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RESUMO

SILVA, Neila Augusta Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de BEddifo
da suplementacdo com extrato alcoolico das diferentes partes da melanc@Gitiullus
lanatus (THUNB.) MATSUM. & NAKAIL) e da L-citrulina sobre os testiculos de
camundongos suicos adulto®rientador: Sérgio Luis Pinto da Matta.

Alguns alimentos e determinados nutrientes tém sido associados com 0 sucesso reprodutivo
dos animais ao longo da histéria. Entre estes, a mela@diallus lanatu3, uma fruta
pertencente a familia Cucurbitaceae, destaca-se por conter importantes componentes
fitoquimicos , como o licopeno e a citrulina, sendo que a L-citrulina € um aminoacido isolado
da melancia e tem papel na reproducdo. Neste trabalho buscou-se avaliar os efeitos da
suplementacdo com extratos de melancia e o aminoécido L-citrulina, sobre os parametros
testiculares, através de analises morfométricas, estereolégicas e hormonal, utilizando-se
camundongos albinos Swiss adultos como modelo experimental. Foi feita a extracao alcoolica
de cada parte da melancia em separado, sendo este extrato submetido a quantificacdo do
aminoacido L-citrulina. Utilizamos 80 camundongos Swiss adultos, com 230 dias de idade,
divididos em 8 grupos. O grupo (G1) recebeu agua destilada; o grupo (G2) recebeu o
aminoécido L-citrulina, na dose de 30 mg/kg de peso corporal; o grupo (G3) recebeu Citrato
de Sildenafila, na dose equivalete a um humano de 70kg de peso corporal; o grupo (G4)
recebeu extrato da casca/entrecasca com o equivalente de 30 mg/kg de L-citrulipa; o g
(G5) recebeu extrato da casca/entrecasca com o equivalente de 60 mg/kg de L-citrulina; o
grupo (G6) recebeu extrato da polpa com o equivalente de 30 mg/kg de L-citrulin@po gr

(G7) recebeu extrato da polpa com o equivalente de 60 mg/kg de L-citrulina e o grupo (G8)
recebeu 0,035 g de liofilizado do extrato da semente de melancia ressuspendido em agua
destilada. O volume diario que cada animal recebeu foi de 0,8mL, ministrados por gavagem,
em dose Unica, durante 39 dias. Os grupos G4, G5, G6, G7, e G8 mostraram aumento no
diametro do epitélio do tabulo seminifero em comparacdo com o grupo nao tratado (G1) e
também com os grupos G2 e G3. Foi observado em G7 aumento da altura do epitélio, sendo
que nos demais grupos tratados as alturas do epitélio foram maiores, embora sem
significancia em relacdo ao grupo ndo tratado. O grupo G8 destacou-se dos demais na
producdo do horménio testosterona. Os extratos promoveram aumento dos parametros como
diametro de tubulo e altura do epitélio, bem como dos niveis de testosterona sérica. Houve

ainda aumento das areas tubular e epitelial, evidenciando incremento da espermatogénese.
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ABSTRACT

SILVA, Neila Augusta Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, Hifett of
supplementation with alcoholic extract of different parts of the watermelon Citrullus
lanatus (THUNB.) MATSUM. & NAKAL.) and L-citrulline on the adult Swiss mice
testes.Adviser: Sérgio Luis Pinto da Matta.

Nutrition has been associated with the reproductive success of animals throughout history.
The watermelonitrullus lanatug is a fruit belonging to the family Cucurbitaceae, being one

of the cultivars more produced in the world and of great economic importance. Among the
main phytochemical components of watermelon are lycopene and citrulline. L-citrulline is an
amino acid isolated from watermelon and has a role in reproduction. The aim of this study
was to evaluate the effects of supplementation with watermelon extracts on testicular
parameters through morphometric, stereological and hormonal analyzes using adult Swiss
albino mice as an experimental model. The alcoholic extraction of each part of the
watermelon was done separately, being this extract subjected to the quantification of the
amino acid L-citrulina. Were used 80 adult Swiss mice, with 230 days of age, divided into 8
groups. Group (G1) received only distilled water; The G2 group received the amino acid L-
citrulline at a dose of 30 mg / kg body weight; The group (G3) received Sildenafil dieate,
dose being calculated in equivalence to a human of 70 kg body weight; Group (G4) received
bark / ribs extract with the equivalent of 30 mg of the amino acid L-citrulline per kg body
weight; The group (G5) received bark / ribs extract with the equivalent of 60 mg of the amino
acid L-citrulline per kg of body weight; Group (G6) received pulp extract with the equivalent
of 30 mg of the amino acid L-citrulline per kg of body weight; (G7) received pulp extract with
the equivalent of 60 mg of the amino acid L-citrulline per kg of body weight and group (G8)
received 0.035 g of lyophilized extract of the watermelon seed resuspended in distilled water.
The daily volume that each animal received was 0.8 mL, given by gavage in a single dose for
39 days. Groups G4, G5, G6, G7, and G8 showed an increase in the diameter of the
seminiferous tubule epithelium compared to the untreated group (G1) and also to the G2 and
G3 groups. G7 increased the height of the epithelium, and in the other treated groups the
epithelium heights were higher, although not statistically significant in relation to the
untreated group. The watermelon extract promoted increased parameters such as tubule
diameter and height of the epithelium, as well as serum testosterone levels. There was also an

increase in epithelial area signaling increasing spermatogenesis.

xii



1 INTRODUCAO GERAL

A melancia € uma fruta apreciada no mundo inteiro, principalmente devido ao fato de ser
nutritiva e de baixo valor caldrico, possuir propriedades diuréticas leves, sendo também eficaz
no tratamento de hidropisia, litiase renal e na reducéo da hipertenséo (8OAIE3991).

Estd também associada na prevencdo da disfuncdo erétil, agindo como antioxidante
(MOHAMMED; AL-BAYATI, 2014) e também ¢é utilizada para o tratamento da
hepatomegalia, ictericia e giardiase (ABU-REIDA al, 2013). A melanciaQitrullus

lanatug é uma fruta pertencente a familia Cucurbitaceae, sendo um dos cultivares mais
produzidos no mundo e de grande importancia econdmica. Desde 2012 o Brasil ocupa a
quarta posicdo na producdo mundial dessa fruta, sendo que em 2015 produziu 938 toneladas
(FAO, 2012; IBGE, 2016).

Alguns alimentos e determinados nutrientes tém sido associados com 0 sucesso
reprodutivo dos animais ao longo da histéria (MOHAMMED; AL-BAYATI, 2014). A
disfuncdo erétil (DE) ou impoténcia é uma doenca altamente prevalente, cuja etiologia é
principalmente vasculogénica, sendo definida como a incapacidade para atingir e/ou manter a
erecdo peniana suficiente para permitir uma relacdo sexual satisfatoria (RYAN; GAJRAJ,
2012; TOMADA et al., 2013). E uma desordem médica comum que afeta principalmente
homens com mais de 40 anos de idade (SHAMLOUL; GHANEM, 2013). O envelhecimento
pode resultar em DE, que é parcialmente atribuida ao decréscimo de 6xido nitrico (NO) e
aumento da geracdo de radicais livres (KOVAICal, 2014). Estima-se que por volta de
2025, aproximadamente 350 milhées de homens serdo afetados em todo munde{AY,TA
1999). Apesar de ser considerada desordem benigna, esta disfungdo pode impactar de forma
significativa na qualidade de vida do individuo, interferindo com a sua saude fisica, mental e
social (GRIECOet al, 2008). A disfuncéo erétil tem uma relacdo positiva com a sindrome
metabodlica (SM) (SANTOS:t al, 2006) e estd também associada com doenca arterial
coronariana subclinica, sendo considerada um marcador de eventos cardiovasculares futuros.
A maior prevaléncia de DE em pacientes com fatores de risco cardiovasculares reflete a
disfuncéo endotelial subjacente, definida como a redugcdo da biodisponibilidade de NO
(TOMADA et al, 2013). Trata-se, portanto, de uma doenca séria, podendo resultar em
prejuizos neurologicos, fisioldgicos, hormonais, arteriais ou da combinacdo de todos esses
fatores (THARAKAN; MANYAM, 2005).



