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A utilizacdo de plantas medicinais visando atenuar o comprometimento
da androgénese masculina faz parte da medicina tradicional e pode substituir
as terapias com hormonios sintéticos. .A literatura ja dispde de estudos, tanto
em modelo animal quanto humanos, demonstrando que determinadas drogas
vegetais podem elevar os niveis de testosterona. O presente estudo avaliou os
efeitos (anti) androgénicos e anabdlicos da suplementacdo com o extrato de
Pfaffia glomerata em ratos machos intactos e castrados. No experimento
cronico, 0s animais intactos com oito meses de idade receberam trés doses
diferentes do extrato seco da planta: 8,5mg/kg, 30mg/kg e 85 mg/kg — além do
grupo controle tratado com veiculo (agua destilada). Ao final do experimento
foram avaliados parametros especificos do sistema reprodutivo masculino:
peso de Orgdos sexuais, androgénios fecais, testosterona plasmatica, producgéo
espermatica diaria e histologia testicular. Para identificar um possivel efeito
anabdlico foi realizada histologia musculo-esquelética. Adicionalmente, foi
realizado o teste de Hershberger com animais de 90 dias, visando identificar
uma resposta (anti) androgénica direta do extrato. Ao final do experimento, ndo
foram observadas diferencas significativas nos pesos dos 6rgaos androgeno-
dependentes (préstata, vesicula seminal, epididimos, testiculos, rins, figado e
musculo levantador do anus), os niveis de androgénios fecais e séricos nao
diferiram significativamente entre os grupos (P>0,05). Apos a andlise de 20
tubulos e 100 fibras musculares por animal, tanto a histologia testicular quanto
a musculo-esquelética ndo revelaram diferencas no didmetro dos tubulos
seminiferos entre os grupos (P = 0,96) e na area total das fibras musculares do
musculo séleo de pata direita dos animais (P = 0,44). Os resultados do teste de
Hershberger indicam que a suplementacdo com o extrato de Pfaffia glomerata
nao possui efeito androgénico ou anti-androgénico no teste de Hershberger
com animais in vivo. Desta forma, esses achados demonstram que o extrato de
Pfaffia glomerata ndo apresenta efeitos estimulantes androgénicos e/ou
anabdlico muscular, nem tem acGes androgénicas e/ou anti-androgénicas
diretas.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants aiming to soften the masculine androgenesis
has been part of the traditional medicine and it can replace synthetic hormone
therapies. There are already studies in literature, both about animal models and
human, depicting that particular vegetable drugs are able to increase the
testosterone levels. This study evaluated the (anti) androgenic and anabolic
effects of Pfaffia glomerata extract supplementation in male castrated mice. In
the chronic test, eight-months-old intact animals received three different doses
of the plant’s dry extract: 8,5mg/kg, 30mg/kg and 85 mg/kg — also the control
group was treated with vehicle (distilled water). At the end of the experiment
specific male reproductive system parameters were evaluated: sexual organs
weight, fecal androgens, plasma testosterone, daily sperm production and
testicular histology. A muscle-skeletal histology was performed in order to
identify a possible anabolic effect. In addition to that, the Hershberger test was
performed in 90-day-old animals, in order to identify an (anti) androgenic
response directly from the extract. By the end of the experiment, significant
differences were not perceived in the androgen-dependent organs (prostate,
seminal vesicle, epididymis, testicles, kidneys, liver and labc), the fecal and
serum androgens haven'’t differed significantly among the groups (P>0,05).
After analyzing 20 tubules and 100 muscle fibers in each animal, both testicle
histology and muscle-skeletal haven’t revealed differences regarding the
tubules diameter among the groups (P= 0,96) and the total area of the muscle
fibers of the soleus muscle from the animal's right paw (P = 0,44). The
Hershberger tests results with in-vivo animals indicate that the dry extract of
Pfaffia glomerata supplementation doesn’t have any anti-androgenic or
androgenic effect. Therefore, this results show that the Pfaffia glomerata’s dry
extract does not present neither androgenic stimulating effects nor muscle
anabolic, neither has androgenic action nor direct anti-androgenic action.



1. INTRODUGAO

A andropausa, também conhecida como hipogonadismo tardio,
caracteriza-se pelos niveis reduzidos de androgénios em homens apdés uma
determinada idade. Sabe-se hoje que aproximadamente 20% dos homens aos
sessenta anos de idade, e 50% dos homens aos oitenta anos, evidenciam
algum tipo de deficiéncia na sintese de testosterona (BRAWER, 2004),
apresentando niveis basais desse horménio reduzidos a metade da
concentracdo dos niveis da fase adulta (RHOADES e TANNER, 1995). Os
sintomas da andropausa incluem: perda de massa muscular, perda de forca,
desmineralizacdo Ossea, alteracdo do humor, maior suscetibilidade a diabetes
mellitus tipo 2, dislipidemia, aumento de gordura visceral, diminuicdo da
producdo espermatica, diminuicdo da taxa metabdlica basal, reducao da libido
e disfuncdo erétii (ANDRADE JUNIOR, CLAPAUCH e BUKSMAN, 2009;
BREMNER, VITIELO e PRINZ, 1983).

Tais sintomas decorrem da reducdo das concentracfes plasmaticas de
testosterona, jA& que é um hormdnio esteréide com acdo anabolizante
(manutencdo e desenvolvimento da massa muscular-esquelética, massa
0ssea, eritropoiese, retencdo de nitrogénio) e acdo virilizante. A testosterona é
responsavel pelo desenvolvimento das caracteristicas sexuais primarias e
secundarias, incluindo crescimento e manutencdo dos Orgdos sexuais
acessorios, crescimento de pelos faciais, axilares e pubianos, aumento da
espessura das cordas vocais, manutencdo da libido e da espermatogénese
(BRAWER, 2004; HIRSHFIELD e FLAWS, 2006).

Com o objetivo de reverter e/ou minimizar esse quadro em homens na
andropausa, a terapia de reposicdo hormonal sintética tem se mostrado eficaz
para tratar a perda 0ssea e muscular bem como as altera¢cdes de humor, queda
de libido e disfuncdo eréti (MYERS e MEACHAM, 2003). Porém, a
administracdo de testosterona exdgena, mesmo visando uma melhora na
gualidade de vida do individuo, pode trazer efeitos colaterais indesejaveis como
atrofia testicular, azoospermia ou oligospermia (MYERS e MEACHAM, 2003;
SWERDLOFF et al.,1998), aumento da probabilidade de tumores de proéstata,

alteracdes no perfil lipidico sérico (HERBST et al., 2003), ins6nia, retengao



hidrica e de sal, arritmia cardiaca, hipertensdo arterial e insuficiéncia renal
(MARTITS, COSTA, 2005; LIU et al., 2003).

Devido aos possiveis efeitos colaterais da terapia com horménios sintéticos,
uma classe de medicamentos parece ser util para tratar deste problema: os
fitoterapicos ou drogas vegetais. No Oriente, a utilizacdo de plantas medicinais
na prevencgdo ou tratamento de doencgas constitui uma pratica milenar. A obra
chinesa Pen Ts'ao (A Grande Fitoterapia) de Shen Nung (2.800 a.C.) € uma
das primeiras referéncias sobre a utilizacdo medicinal de plantas. No ocidente,
0S primeiros registros sobre fitoterapia sdo do século V a.C. e foram feitos por
Dioscorides em sua obra “De Matéria Médica”, na qual catalogou mais de 600
plantas disponiveis para uso medicinal (TOMAZZONI et al., 2006).

Estudos incluindo plantas como Tribulus terrestris (Brown et al., 2001) ,
Basella alba (Moundipa et al., 2005) e Panax ginseng (Fahim et al., 1982) ja
demonstraram alterar o perfil hormonal androgénico tanto em animais
experimentais quanto em humanos (EL-TANTAWY, TEMRAZ e EL-GINDI,
2007; FAHIM et al., 1982; MOUNDIPA et al.,, 2005). Este ultimo, o Panax
ginseng, também conhecido apenas como ginseng coreano, pode ser
confundido com uma planta brasileira, conhecida popularmente como ginseng
brasileiro (Pfaffia glomerata). Sua semelhanca, no entanto, restringe-se a
morfologia da raiz da planta, a qual lembra o formato de um corpo humano,
sendo que suas propriedades e acgOes terapéuticas diferem grandemente
(VIGO et al.,, 2004; PINELLO et al.,, 2006; GOSMANN et al., 2003). Por
exemplo, o ginseng coreano tem um comprovado efeito como tbnico
reprodutivo, enquanto para o ginseng brasileiro, ainda que alguns efeitos
terapéuticos positivos do ginseng brasileiro ja tenham sido evidenciados
(PINELLO et al., 2006; SILVA, 2005; CARNEIRO et al., 2007), ndo existem
dados disponiveis sobre o impacto da suplementacdo deste fitoterapico sobre
os perfis androgénicos. A semelhanca dos nomes, entretanto, poderia induzir a
uma crenca de que o ginseng brasileiro poderia também ser utilizado como um
tbnico reprodutivo. Sendo assim, o proposito do presente estudo foi avaliar um
possivel efeito androgénico e/ou anabdlico ou, ainda, anti-androgénico da
suplementacdo de Pfaffia glomerata em ratos machos em fase de declinio

reprodutivo intactos e em ratos de pré-puberes castrados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Testosterona e Andropausa

A testosterona € um hormdnio esteréide e, como tal, tem em sua
estrutura trés anéis de seis carbonos unidos a um anel de cinco carbonos
(Figura 1), sendo sua molécula precursora o colesterol (NELSON e COX,
2006). O estimulo para producéo de testosterona pelo testiculo tem seu inicio
no hipotalamo, quando o horménio liberador da gonadotrofina (GnRH), liberado
de maneira pulsétil a cada 90 a 120 minutos, estimula a hipofise anterior a
secretar o hormonio luteinizante (LH) (GRIFFIN et al., 2010) (Figura 2). O LH
uma vez liberado na corrente sanguinea, ira estimular a sintese e a secrecao
de testosterona pelas células de Leydig, que sdo ceélulas especializadas
originadas a partir de fibroblastos, localizadas no tecido intersticial entre os
tubulos seminiferos (BAKER e O’'SHAUGHNESSY, 2001; COUTO et al., 2010)
e compdem cerca de 3% do peso total de cada testiculo (FREYBERGER e
SHLADT, 2009)

FIGURA 1 — FORMULA QUIMICA DA TESTOSTERONA

OH

O
FONTE: NELSON e COX (2006)

FIGURA 2-EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-TESTICULO
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Apbs sua difusdo para os capilares sanguineos, a testosterona se fixa a
proteinas séricas transportadoras, de modo que 60% da testosterona circulante
esté ligada a globulinas fixadoras de horménios sexuais (SHGB), 38% ligada a
albumina e apenas 2% permanecem como horménio ‘livre”. Uma vez
circulante, a testosterona pode assumir dois destinos: difundir-se para os seus
tecidos-alvos, e ai exercer suas acbes e ser metabolizada a outras formas
ativas ou inativas, ou ser convertida em metabdlitos inativos por enzimas
hepéticas (KAUFMAN e VERMEULEN, 2005).

