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RESUMO

Introducio: a infertilidade ou incapacidade de gerar filhos é um
problema que acomete parte da populacdo. Seu tratamento geral-
mente ¢ feito pela reposicdo hormonal, no entanto, terapias alterna-
tivas com o uso de plantas medicinais vém sendo adotadas. Obje-
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o efeito do extrato do 7ribulus terrestris L. na ocorréncia do ciclo
estral em camundongos fémea ovariectomizadas e ndo ovariectomi-
zadas. Métodos: foram utilizados 28 camundongos suicos fémeas e
adultas, divididas em quatro grupos de 7 animais: grupo sem ova-
riectomia e sem suplementacdo ou controle, grupo com ovariecto-
mia e sem suplementac¢do, simulando a infertilidade, grupo tratado
com Tribulus terrestris (10mg/kg) com ovariectomia e grupo tratado
com Tribulus terrestris L. (10mg/kg) sem ovariectomia. Os extratos
foram administrados por gavagem durante 21 dias. O ciclo estral
foi analisado ao longo deste mesmo periodo. Resultados: notou-se
aumento significativo na fase proestro do ciclo estral no grupo ova-
riectomizado e suplementado quando comparado ao grupo ovariec-
tomizado e sem suplementacdo. Conclusdo: o aumento significativo
na ocorréncia do proestro corresponde a um periodo do ciclo estral
relacionado a ocorréncia da ovulagao.

Palavras-chave: Ciclo estral. Infertilidade. Tribulus terrestris L.

ABSTRACT

Introduction: infertility or inability to generate children is a
problem that affects part of the population. Its treatment is usually
done by hormone replacement, however, alternative therapies
with the use of medicinal plants have been adopted. Objective: in
view of the above, the present study aimed to evaluate the effect of
Tribulus terrestris L. extract on the occurrence of the estrous cycle
in ovariectomized and non ovariectomized mice. Methods: twenty-
eight female and adult Swiss mice were divided into four groups of 7
animals: group without ovariectomy and without supplementation or
control, group with ovariectomy and no supplementation simulating
infertility, group treated with Tribulus terrvestris L. (10mg / kg)
with ovariectomy and group treated with Tribulus terrestris L.
(10mg / kg) without ovariectomy. The extracts were administered
by way of gavage for 21 days. The estrous cycle was analyzed over
this same time. Results: there was a significant increase in the
proestrus phase of the estrous cycle in the ovariectomized group
and supplemented when compared to the ovariectomized group and
without supplementation. Conclusion: the significant increase in the
occurrence of proestrus corresponds to a period of the estrous cycle
related to the occurrence of ovulation.

Keywords: Estrous cycle. Infertility. Tribulus terrestris L.
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INTRODUCAO

A infertilidade consiste na incapacidade de gerar um filho apds
um ano de vida sexual ativa e sem o uso de métodos contraceptivos.
A ocorréncia de trés ou mais abortos também caracteriza a infertili-
dade. O envelhecimento promove dificuldade em engravidar e, neste
caso, a infertilidade é considerada por apenas seis meses de tentativas
sem sucesso. No caso de a mulher nunca ter engravidado, a inferti-
lidade € considerada primdria, entretanto, quando a dificuldade em
engravidar ocorrer apés concepgdes anteriores, a infertilidade sera
classificada como secundaria. (MARTINS et al., 2009; ABDEL-
MASSIH, 2007).

Segundo Aldrighi (2006), a infertilidade feminina € considerada
multifatorial, sendo a oligomenorreia (ciclos menstruais irregula-
res) ou amnorreia (auséncia de fluxo menstrual) acompanhadas de
anovulacdo responsdveis por cerca de 20 a 30% dos casos. (IZZO
et al., 2008). Alteracdes estruturais, distirbios imunoldgicos, en-
dometriose, sindrome de ovdrios policisticos (SOP) e fatores como
obesidade, idade avancada, frequéncia de relacdo sexual e tabagismo
também sdo problemas que colaboram para o quadro de infertilidade
(MARTINS, 2009).