A utilizag&o de plantas medicinais ou de alimentos afrodisiacos para resolver o problema é
comumente empregada (SANDRONI, 2001), inclusive sabe-se que desde o Egito antigo a DE
ja era um problema e uma preocupacéo e que a melancia era utilizada para o tratamento desta
disfuncédo (HAIMOV-KOCHMANZet al.,, 2005).

O avanco dos estudos envolvendo substancias extraidas de plantas tem mostrado o efeito
benéfico de alguns destes compostos sobre o funcionamento de diversos 6rgdos do corpo e
sobre diversas patologias, incluindo o tratamento de doencas neurodegenerativas, cancer e
doencas cardiovasculares, além de seus promissores efeitos sobre a reproducdo (MONTEIRO
et al, 2008; ALBARRACINet al.,2012).

Dentre os principais componentes fitoquimicos da melancia estdo o licopeno e a citrulina
(SOTERIOUet al, 2014). Os fitoquimicos sdo compostos biologicamente ativos encontrados
em plantas em pequenas quantidades e que ndo sao estabelecidos como nutrientes, ma:s
contribuem significativamente para a protecdo contra doencas degenerativas eABAYI
2011).

A L-citrulina é um aminoacido isolado a partir do suco de melancia e tem papel na
reproducéo, como substrato para a producéo de arginina. E também benéfica para o sistema
cardiovascular, pulmonar, renal, gastrointestinal, na funcdo hepatica e sistemas imunitarios,
além de acelerar a cicatrizacao de feridas (MOHAMMED; AL-BAYATI, 2014; M&Ril.,

2015).

Tendo em vista a melancia ser fonte do aminoacido L-citrulina e na busca de um
aprofundamento da possivel acdo deste aminoacido ou da fruta como afrodisiaco, o presente

estudo propde uma investigacdo dos seus efeitos sobre os parametros testiculares.

2 TESTICULO

O testiculo é um 6rgdo complexo, produtor de horménios e de células reprodutivas
denominadas espermatozoides. O principal hormonio produzido € a testosterona, cuja sintese
ocorre nas células de Leydig (RUSSEdtlal, 1990; RUSSELL; FRANCA, 1995).

Circundando o testiculo externamente encontramos uma camada de tecido conjuntivo

denso ndo modelado denominada albuginea testicular. Posteriormente a albuginea se espessa



emite septos para o interior do parénquima testicular até a regido do mediastino, dividindo o
testiculo em lobos piramidais (RUSSEe&tal, 1990; SIMAO, 2000).

Funcionalmente o testiculo dos mamiferos se divide em dois compartimentos: o tubular e
o intertubular, também chamado de intersticial (RUSSELRI| 1990). E majoritariamente
ocupado pelos tubulos seminiferos, cujo volume ocupa em média 82% do 6rgao, o tecido
intersticial ocupa em torno de 16% e a albuginea 2% (MORI; CHRISTENSEN, 1980). Os
tubulos seminiferos ndo sdo inervados e nem vascularizados e constituem-se pela tunica
propria, epitélio seminifero e limen. A tanica prépria é formada por fibras colagenas, lamina
basal e células mioides, responsaveis pela contratilidade, movimentando fluidos e auxiliando
na propulsédo dos espermatozoides. No epitélio seminifero encontramos as células de Sertoli,
responsaveis pela manutencdo da producdo espermatica, e as células germinativas originais
(RUSSELLet al,1990).

No compartimento intertubular encontramos as células de Leydig, produtoras de
andrdégenos, como testosterona e diidrotestosterona, nervos, vasos sanguineos e linfaticos e
uma diversificada populacdo celular, em sua maioria constituida por fibroblastos, macréfagos
e raros mastocitos (RUSSEIlet al, 1990; SETCHELL, 1991; GODINHO, 1999).

2.1 Células de Leydig

A célula de Leydig € o tipo celular mais frequentemente encontrada no compartimento
intertubular (ZORZETTO, 2007). Estas células s@o responsaveis pela producédo de cerca de
95% da testosterona circulante em um homem adulto, a qual é sintetizada a partir da molécula
de colesterol (KERR; KNELL, 1988oudMATA, 2009).

As mais importantes caracteristicas exibidas por essas células sdo: a presenca de
Reticulo Endoplasmatico Liso (REL) e numerosas mitocéndrias. A biossintese de testosterona
€ catalisada por enzimas localizadas predominantemente nas membranas do REL e citoplasma
adjacente, embora algumas etapas ocorram nas membranas mitocondriais internas (MORI;
CHRISTENSEN, 1980).

2.2 Células de Sertoli

As células de Sertoli estdo presentes no epitélio seminifero, juntamente com as células
germinativas ou espermatogénicas. Estas células fornecem nutrientes e inUmeros outros

fatores importantes para as células germinativas e secretam o fluido que vai em direcédo ao
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limen tubular, o qual serve como veiculo para o transporte dos espermatozoides para o
epididimo (MATA, 2009). Os tubulos seminiferos sédo constituidos, de sua porcédo externa

para a interna, pela tunica propria, epitélio seminifero e limen. No lumen tubular séo

encontrados o fluido secretado pelas células de Sertoli e os espermatozoides recém
espermiados (RUSSHit al, 1990).

Juntamente com as células mioides, as células de Sertoli elaboram a membrana basal que
serve de suporte estrutural para a propria célula de Sertoli e para as células germinativas que
se encontram na por¢do basal do epitélio seminifero. As células de Sertoli, através de juncdes
de ocluséo, dividem o epitélio seminifero em dois ambientes: o basal onde se localizam as
espermatogbnias e 0s espermatocitos primarios na fase inicial da préfase meiotica
(preleptotenos e leptétenos), e o adluminal, onde se encontram 0s espermatocitos primarios a
partir da fase de zig6teno, espermatoécitos secundarios e espermatides (RWEESER90;
SHARPEet al, 1994 apud NEVES, 2016).

3 MELANCIA ( Citrulluslanatus)
3.1 Origem e Caracterizacao

A melancia é uma fruta pertencente a familia Cucurbitaceae (JON&S1991), tendo
suas origens nas regides tropicais da Africa Equatorial, onde é cultivada ha mais de 5.000
anos. Esta fruta foi introduzida no Brasil durante o trafico de escravos, por volta dos anos de
1551 a 1557 (TORRES, 2007; GUNER; WEHNER, 2008).

O género Citrullus é classificado como parte da divisdo Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida, subclasse Dilleniidae, ordem Violales e da familia Cucurbitaceae. No género
Citrullus estéo incluidas quatro espéci€srullus lanatus C. colocynthisC. ecirrhosuse C.
rehmii (EMBRAPA, 2010).

O géneroCitrullus lanatus(Thunb.) Matsum e Nakai, representa a melancia cultivada
para consumo humano, de ampla distribuicdo mun@itxlillus lanatusvar. citroides, € uma
espécie silvestre utilizada principalmente para a alimentacdo animal, encontrada no sul da
Africa e cultivada em outras partes do mundo (EMBRAPA, 2010).

Do ponto de vista botanico, os frutos séo tipicos das cucurbitaceas, constituem-se de uma

baga de paredes externas duras e internas carnosas, conhecida como pepénio. O tamanho pod
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variar de menos de 1 kg a mais de 30 kg. No Brasil, 0 peso médio dos cultivares disponiveis
varia de 4 a 12 kg (EMBRAPA, 2008). Quanto ao formato, os frutos de melancia podem ser
redondos, oblongos, cilindricos ou cbnicos. A coloracdo externa da casca pode apresentar
variacbes, com gradacoes de verde ou de amarelo (EMBRAPA, 2008). Internamente, a polpa
pode ser branca, amarela, laranja, rosea ou vermelha, sendo esta Ultima a mais comum entre
as variedades comercializadas no Brasil. A cor da polpa nao interfere no sabor do fruto, o qual
pode variar de acordo com o cultivar, o estagio de maturacéo, a adubacao wtilczadegle

da irrigacdo e com o estado fitossanitario da planta. O excesso de umidade e a baixa
quantidade de potassio no solo podem tornar o fruto menos doce. A polpa também pode variar
quanto a textura, havendo cultivares de polpa macia e outros de polpa firme ou crocante
(EMBRAPA, 2008).