Nos tecidos-alvo, a testosterona, devido a sua estrutura hidrofébica,
difunde-se pela membrana plasmatica, podendo atuar diretamente nos
receptores androgénicos (musculo esquelético, tecido adiposo, etc.), ou ser
convertida em diidrotestosterona (DHT) pela enzima 5-a-redutase, fazendo com
que a acdo androgénica nestas células seja até dez vezes maior que a da
testosterona (WINDAHL et al., 2011). A testosterona e o DHT partilham do
mesmo receptor, que se encontra no citoplasma associado a proteinas
chaperonas. Uma vez formado o complexo receptor-ligante, essas proteinas se
dissociam e o complexo transloca-se para o ndcleo estimulando a sintese de

proteinas através de um aumento no processo de transcricdo de RNA. A



testosterona, principalmente no tecido nervoso, pode ainda atuar na forma de
estradiol, apds sua conversao neural por meio da enzima aromatase. (SON et
al., 2010).

As acOes androgénicas da testosterona envolvem dois aspectos
diferentes: acdo anabolizante (manutencdo e desenvolvimento da massa
muscular-esquelética, massa 0ssea, eritropoiese, retencdo de nitrogénio) e
acado androgénica, caracterizada pela diferenciacdo sexual e desenvolvimento
das caracteristicas sexuais primarias e caracteristicas sexuais secundarias,
incluindo crescimento e manutencdo dos 0Orgdos sexuais acessorios,
crescimento de pelos faciais, axilares e pubianos, aumento da espessura das
cordas vocais, manutencao da libido e da espermatogénese. A testosterona
também desempenha um importante papel no metabolismo glicidico e lipidico
(KATH, KATH e MCARDLE, 2008).

A testosterona estimula a sintese de proteinas diretamente através de
sua ligacdo com receptores nucleares e indiretamente, ampliando a liberacéo
do horménio do crescimento (GH) promovendo também a sintese de outro
modulador anabdlico, a somatostatina ou fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1) pelo figado. No musculo esquelético, a testosterona estimula a
captacdo de nitrogénio além de potassio, magnésio, fésforo, sédio e enxofre,
sendo também responsavel pelo aumento da taxa metabodlica basal. A
testosterona exerce ainda importante papel na mineralizacéo 6ssea, visto que a
mesma aumenta a quantidade total da matriz 6ssea, causando maior retencao
de célcio (SATTLER et al., 2009, GINZBURG et al., 2010).

Na medida em gue a idade do individuo avanca, a producédo, bem como
a biodisponibilidade deste hormonio torna-se reduzida (HARMAN et al., 2000).
Comumente, ap6s os 30 anos de idade, os niveis de testosterona declinam
aproximadamente 1% ao ano (BRAWER, 2004) de forma que, se um homem
adulto produz em média 6 a 7 mg de testosterona diarios, ap6s os 50 anos
esse numero reduz quase pela metade, chegando a 4 mg/dia (RHOADES e
TANNER, 1995).

O hipogonadismo masculino tardio, conhecido também como
andropausa, se caracteriza pelos niveis reduzidos deste horménio
androgénico, e seus sintomas sdo: perda de massa muscular, perda de forga,

desmineralizagdo 0ssea, alteracdo do humor, maior suscetibilidade a diabetes



mellitus tipo 2, dislipidemia, aumento de gordura visceral, diminuicdo da
producdo espermatica, diminuicdo da taxa metabdlica basal, reducéo da libido
e disfuncdo eréti (ANDRADE JUNIOR, CLAPAUCH e BUKSMAN, 2009;
BREMNER, VITIELO e PRINZ, 1983). Atualmente sabe-se que a disfuncdo
erétil ndo é consequéncia apenas dos niveis reduzidos de testosterona (Zhang
et al., 2010), e acomete aproximadamente 650 milhées de homens com idade
superior a 60 anos em todo o mundo, sendo que apenas aproximadamente
20% da populacdo acima dos 60 anos apresentam andropausa (MARTITS e
COSTA, 2005; BRAWER, 2004). Em animais experimentais também é possivel
identificar mudancas importantes da funcdo reprodutiva com o avancar da
idade, de modo similar as caracteristicas apresentadas por homens em
andropausa, servindo inclusive de modelo experimental para estudar esse
processo do envelhecimento masculino (RUSS et al., 2011).

Com o reconhecimento da importancia dos niveis de testosterona na
qualidade de vida de homens na fase senil, a administracdo de testosterona
sintética tem sido usada em terapias de andropausa. O objetivo € ndo apenas a
recuperagdo do desempenho sexual, mas também contrabalancear os efeitos
deletérios dos baixos niveis deste hormdnio, como a reducdo de tecido
muscular e 06sseo, descalcificacdo éssea, alteracfes na autoestima e no
humor, em geral, e perda de tecido muscular que é consequéncia de idade
avancada (PAGE et al., 2005).

Junior, Clapauch e Buksman (2009) avaliaram a eficacia, bem como a
seguranca do tratamento com reposicdo de testosterona através da
administracdo exdgena em 62 individuos hipogonadicos acima de 50 anos, 0s
quais foram divididos em trés grupos: hipogonadicos com administracdo de
testosterona (HR), hipogonadicos (HV) e ndo hipogonadicos (CV). A
administracdo de cipionato de testosterona intramuscular (200mg a cada trés
semanas durante seis meses). ApOs a oitava semana 0 grupo HR apresentou
melhora na libido, diminuicdo da circunferéncia da cintura, sem alteracdes
prostaticas ou hematologicas.

A testosterona ainda se mostra participe de outros processos
regulatérios corporais que vao além da manutencéo tecidual (6ssea ou
muscular). De acordo com Saad (2009), h4 uma interligacdo entre sindrome

metabodlica, diabetes mellitus tipo 2 e disfuncdo erétii em individuos



hipogonadicos, sendo que homens diabéticos apresentam niveis de
testosterona mais baixos que homens ndo diabéticos. Além disso, niveis de
testosterona reduzidos podem favorecer um ambiente metabdlico propicio para
o desenvolvimento do diabetes tipo 2 e sindrome metabdlica.

A administracdo exdgena de testosterona tem se mostrado como uma
alternativa viavel para a reversdo do quadro de perda 6ssea e muscular dentre
outros fatores supracitados. Individuos que recebem administracdo exdégena
deste hormonio relatam melhora de humor, restauracdo da libido, melhora de
bem-estar, diminuigdo da perda de massa muscular e aumento da densidade
mineral 6ssea (MYERS e MEACHAM, 2003). Individuos hipogonadicos
apresentam maior densidade 6ssea na coluna lombar e quadril apds reposicéo
hormonal (MARTITS e COSTA, 2005). No entanto, a terapia de reposicao
sintética pode envolver alguns riscos que se pronunciam de maneira variada
nos pacientes, seja a curto, médio ou longo prazo.

Quando a administracao exdégena de testosterona é realizada em doses
suprafisiolégicas e crbnicas, os efeitos colaterais podem ser mais
pronunciados, como aqueles jA bem conhecidos e documentados por
autoridades desportivas. Muitos deles sdo decorrentes do abuso de esterbides
pelos praticantes de atividade fisica visando melhorar o desempenho e/ou
estética. Tais doses, j& bem elucidadas pelos veiculos responsaveis pelo
combate do doping no meio esportivo, podem pronunciar efeitos como:
diminuicdo da fungdo testicular (com redugdo concomitante da
espermatogénese), ginecomastia — desenvolvimento de mamas, disfuncéo
hepatica, carcinoma hepatico, cirrose, hepatite, alteracbes comportamentais e
de humor, efeitos deletérios sobre a massa da parede ventricular, lipideos
sanguineos e tolerancia a glicose, constituindo assim um fator agravante para o
risco de cardiopatias (POWERS e HOWLEY, 2005; BOMPA e CORNACCHIA,
2000).

Porém, a administracdo de testosterona exdgena em idosos, mesmo
dentro de niveis considerados fisiologicos, também pode apresentar alguns
efeitos indesejaveis, como a atrofia testicular, via de regra por efeito de
retroalimentacdo negativa do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, além de
azoospermia ou oligospermia, como resultado de comprometimento da
espermatogénese (MYERS e MEACHAM, 2003; SWERDLOFF et al.,1998).



Outro efeito colateral do uso de testosterona exégena € o aumento da
probabilidade de tumores de prostata.  Martino-Andrade et al. (2010)
demonstraram em seu estudo, ratos que recebem administracdo exdgena de
testosterona sintética, possuem ao final do experimento a prostata com maior
peso absoluto e relativo que os animais do grupo controle. A testosterona, em
si, ndo é a causa do crescimento de células tumorais na préstata, porem é
indispensavel para tal. O bloqueio da acdo da testosterona, suprimindo a
secrecdo de LH (mediante uso de estrogénios) ou por meio de antagonistas de
receptores de LH, tem sido usado como terapia para combater o
desenvolvimento de um quadro evolutivo deste tipo de cancer (GOMELLA,
2009).

Conforme demonstra Herbst et al. (2003), alteracbes do perfil lipidico
sérico, também podem ser observadas em usuarios de esteréides sintéticos.
Os esteroides influenciam a acéo da enzima lipase hepética (HL), diminuindo
as concentracdes de lipoproteinas de alta densidade (HDL) circulantes bem
como aumentando os niveis de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), o que
expde o usuario a um maior risco de doencas cardiovasculares.

A administracdo de testosterona sintética, mesmo em doses fisiologicas,
pode ainda levar ao aparecimento dos seguintes sintomas: ginecomastia
(devido a conversédo da testosterona em estrogeno pela enzima aromatase),
insbnia, retencdo hidrica e de sal, o que pode agravar quadros de arritmia
cardiaca, hipertensao arterial e insuficiéncia renal (MARTITS e COSTA, 2005;
LIU et al., 2003).

2.2. Modelo Experimental de Andropausa

A utilizagéo de ratos como modelo experimental em estudos envolvendo
o comportamento e desenvolvimento sexual se iniciou a partir do século XX
(1922) com Long e Evans descrevendo a fisiologia do sistema reprodutivo
feminino (HIRSHFIELD e FLAWS, 2006). Estudar o sistema reprodutivo de
ratos para entender e avaliar o sistema reprodutivo humano pode também nos
auxiliar a compreender os processos de envelhecimento e as consequéncias
da idade na funcao reprodutiva. Entretanto, ainda que muito utilizados como

modelos experimentais, estabelecer com exatidao as fases da vida, ou seja, 0



limite entre a adolescéncia e a fase adulta, a fase adulta e a fase senil de ratos
ainda é algo ndo consensual na literatura (AVITAL et al., 2011).