O consumo de dlcool e cigarro, o sedentarismo, doengas sexu-
almente transmissiveis (DST 7s), obesidade e a polui¢do interferem
negativamente na fertilidade, tanto masculina quanto feminina. Por
esse motivo, a prevaléncia dos casos de infertilidade aumentard nos
proximos anos, visto que sao habitos frequentes em nosso dia a dia.
Ademais, mulheres que desejam ter filhos estdo cada vez mais adian-
do sua maternidade devido ao mercado profissional, o que contribui
para outro fator importante na infertilidade: a idade avancada (RE-
MOALDO et al., 2011).

A endometriose, doenca que pode ter relacio com a infertilida-
de, acomete cerca de 10 a 20% das mulheres em idade reprodutiva
(ESHRE, 2007). Estudos relatam que cerca de 30 a 50% das mulheres
acometidas pela doenga ndo sdo férteis, contribuindo com a hip6tese
que sugere que a endometriose tem importancia na etiopatogénese da
infertilidade (DONNEZ et al., 2003)

Segundo Eshre (2007), a endometriose € caracterizada pela
presenca de tecido endometrial funcionante fora da cavidade uteri-
na. Isso pode comprometer virios 6rgaos e regides, como: ovarios,
peritonio, regido retrocervical, bexiga, sigmoide, outras por¢des do
trato digestivo e até mesmo o reto. Ainda nio se sabe por quais meca-
nismos a endometriose causa a infertilidade, porém, oclusdo tubdria,
aderéncia e distor¢cdes causadas pela patologia estdo obviamente as-
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sociadas a infertilidade, quando observados os casos avancados da
doenga (OLIVE et al., 1993). Além disso, as altera¢des inflamatorias,
enddcrinas e imunoldgicas no peritonio da pelve faz com que pros-
taglandinas sejam liberadas, facilitando ainda mais essas distor¢oes
anatdmicas, e causando ndo so infertilidade, como também dor
(GIUDICE et al., 2004).

Segundo Vigano et al. (2004), dosagem de linfdcitos, células natu-
ral killers (NK), macrdfagos ativados e interleucinas tipo 2 no fluido
peritoneal estdo também associados ao quadro de infertilidade rela-
cionada a endometriose. Outra patologia relacionada a infertilidade €
a sindrome dos ovdrios policisticos (SOP), também conhecida como
anovulacio cronica hiperandrogénica. E caracterizada por irregulari-
dades ovarianas, que afetam cerca de 5 a 10% das mulheres na idade
reprodutiva, relacionadas com a genética, somadas as influéncias do
ambiente externo. (COSTA et al., 2007).

Em portadoras da sindrome, as gonadotrofinas (hormonios atu-
antes nas gonadas) apresentam um padrdo anormal de liberacao.
Exemplo disso € o hormonio luteinizante (LH), que se mostra muito
superior aos niveis do hormonio foliculo estimulante (FSH). Quan-
do isso acontece, a progesterona diminui o estimulo do Hormonio
Liberador de Gonadotrofinas (GnRH), fazendo com que os niveis
de LH liberados pela hipofise aumentem ainda mais (COSTA et al,
2007; SILVA et al., 2006). Como consequéncia, havera diminui¢do
do FSH e dos niveis de ovulacdo, ja que as células da granulosa
nao conseguem aromatizar androgénios em estrogénios. Isso faz da
SOP a causa mais comum de infertilidade por anovulagdao (MOU-
RA et al., 2011).

Esta sindrome causa ainda alteracdes na insulina, pois ha alteragio
nas células beta do pancreas que deixam de responder corretamente,
acarretando intolerancia a glicose, podendo causar também diabetes
tipo 2 (FARIA et al., 2013). Todos esses fatores, associados ainda a
obesidade, causam elevadas taxas de aborto, menor taxa de gravidez,
uso de maiores doses de gonadotrofinas e também altas taxas de can-
celamento da ovulacdo (MATHUR et al., 2008).