O aroma caracteristico da melancia é conferido por &cidos graxos de cadeia média e curta,
juntamente com geranial, 3-ionone e neral que sdo alguns dos compostos norisoprenoide e

monoterpeno, presentes no fruto (Nétzal, 2014).

As sementes podem variar na coloracdo do tegumento (branca, creme, verde, vermelha,
marrom-avermelhada, marrom e preta), com presenca ou auséncia de manchas (cor secundaric
do tegumento), tamanho variando de muito pequeno a muito grande. Geralmente s&o
encontradas cerca de 200 a 800 sementes por fruto. Os cultivares triploides ndo apresentam
sementes perfeitas ou apresentam um numero reduzido, variando de 1 a 10 (EMBRAPA,
2010).

3.2 Producéo de Melancia no Brasil

O Brasil € o quarto maior produtor de melancia no mundo, precedido por China, Peru
e Ird, sendo que a quantidade produzida nas lavouras temporérias, no ano de 2013, foi na
ordem de 2.163.501 toneladas. A Regido Nordeste foi responsavel por 27,87% desta
producao, a Regido Sul 26,23%, a Regido Norte 21,71%, a Regido Centro-Oeste 14,19% e a
Regido Sudeste 10% (IBGE, 2013).

O IBGE (2013) registrou 26 Estados brasileiros mais o distrito Federal como
produtores de melancia, sendo que o maior produtor € o Rio Grande do Sul, com 433.355 t
(20,03%), seguido por Goias com 245.270 t (11,34%), Bahia com 212.248 t (9,81%),
Tocantins com 199,237t (9,21%) e S&o Paulo com 174.940t (8,09%).



3.3 Composic¢éo Nutricional e Utilizagdo

E uma fruta refrescante, de agradavel sabor e aroma e pode ser utilizada numa
diversificada gama de fins culinarios. Na maioria das vezes a polpa é consumatiara e
na forma de sucos, mas todas as suas partes podem ser utilizadas. Pode ser consumide

também na forma de doces, compotas e farinaceos.

Apesar de predominantemente se consumir o fruto da melanwsdura na China e em
outras regides do Oriente Médio também se cultiva, para consumo, as sementes, que Sao ricas
em &cidos graxos, proteina, tiamina, niacina, célcio, fésforo, ferro e magnésio (EMBRAPA,
2010).

Em relacdo a casca, a sua maior utilizacdo se da na producdo de picles e doces, estandao
seu enfoque nutricional concentrado nos teores de minerais e de fibras do mesocarpo (parte
branca) do fruto (PORTELA, 2009). Pode ser utilizada também como uma alternativa na
producédo de farinha, em substituicdo ao trigo e na reducdo de residuos organicos (PEREIRA
et al, 2010). Dois estudos que analisaram a entrecasca da melancia encontraram uma alta taxa
de cinzas, o que indica um alto teor de minerais (PORTELA, 2009; PEREI&A2010).

Segundo dados da Tabela Brasileira de Composi¢cao dos Alimentos (TACO), a melancia
crua possui 90,7% de umidade e 100 g do produto oferece 33 Kcal, 10 mg de magnésio, 104
mg de potéassio, 6,1 mg de vitamina C, 61 pug de equivalente de retinol e 31 ug de equivalente
de atividade de retinol (TACO, 2011). E também fonte das vitaminas B1 e B6 ¢NaZ
2014).

by

A polpa da melancia tem a coloracdo vermelha devido a presenca de licopeno ou
amarelada em consequéncia da presenca de carotenos e xantofilas. Frutos de origem silvestre
possuem amargor acentuado da polpa, que € atribuido a presenca de cucurbitacina, um
triterpenoide tetraciclico oxigenado, que € raro nas atuais variedades cultivadas (EMBRAPA,
2010).

A melancia é rica em carotenoides, principalmente licopeno, e constitui fonte dos
aminodcidos arginina e citrulina. De acordo com as diferentes etapas do amadurecimento do
fruto, o perfil dos aminoacidos se modifica, sendo que nos frutos mais verdes encontramos

mais arginina e com o amadurecimento a concentracdo de citrulina € maior, atingindo o



méximo de 100-300 mmol/kg de peso seco e, portanto, quanto mais maduro o fruto, maior
sera a fonte de citrulina (RAWSQ#t al, 2011; FISH, 2014; SOTERIOEt al, 2014).

3.4 Uso Terapéutico

Alimentos com alegacao de propriedades funcionais tém um forte apelo populacional na
busca da saude e na prevencéao e tratamento de doencas, principalmente doencas cronicas na

transmissiveis (DCNT).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2016), as alegacfes de
propriedades funcionae ou de saude utilizadas nos chamados “alimentos funcionais” estdo
relacionadas ao papel metabdlico ou fisioldgico que um nutriente (ex. fibras) ou ndo nutriente
(ex. licopeno) tem no crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras funcbes do
organismo. Ja as alegacOes de propriedades de saude afirmam, sugerem ou implicam na
existéncia de relagdo entre o alimento ou ingrediente com determinada doenca ou condicéo
relacionada a saude. Sempre que uma empresa queira fazer este tipo de alegacéo, devem se
atendidas as diretrizes béasicas para comprovacdo de propriedades funcionais ou de saude
(Resolucéo n. 18, de 30 de abril de 1999). Os alimentos de competéncia da ANVISA que
veiculem essas alega¢Oes devem ser enquadrados e registrados na categoria de alimentos cor
justificativas de propriedades funcionais ou de saude (Resolucdo n. 19, de 30 de abril de
1999) ou na categoria de substancias bioativas e probiéticos isolados (Resolucdo n. 02, de 07
de janeiro de 2002). Os ingredientes fontes dos nutrientes ou ndo nutrientes relacionados a
alegacdo de propriedade funcional ou de salude devem ser comprovadamente seguros para
consumo humano (ANVISA, 2016).

A melancia é uma importante fonte do carotenoide licopeno e este tem sido associado na
prevencdo de varias DCNT, como dislipidemia, diabetes, oncogénese, doencas
neurodegenerativas, osteoporose, entre outras. O licopeno tem um potencial nutracéutico e
antioxidante, fornecendo protecao contra os radicais livres e danos oxidativose{NdhZ
2014).

O estresse oxidativo desempenha um papel muito importante em doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson (DP), que € a segunda doenca
neurodegenerativa mais comum entre os idosos em todo o mundo (GANESAN2015).

O estresse oxidativo tem sido também fortemente relacionado com a patogénese da doenca de
Alzheimer. Ko et al. (2016), analisando o efeito sinérgico da suplementacdo com pé6 de
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melancia juntamente corhactococcus lactisssp. lactis em um modelo geneticamente
modificado deDrosophila melanogasteencontraram um tempo maior de sobrevivéncia na
faixa de 13 a 30 dias nas moscas tratadas em relacdo ao grupo com dieta controle. Eles
testaram o efeito neuroprotetor desta suplementacéo, utilizando modé&ossdehila AD

que expressam AB42. Quando o AP42 foi expresso nos olhos em desenvolvimento, observou-

se degenerescéncia ocular forte nas moscas do grupo controle em comparagdo com as mosca
suplementadas. Também apoiando estes fenotipos neuroldgicos, a expressdo ectopica de
AP42 induziu fortemente a apoptose no cérebro larval, e a apoptose foi significativamente
reduzida pela suplementagdo com melanclaa@ococcus lactissp.lactis. Estas moscas
geneticamente modificadas mostraram defeitos completos na capacidade de voo e esses
fendtipos foram significativamente resgatados na presenca da suplementacéo. Este estudo leva
a concluir que esta suplementacdo aumenta a atividade da biogénese das mitocondrias,

podendo ser um importante efeito protetor na doenca de Alzheimer.