Em estudos que envolvem a maturacédo neurolégica e comportamental
do animal, Spear (2000) considera que a fase da adolescéncia (o final da
infancia do animal) ocorre entre os dias 28 a 42 apdés o0 nascimento ou poés-
natal (PN), no entanto Laviola et al. (2003) considera que entre os dias 21 a 60
PN o animal ainda se encontra na adolescéncia. Segundo Bolanos et al. (2003)
e Kim et al. (2011), a adolescéncia do rato sé finda completamente quando o
animal atinge a maturidade sexual aos 90 dias PN. O término da fase adulta,
bem como o inicio da velhice ocorre, segundo Cavassani et al. (2011) e Poel et
al. (2011) a partir do vigésimo quarto més, idade que, segundo Horner, Russ e
Biknevicius (2011), seria equivalente a idade de aproximadamente 55 a 60
anos de um homem. Em seu experimento, Kim et al. (2011) consideram que
ratos com 29 meses de vida séo idosos e apresentam comprometimentos
vasculares similares a idosos humanos. Segundo Poel et al. (2011), ratos com
12 meses de idade sdo adultos e para Xin et al. (2011) animais com 14 meses
de idade ndo estdo mais na fase adulta e sim no inicio da velhice.

Quando se avalia a funcao reprodutiva, Hirshfield e Flaws (2006),
afirmam que a partir de 6 meses, ratos e roedores, em geral, ja possuem sinais
de desordens no sistema endocrino e, assim como humanos, também
evidenciam sinais caracteristicos de andropausa ap6s determinada fase de
vida. No entanto, um rato s6 pode ser considerado senil a partir do seu
vigésimo quarto més de vida em diante, fase em que o animal apresenta sinais
tipicos de envelhecimento como comprometimentos musculares (sarcopenia),
neuronais, vasculares, aumento da adiposidade, problemas renais,
dislipidemia, desmineralizacdo éssea e comprometimento da androgénese e
espermatogénese (BALARINI et al, 2011; CAVASSANI et al., 2011; HORNER,
RUSS e BIKNEVICIUS, 2011; KIM et al., 2011; SPEAR, L.P., 2000). Quando
se avalia, por exemplo, uma variavel simples como a massa testicular, observa-
se reducdes na mesma que sao, em parte, decorrentes da menor producéo
espermatica diaria, como demonstrado em animais adultos por Dalsenter e
colaboradores (1997). Aos 24 meses de idade os tubulos seminiferos de ratos
apresentam regressao do epitélio seminifero e deplecéo celular, com presenca

de tubulos contendo apenas células de Sertoli, e uma reducéo significativa e
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progressiva de 15 a 30% do diametro dos tubulos seminiferos quando
comparados com animais de 90 dias (KOEVA et al., 2009).

As alteracdes na funcao testicular em ratos senis (24 meses de idade)
sdo também decorrentes da menor capacidade da hipofise em sintetizar e
secretar FSH e LH, diminuindo a capacidade dos testiculos de produzir
testosterona, bem como uma menor capacidade das células de Leydig em
responder as gonadotrofinas, em funcdo da reducdo do seu numero de
receptores para LH (BEDRAK, CHAP e BROWN, 1983). Também em ratos de
12 meses de idade, considerados de meia idade, alteragdes significativas na
funcdo hipotalamica-hipofisaria foram observadas. Boéttner et al.(2007)
demonstraram que as concentracdes séricas de LH sdo mais baixas em ratos
de 12 meses, quando comparados com animais de 90 dias e que o perfil da
secrecdo de LH é diferente. Os animais de 90 dias apresentaram amplitude
meédia dos picos de LH (2,73 ng/mL) maiores do que animais de 12 meses
(1,26 ng/mL), além de um menor intervalo entre os picos de LH (12,9 min em
ratos de 90 dias versus 17,0 min nos de 12 meses), evidenciando o fenbmeno
da andropausa ja em individuos de meia idade. Entretanto, de acordo com
Gruenewald et al. (2000) a diminuicdo da funcgéo testicular em ratos senis
decorre mais da reducdo da expressdo do gene para o GnRH do que uma
menor responsividade da hipéfise ao GnRH.

Além das alteracbes hipotalamico-hipofisarias, a  atividade
esteroidogénica das células de Leydig estdo reduzidas em ratos durante o
processo de envelhecimento (Koeva et al., 2009). A expressao da enzima 11 [3-
hidroxiesteroide desidrogenase (11B-HSD do tipo 2), responsavel por
neutralizar os efeitos supressivos dos glicocorticoides sobre a funcéo
esteroidogénica das células de Leydig, declina progressivamente em ratos dos
18 aos 24 meses, a0 mesmo tempo que ocorre uma reducdo significativa na
expressdao da enzima 3B-HSD, marcador da atividade esteroidogénica das
células de Leydig, indicando a reducédo na sintese de androgénios. Segundo
Gruenewald et al. (2000) os niveis séricos de testosterona sao reduzidos em
cerca de 20% em animais de 12 meses (0,85 ng/mL) e 50 % em animais de 24
meses (0,47 ng/mL) quando comparados com animais de 90 dias (1,05 ng/mL).
Ja Valle et al. (2008) reportam um reducdo de 70% ou mais em ratos de 18

meses (0,4 ng/mL), quando comparados com animais de 6 meses de idade
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(1,3 ng/mL). Aléem disso, Koeva et al. (2009) também demonstraram uma
reducdo na expressao dos receptores de androgénios, localizados nos nucleos
das células de Sertoli, células de Leydig e células peritubulares, sugerindo uma
menor responsividade destas células aos androgénios em animais senis.

Estudos prévios ja testaram o impacto da fitoterapia em ratos como
modelo experimental de andropausa. Em seu estudo, Sosic-Jurjevic et al.
(2007) administraram isoflavonas da soja (genisteina e daidzeina) em ratos
machos intactos e castrados com 16 meses de idade para avaliar o impacto
das mesmas no perfil lipidico sérico dos animais com andropausa, utilizando
também um grupo de testosterona como controle positivo. No final do
experimento, as isoflavonas além de aumentarem a testosterona em 50%,
reduziram os niveis de LDL em 30% quando comparados com grupos que nao
receberam a suplementacgéao.

Em outro estudo, Hamden et al. (2008) avaliaram o impacto da
suplementacao do fitoterapico de origem turca Peganum harmala em ratos com
12 meses de idade, avaliando um possivel efeito protetor do extrato nos
processos oxidativos e no impacto da planta na concentracdo de testosterona
nos testiculos. No final do experimento, além do efeito protetor demonstrado
pela diminuicdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) o grupo
experimental demonstrou média de 60ng/g de testosterona enquanto a média

do grupo controle foi de 38 ng/g.

2.3. Testosterona e Fitoterapia

O uso de drogas vegetais com o objetivo de alterar os niveis de
hormdnios androgénicos endbégenos pode ser uma alternativa viavel e mais
segura para as pessoas da terceira idade. Ja existem alguns estudos em
modelo humano, sugerindo que a utilizacdo de tais substancias isoladas ou
combinadas com precursores de esterdides sintéticos poderiam favorecer um
aumento sérico de androgénicos, poréem os dados sao ainda controversos.

Brown et al. (2001) testaram, em homens com idade entre 30 a 58 anos,
suplementos alimentares contendo 300 mg de androstenediol, 480 mg de Saw
palmetto, 450 mg de indole-3-carbinol, 300 mg de crisina (5,7 diidroxiflavona),

1500 mg acido gamalinoleico e 1350 mg de extrato seco de Tribulus terrestris
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por dia, durante 28 dias. Ao final do tempo de suplementacéo a concentracao
de testosterona total e antigeno prostético especifico (PSA) ndo se alteraram,
porém houve aumento nos niveis séricos de androstenediona (174%),
testosterona livre (37%), DHT (57%) e estradiol (86%).

El-Tantawy, Temraz e EI-Gindi (2007) verificaram aumentos nos niveis
séricos de testosterona apos quarenta dias de suplementacdo com Tribulus
alatus em ratos machos. Os autores sugerem que tal efeito pode ter sido
causado pela alta concentracdo de saponinas presentes no extrato seco da
planta. Por outro lado, Andrade et al. (2010) ndo conseguiram demonstrar acao
androgénica direta ou aumento dos niveis de androgénios fecais em ratos
machos suplementados por 28 dias com extratos de Tribulus terrestris. Bashir
et al. (2009) verificaram aumento no tamanho dos tlubulos seminiferos de ratos
de 14 dias suplementados com 70mg/kg/dia de de Tribulus terrestris.

O uso do Ginseng coreano (Panax ginseng) em humanos, segundo
Andrade et al.(2007), melhorou o desempenho sexual em individuos que
apresentavam disfuncdo erétil, porém sem provocar alteragcbes nos niveis
séricos de testosterona ou prolactina ao final da suplementacdo. No entanto,
em outro estudo, ratos tratados por 60 dias com Panax ginseng apresentaram
maiores niveis de testosterona, LH e FSH que o grupo controle (FAHIM et al.,
1982). Moundipa et al. (2005) analisaram o comportamento de células de
Leydig in vitro de ratos Sprague-Dawley com 90 dias de idade tratadas com
extrato etandlico de plantas indigenas tipicas do pais de Camarbes (Basella
alba e Hibiscus macranthus) . O extrato de Basella alba demonstrou aumentar
de maneira dose-dependente a producdo de testosterona pelas células de
Leydig chegando a um percentual de 190% de aumento quando comparada ao
grupo controle. No entanto quando as células foram expostas ao extrato de
Hibiscus macranthus ocorreu o efeito oposto ao desejado. A producao de
testosterona pelas células decresceu em 60% quando comparada ao controle.

A fitoterapia com o intuito de alterar niveis androgénicos pode ser
utilizada de diversas formas. Alguns fitoterapicos, como o0 Serenoa repens, s&o
utilizados com o objetivo oposto, ou seja, diminuir a resposta androgénica
fisiologica, prescricdo esta para tratar de doengas como hipertrofia de préstata
(CAPODICE et al., 2005). Figueiroa et al. (2009) também verificaram que

fitoterapicos tais como as catequinas (polifendis) do extrato seco de Camellia
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sinensis, possuem a capacidade de reduzir os niveis de testosterona e LH
séricos, a atividade de enzimas especificas envolvidas no processo de
androgénese e a producao in vitro de testosterona pelas células de Leydig.
Outros fitoterapicos utilizados com o fim de aumentar as acoes
androgénicas no organismo incluem extratos de plantas do género Pfaffia,
conhecidas como ginseng brasileiro, entre as quais encontra-se a Pfaffia

glomerata, que é o tema deste estudo.

2.4. Género Pfaffia

A Pfaffia glomerata (Sprengel) Pedersen, pertence a familia
Amaranthaceae. Atualmente sabe-se da existéncia de aproximadamente 90
espécies de Pfaffia na América Central e América do Sul, sendo que, no Brasil,
foram descritos 27 tipos. Entre os tipos de Pfaffia comercializados, as mais
populares sdo a Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze e a Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen, ambas denominadas “ginseng brasileiro” (VIGO et al.,
2004; PINELLO et al., 2006; GOSMANN et al., 2003)

A Pfaffia paniculata é composta pelos fitoesterdides beta-sitosterol, beta-
ecdisterona e estigmasterol, além de outros oligoelementos como: acido
pffafico, alantoina, saponinas, B-sitosterol-B-D-glucosideo, stigmasterol--D-
glucosideo (DASGUPTA e REYES, 2005; GOSMANN et al., 2003). J4 a Pfaffia
glomerata difere da Pfaffia paniculata por sua maior concentracdo de
saponinas (VIGO, NARITA e MARQUES, 2003) e ecdisterona (NAKAMURA et
al., 2010) além de conter acido famérico, acido glomérico, acido oleandlico,
monotriterpendides e triterpendides (GOSMANN e RATES, 2002; FLORES et
al., 2009; QUEIROGA, 2008). Os principais componentes da Pfaffia glomerata
como a ecdisterona e as saponinas demonstram ser seguros para ingestao
humana, sendo que as saponinas (triterpendides) da familia Amaranthaceae ja
tiveram citotoxidade in vitro previamente avaliada sem demonstrar potencializar
células cancerosas do colon (MITAINE-OFFER et al., 2001) e a ecdisterona
possui toxicidade extremamente baixa, de maneira que em ratos apenas doses
acima de 9g/kg apresentaram algum efeito colateral (TOTH et al., 2008).