Além de a SOP e a endometriose estarem relacionadas a infer-
tilidade, podemos citar os miomas como agentes importantes na
diminui¢do da fertilidade. Estes sdo tumores benignos que podem
atingir tamanhos variados dependendo da quantidade de estrogénio
liberada, que faz com que as células da musculatura lisa do miométrio
crescam exacerbadamente (GRIFFITHS ez al., 2003). Causam sinto-
mas como menorragia, massa pélvica, alteragdes urindrias e intesti-
nais, bem como dores e infertilidade (ALBUCHON et al., 2002). Os
tumores submucosos sdo causadores de sangramentos, os mais as-
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sociados aos disturbios reprodutivos. (AMERICAN SOCIETY FOR
REPRODUCTIVE MEDICINE, 2001).

Segundo autores como Griffiths et al. (2003), Donnez et al. (2002)
e Bernard et al. (2000), sdo varios mecanismos pelos quais esses
tumores causam a infertilidade: alteracdo do contorno endometrial,
aumento e deformacdo da cavidade uterina, coagulos intrauterinos e
obstrucdo do Ostio tubario. Porém, nenhum deles confirmado como
fator etioldgico da infertilidade.

A partir da hipdtese patologica de cada paciente, diferentes exa-
mes sdo pedidos para que as causas sejam esclarecidas e confirma-
das, o que pode se dar através de diagndstico por imagem, exames
bioquimicos, exames imunoldgicos ou laparotomia, técnicas que au-
xiliam na solu¢do da infertilidade na mulher (PASSOS et al., 2007).

Para suspeitas de disturbios hormonais como causadores da inferti-
lidade, se recomenda dosagens de hormonios como FSH, responsavel
pelo amadurecimento do foliculo e LH, responsavel pela sua ruptura.
Além destes, recomenda-se ainda dosagens de estradiol, prolactina,
hormonio tireo-estimulante (TSH) e testosterona para apurar a ori-
gem da anovulacao (ALDRIGH, 2006).

A SOP € um exemplo de doenca que pode ser diagnosticada através
de dosagens hormonais, ja que ¢ uma sindrome que esta ligada aos
niveis anormais de FSH e LH, e a producdo de andrégenos. Seu diag-
nostico € feito através de dosagens de niveis séricos de testosterona,
estradiol, gonadotrofinas, TSH, T4 livre, hormonio desidroepiandros-
terona (DHEA), entre outros, juntamente com os exames de imagem
para o seu diagnodstico (MORAES etz al., 2002).

A ultrassonografia € a técnica de diagndstico por imagem mais
utilizada. Pode apresentar-se como bidimensional e tridimensional,
visualizando estruturas com alta sensibilidade e especificidade, além
de baixo custo (MARTINS ez al., 2009). Através dela, faz-se um
estudo dindmico da pelve, sendo possivel fazer varredura do utero,
por exemplo, que pode ser também o responsavel pela infertilidade,
ja que em sua estrutura ocorre o desenvolvimento do embrido. Sua
investigacdo anatOmica permite detectar malformacdes classificadas
como utero arqueado, septado, bicorno, e bidelfo, por exemplo (AL-
DRIGHI, 2006). Além disso, ¢ possivel ainda diagnosticar, através
dos exames de imagem, as ja citadas SOP, a endometriose, os miomas
e também polipos endometriais e endocervicais (PASSOS, 2007).

As vias para se obter imagens de ultrassonografia sdo a abdomi-
nal, vaginal, perineal, introital e retal, sendo mais amplamente usada
a transvaginal (MARTINS et al., 2009). A partir delas, a pelve fe-
minina pode ser retratada em escalas de cinza. As estruturas pesqui-
sadas apresentam padroes, e quando estes se mostram alterados na
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ultrassonografia, servem para o diagnostico de patologias (FLEIS-
CHER et al., 2000).

