receberam 10mg/kg concentrado em 0,2 mL de
veiculo aquoso, por gavagem.

A administragdo do extrato e do veiculo aquoso foi através de gava-

gem durante 21 dias. O extrato foi comprado na Farmacia Formulare,
em Bauru/SP, que emitiu o laudo de controle de qualidade do mesmo.

3. Ovariectomia bilateral

Dois grupos passaram pelo processo de ovariectomia bilateral a fim
de mimetizar a redu¢do hormonal e simular o ocorrido na menopausa.
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Os animais foram anestesiados com Cloridrato de Xilazina
(Anasedan®, 0,2 mL) e Cloridrato de Ketamina (Dopalen®, 0,2
mL), por via intraperitoneal. Ao notar a auséncia de resposta a es-
timulos, foi realizada a assepsia com Povodine topico® e a retira-
da dos pelos na regido ventral. Foi realizada uma incisdo de, em
média, dois centimetros na regido dorsal paravertebral a direita. A
musculatura foi afastada com ajuda de farabeufs e o peritonio aber-
to abaixo da ultima costela, expondo assim a gordura peritoneal,
que foi pingada e nela foram localizados e seccionados o utero e os
ovarios. Finalizada a sec¢do, os animais foram suturados com fio
de algodao agulhado 3.0.

Para alivio da dor pos-procedimento, foi administrado dipirona
sodica 0,5 g/mL e o antibidtico enrofloaxacino a 10mg/kg (Flotril®
2,5%, Schering-Plough) por via intramuscular.

4. Suplementacao com Tribulus terrestris L.

Os animais suplementados com extrato dos frutos do Tribulus
terrestris L. o receberam por 21 dias através de gavagem, na concen-
tragdo de 10 mg/kg e volume de 0,2 ml.

5. Coleta do Fémur para Confeccao de laminas
histoldgicas

Os animais foram eutanasiados com dose letal de Tiopental (150
mg/kg) e lidocaina (10 mg/kg), e foram coletados ossos (fémur) do
lado esquerdo do corpo dos animais para fixagao em lamina, com o
objetivo de observar possiveis mudangas na configuracdo dssea dos
animais. Apos a sec¢do, o osso fémur foi posicionado sobre a placa
de parafina e com auxilio de paquimetro foi mensurado o didmetro
da area mediana da haste do osso. Os ossos foram armazenados em
pequenos potes contendo formol, e posteriormente encaminhados ao
setor de histologia da USC. O processo consistiu em deixa-los cerca
de quinze dias em solu¢ao de EDTA para descalcificagao dos 0ssos,
e apos concluido, serem feitos os cortes em transversal, para serem
fixados em lamina. As etapas de corte ¢ emblocamento foram acom-
panhadas, seguidas da fixa¢do e coloracdo com hematoxilina-eosina
e tricromio de Masson.



6. Analise estatistica
A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada através do

Software Graphpad Prism 5, sendo empregado o teste paramétrico
T-Student, com p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 apresenta as médias do diametros do fémur dos ca-
mundongos de cada grupo de experimento. Nao foram evidenciadas
alteragoes significativas (Teste T-Student, p<0,05) no diametro do
0ss0 na comparacao de ambos 0s grupos.
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Figura 1 - Médias dos diametros do fémur dos camundongos. Software Gra-
phpad Prism 5; Teste T-Student (p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com os resultados obtidos, podemos observar que a
planta Tribulus terrestres L. ndo foi capaz de alterar significativa-
mente o diametro do 0sso, no entanto, a andlise histologica des-
critiva evidenciou altera¢des nos grupos castrado e suplementado.
A figura 2 representa os ossos do grupo controle sem tratamento,
evidenciando um tecido 0sseo rico em células, com lacunas com
ostedcitos (setas) na matriz. Presenca de tecido de revestimento (#)
e poucas linhas de reversdo (*). Isso significa que se trata de um
tecido 6sseo normal.
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Figura 2 - Tecido 6sseo integro (Grupo Controle sem tratamento). Aumento 20x.
Coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE).

Fonte: Elaborado pela autora.

A figura 3 se refere ao grupo controle com tratamento em que
a matriz 6ssea se apresenta com numerosos ostedcitos (*) e gran-
de quantidade de linhas de reversao (#). Peridsteo preservado (seta).
Isso significa que se trata de um tecido misto, passando do tecido
primario (imaturo) para o secundario (maduro), indicando um meta-
bolismo acelerado. Supostamente, o extrato do Tribulus terrestrisL.
foi capaz de alterar o metabolismo 6sseo.