Altas et al. (2011) verificaram o efeito hepatoprotetor do suco de melancia. Foram
induzidos efeitos hepatotoxicos em ratos Wistar com o tetracloreto de carbog)p (Q€I
causa degradacao peroxidativa dos lipidios da membrana do reticulo endoplasmético, com
consequente aumento dos niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), bilirrubina total (TB) e diminuicdo da albumina. O resultado do
presente estudo indicou que o suco de melancia € capaz de proteger as atividades das enzima
hepéticas que desempenham papéis importantes no combate as espécies reativas de oxigénic
A diminuicao significativa do produto de peroxidacdo hepética confirmou que o tratamento
com suco de melancia poderia efetivamente proteger contra a peroxidacao lipidica hepatica

induzida pelo CGl

A melancia é Gtil na reducao da sindrome metabdlica, devido as vitaminas A, B6 e C e os
minerais magnésio e potassio. Estes, juntamente com licopeno, estdo também associados com
reducédo do risco de doencas cardiovasculares (WAZAL, 2014). E também fonte dos
aminodacidos arginina (ARG) e citrulina (CIT), que séo essenciais para a sintese de Oxido
nitrico (NO). Os seus metabolitos estéo inter-relacionados e envolvidos no controle da pressao
arterial (PA), da doenca renal crénica (DRC) e da doenca cardiovascular (DC\Bt(alN
2013). Neste sentido, camundongos machos, knockout para receptores de LDL, foram
utilizados para inducéo de aterosclerose por hipercolesterolemia, sendo entéo tratados com

extrato de melancia, nas concentracdes de 20-30 mg/g de citrulina. Houve menor ganho de



peso, com consequente reducao significativa da massa gorda nos camundongos tratados com
extrato de melancia em relacdo ao grupo controle, porém sem alteragdo nos parametros de
ingestdo entre os grupos. Nos grupos tratados houve também reducéo significativa do
colesterol total plasmatico, sendo que o LDL diminuiu significativamente no grupo tratado
em relacdo ao controle, mas ndo houve diferenca nas concentracdes de colesterol VLDL e
HDL entre os grupos de estudo. A &rea de leséo aterosclerotica foi medida na regido do arco
aortico e na regido toracica da aorta. Os camundongos que ingeriram o ex@alardgus

tinham reduzido significativamente a area da lesdo, percentualmente, em ambas as regides.
Eles encontraram também diminuicdo das concentracbes plasmaticas de citocinas proé-
inflamatdrias (MCP-1 e IFN) e aumento das citocinas anti-inflamatoérias (IL-10) em
camundongos que consumiram o extrato de melancia em relacédo ao controle. Houve também
aumento no nivel plasmatico do aminoéacido citrulina nos animais tratados. Este estudo
demonstra que a suplementacdo dietética do extrat@. danatusoferece um beneficio
potencial de saude contra as doencas cardiovasculares (P@D&JRA013).

Figueroaet al. (2013), em estudo feito com mulheres pés-menopausa tratadas com
capsulas industrializadas de melancia liofilizada, observaram reducéo da rigidez arterial
central e principalmente periférica, como também reducdo na presséo arterial sistélica e
diastolica em relacdo as mulheres que receberam placebo. Em outro estudo, avaliando a
eficacia de substancias anti-hipertensivas sobre a presséao arterial (PA), usando o teste pressol
frio e a exposicdo ao frio do corpo inteiro, a suplementacdo com melancia atenuou a
magnitude da reflexdo da onda adrtica e as respostas ao teste em adultos obesos de meia-idad
com hipertensédo. Isso evidencia que a suplementacdo de melancia pode proporcionar algum
efeito cardioprotetor, atenuando os aumentos relacionados ao frio na hemodinamica da aorta
em adultos mais velhos com hipertenséao arterial (FIGUEBCGE, 2013; FIGUERO/Aet al.,

2014).

4 L-CITRULINA

O nome citrulina deriva do nome cientifico da melar@raullus vulgaris porque foi
isolada pela primeira vez da melancia, em 1930, sendo esta fruta excepcionalmente rica nesse
aminoacido (KAOREet al, 2013). A L-citrulina [HNC(O)NH(CH,) 3CH(NH;)CO.H] € um
aminoacido ndo proteico, produto do ciclo do 6xido nitrico (NO) e um precursor para a

biossintese da arginina, sendo que a maior parte da L-citrulina liberada para o sangue pelo
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figado é absorvida pelos rins. A arginina € um aminoacido condicionalmente dispensavel para
mamiferos adultos saudaveis, tornando-se indispensavel para mamiferos jovens e adultos com
trauma, lesdo por queimadura, resseccao extensa do intestino delgado e insuficiéncia renal.
Outra funcao biolégica importante da L-citrulina é através da producéo de NO, que ¢é liberado
durante a conversédo da arginina a citrulina (JAYAPRAKASHAL, 2011; EL-HATTABet

al., 2012; KAOREet al, 2013; HOTTAet al, 2014). Estudosni vivo sugerem que a L-
citrulina é sintetizada e liberada a partir do intestino delgado, como um produto do

metabolismo de glutamina e arginina (Figura 1).

UREIA

.. CITRULINA

GLUTAMINA

v e

ARGININA » TECIDOS

Figura 1: Metabolismo da citrulina. (Adaptado de Flora Filho; Zilberstein, 2000).

O aminoécido glutamina é geralmente considerado o principal precursor de citrulina no
intestino delgado. A citrulina € um dos produtos finais do metabolismo da glutamina, o que
representa 27,6% de glutamina metabolizada. A sintese de citrulina a partir de glutamina
envolve cinco enzimas mitocondriais: glutaminase fosfato dependente, pirrolina-5-carboxilato
sintase, ornitina aminotransferase, ornitina carbamoiltransferase e fosfato catbamoil-
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sintetase. As enzimas ornitina aminotransferase e pirrolina-5-carboxilato sintase séo as

principais enzimas envolvidas nesta regulagéo (BA&tRl, 2013).

Nos enterdcitos, a glutamina é convertida em glutamato, pela enzima glutaminase e, em
seguida a pirrolina-5-carboxilato de etila (P5C) sintase converte o glutamato para P5C, que é
convertido em ornitina através aminotransferase ornitina (OAT). A ornitina, por meio da
enzima ornitina-transcarbamilase (OTC), é entdo convertida em citrulina circulante. A
arginina e prolina também podem atuar como precursores de citrulina intestinais. Todas as
enzimas envolvidas na sintese de citrulina estdo localizadas na mitocondria de enterdcitos. As
atividades das duas enzimas que catabolizam a citrulina, sintase argininosuccinato (ASS) e
liase argininosuccinato (ASL), sdo muito baixas no intestino, e assim, a citrulina ndo pode ser
catabolizada nos enterdcitos, sendo entdo liberada para a circulacao. A maioria desta citrulina
(~70%) é metabolizada no rim, onde é convertida em arginina pelas enzimas ASS e ASL
presentes no tdbulo contorcido proximal do néfron (EL-HATTAB al, 2012).
Aproximadamente 83% da citrulina liberada pelo intestino sdo metabolizadas dentro do rim,
um processo que representa 35% de citrulina circulantes. Arginina sintetizada é liberada para
a veia renal e, em seguida, para a circulagcao sanguinea sistémica (&A4HR1013).

Quando a L-citrulina é administrada por via oral, & convertida em L-arginina pela enzima
ASS e, subsequentemente, a L-arginina € convertida em NO e L-citrulina pela enzima ASL
nos rins. Quando administrada oralmente, L-arginina é conhecida por ser extensivamente
metabolizada pelas bactérias intestinais e pelas arginases livres e do intestino. No entanto, a
administracao oral de L-citrulina evitou estes passos metabdlicos, aumentando os niveis de L-
Arginina e NO de forma mais eficiente do que a administracéo oral de L-Arginina (HETTA
al., 2014). Devido ao fato da citrulina ndo ser utilizada pelos enterdcitos, ela pode ser uma
boa ferramenta na suplementacdo para idosos, podendo estimular a sintese de proteina
muscular, uma vez que o envelhecimento esta associado a uma alta taxa de sequestro

esplénico de aminoacidos e sarcopenia (BABtRIL, 2013).