O recurso mais invasivo € conhecido como laparoscopia, sendo
usado tanto para diagndstico, como para tratamento. Para executar a
técnica, faz-se uma incisdo no umbigo, € nesta passara o laparoscopio
(instrumento de fibras opticas), que ird transmitir imagens da regiao
abdominal, com o auxilio de gas carbonico para assegurar que os
orgaos se mantenham espacados. Através da laparoscopia, € possivel
diagnosticar problemas envolvendo o utero, tubas e ovdrios e, se
necessdrio, executar a cirurgia. (BORGES et al., 2005; MAIOR,
2005). Por também remover implantes endometriais e aderéncias, a
laparoscopia € considerada padrao ouro para tratamento da endome-
triose, pois reestabelece a anatomia normal da pelve. Pode também
ser feita em mulheres com SOP, porém riscos como destruicdo do
parénquima ovariano e adesdo fazem com que o procedimento nao
seja efetivo na grande maioria dos casos. (AMERICAN SOCIE-
TY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE, 1996; BALEM, 2006;
ESHRE, 2007; ESHRE, 2008).

Se a paciente sofrer abortos de repeticao, e ao tentar o procedi-
mento de fertilizacdo in vitro falhar por varias vezes, a avaliacdo
imunoldgica € o exame diagnostico a ser feito (GONCALVES, 2008).
Nesse diagndstico, sdo pesquisados fatores que culminam em um
desequilibrio do sistema imune e que complicam a gravidez, podendo
resultar em perdas fetais, tais como: fator antinucleo (FAN), células
Natural Killer, anticorpos antitiredide e antilipideos. (GONCALVES,
2008; SILVA et al., 2005).

E possivel, ainda, encontrar anticorpos anti-espermatozéides no
soro ou muco cervical da paciente, o que impossibilita a fecundacao.
Neste caso, sdo realizados testes como immunobead, que detecta
imunoglobulinas A, G e M, e também o mer-test, que detecta ou nao
aglutinacao do soro na presenga de espermatozoides. (BARINI, 1998;
MACHADO et al., 2011; FILHO et al.,1998)

Os tratamentos convencionais para tentar reverter o processo da
infertilidade consistem em indutores de ovulagao, uso de gonadotrofi-
nas e cirurgia. O tratamento cirtirgico mais recomendado ¢ a ja citada
laparoscopia. Em relagdo aos casos de SOP, por exemplo, o uso de
um indutor de ovulagdo chamado metformina tem se mostrado uma
opcao, visto que melhora a sensibilidade a insulina e facilita o trans-
porte de glicose. Isso faz aumentar a atividade da tirosina quinase nos
receptores de insulina, sendo mais efetiva para ocorréncia de ovulacdo
(DOMINGUEZ et al., 1996). Além dela, o uso de citrato de clomi-
feno, droga pioneira no estudo de indug@o da ovula¢do em mulheres
com oligomenorreia, também € uma opg¢ao (LORD et al., 2003).
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Nos casos em que drogas indutoras nao sao efetivas na promo-
¢do da ovulacdo, podem ser usadas gonadotrofinas. Nao pode exce-
der seis ciclos ovulatodrios e a dose inicial recomendada é de 37,5 a
50,0 unidades internacionais (UI) por dia para estimulacdo ovariana
(ESHE, 2008). Outra proposta de tratamento para melhorar a res-
posta ovariana € a associacdo com androgénios, essenciais para a
maturagdo folicular e fertilidade. Estes agem de forma sinérgica ao
FSH em relagado ao recrutamento folicular e a proliferacao de células
da granulosa. Sua deficiéncia estd relacionada a baixa reserva ova-
riana, independentemente da faixa etaria. (WEIL et al., 1999; GLEI-
CHER et al., 2011).