A aplicabilidade das plantas do género Pfaffia € variada e mesmo

carecendo de mais pesquisas de eficacia farmacologia, seu nome popular de
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‘para tudo” € justificado pela sua diversidade de componentes. Tem sido
indicada como agente anti-carcinogénico, ténico, revigorante, afrodisiaco, anti-
inflamatorio, anti-anémico, regulador de glicemia e colesterolemia (PINELLO et
al., 2006; SILVA, 2005; CARNEIRO et al., 2007).

Em estudo realizado por Oshima e Gu (2003) foram analisados os
efeitos da suplementacdo do p6 da raiz de Pfaffia paniculata (pertencente a
mesma familia e género da Pfaffia glomerata) diluida em agua sobre os niveis
de hormdnios sexuais em camundongos. Apés 30 dias de suplementacao,
houve aumento nos niveis de estradiol e progesterona nas fémeas e maiores
niveis de testosterona nos machos (8,64 = 4,57) quando comparados ao
controle (4,37 £ 2,39). Os autores sugerem que 0 aumento dos respectivos
horménios pode ter sido ocasionado pelas saponinas presentes na Pfaffia
paniculata.

Outro componente importante da Pfaffia é a ecdisterona (figura 3),
estando presente na Pfaffia glomerata em maior quantidade e, portanto, sendo
utilizada tanto como marcador quimico no controle de qualidade da matéria
prima (raiz) quanto para diferencia-la de outros tipos de Pfaffia (GOSMANN et
al.,2003; FLORES et al., 2009). A ecdisterona perfaz aproximadamente 1% da
raiz em po da P. glomerata (VIGO, NARITA e MARQUES, 2003) e pode ser
extraida tanto em metanol quanto em cloroférmio (FLORES et al., 2009). Os
ecdisteréides sao substdncias hormonais que foram encontradas
primeiramente em insetos, estando relacionadas com sua reproducao e troca
de muda (KIZELSZTEIN et al., 2009). No entanto, em 1966 foi descoberto que
estas mesmas substancias estdo presentes em aproximadamente 5% a 6%
das espécies de plantas (TOTH et al., 2008; LAFONT e DINAN, 2003).
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FIGURA 3- ESTRUTURA QUIMICA DA BETA-ECDISTERONA

FONTE: GAO, CAl e SHI (2008).

A beta-ecdisterona ou simplesmente ecdisterona € um fitoesterdide,
cujas funcbes tém sido amplamente estudadas. Sua funcionalidade anabdlica
tem sido amplamente divulgada na internet e também no meio esportivo.
Citada frequentemente como “O Segredo Russo”, por ter sido muito utilizada
antigamente por atletas olimpicos russos, a ecdisterona ou suplementos
esportivos com esse composto, tem ganhado espaco e fama por sua sugerida
mimetizacdo dos efeitos anabolicos dos esterdides androgénicos sintéticos
(aumento dos niveis de testosterona, da massa muscular, forca e sintese
protéica e diminuicdo da gordura corporal) sem, no entanto, os efeitos
deletérios dos mesmos (BIZEC et al.,, 2002; WILBORN et al., 2006). Os
estudos dos efeitos in vivo dos ecdisterides em mamiferos sdo dificeis de
serem realizados, em funcdo do seu rapido catabolismo e eliminagcao
(KIZELSZTEIN et al., 2009) e os poucos resultados disponiveis permanecem
bastante controversos.

Em experimento em ratos (TOTH et al., 2008) a aplicacdo subcutanea
de 5mg/kg de ecdisterona promoveu aumento notavel no nimero de nucleos
das fibras musculares, possivelmente por ativacdo das células satélites, e
também no didmetro da seccdo transversal das fibras musculares, sendo,
inclusive, sugerido pelos autores, como uma possivel alternativa para o uso de
anabalicos sintéticos em terapias contra atrofia muscular como a que ocorre
naturalmente no processo de envelhecimento (LYNCH et al., 2007). Em
contrapartida, no estudo realizado por Wilborn et al. (2006) com homens que
receberam a suplementacao de 200 mg/dia de ecdisterona, nao foi encontrada

nenhuma alteracdo na forca maxima, reducdo de percentual de gordura ou
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niveis de testosterona séricos, 0 que levou os autores a questionarem a acao

ergogénica da ecdisterona em individuos saudaveis e treinados.

2.5. Ginseng Brasileiro

A Pfaffia glomerata € também conhecida e comercializada como
“ginseng-brasileiro” devido a sua semelhanga morfolégica com o Panax
ginseng da Coréia. Outro nome popular pelo qual € conhecia é “para-tudo”
devido a ampla gama de indica¢cbes de uso, particularmente por populacdes
indigenas (PINELLO et al., 2006; GOSMANN et al., 2003).0 Ginseng coreano
é diferente do brasileiro, na sua composicao e na sua aplicabilidade, sendo que
alguns estudos ja demonstraram 0 sucesso da administracdo desse
fitoterdpico no tratatamento de disfuncdes eréteis e também no aumento dos
niveis séricos de testosterona (MACKAY, 2004; ANDRADE et al., 2007;
FAHIM et al., 1982).

A Pfaffia glomerata possui porte arbustivo, podendo atingir até 2 metros
de altura, com caules finos e eretos, e folhas que vdo de 5 a 12 cm de
comprimento e 1 a 2 cm de largura. As flores sdo poligamo-mondicas, que vao
de 4 a 8 mm de didametro, sépalos estreito-elipticos de 2-3 mm de comprimento
e filamentos ciliados em seu apice (Montanari-Junior, 2005). A aplicabilidade
medicinal do ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) parece ampla, justificando
seu apelido de “para-tudo”, e depende muito da extragcao e da parte da planta
que é utilizada. Sanches et al.(2001) demonstraram que o extrato butandlico
de Pfaffia glomerata possui atividade anti-hiperglicemiante, outra similaridade
com o ginseng coreano (Panax ginseng). Neto et al. (2005) demonstraram
qgue o extrato hidroalcodlico das raizes de Pfaffia glomerata podem possuir
alguma atividade analgésica e/ou anti-inflamatdria através da reducdo de
indicadores inflamatorios (prostaglandinas) em ratos, no entanto, Queiroga et
al. (2008) demonstraram posteriormente, também em ratos, que o extrato
metanalico das raizes também apresenta atividade anti-inflamatéria, reduzindo
o0 edema de patas de ratos em 60,27% comparado ao grupo controle. No
entanto, a popularidade e o baixo custo do ginseng brasileiro, se comparado ao
coreano (em consulta informal feita em varias farmacias na cidade de Curitiba,

0 preco do ginseng brasileiro na maioria dos estabelecimentos consultados
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chegava a ser 50% mais barato), podem fazer com que as pessoas procurem
emprega-lo com a mesma finalidade que o ginseng coreano. No entanto, ndo
se conhece a aplicabilidade do ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) como
ténico, revigorante sexual e seu possivel impacto em alguns horménios.

Por este motivo, o propdésito deste estudo foi avaliar o impacto da
suplementacdo do ginseng brasileiro nos niveis de testosterona em ratos
machos, bem como uma possivel resposta androgénica e/ou anti-androgénica
em Orgaos responsivos a androgénios. Sabendo-se ainda de que o ginseng
brasileiro € fonte de beta-ecdisterona, procurou-se avaliar também uma
possivel resposta anabdlica utilizando analise histolégica de fibras musculares

seccionadas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar os possiveis efeitos androgénico-anabdlicos da suplementacao
de Pfaffia glomerata em ratos machos intactos em fase de declinio reprodutivo
bem como possiveis efeitos androgénicos e/ou anti-androgénicos diretos, em

animais pré-puberes castrados.

3.2. Objetivos Especificos

a) Avaliar o impacto da suplementacédo de Pfaffia glomerata durante 28 dias
nos niveis sericos de testosterona em ratos machos intactos;

b) Avaliar o impacto da suplementacao de Pfaffia glomerata durante 28 dias
nos niveis de androgénios fecais em ratos machos intactos;

c) Avaliar o impacto da suplementacéo de Pfaffia glomerata durante 28 dias no
peso e atividade de érgaos sensiveis a androgénicos em ratos intactos;

d) Avaliar o impacto da suplementacao de Pfaffia glomerata durante 28 dias no
diametro de fibras musculares esqueléticas especificas em ratos intactos;

e) Avaliar o efeito da suplementagcéo de Pfaffia glomerata durante 28 dias na
atividade espermatogénica de ratos intactos, determinada pela analise da
circunferéncia de tubulos seminiferos e total de espermatides no testiculo.

h) Avaliar efeitos androgénicos e/ou anti-androgénicos por meio da resposta de
orgaos andrégeno-dependentes em ratos machos pré-puberes e castrados,

suplementados por 10 dias com Pfaffia glomerata.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Extrato seco de Pfaffia glomerata

Extrato seco da raiz de Pfaffia glomerata (Sprengel) Pedersen,
Amaranthaceae (Ginseng Brasileiro®) fornecido por Herbarium Laboratorio
Botanico (Colombo, Parana, Brasil) padronizado em 0,91% de ecdisterona,

umidade max: 2%.

4.2. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com aproximadamente 8 meses
de vida e reprodutores de descarte do programa de reprodug¢do do biotério do
Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana. O descarte
foi determinado em funcdo do declinio do indice reprodutivo dos mesmos,
indicado pelo menor numero de fémeas positivas para prenhez e numero de
filhotes por fémea. Os animais foram mantidos em caixas plasticas (33 cm de
largura, 40 cm de profundidade e 16,5 cm de altura), em numero de dois
animais por caixa, porém separados por uma divisoria metalica, sob ciclo de 12
horas (claro/escuro) e temperatura controlada (22+2°C). Receberam racéao
Nuvital CR1 peletizada para ratos (informacgdes no anexo 2) e agua a vontade.

Para o teste de androgenicidade com ratos castrados (item 4.4) foram
utilizados ratos Wistar machos, pré-puberes, com 7 semanas de vida, também
provenientes do biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal do Parana.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana (certificado numero 513 de 01/03/2011).