Estudando os efeitos da suplementacdo de L-citrulina e L-Arginina sobre a
microcirculacdo do jejuno em camundongos submetidos & endotoxemia prolongada néo letal,
verificou-se que a suplementacdo de L-citrulina influenciou positivamente a perfusdo
microvascular intestinal em comparagédo com o grupo suplementado com L-Arginina e grupo
controle (WIJNANDSet al, 2012).
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Na sindrome do intestino curto, a concentracdo plasmética de citrulina pode ser um bom
biomarcador para falhas intestinais. Além disso, em ressec¢des intestinais macicas, a
citrulinemia é muito reduzida, proporcionalmente a gravidade da doenca ou outras patologias
gque comprometem a funcao intestinal, sendo que a sua suplementacdo pode restaurar o
balanco nitrogenado e gerar grande quantidade de sintese de proteinas €E@QISTA12).

Ha confirmacdo que a concentracdo de citrulina sérica parece ser um marcador sensivel e
especifico da massa de enterdcitos residuais, podendo estar relacionada com a tolerancia a

nutricdo enteral em criancas com sindrome do intestino curto (L&P&Z72013).
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivos Gerais

Avaliar os efeitos da suplementacdo com extratos de melaDitrallis lanatug,
sobre os parametros testiculares, através de analises morfométricas e estereoldgicas,

utilizando-se camundongos albinos Swiss adultos como modelo experimental.

5.2 Objetivos Especificos

No fruto:

e |dentificar e quantificar o aminoacido L-citrulina, nos extratos da casca, polpa e
semente de melancia;
e Dosar o teor de solidos soluveis;

¢ Andlise fitoquimica

Nos animais:

e Calcular indices gonadossomatico (IGS), tubulossomatico (ITS);

e Avaliar a proporc¢do volumétrica e volume dos tubulos seminiferos;

e Calcular o didametro tubular e altura do epitélio seminifero;

e Calcular o comprimento total dos tubulos seminiferos (CTT) e comprimento por
grama de testiculo (CT/Q);

e Calcular a area tubular, luminal e epitelial;

e Dosar a testosterona plasmatica.
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ARTIGO: SUPLEMENTACAO COM L-CITRULINA E EXTRATO ALCOOLICO
DOS DERIVADOS DE MELANCIA ( Citrullus lanatus) INTERFERE NA
ESPERMATOGENESE E NA SINTESE DE TESTOSTERONA EM
CAMUNDONGOS ADULTOS

RESUMO

Ao longo da historia evolutiva, alimentos e sucesso reprodutivo sempre foram associados e,
além disso, a cultura popular coroou uma gama de alimentos como afrodisiacos. No Egito
antigo a melancia ja era utilizada como afrodisiaco. Este trabalho buscou avaliar os efeitos da
suplementacdo com extratos de melancia e o aminoacido L-citrulina sobre os parametros
testiculares, através de analises morfométricas, estereolégicas e hormonal, utilizando-se
camundongos albinos Swiss adultos. Foi feita a extracdo alcéolica de cada parte da melancia
em separado (polpa, casca/entrecasca e semente), sendo este extrato submetido a
quantificacdo do aminoécido L-citrulina. Utilizamos 80 camundongos Swiss adultos, em
idade terminal do periodo reprodutivo (230 dias), divididos em 8 grupos, sendo que 0 grupo
G1 recebeu apenas agua destilada; o G2 aminoacido L-citrulina na dose de 30 mg/kg de peso
corporal; o G3 Citrato de Sildenafila, sendo a dose calculada em equivaléncia a um humano
de 70kg de peso corporal; 0 G4 extrato da casca/entrecasca com o equivalente de 30 mg de L-
citrulina/kg de peso corporal; 0 G5 extrato da casca/entrecasca com o equivalente de 60 mg de
L-citrulina/kg de peso corporal; o G6 extrato da polpa com o equivalente de 30 mg de L-
citrulina/kg de peso corporal; o G7 extrato da polpa com o equivalente de 60 mg de L-
citrulina/kg de peso corporal e o G8 recebeu 0,035 g de liofilizado do extrato da semente de
melancia ressuspendido em agua destilada. O volume diario que cada animal recebeu foi de
0,8mL, ministrados por gavagem, em dose Unica, durante 39 dias. Os grupos G4, G5, G6, G7,
e G8 mostraram aumento significativo no diametro do tibulo seminifero em comparacdo com
0 grupo ndo tratado G1 e também com o grupo G2 e G3. Quanto a altura do epitélio, foi
observado no grupo G7 aumento significativo, sendo que nos demais grupos tratados as
alturas do epitélio foram maiores, embora sem significancia estatistica em relagdo ao grupo
G1. O grupo G8 destacou-se na producao de testosterona. O extrato de melancia promoveu
aumento dos parametros como diametro de tubulo e altura do epitélio, bem como aumento da

testosterona plasmatica.

Palavras chave: Melancia, tubulos seminiferos, testiculo, L-citrulina, testosterona
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L-CITRULIN SUPPLEMENTATION AND ALCOHOLIC EXTRACTION OF
MELANCIA ( Citrullus lanatus) DERIVATIVES INTERFERE IN
SPERMATOGENESIS AND SYNTHESIS OF TESTOSTERONE IN ADULT MICE

ABSTRACT

Throughout evolutionary history, food and reproductive success have always been associated,
in addition popular culture has crowned a range of foods like aphrodisiacs. In ancient Egypt
the watermelon was already used as an aphrodisiac. This work aimed to evaluate the effects of
supplementation with watermelon extracts and the amino acid L-citrulline on the testicular
parameters. It was carried out morphometric, stereological and hormonal analyzes using
Swiss adult albino mice. It was made the alcoholic extract of each different parts of the
watermelon (pulp, husk / skewer and seed), and this extract was quantified the amino acid L-
citrulina. It was used 80 adult Swiss mice at ending reproductive age (230 days), divided in 8
groups, the group G1 received only distilled water; G2 amino acid L-citrulline at a dose of 30
mg / kg of body weight; G3 Sildenafil citrate, the dose was calculated in equivalence to a
human of 70 kg body weight; G4 bark / ribs extract with the equivalent of 30 mg L-citrulline
per kg body weight; G5 bark / ribs extract with the equivalent of 60 mg L-citrulline / kg; G6
extract of the pulp with the equivalent of 30 mg of L-citrulline / kg; G7 extract of the pulp
with the equivalent of 60 mg of L-citrulline/kg and the G8 received 0.035 g of lyophilized
extract of the watermelon seed resuspended in distilled water. The daily volume that each
animal received was 0.8 mL, given by gavage in a single dose for 39 days. In this study, the
G4, G5, G6, G7, and G8 groups showed a significant increase in the diameter of the
seminiferous tubule epithelium compared to the untreated group G1, the same was find with
the group treated with the amino acid L-citrulli@@ and Sildenafil Hydrochloride G3. In the
height of the epithelium a significant increase was observed in the G7, in the other treated
groups the epithelium heights were higher, although it was not statistically significant in
relation to the untreated group. The group G8 stood out in the production of testosterone. The
watermelon extract promoted increased parameters in both tubule diameter and height of the
epithelium and an increase of plasma testosterone.

Key words: Watermelon, seminiferous tubules, testis, L-citrulline, testosterone
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1. Introducéo

Desde os primérdios da humanidade ervas e alimentos séo utilizados para fins medicinais,
sendo que ao longo da histéria evolutiva, alimentos e sucesso reprodutivo sempre foram
associados e, além disso, a cultura popular coroou uma gama de alimentos como afrodisiacos.
Atualmente, as plantas medicinais e alimentos funcionais sao utilizados por grande parte da
populacdo mundial como recurso medicinal alternativo para o tratamento de diversas
enfermidades, inclusive a melhora do desempenho sexual (BARATA, 2005; CARMNEIRO
al., 2014; MOHAMMED; AL-BAYATI, 2014).