A testosterona e a desidroepiandrosterona (DHEA) sdo os prin-
cipais androgénios utilizados na estimulacdo dos ovérios. Atuam na
foliculogénese, promovendo o crescimento de foliculos antrais e im-
pedindo a oclusdo folicular. (SUNKARA et al., 2011; VENDOLA
et al., 1999). Para mulheres as quais todas as op¢des demonstradas
ndo surtiram efeito, ainda ha um tratamento alternativo: a fitoterapia.
O uso de plantas medicinais como tratamento alternativo vem sendo
recorrente hd milhares de anos, e a ciéncia relata a eficidcia desses
produtos. Plantas vém sendo usadas para disturbios de fertilidade ha
muito tempo, e recomenda-se que casais com dificuldade para gera-
rem um filho fagam um tratamento natural antes de tratamentos in-
vasivos, buscando uma dieta sauddvel para eliminar possiveis toxinas
do organismo. Exemplo de fitoterdpico que pode agir na fertilidade
€ a erva False Unicorne. Sua raiz € utilizada para tonificar o utero e
tem reputacdo em promover a fertilidade. Ainda por cima, existem
indicios de aumento na taxa de gestacdo com a sua utilizagdo, poden-
do ter efeito diurético e diminuir colicas menstruais. Outro exemplo €
a Dioscera villosa, conhecida como Yam, que supostamente aumen-
ta a fertilidade e também as taxas de gravidez, tendo componentes
quimicos que estimulam o crescimento dos 6vulos; e além disso con-
tém fitoestrogénios. (CAMBIAGHI et al., 2004).

O Tribulus terrestris, popularmente conhecido como ‘Viagra na-
tural’, é uma planta da familia Zygophyllaceae, da India, mas am-
plamente distribuida em regides quentes ao redor do mundo (KOS-
TOVA et al., 2005). Na medicina tradicional oriental, o fruto e suas
sementes sdo utilizados no tratamento de infertilidade, impoténcia,
disfuncdo erétil e da libido (GAUTHMAN et al.,2008). Estudos ava-
liaram o efeito do Tribulus terrestris no sistema reprodutor mascu-
lino e mostraram que a planta poderia influenciar positivamente a
espermatogénese. Seu ativo quimico € a protodioscina (PTN), seme-
lhante ao DHEA. (BASHIR et al., 2009; ELAHI et al., 2013; GAU-
THAMAN et al., 2003).



Os constituintes principais da planta s@o os esteroides, as sa-
poninas, os flavondides e os alcaloides. As saponinas se destacam,
pois quando encontradas em sua forma hidronizada, t€ém a capacida-
de de se transformar em sapogeninas esteroidais. Nesta configuragao,
possuem propriedades diuréticas, antiespamodica € também aumen-
tam a produgdo de esterdides como o LH, testosterona e estrogénio.
(LIMA et al., 2008)

Através de estudos, foi descoberto que o Tribulus terestris au-
menta os niveis dos hormonios testosterona, LH, FSH e estradiol, e
que os niveis de testosterona sao aumentados na presenca de andros-
tenediona € DHEA, havendo melhorias nas func¢des reprodutivas,
incluindo aumento na producdo de esperma e niveis de testosterona
em homens e aumento da concentracdo de hormonios femininos em
mulheres. Além disso, o Tribulus terrestris tem efeito estimulante no
figado, diminuindo colesterol e acidos graxos que inibem seu fun-
cionamento. A dose recomendada via oral varia de 5 miligramas/
kilograma (mg/kg) a 10mg/kg, podendo chegar de 250 mg a 1000
mg diarias, dependendo do peso do paciente e também de sua dieta.
(VANACLOCHA et al., 2003).