4.3. Experimento crénico de curta duragado em ratos intactos
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4.3.1. Tratamento

Os animais com 8 meses de idade receberam o tratamento por 28 dias.
Para tanto, o extrato seco de Pfaffia glomerata era pesado, posteriormente
dissolvido em 4&gua destilada (veiculo), homogeneizado manualmente
(processo que durava entre 3 a 5 minutos por grupo-tratamento) e administrado
por gavagem (figura 4) no volume de 5 mL/kg de peso corporal. Cada grupo
experimental teve um n = 12, distribuidos aleatoriamente em Grupo Controle
(C), os quais receberam 5 mL/kg de peso de agua destilada, ou em um dos trés
grupos tratados com extrato de Pfaffia, nas doses de 8,5 mg/kg(P8,5), 30
mg/kg (P30) e 85 mg/kg (P85). A menor dose (8,5 mg/kg/dia) corresponde,
aproximadamente, a dose wusual utilizada e prescrita para humanos
(aproximadamente 600 mg/dia para um individuo de 70 kg), a dose de 30
mg/Kg corresponde a dose humana com corregdo alométrica para os ratos,
conforme equagao abaixo, e a dose mais alta corresponde a 10 vezes a dose

prescrita para humanos.

DoseTotalModeloHumano x PesoMetabodlicoAnimalModelo

DoseTotalRatos = PesoMetabolicoModeloHumano

FIGURA 4- GAVAGEM

Administragao por gavagem. Foto retirada durante o experimento. CURITIBA-
PR, 2011.
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4.3.2. Avaliagao dos efeitos da suplementagao com Pfaffia glomerata

4.3.2.1. Pesagem de figado, rins e 6rgaos sensiveis a androégenos

Foram determinados os pesos absolutos e relativos (peso do érgéao/peso
corporal x 100) dos érgéos sensiveis a androgenos: testiculos, epididimos,
prostata, vesicula seminal (com glandulas coaguladoras) e musculo levantador
do anus (LABC). Orgéos como figado e rins foram pesados procurando avaliar
um possivel efeito tdéxico da suplementagao. A prostata foi pesada juntamente
com a capsula prostatica enquanto a pesagem da vesicula seminal foi
realizada apos a retirada do liquido seminal por perfuracdo e raspagem. Na

figura 5 esta demonstrada a técnica para a coleta do musculo (LABC).

Figura 5 - Coleta do musculo levantador do anus (LABC) — Lead Laboratory for

the Hershberger Validation Program, 2000.

4.3.2.2. Extragado e dosagem de androgénios fecais

Amostras fecais de 24 h foram coletadas diretamente da caixa do animal
nos dias 1, 7, 14 e 28 de tratamento e, apés envase em sacos plasticos
identificados, foram congeladas a -20°C até o processamento. Para a

secagem, as amostras foram transferidas para estufa a 60°C e mantidas
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durante aproximadamente 24 horas, sendo entdo pulverizadas manualmente,
utilizando-se de um martelo emborrachado. Apds a pulverizacdo as amostras
foram transferidas para microtubos de centrifuga, previamente identificados e
novamente congeladas.

Para a extragdo, uma aliquota (de 0,45g a 0,55g) foi pesada em tubos de
vidro e, a seguir, em cada tubo foram adicionados 4 mL de etanol e 1 mL de
agua destilada, seguida de agitagao rapida em vortex. Em seguida, os tubos
foram tampados e agitados por turbilhonamento, com pulsos de 1-2 segundos,
durante 30 minutos em agitador de multi pulso (Multi-Pulser Vortexer, modelo
099AVB4, 50-60 Hz, Glass Col®) e centrifugados (1000 x g por 15min) e o
extrato sobrenadante foi transferido para um tubo tipo eppendorf previamente
identificado e mantido a - 20°C até analise.

A dosagem de testosterona fecal foi feita por enzima imunoensaio
(ELISA — Enzime Linked ImmunoSorbent Assay), utilizando o anticorpo anti-
testosterona R156/7 e testosterona conjugada com HRP (Coralie Munro —
Universidade da Califérnia, Davis, CA, USA). Antes do inicio dos ensaios, foi
feita a validacdo do método para os extratos fecais de ratos para identificar a
existéncia de similaridade imunogénica entre o antigeno utilizado como padrao
no ensaio e o antigeno a ser dosado na amostra (Touma e Palme, 2005). Um
dos meétodos de validagcao é o paralelismo entre a curva padrao e a curva das
amostras a serem testadas, o qual verifica a similaridade imunogénica e
determina a diluicdo mais apropriada para as amostras do estudo. Desta forma,
uma mistura de 40 amostras de extratos fecais foi diluida por 12 vezes de
forma seriada, iniciando-se na propor¢ao de 1:1 e indo até 1: 512 (extrato:
diluidor de ELISA). A curva de concentracdo em relagdo ao percentual de
ligacdo obtida é chamada de curva de validagdo da amostra, e se esta curva
for paralela a curva padrao do ensaio, isto € interpretado como similaridade
imunogénica entre os dois antigenos e o método de dosagem pode ser
utilizado (BROWN et al, 2004). O ensaio de validagdo demonstrou similaridade
imunogénica entre os androgénios fecais e a testosterona utilizada como
padrdo e a diluicdo ideal para a dosagem dos extratos fecais foi determinada
como sendo de 1:64, ja que foi a diluigdo que mais se aproximou do ponto
central da curva padrao (~50% de ligacao) conforme demonstra a figura 3.
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4.3.2.3. Dosagem de testosterona sérica

Um dia apds o ultimo tratamento, os ratos foram decapitados e o sangue
coletado e coagulado em temperatura ambiente. Apds centrifugacdo, as
amostras de soro foram transferidas para tubos limpos e mantidas a -20°C até
a analise dos niveis de testosterona por ELISA (conforme ja descrito no item
3.3.2.2).

4.3.2.4. Contagem de espermatides

Apos remocgao da tunica albuginea, o testiculo esquerdo de cada animal
foi transferido para tubo contendo 10 mL de solugao fisiolégica com 0,5% de
Triton X-100 e homogeneizado por 1 minuto em homogeneizador de tecidos
(FISATOM 720). O homogeneizado foi diluido 10 vezes em salina para a
contagem do numero de espermatides resistentes a homogeneizagéo
(espermatides nos estagios 17 a 19) em camara de Neubauer (Burker,
Alemanha). O numero de espermatides por animal foi dividido por 6,1 dias para
a conversao em produgao espermatica diaria. Esse divisor (6,1) corresponde
ao numero de dias do epitélio seminifero em que as espermatides se
encontram nos estagios 17 a 19 (ROBB, 1978). Como os animais tiveram um
dos testiculos utilizado para a histologia testicular, o numero de espermatides
contadas foi multiplicado por dois para estimar o numero de espermatides por
animal (AMANN, 1976).



24

- Extrato Fecal

100+ -o- Curva Padrao
80+
@]
1S
g 60-
=
-
L 407
NS
20+
O L] 1 1
1 10 100 1000
Log da Dose

FIGURA 6: CURVAS DO LOGARITIMO DA CONCENTRACAO DE
TESTOSTERONA EM RELACAO AO PERCENTUAL DE LIGAGCAO DO
HORMONIO CONJUGADO COM HRP PARA OS PADROES E DILUICAO
SERIADA DE POOL DE EXTRATOS FECAIS DE RATOS, DEMONSTRANDO
PARALELISMO ENTRE AS MESMAS (R? = 0,98). A DILUIGAO QUE MAIS SE
APROXIMOU DO PONTO CENTRAL DA CURVA PADRAO FOI DE 1:64.
CURITIBA-PR, 2011.

4.3.2.5. Histologia testicular

Imediatamente apds o sacrificio, o testiculo direito de cada animal foi
retirado e, apds a perfuracao da tunica albuginea, fixado em solugéo de ALFAC
(100 mL: 85 mL de alcool 80%,10 mL de formaldeido e 5 mL de acido acético
glacial) por seis horas. Transcorridas as duas primeiras horas de fixagcéo, os
testiculos foram retirados da solucdo e seccionados transversalmente em
cortes de aproximadamente 2,0 mm. Apds a fixagcdo, os fragmentos foram
mantidos em etanol 70% e, posteriormente, desidratados com concentragdes
crescentes de etanol e xilol: etanol 80% (1h30min); etanol 90% (1h30min);
etanol 95% (1h30min); etanol absoluto (3 tempos de 30 min); xilol: etanol (1:1;
12h na geladeira); xilol absoluto (2 tempos de 20min e um tempo de 5 min).
Ap6s a desidratagdo, as pecas foram impregnadas em parafina (Histosec® -

Merck, Alemanha) durante 3 horas a 56°C, e subseqiientemente emblocadas.
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Foram realizados cortes transversais de 3 um de espessura (Micrétomo Leica
RM 2145, Alemanha) que foram corados com hematoxilina/eosina para
posterior analise histolégica (BECAK e PAULETE, 1976).

Em cada testiculo foi realizada a medida do didametro dos tubulos
seminiferos (menor didmetro) em 20 secg¢des transversais de tubulos
escolhidas ao acaso e apresentando contorno o mais circular possivel. As
medidas foram feitas com o auxilio de ocular micrométrica em aumento de
100x através da versao 3.0 do software de UTHSCSA Image Tool. Além disso,
100 secgbes de tubulos de cada testiculo foram analisadas microscopicamente
em aumento de 400x para determinar o percentual de tubulos com
espermatides alongadas, isto €, tubulos nos estagios | — VIIl e Xl — XIV, sendo
que um estagio ou associagao celular é definido como um conjunto de células
germinativas que podem ser observadas numa secg¢ao transversal de tubulo e,

no rato, sédo definidas 14 associagdes celulares distintas (FOSTER, 1988).

4.3.2.6. Histologia musculo-esquelética

Para avaliar possiveis efeitos anabdlicos do tratamento com Pfaffia
glomerata, foram coletados os musculos séleo da pata direita dos ratos, os
quais foram fixados em ALFAC e preparados para analise histologica de rotina
(conforme item 3.3.2.5.). Foi mensurada a area total de 100 fibras musculares
seccionadas de cada animal. Foram escolhidos 5 campos aleatérios e cada
campo teve 20 fibras avaliadas (ZHANG et al., 2010) com o auxilio de ocular
micrométrica em aumento de 100x através da versdo 3.0 do software de
UTHSCSA Image Tool

4.4, Teste de androgenicidade e anti-androgenicidade usando ratos machos

castrados — Teste de Hershberger

O Teste de Hershberger baseia-se no crescimento de tecidos andrégeno-
dependentes em ratos machos castrados (androgenicidade) bem como no
bloqueio da acao trofica da testosterona (antiandrogenicidade) sobre esses
orgaos (OWENS et al.,2006). O Teste de Hershberger faz parte de uma

metodologia para testar o potencial (anti) androgénico validada pela OECD
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(The Organization for Economic Cooperation and Development) desde 1997
(OECD, 1998), utilizando animais pré-puberes castrados

Ratos pré-puberes (sete semanas de idade) foram anestesiados com 75
mg de ketamina/kg (Vetanarcol® - Konig, Argentina) e 1,5 mg de xilazina/kg
(Rompun® - Bayer, S&o Paulo/SP) pela via intraperitoneal e castrados através
de uma unica incisao na bolsa escrotal. Apds a cirurgia, os animais receberam
uma injecdo subcutanea (0,1 mL/100g de peso corporal) de Agropen L.A.°
(Virbac, Francga: penicilina G procaina 10.000.000 Ul; penicilina G benzatina
10.000.000 Ul; sulfato de dihidroestreptomicina 20 g; veiculo g.s.p 100 mL) e
Dipirona (66mg/kg). O tratamento foi iniciado sete dias apds a cirurgia para
permitir a completa recuperagao dos animais.