No Egito antigo a melancia ja era utilizada como alimento afrodisiaco (HAIMOV-
KOCHMAN et al, 2005). Constitui uma fonte dos aminoacidos arginina e citrulina, que
variam inversamente em suas concentracdes de acordo com o grau de amadurecimento do
fruto, sendo que no fruto verde encontramos maiores concentragdes de arginina e quanto
maior o grau de amadurecimento, maior o teor de citrulina. A L-citrulina € um produto do
ciclo do oxido nitrico (NO) e um precursor para a biossintese da arginina, sendo que a maior
parte da L-citrulina, liberada para o sangue pelo figado, é absorvida pelos rins. Outra funca
biolégica importante da L-citrulina é através da producdo de NO no endotélio, que é liberado
durante a conversao da arginina a citrulina (JAYAPRAKASH AL, 2011; EL-HATTABet
al., 2012; KAOREet al, 2013; HOTTAet al, 2014). A L-citrulina, embora nao faca parte da
sintese proteica, é utilizada no sistema de NO em seres humanos e animais e tem potencial
papel antioxidante e vasodilatador, podendo efetuar a promocdo de eventos em niveis
celularegMOHAMMED; AL-BAYATI, 2014).

O NO atua em nivel hipotalamico, estimulando a liberacdo do hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) que, na hipodfise, estimula a liberacdo dos horménios luteinizante
(LH) e foliculo-estimulante (FSH). Assim, o NO é um dos responsaveis pelo funcionamento
do eixo reprodutivo, sendo que a reducdo em sua concentracdo pode causar danos a funcac
reprodutiva (MCCANNet al,, 1999).

O NO esta presente no liquido seminal, sendo fundamental para que os espermatozoides
desempenhem plenamente sua funcdo de gameta. Além disso, ele atua no controle do
relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso peniano e Seus vasos sanguineos

aferentes, facilitando a erecdo. Uma disfuncdo no endotélio prejudica o relaxamento da
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musculatura lisa, impedindo a vasodilatacdo e levando a disfuncao erétil (ADAMS, 1996;
DUSSEget al, 2003; GARIMELLAEet al, 2013).

O testiculo dos mamiferos é dividido em dois compartimentos: tubular, constituido
pelos tubulos seminiferos; e intertubular, formado pelas células de Leydig, células do
conjuntivo (macrofagos, mastécitos e fibroblastos), leucécitos, vasos sanguineos e linfaticos
(RUSSELL et al, 1990). No epitélio seminifero, componente funcional do tabulo, séo
encontradas células germinativas e células de Sertoli que, durante o0 processo
espermatogénico, interagem de maneira complexa tanto fisica como bioguimicamente com as
células germinativas. As células de Sersdld responsaveis pela manutencéo da integridade
do epitélio seminifero, por secretar fluido para formar o Iimen tubular e participar do
processo de espermiacao, realizar a fagocitose, permitir a movimentacao de células ao longo
do epitélio, secretar proteinas e regular o ciclo espermatogénico (RUSSEILL 1990;
SETCHELL, 1991; SHARPEt al, 1994). A espermatogénese consiste no desenvolvimento
das células germinativas, sendo caracterizada pela fase proliferativa (mitética),
espermatocitogénica (meidtica) e espermiogénica (diferenciacéo) (RUSBEL11990).

Diversos produtos naturais podem interferir, positiva ou negativamente, na
espermatogénese. Os alvos podem ser as células germinativas, as células de Sertoli ou os
espermatozoides, que podem ser prejudicados morfologicamente ou na motilidade (FIORINI
et al, 2004 apud MATA, 2009).

Desta forma, objetivou-se analisar os efeitos de extratos de diferentes partes da melancia
(Citrullus lanatug e da L-citrulina, sobre os tubulos seminiferos de camundongos adultos,

através de analises morfoldgicas e histométricas, e sua acéo sobre a testosterona plasmatica.

2. Material e Métodos

2.1 Melancia

Os frutos foram adquiridos em lote Unico, em um mercado do municipio de Vigosa
(Latitude: -20.7546, Longitude42.8825 20° 45’ 17" Sul, 42° 52’ 57" Oeste), localizado na

zona da mata mineira, com a garantia de procedéncia de um unico produtor.

O preparo da melancia foi feito no Laboratorio de Corantes Naturais e Compostos
Bioativos e no setor de Processamento de Frutas e Hortalicas do Departamento de Ciéncias e
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Tecnologia de Alimentos da UFV. As frutas foram higienizadas e as partes (polpa, casca com
entrecasca e sementes) foram separadas mecanicamente, com faca, descartando-se a regid
limitrofe entre a polpa e a entrecasca. As sementes foram retiradas manualmente e lavadas,

para que nao restassem residuos de polpa.

Mediu-se o grau Brix°Bx) da polpa e da entrecasca, em refratdmetro analégico (Atago -
Brasil), no setor de Processamento de Frutas e Hortalicas do Departamento de Ciéncias e

Tecnologia de Alimentos da UFV.

As partes separadas foram secas em fornos com conveccdo forcada, em temperatura
constante de 65°C, por 24 horas. ApGs a secagem a casca/entrecasca e a semente foran
trituradas em moinho industrial, no setor de Processamento de Frutas e Hortalicas do
Departamento de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos da UFV e a polpa triturada em
multiprocessador doméstico Master Plus Pro (Walita, Brasil), no Laboratério de Histologia do

departamento de Biologia Geral da UFV.

2.2 Preparo do extrato

O preparo do extrato foi feito no Laboratorio de Biodiversidade do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa. Foi feita a extracéo
alcoolica de cada parte da melancia em separado, sendo utilizada duas partes de alcool
absoluto para uma parte de agua destilada. Para cada 100g de soluto, utilizou-se 1000mL
desta solucdao. Este material ficou por 30’ em Ultra Sonic Clean Ultra Cleaner 1400 A
(Unique), sendo posteriormente filtrado em bomba a vacuo TE/0581. O alcool foi evaporado
em rotavapor IKA RV 10 digital, nos primeiros 10’ a 100 rpm e por mais 35’ a 150 rpm. Para
assegurar que todo o alcool da amostra fosse realmente removido, a mesma ficou por 12 horas

evaporando em capela.

Posteriormente o extrato da semente foi liofilizado durante 3 dias. Os extratos da polpa e
da entrecasca/casca foram porcionados e congelados imediatamente apds a evaporacao.

Foi medido o °Bx nos extratos de polpa e entrecasca/casca e dosada a citrulina nos trés

extratos.

As determinacdes do teor de citrulina nos extratos de melancia foram feitas por cromatografia

liquida de alto desempenho (HPLC), no cromatégrafo Shimadzu 20-AT acoplado a um

detector de UV-visivel de comprimento de onda 207 nm, com uma coluna C18 Kinetex (250
23



X 4,6 mm; 5 um; 100 A), em temperatura de 30 °C. Utilizamos &cido fosforico 0,003 M como
fase moével e fluxo de 0,4 mL.min-1(RIMANDO; PERKINS-VEAZIE, 2005;
JAYAPRAKASHA et al, 2011). Este procedimento foi realizado no Laboratorio de

Fisiologia de Micro-organismos, do Departamento de Microbiologia da UFV.
2.3 Fitoquimica

As andlises fitoquimicas foram realizadas no Laboratério de Biodiversidade do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa.