Estudos realizados em babuinos, macacos Rhesus, coelhos e
ratos castrados mostraram que o tratamento agudo, por via intra-
venosa com um extrato de Tribulus terrestris a 7,5 mg / kg, resul-
tou num aumento significativo dos androgénios no sangue (sendo
testosterona, DHT e DHEAS: 52, 31 e 29%, respectivamente) nos
primatas, DHT aumentado em 30% nos coelhos, e testosterona total
no sangue elevada 25% em ratos castrados (GAUTHAMAN et al.,
2008). Em contraste com estes resultados, um estudo realizado por
Martino - Andrade et al. (2010) ndo mostrou alteracdes de testoste-
rona no sangue de ratos castrados, apds 28 dias de tratamento oral
com uma dose elevada diaria de Tribulus terrestris. Outro estudo,
desenvolvido por Neychev (2005), revelou que nao houve alteracdes
significativas nas concentracoes dos hormonios testosterona, LH e
androstenediona em homens adultos com uma suplementagdo desta
planta durante quatro semanas.

Estudos sobre toxicidade da planta foram realizados apenas entre
os animais. O unico caso de intoxicacdo em humanos relatado foi em
um jovem, que consumiu durante dois dias uma alta dose da planta
para evitar a formacao de pedra nos rins. Apos uma semana hospita-
lizado, os sintomas de hepatite e necrose renal diminuiram (TALA-
ZAS et al., 2010).

O Tribulus terrestris L. ¢ uma espécie vegetal que tem sido uti-
lizada para fim anabdlico da musculatura esquelética por homens e
mulheres adeptos a prdtica da atividade fisica. Seu suposto meca-
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nismo de a¢do estd envolvido com o aumento dos niveis séricos do
hormonio testosterona. Diante do exposto, a investigagdo sobre os
efeitos desta planta na fertilidade feminina torna-se relevante para
garantir a seguranga no seu consumo.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo analisar a ocorrén-
cia de ciclo estral em suas diversas fases em camundongos sui¢os
fémeas com e sem ovariectomia bilateral.

MATERIAL E METODOS

1-Animais e grupos

Foram utilizados 28 camundongos suicos, fémeas e adultas, ce-
didos pelo Biotério da Universidade do Sagrado Coragdao (USC).
Durante o periodo experimental, os animais permaneceram acon-
dicionados em gaiolas de polietileno, contendo 7 animais em cada
gaiola. A oferta da ragcdo comercial para roedores e o fornecimento
de agua foi ad libitum. O ambiente de manuteng¢ao foi mantido com
ciclo claro-escuro de 12 horas, com temperatura entre 22 ¢ 25°C,
constantemente limpo e arejado. Durante todo o experimento, o con-
trole, a manutencao e a observagao dos animais foram executados no
Biotério da USC.

O projeto foi avaliado pela Comissido de Etica no Uso de Animais
— CEUA da USC, protocolo n° 2224230216.

Os animais foram divididos em 4 grupos de experimento:

* Grupo Controle sem ovariectomia e sem suplementacdo (n=7):

receberam 0,2mL de veiculo aquoso sem extrato, por gavagem.

* Grupo controle com ovariectomia e sem suplementacao (n=7):

receberam 0,2mL de veiculo aquoso sem extrato, por gavagem.

* Grupo tratado com Tribulus terrestris L. com ovariectomia

(n=7): receberam 10mg/kg concentrado em 0,2 mL de veiculo
aquoso, por gavagem.

* Grupo tratado com Tribulus terrestris L. sem ovariectomia

(n=7): receberam 10mg/kg concentrado em 0,2 mL de veiculo
aquoso, por gavagem.

A administrag¢do foi feita por gavagem, por um periodo de 21 dias.
Os extratos foram manipulados na Farmacia Formulare, localizada
na cidade de Bauru, que emitiu o laudo de controle de qualidade do
extrato dos frutos do Tribulus terrestris L.
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2 - Ovariectomia bilateral