Figura 3 - Tecido 6sseo em intensa atividade metabolica (Grupo controle com
tratamento). Aumento 20x. Coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE).

Fonte: Elaborado pela autora.
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A figura 4 representa o grupo castrado sem tratamento. Nota-se
tecido Osseo ricamente celularizado (*). Muitas linhas de reversao
(#) e aumento dos espacos medulares e de canais vasculares (setas).
Esses espacos medulares indicam perda de massa 6ssea, simulando
uma osteopenia. Diante do exposto, postula-se que a castracao reali-
zada nos animais foi capaz de alterar o metabolismo 6sseo, fazendo
com que o tecido fique mais fragil.

Figura 4 - Tecido ¢sseo com indicios de osteopenia (Grupo castrado sem trata-
mento). Aumento 20x. Coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE).

Fonte: Elaborado pela autora.

A figura 5 demonstra o grupo castrado com tratamento. Este
apresentou matriz 0ssea celularizada com lacunas preenchidas por
ostedcitos (setas). Presenca de linhas de reversdo (*), caracterizando
atividade metabolica do tecido 6sseo. Presenca de tecido de revesti-
mento (peridsteo - #) contornando o 0sso. Pode-se notar aumento no
metabolismo do tecido, uma vez que ndo ha indicios de osteopenia,
mesmo o grupo sendo castrado. Supostamente o Tribulus terrestris
L. foi capaz de reduzir a perda Ossea.

376

BERTOZZO, Thaina
Valente et al. Andlise
histol6gica do fémur de
camundongos suicos
fémeas ovariectomizadas
e nao ovariectomizadas
suplementadas com
extrato de Tribulus
terrestris L. SALUSVITA,
Bauru, v. 38, n. 2,

p. 369-379, 2019.



BERTOZZO, Thaina
Valente et al. Analise
histol6gica do fémur de
camundongos suicos
fémeas ovariectomizadas
e nao ovariectomizadas
suplementadas com
extrato de Tribulus
terrestris L. SALUSVITA,
Bauru, v. 38, n. 2,

p. 369-379, 2019.

-

Figura 5 - Tecido 6sseo preservado (Grupo castrado com tratamento). Aumento
20x. Colora¢do Hematoxilina-Eosina (HE).

Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com Schwartz et al. (2000), a reducido da massa Ossea
ocorrida no hipogonadismo estd relacionada ao comprometimento
na absor¢do de cdlcio decorrente da menor formagdo da proteina li-
gadora de cdlcio, chamada calbindina. Esta enzima estd presente no
intestino delgado e, ao se conectar a vitamina D3 ativa (calcitriol),
aumenta a absorcdo intestinal deste mineral. No presente estudo, os
animais submetidos a ovariectomia bilateral apresentaram alteragdes
Osseas caracterizadas pela presenca de muitas linhas de reversio, au-
mento dos espacos medulares e de canais vasculares. Esses espagos
medulares indicam perda de massa dssea, simulando uma osteope-
nia. Nesta condi¢@o, o hipogonadismo, induzido pela castracdo neste
grupo de experimento, e a lesdo dssea evidenciada corroboram com a
citacdo, no entanto, novos estudos que avaliem o teor sérico de cdlcio
tornam-se relevantes.

Em um estudo feito por Mishra (2013), utilizando o extrato de 7ri-
bulus terrestres L. para avaliar a atividade da planta em relagdo a
artrite, demonstrou a atividade antiartritica. Outro estudo feito por
Park (2017), utilizando ratos com osteoartrite induzida e com trata-
mento com o extrato da planta, indicou melhora da doenga, através
de uma atividade anti-osteoartrite, redu¢do da erosdo de ossos e
diminuicdo de dano a cartilagem. Estes estudos corroboram com os
resultados morfoldgicos aqui apresentados, uma vez que os animais
castrados e tratados com o extrato apresentaram preservagdo do te-
cido Osseo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na andlise histolégica descritiva do fémur, foram evidenciadas
alteragdes que se associam a osteopenia nos animais castrados e efei-
to sseo-protetor nos animais suplementados com o extrato dos fru-
tos do Tribulus terrestris L.
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