2.3.1 Fenodis e Taninos

Foram dissolvidos 0,5mL dos extratos da polpa e da entrecasca/casca e 5mg de extrato
seco da semente em 5mL de agua destilada e adicionadas 2 gotas de solucdo alcodlica de
FeCk 1%. Qualquer mudanca na coloracdo ou formacéo do precipitado é indicativo de reacéo
positiva, quando comparado com o teste em branco (dgua + Sol. dg Eeldracao inicial
entre o azul e o vermelho, é indicativa da presenca de fendis, quando o teste em branco for
negativo. Precipitado escuro de tonalidade azul indica presenca de taninos pirogalicos

(taninos hidrolisaveis) enquanto a verde indica presenca de taninos catéquicos (condensados).
2.3.2 Flavonoides

Foram dissolvidos 0,5mL dos extratos da polpa e da entrecasca/casca e 5mg de extrato
seco da semente em 10mL de Metanol (95%). Foram adicionadas 5 gotas de HCI
concentrado e raspas de Magnésio. O surgimento de uma coloracdo résea na solucdo indica

reacao positiva.
2.3.3 Saponinas

Foram dissolvidos 0,5mL dos extratos da polpa e da entrecasca/casca e 5mg de extrato
seco da semente em 5mL de agua destilada. Em seguida, diluiu-se para 15mL agitando
vigorosamente durante 2’ em tubo fechado. A camada de espuma permanecendo estavel por

mais de meia hora, o resultado é considerado positivo para saponina espumidica.
2.3.4 Alcaloides

Foram dissolvidos 0,5mL dos extratos da polpa e da entrecasca/casca e 5mg de extrato
seco da semente em 5mL de solugéo de HCI a 5%. Foram separadas duas por¢des de 1mL en
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tubos de ensaio, onde foram adicionadas gotas dos reativos de Bouchardat, que quando
positivo forma um precipitado laranja e Dragendorff, que quando positivo forma um

precipitado vermelho tijolo.

2.4 Animais, grupos experimentais e tratamentos

O presente estudo foi autorizado pela Comissédo de Etica no Uso de Ani@BEISA-
UFV- 43/2015.

Foram utilizados 80 camundongos Swiss procedentes do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude da UFV, com a idade de 30 dias. Os animais foram mantidos
no Biotério do Departamento de Biologia Celular e Estrutural da UFV, em condicbes de
temperatura, luz e umidade controladas, alojados em gaiolas individuais, recebendo agua e
comidaad libitum sendo semanalmente pesados. Ao atingirem a idade de 230 dias dividiu-se
aleatoriamente os animais em 8 grupos e iniciou-se o tratamento. O grupo controle negativo
(G1) recebeu apenas agua destilada; o grupo controle positivo | (G2) recebeu o aminoacido L-
citrulina, na dose de 30 mg/kg de peso corporal; o grupo controle positivo Il (G3) recebeu
Citrato de Sildenafila, sendo a dose calculada em equivaléncia a um humano de 70kg de peso
corporal; o grupo tratado com casca | (G4) recebeu extrato da casca/entrecasca com
equivalente de 30mg do aminoécido L-citrulina por kg de peso corporal; o grupo tratado com
casca |l (G5) recebeu extrato da casca/entrecasca com 0 equivalente de 60mg do aminoécido
L-citrulina por kg de peso corporal; o grupo tratado com polpa | (G6) recebeu extrato da
polpa com o equivalente de 30mg do aminoé&cido L-citrulina por kg de peso corporal; o grupo
tratado com polpa Il (G7) recebeu extrato da polpa com o equivalente de 60mg do aminoéacido
L-citrulina por kg de peso corporal; o grupo semente de melancia (G8) recebeu 0,035g de
liofilizado do extrato da semente de melancia dissolvidos em agua destilada. O volume diario
que cada animal recebeu foi de 0,8mL, ministrados por gavagem, em dose Unica, durante 39
dias (ADLER, 1994).

2.5 Coleta de Amostras

No 40° dia os animais foram anestesiados e eutanasiados, sendo 0 sangue coletado atravé:

de puncao cardiaca. Os testiculos foram entdo retirados, dissecados e pesados.

Os demais o6rgaos foram coletados, pesados e fixados ou congelados para analises

posteriores.
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2.6 Estudos histoldgicos

2.6.1 Preparacéo do testiculo para microscopia de luz

ApOs os procedimentos iniciais os testiculos foram imersos em solucdo de Karnovsky
(KARNOVSKY, 1965) por 24 horas. Posteriormente foram transferidos para alcool 70%,
desidratados em série etandlica crescente e incluidos em glicol metacrilato (Historesin®,
Leica). Sec¢des de 3 um de espessura foram obtidas em micr6tomo rotativo (Reichert-Jung,
Alemanha) usando navalhas de vidro. As secc¢fes foram coradas com azul de toluidina/borato
de sédio 1%, montadas com Entellan (Merck) e utilizadas para analises morfométricas e
histopatoldgicas. Para evitar a repeticdo das analises da mesma regido, foram realizados cortes
semisseriados, respeitansto-intervalos de 40 pum entre as secgdes. As imagens do
parénquima foram obtidas em fotomicroscépio Olympus BX-53 com camera Olympus DP-73
acoplada, no Laboratério de Sistemética Molecular, do Departamento de Biologia Animal da
UFV. As analises morfométricas foram realizadas através dos programas Image Pro Plus e

Image J.

2.6.2 Andlises morfométricas do compartimento tubular

Para calculo do peso do parénquima testicular (PPar) subtraiu-se o peso da albuginea do
peso total dos testiculos (peso bruto), obtendo-se assim o peso liquido da por¢éo funcional do
orgao. O indice gonadossomatico (IGS), definido pela razdo entre os pesos gonadal (PG) e
corporal (PC), foi calculado usando a férmula: (PG/PC)x100 (AMANN, 1983). O indice
parenquimossomatico (IPS) foi calculado usando a férmula: (PPar/PC)x100, onde PPar =
peso do parénquima.

As densidades volumétricas (v/v%) de tubulo seminifero (DVT) e intertibulo (DVI)
foram obtidas utilizando-se uma grade contendo 266 pontos projetados sobre imagens
digitalizadas (100x) do parénquima testicular, totalizando 5320 pontos por animal. Foram
registrados pontos coincidentes sobre tunica prépria, epitélio seminifero, limen e intertibulo

e, em seguida, calculado o percentual dos pontos sobre cada componente.

Para calculo dos volumes de tubulo seminifero, epitélio seminifero, tunica prépria e limen

tubular utilizou-se a formula: Volume = % do elemento/100 x peso do parénquima.
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De posse desses dados calculou-se o indice tubulossomético (ITS) de acordo com a
formula: (VT/PC)x100, onde VT= volume tubular. Para o calculo do indice epiteliossomatico

(IES) utilizou-se a seguinte formula: (VE/PC)x100, onde VE = volume do epitélio seminifero.

O diametro tubular médio foi obtido a partir de 20 seccdes transversais de tubulo
seminifero para cada animal, sendo escolhidas as mais circulares possiveis, independentes dc
estadio em que se encontravam. Considerou-se para tal abordagem o menor diametro
observado em cada seccéo transversal, conforme recomendagéo de Berndtson (1977). A altura
do epitélio seminifero foi mensurada na mesma seccdo transversal em que foi aferido o
diametro dos tubulos seminiferos. Neste caso, considerou-se a distancia desde a tunica propria
até a borda luminal, tomando-se duas medidas diametralmente opostas em cada seccéo
transversal, sendo considerada como medida representativa a média das duas. O diametro do
limen foi obtido subtraindo-se o didmetro tubular das duas alturas obtidas para o epitélio

saninifero.

Foram calculadas as areas tubular (ART), luminal (ARL) e epitelial (ARE), de acordo
com as férmulas: ART=.r%, onde r= raio tubular; ARL=.r%, onde r= raio luminal; ARE=
ART-ARL.

O comprimento total (CT) dos tubulos seminiferos, em metros, foi estimado a partir do
volume ocupado pelos tubulos seminiferos nos testiculos e do diametro tubular médio obtido
para cada animal, empregandoa formula: CT=VTS/mr?, onde VTS = volume total dos
tabulos seminiferos, nr> = area da seccéo transversal dos tibulos seminiferos e r = raio tubular
(ATTAL; COUROT, 1963). O comprimento dos tubulos seminiferos por grama de testiculo

foi calculado dividindo-se o comprimento total pelo peso bruto dos testiculos.