Neste experimento foi utilizado extrato de Pfaffia glomerata, propionato
de testosterona (Sigma - Alemanha) e flutamida. O 6leo de canola e agua
destilada foram utilizados como veiculo. Os ratos machos castrados
(n=9/grupo) foram tratados por via oral e subcutédnea durante dez dias
consecutivos. Na avaliagdo da androgenicidade trés doses do extrato de Pfaffia
glomerata (8,5, 30 e 85 mg/kg/dia) foram administradas oralmente a animais
que também receberam o veiculo oleoso por via subcutanea (1,0 ml/kg/dia). Os
animais controle positivo para androgenicidade receberam a administragdo
conjunta de propionato de testosterona por via subcutanea (0,25 mg/kg/dia) e
agua destilada por gavagem (5,0 mL/kg/dia), enquanto o controle negativo de
androgenicidade recebeu apenas veiculo por ambas as vias. Para avaliar os
possiveis efeitos antiandrogénicos da Pfaffia glomerata, um grupo de animais
foi tratado simultaneamente com 85mg/kg de extrato de Pfaffia glomerata e
0,25 mg/kg/dia de propionato de testosterona. Para o grupo controle positivo de
antiandrogenicidade, os animais receberam simultaneamente o veiculo aquoso
por gavagem, 0,25 mg/kg/dia de propionato de testosterona e 10,0 mg/kg/dia
de flutamida via subcutanea. Os volumes de administracao utilizados serao de
5,0 mL/kg para via oral e 1,0 mL/kg para a via subcutanea.

Vinte e quatro horas apds o ultimo dia de tratamento os animais foram
pesados e sacrificados. A préstata e vesicula seminal (com glandulas coaguladoras)
foram retiradas e pesadas apdés a remocao cuidadosa de gordura e tecidos
adjacentes. A prostata foi pesada juntamente com a capsula prostatica e a vesicula
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seminal sem o seu conteudo. Os pesos absolutos foram registrados e corrigidos
para o peso corporal. Além da préstata e vesicula seminal, foi aferido o peso do

figado, dos rins, do musculo levantador do anus (LABC) e a glande do pénis.

4.5. Controle Historico

Para detectar o declinio reprodutivo em algumas das variaveis estudadas,
como o peso de orgaos androgeno-sensiveis e androgeno-dependentes, niveis de
testosterona sérica e produgdo espermatica, os dados dos animais de 8 meses
foram comparados aos de animais com 90 dias de vida (Quadro 1) retirados de
artigos publicados pelos laboratérios de toxicologia reprodutiva e fisiologia enddcrina
e reprodutiva do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR. Selecionamos os estudos
que continham as mesmas variaveis estudadas e os animais controle eram de 90
dias, idade esta em que o animal apresenta maturidade do eixo hipotalamo-hipdfise-

testiculo (Gruenewald et al., 2000).



28

Variaveis Martino- Dalsenter  Aradjo, Cantarutti, Dallegrave Bufalo, Martino-
Andrade et al. S.L. T.F. et al A.C. Andrade
et al. (2004) (2005) (2005) (2007) (2007) et al.
(2002) (2010)
Testosterona 0,64 0,53
sérica (ng/ml)
Androgénios 31,32
Fecais (ng/g)
Prostata (%) 0,15+0,04 0,13+0,02 0,12+0,01 0,09+0,02 0,13+0,01 0,1+0,02 0,08+0,05
Vesicula (%) 0,2+0,03 0,2+0,02 0,21+0,02 0,14+0,04 0,2+0,01 0,17+0,01 0,13+0,05
Epididimos (%) 0,16+0,01 0,16+0,01 0,15+0,01 0,14+0,01 0,14+0,02 0,15+0,56
Rins (%) 0,32+0,5 0,32+0,08 0,29+0,2  0,34+0,01
Figado (%) 3,3610,6 2,71+0,4  3,43+0,07
Testiculos (%) 0,41+0,03 0,44+0,05 0,42+0,04 0,4+0,03 0,42+0,03 0,51+0,01
Espermatides 267+61,3 2554521 241+53,2
(milhGes)
Espermatides/dia | 42,8+8,74 40,9+7,48 60,8+6,12 47,9122 20,5+£1,7 58,3%4,4
(milhGes)
Diametro tabulos | 265+9,31 180,8+0,3

(Hm)

QUADRO 1 - MEDIA (xEPM) DO CONTROLE HISTORICO DE 90 DIAS DAS
VARIAVEIS ESTUDADAS EM ESTUDOS PREVIOS DOS GRUPOS DE PESQUISA
EM TOXICOLOGIA REPRODUTIVA E FISIOLOGIA ENDOCRINA E REPRODUTIVA

DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA CURITIBA - PR, 2011.
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4.6 Analise Estatistica

Os dados dos experimentos foram submetidos a analise descritiva e as
diferengas entre os valores médios obtidos para os diferentes grupos foram
avaliadas por ANOVA, seguida de teste de Tukey para as medidas néao
repetidas e por ANOVA de duas vias (tempo x tratamento), seguida do pés
teste de Bonferroni, para os dados de androgénios fecais. As comparagdes
entre os valores médios historicos dos animais com 90 dias e os animais de 8
meses do grupo controle, quando possiveis, foram feitas com teste t de
Student. Para todos os testes as diferengas foram consideradas significativas

com um nivel de probabilidade de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliagdo da suplementagédo com Pfaffia glomerata em ratos intactos

5.1.1. Analise do peso dos 6rgéos sensiveis a andrégenos

Os valores médios obtidos para a massa corporal total e massa dos
testiculos, epididimos, rins, préstata, vesicula seminal, figado e musculo
levantador do anus (LABC) de todos os ratos apos o sacrificio s&o
apresentados na Tabela 1. O peso dos animais € apresentado em valor
absoluto, enquanto a massa dos 6rgaos e tecidos € apresentada tanto em peso
absoluto como em peso relativo ao peso do animal. Para os 6rgaos pares, a
medida foi feita em separado, porém os dados sdo apresentados como média
das duas medidas. Nao houve diferenga significativa no peso dos 6rgaos e

tecidos em nenhum dos grupos.

TABELA 1 —-PESOS RELATIVOS (g%; MEDIA*EPM) DOS ORGAOS E
TECIDOS PESADOS IMEDIATAMENTE APOS O SACRIFICIO. NENHUMA
DIFERENCA SIGNIFICATIVA FOlI OBSERVADA ENTRE OS GRUPOS
(n=12/GRUPO). CURITIBA—-PR, 2011.

Controle Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

(8,5mg/kg) (30mg/kg) (85mg/kg)

Préstata 0,12 + 0,07 0,12+ 0,03 0,10 £ 0,04 0,11 £ 0,02

Vesicula 0,17 £ 0,03 0,17 £ 0,05 0,16 £ 0,03 0,17 £ 0,04
Seminal

Epididimo 0,14 + 0,02 0,14 £ 0,01 0,14 £ 0,01 0,14 £ 0,01

Testiculo 0,37 £ 0,05 0,39+ 0,05 0,38 £ 0,05 0,42 + 0,05

Rim 0,31+ 0,03 0,30+ 0,03 0,30+ 0,03 0,30 £ 0,03

Figado 3,19 £ 0,51 3,24 £ 0,35 3,14 £ 0,40 3,09+£0,2

LABC 0,28 + 0,06 0,28 £ 0,05 0,26 £ 0,05 0,29 + 0,05
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5.1.2 Andlise de andrégenos fecais

Os resultados da analise dos androgénios fecais estdo resumidos na
figura 7, sendo apresentados como médias por grupo em cada dia de coleta de
amostra. A analise de variancia indicou auséncia de interagao entre tempo e
tratamento, efeito significativo do tempo (p<0,001) e quase significativo para o
tratamento (p=0,08), ja que houve diferenga significativa apenas para a média
do grupo tratado com PG 85 mg/kg no dia 14, sendo as demais diferengas néo

significativas.

~ 1201

g 3 Controle

£ %0 E3 PG 8,5 mg/Kg
2 7 B3 PG 30 mg/Kg
3 ] Bl PG 85 mg/Kg
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1 7 14
Dia de Tratamento

FIGURA 7: CONCENTRACOES MEDIAS DIARIAS DE ANDROGENIOS
FECAIS (xEPM) NOS GRUPOS TRATADOS COM Pfaffia glomerata E GRUPO
CONTROLE. CURITIBA - PR, 2011.

5.1.3 Analise de testosterona sérica

Nao foi observada diferenga significativa entre as médias de cada grupo
para a concentracdo sérica de testosterona ao final do periodo de
suplementagao (Dia 29). Os valores médios por grupo estao apresentados na
figura 8.
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FIGURA 8: CONCENTRACOES MEDIAS (+tEPM) DE TESTOSTERONA
SERICA ENTRE OS GRUPOS TRATADOS COM Pfaffia glomerata E GRUPO
CONTROLE. CURITIBA - PR, 2011.

5.1.4 Contagem de espermatides

Nao houve alteragdes significativas no numero total de
espermatides por testiculo (em milhdes) dos grupos suplementados com Pfaffia
glomerata quando comparados com o grupo controle, conforme demonstra a

figura 9.
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FIGURA 9: NUMERO TOTAL DA MEDIA DE ESPERMATIDES POR
TESTICULO (+EPM) NOS GRUPOS TRATADOS COM Pfaffia glomerata E
GRUPO CONTROLE. CURITIBA - PR, 2011.

5.1.5 Histologia testicular e musculo-esquelética

ApoOs a analise de 20 tubulos (Fig. 10) e 100 fibras musculares por
animal (Fig. 11), tanto a histologia testicular quanto a musculo-esquelética ndo
revelaram diferencas no didmetro dos tubulos seminiferos entre os grupos (P =
0,96) e na area total das fibras musculares do musculo séleo de pata direita
dos animais (P = 0,44). Nas figuras 12 e 13 sdo apresentados os valores

meédios observados por grupo.



34

FIGURA 10 — EXEMPLO DE IMAGEM DE SECCAO TRANSVERSAL DE
TESTICULOS DE UM ANIMAL DO GRUPO 1 (Pfaffia glomerata: 8,5 mg/Kg)
EM AUMENTO DE 100X. CURITIBA- PR, 2011.