Os animais do grupo controle com ovariectomia e sem
suplementagao (n=7 animais) e do grupo tratado com Tribulus
terrestris L. com ovariectomia (n=7 animais) foram submetidos a
ovariectomia bilateral, simulando desta forma a reducdo hormo-
nal tipica da menopausa e infertilidade. Inicialmente, foi adminis-
trado o relaxante muscular Cloridrato de Xilazina (Anasedan ®)
na dose de 0,2 mL e do anestésico geral Cloridrato de Ketamina
(Dopalen®), na dose de 0,2 mL, ambos por via intraperitoneal. A
castragdo foi realizada com todos os cuidados de assepsia e com
material cirtrgico estéril. A sequéncia do procedimento cirugico
ocorreu da seguinte maneira:

a) Assepsia com povidine topico® da regido ventral dos animais;

b) Retirada dos pelos da regido ventral por tricotomia com lamina

de bisturi;

¢) Incisdo dorsal paravertebral a direita com aproximadamente 2

cm de extensao;

d) Afastamento da musculatura com farabeufs;

e) Abertura do peritonio abaixo da ultima costela;

f) Pingamento da gordura peritoneal;

g) Identificacdo do utero e dos ovarios;

h) Exérese dos ovarios;

1) Hemostasia;

j) Fechamento da musculatura da parede abdominal e pele com

pontos simples de fio de algodao agulhado 3.0.

ApOs a cirurgia, os animais receberam enrofloxacino (Flotril®
2,5%, Schering-Plough), numa dose de 10mg/kg de peso corpdreo,
por via intramuscular. Para analgesia, foi administrada por via
subcutanea dipirona sodica, na dosagem de 0,5 g/mL.

Apos 40 dias, foi realizado o esfregaco vaginal para confirmagao
da irregularidade nas fases do ciclo estral.

3. Determinacao das fases do ciclo estral

As fases do ciclo estral foram analisadas nos animais submetidos
a ovariectomia bilateral ap6s 40 dias do procedimento cirurgico, e
para isso, foram feitas semanas-teste de analise do ciclo, até con-
firmar predominancia de diestro e metaestro (representando a que-
da hormonal), evidenciando a irregularidade do ciclo; depois foi
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dado inicio ao tratamento em todos os grupos de experimento. O
esfregaco vaginal foi realizado segundo o fundamento proposto por
Marcondes et al. (2002). Com micropipeta automatica, foi obtida
uma aliquota de 50 microlitros (uL) de soro fisiologico 0,9%, que foi
introduzido no canal vaginal do camundongo para obten¢@o do lava-
do célular. O lavado foi distendido em uma lamina para microscopia
de luz, corado com azul de metileno a 1% e observado com aumento
de 40 vezes. Os lavados vaginais foram coletados diariamente, as 13
horas, durante os 21 dias de tratamento, sendo observadas as fases
Metaestro e Diestro, Proestro e Estro. Os dados foram diariamente
anotados em formularios para posterior analise estatistica.

4 - Analise estatistica

A andlise 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 mostra o grafico com as médias de ocorréncia das qua-
tro fases do ciclo estral num periodo de 21 dias. Foi evidenciado
aumento significativo na ocorréncia do proestro no grupo castrado
e suplementado com Tribulus terrestris L. em comparacdo ao grupo
castrado e ndo suplementado. Quanto a comparacao entre os demais
grupos, nao foram evidenciadas alteragdes na ocorréncia das demais
fases do ciclo.
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Figura 1 - Comparacao das médias de ocorréncias das fases do ciclo estral nos
grupos de experimento. Software Graphpad Prism 5; Teste T-Student (p<0,05).
* Valor significativo entre os grupos.

Fonte: Elaborado pela autora.