¢
N
N

Lo

{
hANR
FIGURA 11 — EXEMPLO DE IMAGEM DE SECQAO TRANSVERSAL DE
FIBRAS MUSCULARES DO MUSCULO SOLEO EM ANIMAL DO GRUPO 2
(Pfaffia glomerata: 35 mg/Kg), EM AUMENTO DE 100X. CURITIBA- PR, 2011.
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FIGURA 12: DIAMETRO MEDIO (+EPM) DOS TUBULOS SEMINIFEROS NOS
GRUPOS TRATADOS COM Pfaffia glomerata (PG) E GRUPO CONTROLE.
CURITIBA - PR, 2011.
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FIGURA 13: AREA DE SECCAO TRANSVERSAL MEDIA (xEPM) DAS FIBRAS
MUSCULARES ESQUELETICAS DO MUSCULO SOLEO DIREITO DOS
ANIMAIS TRATADOS COM Pfaffia glomerata (PG) E GRUPO CONTROLE.
CURITIBA -PR, 2011.
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5.1.6 Teste de androgenicidade e anti-androgenicidade usando ratos machos

castrados — Teste de Hershberger

Os pesos relativos de figado, rins, musculo levantador do anus (LABC),
vesicula, glande e préstata ao final do Teste de Hershberger sao apresentados
nas figuras 14 a 19, enquanto os pesos absolutos sédo apresentados na tabela
2. Com excegado do peso médio para figado e rins, todos os demais 6rgaos
tiveram valores médios de massa significativamente diferentes entre os
diversos grupos, porém apenas quando comparados os valores dos controles e
animais tratados com Pfaffia glomerata com aqueles obtidos para os controles
positivo e negativo. Entretanto nenhuma diferenca significativa foi observada
entre os grupos tratados com Pfaffia glomerata, entre si, bem como em relagéo
ao grupo controle. A Pfaffia glomerata também n&o demonstrou efeito anti-
androgénico, pois o grupo tratado com testosterona e Pfaffia glomerata
apresentou aumento de peso de 6rgaos similar ao grupo tratado apenas com
testosterona e ainda houve diferenca significativa entre o peso dos 6rgaos do
grupo tratado com flutamida e testosterona em comparacdo com aqueles

tratados com testosterona e Pfaffia glomerata.

(2]
|

Peso rel ativo (% g)

FIGURA 14: PESO RELATIVO MEDIO (+EPM) DO FIGADO NOS GRUPOS
TRATADOS COM Pfaffia glomerata (PG), CONTROLE, TESTOSTERONA (T),
TESTOSTERONA E FLUTAMIDA (T + Flu) E TESTOSTERONA e Pfaffia
glomerata (T + PG). CURITIBA — PR, 2011.
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FIGURA 15: PESO RELATIVO MEDIO (+EPM) DOS RINS NOS GRUPOS
TRATADOS COM Pfaffia glomerata (PG), CONTROLE, TESTOSTERONA (T),
TESTOSTERONA E FLUTAMIDA (T + Flu) E TESTOSTERONA E Pfaffia
glomerata (T + PG). CURITIBA — PR, 2011.
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FIGURA 16: PESO RELATIVO MEDIO (xEPM) DO MUSCULO LEVANTADOR
DO ANUS (LABC) NOS GRUPOS TRATADOS COM Pfaffia glomerata (PG),
CONTROLE, TESTOSTERONA (T), TESTOSTERONA E FLUTAMIDA (T + Flu)
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E TESTOSTERONA E Pfaffia glomerata (T + PG). Letras diferentes sobre as
barras indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os grupos. CURITIBA —
PR, 2011.
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FIGURA 17: PESO RELATIVO MEDIO (+EPM) DA VESICULA SEMINAL NOS
GRUPOS TRATADOS COM Pfaffia glomerata (PG), CONTROLE,
TESTOSTERONA (T), TESTOSTERONA E FLUTAMIDA (T + Flu) E
TESTOSTERONA E Pfaffia glomerata (T + PG). Letras diferentes sobre as
barras indicam diferengas significativas (P<0,05) entre os grupos. CURITIBA —
PR, 2011.
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FIGURA 18: PESO RELATIVO MEDIO (xEPM) DA GLANDE NOS GRUPOS
TRATADOS COM Pfaffia glomerata (PG), CONTROLE, TESTOSTERONA (T),
TESTOSTERONA E FLUTAMIDA (T + Flu) E TESTOSTERONA E Pfaffia
glomerata (T + PG). CURITIBA - PR, 2011.
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FIGURA 19: PESO RELATIVO MEDIO (tEPM) DA PROSTATA NOS GRUPOS
TRATADOS COM Pfaffia glomerata (PG), CONTROLE, TESTOSTERONA (T),
TESTOSTERONA E FLUTAMIDA (T + Flu) E TESTOSTERONA E Pfaffia

glomerata (T + PG). Letras diferentes sobre as barras indicam diferencas



significativas (P<0,05) entre os grupos. CURITIBA - PR, 2011.
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Figado Rins LABC Vesicula Glande Prostata Peso
Corporal

PG 8,5mg/kg 9,77+ 1,21 0,81 £ 0,07 0,17 £ 0,03 0,04 £ 0,02 0,03+0,01 0,01 +£0,01 234,3+ 21,5

PG 30mg/kg 10,14 + 1,37 0,81 £ 0,09 0,15+ 0,03 0,04+ 0,01 0,03 +0,01 0,01 +0,01 235,7 + 24,4

PG 85mg/kg 10,48 + 1,10 0,78 £ 0,08 0,15 £ 0,02 0,03 +£0,01 0,03 +£0,01 0,01+0 235,9 + 26,3

Controle 9,92 +1,83 0,82 + 0,09 0,17 + 0,05 0,04 + 0,01 0,03 +0,01 0,01+0 232,4 £ 35,9

Testosterona 11,73 + 1,57 0,78 £ 0,08 0,47 £ 0,07 0,32 £ 0,05 0,06+ 0,01 0,10 £ 0,03 256,8 + 26,1

Testosterona + 10,02 £ 1,34 0,81 +0,10 0,16 + 0,02 0,04 + 0,01 0,03+0,01 0,05 £ 0,05 237,6 +17,2
Flutamida

Testosterona + 10,54 + 1,55 0,87 0,10 0,45 £ 0,06 0,29 £ 0,05 0,06 £ 0,01 0,10 £ 0,02 244,3 + 20,3

PG

TABELA 2 -PESOS ABSOLUTOS (g; Média + EPM ) DOS ORGAOS PESADOS IMEDIATAMENTE APOS O SACRIFICIO, EM
ANIMAIS PRE-PUBERES CASTRADOS, TRATADOS COM Pfaffia glomerata 8,5mg/kg, 30mg/kg e 85 mg/kg, Controle,
Testosterona, Testosterona e Flutamida e Testosterona e Pfaffia glomerata 8,5mg/kg CURITIBA-PR, 2011.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, utilizamos ratos de oito meses de vida como
modelo experimental para avaliar a resposta da suplementacdo de Pfaffia
glomerata nas concentracdes de testosterona, bem como outras variaveis do
sistema enddcrino-reprodutivo. Os animais do presente estudo podem ser
considerados adultos em inicio da fase senil de acordo com Horner, Russ e
Biknevicius (2011) e Balarini et al. (2011), ainda que dificil estabelecer com
exatiddo as fases da vida em animais experimentais como o limite entre a
adolescéncia e a fase adulta, a fase adulta e a velhice (AVITAL et al., 2011).

Apesar do declinio reprodutivo, quando os animais do nosso estudo
foram comparados a animais de 90 dias, em inicio da maturidade sexual
(BOLANOS et al., 2003; KIM et al.,, 2011), os mesmos ndao demonstraram
alteracdes na funcao reprodutiva de modo a poderem ser caracterizados como
animais em estado de andropausa, ainda que ja apresentassem declinio
reprodutivo. Isto estd de acordo com Hirshfield e Flaws (2006), os quais
afirmam que 8 meses ja é uma idade onde sinais de desordens no sistema
endacrino-reprodutivo se manifestam. No entanto, segundo Zhang et al. (2010)
tal idade néo parece ser sinbnimo de baixo desempenho sexual, pois nessa
faixa etéria ainda ndo é observada disfuncéo erétil como em animais idosos (24
meses de vida).

Quando analisamos as concentracfdes séricas de testosterona ao final
do periodo de suplementacdo, os mesmos nao diferiram entre 0s grupos, ou
seja, tanto o grupo suplementado com o extrato de Pfaffia glomerata quanto o
grupo controle ndo apresentaram diferencas significativas nos niveis de
testosterona sérica. Também a analise dos metabdlitos androgénicos totais nas
fezes, a qual foi realizada em dias especificos ao longo de todo o periodo de
suplementacdo, o que poderia acusar um aumento de testosterona
(progressivo ou nao) nos primeiros ou nos ultimos dias de tratamento, nao
indicou flutuacdes significativas nos androgénicos fecais em quaisquer dias de
suplementacdo. Os dados por nds obtidos sdo muito semelhantes aqueles
obtidos previamente por Martino-Andrade (2010), os quais também né&o

observaram variacfes significativas nas concentracdes de androgénios fecais
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dos animais tratados com Tribulus terrestris com metodologia parecida ao
presente estudo.

Entretanto, ainda que os valores médios obtidos para os niveis de
androgénios séricos e fecais ndao tenham diferido entre os grupos, nao
podemos afirmar que o mesmo aconteceria em humanos que fazem uso da do
extrato de raiz de Pfaffia glomerata, j& que os resultados podem ser muito
distintos quando se trabalha com espécies diferentes, assim como ocorreu com
0 proprio ginseng coreano com Andrade et al.(2007), que ndo encontraram
qualquer alteracdo nos niveis de testosterona em humanos, em 0posi¢do aos
achados de Fahim et al. (1982), os quais ja relataram previamente um
aumento nos niveis de testosterona de ratos suplementados por 60 dias com
Panax ginseng.

Nossos resultados também diferiram dos resultados obtidos por Oshima
e Gu (2003), em experimentos similares com planta do mesmo género e familia
(Pfaffia paniculata), porém com metodologia e/ou espécies distintas. Enquanto
no nosso estudo nenhum efeito do extrato da Pfaffia glomerata foi observado
nos niveis de androgénios tanto fecal como sérico, 0os autores relatam um
aumento de 97% nos niveis de testosterona sérica dos animais suplementados
com Pfaffia paniculata (5 g de p6 da raiz/100 mL na agua de beber), talvez o
tipo de metodologia utilizada (ex: o autor utilizou radioimunoensaio ao invés de
ELISA) e de animais (camundongos jovens ao invés de ratos idosos) possam
ser alguns dos fatores responsaveis pela discrepancia de resultados. Ainda é
ponderavel considerar que essa diferenca podeser devida a diferencas na
composi¢cdo das saponinas encontradas na Pfaffia glomerata (acido fameérico,
acido glomérico, acido oleandlico, notritependides e triterpendides e
ecdisterona; GOSMANN e RATES, 2002; FLORES et al., 2009; QUEIROGA,
2008) que diferem das saponinas encontradas na Pfaffia paniculata (beta-
sitosterol, beta-ecdisterona e estigmasterol, acido pffafico, allantoina, beta-
sitosteril-b-D-glucosideo,  stigmasteril-beta-D-glucosideo  (DASGUPTA e
REYES, 2005; GOSMANN et al., 2003).

Martino-Andrade et al. (2010) também néo verificaram acdo direta do
extrato de Tribullus terrestris () nos niveis séricos de testosterona em ratos
apos vinte e oito dias de suplementagdo, no entanto, El-Tantawy, Temraz e El-
Gindi (2007) verificaram uma média de 21,3 pg/ml (£0,882) contra 0,72 pg/ml
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(x0,048) ou seja, um aumento de quase 30 vezes nos niveis seéricos de
testosterona de ratos apds quarenta dias de suplementacdo com Tribulus
alatus. Paralelamente, os dados de Brown et al. (2001) indicam que em
humanos o extrato desta planta é capaz de aumentar a concentracdo de
testosterona plasmatica livre em até 37%, percentual que poderia ser
significativo em um idoso ou em um homem adulto ja em fase de declinio de
androgénicos e seus metabdlitos.

No entanto, mesmo as diferencas ndo sendo estatisticamente
significativas, € possivel observar que os androgénios séricos parecem
aumentar do dia 14 para o dia 28, o que poderia sugerir que o tempo de
tratamento possa ter sido muito curto para este fitoterapico demonstrar efeitos
notorios, pois em estudos prévios e com outros fitoterapicos, conforme
demonstrou El-Tantawy, Temraz e EI-Gindi (2007) com a suplementacéo de
Tribulus alatus o tempo foi de quarenta dias, ou ainda, de acordo com o estudo
de Fahim et al. (1982) que utilizou o ginseng coreano, 0 tempo suplementado
foi de sessenta dias.

Na dosagem de testosterona sérica, por outro lado, 0s niveis pareciam
decair com a suplementacdo, 0 que poderia sugerir que a analise de
androgénios fecais avaliou outros metabolitos além da testosterona e que o
estresse do sacrificio poderia também interferir nos dados finais.

Quando nossos dados de testosterona sérica e fecal foram comparados
com os valores meédios histoéricos do nosso laboratério, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os animais de 8 meses com animais de 90 dias.
Isto poderia indicar que, mesmo em fase de declinio reprodutivo, os animais do
presente estudo n&o estariam, ainda, com comprometimento da atividade
esteroidogénica testicular e, portanto, ainda ndo apresentariam uma deficiéncia
androgénica, o que em parte justificaria a falta de efeito estimulante do extrato
da Pfaffia glomerata na sintese de androgénios.

Algo semelhante ocorreu com relagcdo ao comportamento sexual em
ratos tratados com Pfaffia paniculata, sendo que o efeito estimulante da mesma
s6 foi observada em animais que ja apresentavam tanto a libido como a
frequéncia de ejaculacédo reduzidas, ndo tendo nenhum efeito sobre animais
com comportamento reprodutivo normal (ARLETTI et al., 1999). Assim como

observado por com a sintese de testosterona comprometida o suficiente para
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expressar uma melhora desses indicadores.

Do mesmo modo que os androgénios, os pesos absolutos e relativos de
orgdos nao diferiram estatisticamente entre os grupos tratados com o extrato
da Pfaffia glomerata e o grupo controle. O método de pesagem de o6rgaos
constitui uma ferramenta de estudo relativamente simples para avaliarmos uma
possivel acao tréfica da testosterona em tecidos andrégeno-dependentes e/ou
responsivos. O aumento de peso em 6rgaos relacionados diretamente com o
metabolismo corporal (figado e rins) também poderia indicar um possivel efeito
toxico do extrato da planta (FREYBERGER e SHLADT, 2009), portanto a dose
utilizada no presente estudo nao apresentou toxicidade, ainda quando
administrada numa dose de dez vezes maior que a recomendada.

Entretanto, quando a média do peso relativo dos testiculos dos animais
do grupo controle foi comparada com os dados historicos de animais de 90 dias
(Quadro 1), observou-se uma reducéo significativa nos animais de 8 meses,
assim como uma reducdo significativa no peso das vesiculas seminais (0,13%
contra 0,15%). Obviamente, o maior peso corporal dos animais de 8 meses,
pode haver contribuido para esta reducéo, porém pode-se também inferir uma
menor atividade destes 6rgaos, seja por uma menor estimulacdo hormonal e/ou
responsividade dos mesmos aos hormoénios circulantes. A redugéo do peso dos
testiculos pode indicar também uma menor atividade espermatogénica, como
sugerido por Dalsenter et al. (1997),que demonstraram que reducdes
significativas no peso testicular sdo, em parte, decorrentes da menor producgéo
esperméatica diaria. De fato, quando analisamos os dados de producédo
espermatica dos animais controle do presente estudo, encontramos uma
reducdo de mais de 30 % no numero médio de espermatides por testiculo nos
animais de oitos meses de idade (177,7 x 10°) quando comparados com a
média histérica dos animais de 90 dias (262,6 x 10°). Esta reducdo na
producdo espermética poderia, em parte, justificar os menores indices
reprodutivos dos animais de 8 meses no Biotério do Setor de Ciéncias
Bioldgicas da UFPR.

Assim como para os androgénios, o tratamento com o extrato da Pfaffia
glomerata ndo foi capaz de produzir nenhuma melhora no nimero médio de
espermétides por testiculos, ja& que nenhuma diferenca significativa foi

observada entre os grupos suplementados com Pfaffia glomerata e o grupo
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controle. Infelizmente ndo temos nenhum dado prévio para comparar 0S N0SS0S
achados. Apesar do menor niumero de espermatides por testiculo nos animais
de 8 meses, a analise histoldgica do diametro de tlbulos seminiferos, néo
revelou diferenca signigicativa com os animais de 90 dias (P = 0,483).
Tampouco o tratamento com o extrato da Pfaffia glomerata foi capaz de
modificar o valor médio do diametro dos tdbulos seminiferos. O diametro do
tubulo seminifero, bem como a altura do epitélio seminifero sao utilizados, em
conjunto com o total de espermatides, como indicadores da atividade
espermatogénica, indicando que, no nosso estudo a suplementacdo com o
extrato da Pfaffia glomerata ndo foi capaz de modificar a atividade
espermatogénica de animais em declinio reprodutivo.

Na analise histolégica para avaliar o diametro de tibulos seminiferos, os
animais controle também ndo obtiveram média diferente dos animais
suplementados da mesma forma que Martino-Andrade et al. (2010) né&o
encontraram em animais de 90 dias.

Outra analise histoldgica realizada no presente estudo foi a mensuracao
do didmetro de seccéo transversal das fibras musculares buscando avaliar uma
possivel resposta anabdlica ao tratamento com o extrato de Pfaffia glomerata,
devido a sua concentracdo de beta-ecdisterona (um provavel componente
anabdlico que independeria dos niveis de testosterona). Entretanto,
aparentemente a concentracdo de ecdisterona presente no extrato de Pfaffia
glomerata por nés utilizado nao foi suficiente para promover um anabolismo
significativo na célula muscular, ja que nenhuma diferenca foi observada entre
0S animais controle e os animais dos grupos tratados. Embora ratos com 8
meses possam apresentar algum comprometimento enddcrino-reprodutivo,
Russ et al. (2011) sugerem que animais dessa idade ainda ndo possuem
comprometimentos musculares como ratos idosos, sendo que apenas a partir
dos vinte e quatro meses de vida o comprometimento muscular, como a perda
de massa e da forgca musculare se tornam mais evidentes.

Outra possibilidade para a auséncia de efeito anabdlico do extrato da
Pfaffia glomerata pode ser a reduzida atividade fisica dos animais do nosso
estudo, ja que em estudos anteriores a ecdisterona demonstrou possuir alguma
atividade anabdlica direta sobre as fibras musculares, porém, em sujeitos que

praticavam exercicios fisicos, concomitantes a suplementacdo. Toth et al.
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(2008) verificaram aumento do numero de nucleos das células musculares,
bem como aumento significativo do didmetro das fibras musculares em ratos
suplementados com beta-ecdisterona. No entanto, a dose maxima utilizada
pelo autor foi de 5mg/kg de ecdisterona subcutanea e, tendo em vista que,
segundo o laudo fornecido pelo fabricante, apenas 0,96% do extrato seco da
Pfaffia glomerata utilizada em nosso estudo era composta por beta-
ecdisterona, os ratos do presente estudo que receberam a maior dose
(85mg/kg de Pfaffia glomerata), foram tratados com, no maximo, 0,85 mg/kg de
ecdisterona. Esta dose relativamente baixa pode ter contribuido para a
auséncia do efeito anabodlico do extrato da Pfaffia glomerata, quando
comparada com as doses utilizadas em outros estudos, ja que nas menores
doses, Toth et al. (2008) tampouco observaram efeito positivo da ecdisterona.
E interessante, entretanto, ponderar que, mesmo ndo havendo diferenca
significativa na analise histolégica muscular, ndo podemos descartar uma
possivel eficacia anabdlica do extrato em animais e/ou humanos com
comprometimento da fungdo musculo-esquelética, principalmente se a
suplementagao for acompanhada de um programa regular de atividade fisica.
Finalmente, os dados do teste de Hershberger indicam que a utilizagao
da fitoterapia com extrato da Pfaffia glomerata nas doses utilizadas no presente
estudo sugerem a auséncia de efeitos androgénicos diretos. Extrapolando-se
para os seres humano esse achado sugere que, dependendo da dose, 0 uso
de extratos da raiz de Pfaffia glomerata para quaisquer fins ndo estaria
acompanhado do risco de virilizacdo em mulheres, ou efeitos indesejaveis em
homens, como uma possivel hipertrofia prostatica decorrente de acao
androgénica direta. Do mesmo modo ficou evidenciado que o extrato de Pfaffia
glomerata testado ndo tem efeito anti-androgénico direto, ndo interferindo,
portanto, com as acdes da testosterona enddgena. Os dados do teste de
Hershberger foram condizentes com os dados do experimento cronico. Estes
achados, por sua vez, sdo muito importantes ja que a aplicacdo medicinal da
Pfaffia glomerata € ampla, podendo ser indicada para outros fins que ndo o de
ténico reprodutivo (PINELLO et al., 2006). Tal dado pode servir de suporte para
a utilizacdo da Pfaffia glomerata para outros fins assegurando ao usuério que
ndo havera o risco de virilizacdo em mulheres ou efeitos indesejaveis como

uma hipertrofia prostatica em homens.
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7. CONCLUSAO

Considerando as condi¢cbes descritas no presente experimento e os resultados

aqui encontrados, pode-se concluir que o extrato de Pfaffia glomerata, nas

doses utilizadas no presente estudo:

1)

2)

3)

4)

5)

Nao altera o peso de orgaos androgeno-sensiveis em ratos machos
adultos em fase de declinio reprodutivo em experimento crénico. A
Pfaffia glomerata n&o altera os niveis de testosterona séricos e fecais
em ratos machos adultos em fase de declinio reprodutivo;

Nao altera o numero de espermatides em ratos machos adultos em fase
de declinio reprodutivo;

N&o aumenta o didmetro dos tubulos seminiferos em ratos machos
adultos em fase de declinio reprodutivo;

Nao aumenta o tamanho de fibras musculares em cortes de seccao
transversal em ratos machos adultos em fase de declinio reprodutivo.
Nao tem acdes androgénicas e/ou anti-androgénicas diretas em animais

pré-puberes castrados.

Em conjunto, esses achados demonstram que o extrato de Pfaffia

glomerata utilizado no presente estudo ndo apresenta efeitos estimulantes

androgénicos e/ou anabdlico muscular, nem tem ac¢des androgénicas e/ou anti-

androgénicas diretas em ratos.
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