No presente estudo, 40 dias ap6s a realizacao da ovariectomia bi-
lateral foram realizados testes de analise da ocorréncia do ciclo estral
dos animais submetidos ao procedimento de castracdo. Foi eviden-
ciada a predominancia significativa (p<0,05- Teste T- Student) da
fase metaestro. De acordo com Constanzo (1999), o ciclo estral de
roedores como os camundongos dura em média de quatro a cinco
dias, e sua ocorréncia ¢ marcada por 4 fases (proestro, estro, diestro e
metaestro), na qual nota-se alteragdes citoldgicas ocorridas na muco-
sa vaginal, as quais podem ser identificadas pelas caracteristicas ob-
tidas pelo esfregaco vaginal. Para Aires (1999), se ndo ha concepgao,
apos o estro ha um periodo de recuperacdo denominado metaestro,
cuja duragdo ¢ de 24 a 48 horas, corresponde a fase entre os ciclos,
na qual ndo ha a¢ao hormonal identificavel e as células vaginais se
mostram diversificadas. Diante do exposto, os resultados obtidos no
presente estudo evidenciaram nos animais castrados a irregularidade
dos ciclos.
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ESTRO DIESTRO METAESTRO PROESTRO

Figura 2 - Fases do ciclo estral.

Fonte: Elaborado pela autora.

Segundo Freeman (1994), o proestro ¢ a fase do ciclo estral na
qual ocorrem inimeras e intensas alteracdes hormonais. Nesta fase,
ocorrera o pico plasmatico do hormdnio luteinizante (LH), prolactina
e hormonio foliculo estimulante (FSH). O mesmo autor ressalta que
a ovulagdo também faz parte do proestro. Diante do exposto, o pre-
sente estudo evidenciou aumento significativo na ocorréncia do pro-
estro nos animais castrados e suplementados com extrato de Tribulus
terrestris L. em comparagdo ao grupo castrado sem suplementacao,
sugerindo que esta planta apresenta possivel potencial para aumentar
a ocorréncia de ovulagdes ou fertilidade dos animais.

De acordo com Shahid et al. (2016), o Tribulus terrestris L. tem ati-
vidades farmacologicas diversificadas, incluindo efeito afrodisiaco,
anti-inflamatorio, antimicrobiano, antioxidante, sendo mais frequen-
temente usado para tratar perda da libido e infertilidade. Os resulta-
dos evidenciados no presente estudo corroboram com esta citagao,
visto que, por um periodo de 21 dias de tratamento, os animais cas-
trados e suplementados apresentaram aumento na ocorréncia do pro-
estro, evidenciando que a fase estd associada a ovulacao.

Um estudo conduzido por Abadjieva e Kistanova (2016) eviden-
ciou pela primeira vez o efeito estimulante do 7ribulus terrestris L.
sobre a expressdo do gene de diferenciacdo de crescimento Fator 9
(GDF9) e morfogeneticoproteina 15 (BMP15) em niveis de RNA
mensageiro e proteina nos odcitos de células cumulus de coelhos em
duas geracdes. Estes genes sdo especificos dos ovocitos, e desem-
penham papel de fundamental importancia na regulacdo da génese
dos foliculos ovarianos de diferentes espécies. Esse estudo sugere
que componentes bioativos desta planta apresentam capacidade de
interagir com componentes genéticos dos foliculos ovarianos, po-
tencializando a fertilidade. Os resultados do presente estudo corro-
boram com esta citagdo, visto que o extrato do Tribulus terrestris L.
aumentou a ocorréncia do proestro.
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Gama ef al. (2014) e Adaay e Mosa (2012) mencionam que 0 ex-
trato seco do Tribulus terrestris L. apresenta inumeras substancias
com potencial biologico e que podem melhorar a disfungdo sexual
feminina, influenciando de forma positiva sua capacidade reprodu-
tiva. A administragdo oral dos extratos aquosos do Tribulus terres-
tris L. aumenta o nimero de foliculos crescentes em ratos, mas nao
altera significativamente os niveis de hormonio sexual. Novamente
as citagdes associam o uso do Tribulus terrestris L. a melhora da
fertilidade, corroborando com os resultados aqui expostos.

CONSIDERACOES FINAIS

O extrato do Tribulus terrestris L., utilizado na concentracao de
10 mg/kg durante 21 dias nos animais castrados, promoveu aumento
significativo na ocorréncia do proestro, quando comparado ao grupo
castrado sem suplementacao, sendo este um periodo do ciclo estral
relacionado a ocorréncia da ovulagao.
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