2.7 Testosterona sérica

A concentracdo sérica de testosterona foi obtida pelo método de quimioluminescéncia,
utilizando-se kit AcceSsTestosterone (Beckman, USA). Os resultados foram expressos em
ng/dL.

2.8 Anélises Estatisticas

Comparacdes entre os grupos foram feitas através de analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Student Newman-Keuls (SNK). Todos os resultados foram expressos em

média + desvio padrdo. O nivel de significancia considerado foi de p < 0,05.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Teor de solidos sollUveis

O teor de sdlidos soluveis totais (°Bx) foi medido na porgéo interior da polpa e na
entrecasca do frutm natura Apos a obtencdo do extrato, o °Bx foi medido no extrato da
polpa e no extrato da casca juntamente com a entrecasca (Tabela 1). Os valores encontrados
na polpa variaram de 10 a 12,5, proximos aos valores encontrados por Grangeiro (2003) que
encontrou entre 11,2 e 12 °Bx. A média de 11,5 deste estudo foi bem maior que a observada
por Ledoet al (2006), que encontraram a média de 8,18 °Bx. Esta diferenca indica que nossos
frutos tinham maior grau de amadurecimento, pois o teor de sélidos sollveis totais representa
uma medida da concentracdo de acucares e outros solidos diluidos na polpa ou suco do fruto,
sendo um parametro fundamental para a avaliacédo da qualidade (GRANGEIRO, 2003; LEAO
et al, 2006).

Ao medirmos o °Bx na melancia naturana porgéo casca/entrecasca medimos somente
na entrecasca, devido a textura, ja o extrato foi feito com estas partes misturadas. Buzinaro
al (2016) em seu estudo sobre fabricacdo de doce com a entrecasca de melancia, encontrararr
na entrecasca °Bx = 4 (+0,00). Encontramos a média de 5 (+0,69) (Tabela 1), em valores que
variaram de 4 a 6 °Bx, o que mostra que a casca também possui variacdo no teor de solidos

soluveis.

Obviamente encontramos valores bem mais altos nos extratos produzidos em relagédo a
frutain natura uma vez que nesse processamento ha uma concentracao dos acucares e demais

sé6lidos da amostra.

Tabela 1. Teor de sélidos soluveis (°Bx) presentes no fruto e no extrato de melancia.

Grau Brix

In natura Extrato
Polpa 11,5 (x0,82) 52,7
Entrecasca/Casca 5 (x0,69) 43,6

3.2 Teor do aminoécido L-citrulina

Foram encontrados somente tragcos do aminoacido L-citrulina no extrato alcoolico da

semente de melancia. Nos extratos da polpa e da entrecasca/casca foram encontrados teore:
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significantivos de L-citrulina, sendo que estes valores foram de 1,36 g/L e 1,27 ¢/L,

respectivamente.

A importancia principal da dosagem de L-citrulina nos extratos que produzimos é para
garantir a ingestdo adequada e podermos comparar os efeitos entre a suplementacdo do
aminoacido isolado e os diferentes extratos da fruta. Tendo em vista que a administracéo oral
de L-Citrulina aumenta os niveis de L-Arginina e NO de forma eficiente e que o decréscimo
de oxido nitrico (NO) e aumento da geracdo de radicais livres podem estar associados a
disfuncéo erétil e disfuncbes na espermatogénese, faz-se importante também essa dosagern
(HOTTA et al, 2014; KOVACet al, 2014).

Os teores de L-citrulina encontrados na literatura variam bastante, tanto entre diferentes
cultivares de melancias, quanto nos resultados das analises. Esta variacao foi na ordem de 3,9
a 28,5 mg/g de peso seco, ficando, portanto, nossos valores dentro desta margem. O teor de
citrulina em melancias de polpa vermelha foi inferior aos encontrados em melancias de polpa
amarela e laranja (7,4 28,5 e 14,2 mg/dwt g, respectivamente) (TEDES&EQ@L, 1984;
RIMANDO; PEARKINS-VEAZIE, 2005; TARAZONA-DIAZ et al, 2011; DAVISet al,

2013). Trabalhamos com a melancia de polpa vermelha e frutos com desejavel grau de
amadurecimento, utilizamos o método de quantificacdo rapida por HPLC-UV proposto por

Jayaprascat al.(2011) e nossos resultados ficaram entre os valores encontrados na literatura.

3.3 Biometria corporal e testicular

Uma forma de verificar a producdo espermatica € através do peso testicular, pois esta
atividade é altamente correlacionada com o peso gonadal, podendo induzir alteracdes no
tamanho e no peso dos testiculos (FRANCA; RUSSELL, 1998). Neste estudo né&o
encontramos variagdes significativas nos pesos dos animais, nos pesos das gonadas, nos
indices gonadossomatico (IGS), tudbulossomatico (ITS), parenquimossomatico e
epitéliossomatico (IES) entre os grupos de animais tratados e em relacdo ao grupo controle
(G1) (Tabela 2). Moraigt al. (2012), em estudo suplementando coelhos com geleia real,
também nao encontraram diferencas no peso das génadas e no IGS entre o grupo controle e o
grupos tratados. Chieregatto (2005), testando diferentes concentracdes de extratos de raizes de
H. afrodisiacae A. arvenseem ratos Wistar, também n&o encontrou diferencas no IGS entre
tratados e controlembora tenha encontrado aumento no peso dos testiculos dos animais

tratados. Em outro estudo, também com camundongos suic¢os, tratados com extrato aquoso de
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Ouratea semiserratatambém nao foram encontradas diferencas no peso corporal, peso

testicular e peso do parénquima (MATTA, 2008).

Tabela 2. Biometrias, corporal e testicular, de animais controle e tratados com L-citrulina,
citrato de sildenafila e diferentes concentracbes de extratos de casca/entrecasca, polpa e

semente d€itrullus lanatus

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
PC 424443  5044+49  4697+4A 488629  4490+38  4618+88  4979+58  5062+78
PT 0216+00A 0243+0048 0249+0051 0214+0045 0204+0031 0232+0033 0236+0028 0222+0,030
IGS 051+003  048+007 053012 044+008 045:008 050+008 047+009  044:007
TS 046+008 045+007 049+009  041+008 042+008 046+008 043+004 040+007
IES 038x002 037+008 041x007 033x008 034:x004 038+004 037x005 034+008

Gl = 4agua; G2 = L-citrulina; G3 = Citrato de Siidéla; G4 = extrato entrecasca/casca, contendo 3@nugkcitrulina; G5 = extrato

entrecascal/casca, contendo 60mg/kg de citrulina; G@rate de polpa contendo 30mg/kg de citrulina; Géxtrato de polpa contendo
60mg/kg de citrulina; G8 = extrato liofilizado de seree PC = peso corporal (g); PT = peso do testicjjd@$ = indice gonadossomatico;
ITS = indice Tubulossomatico; IES = indice Epitéliossomatiiores expressos como média +desvio padrdo (DP).

3.4 Proporgédo volumétrica e volume dos componentes testiculares

Como os tubulos seminiferos sédo os principais componentes testiculares em pesquisas
envolvendo parédmetros reprodutivos masculinos, o célculo dos percentuais e volume dos
elementos tubulares (epitélio, lamen, tlnica prépria), constituem uma importante abordagem
(Tabela 3) .

Neste estudo, com excecdo do grupo tratado com extrato da semente de melancia
(G8), todos os demais grupos tratados apresentaram aumento significativo do percentual de
tubulo seminifero em relacdo ao grupo controle (G1) (Tabela 3). O grupo tratado com a dose
de polpa de melancia contendo 60 mg de L-citrulina por kg de peso do animal (G7) teve
também um aumento significativo do percentual de epitélio em relacdo ao grupo controle e
aos demais grupos tratados. No entanto, nenhum dos grupos apresentou diferencas estatistica:

nos parametros de volume de tubulo e volume do epitélio e relacdo ao grupo controle.

No grupo tratado com casca/entrecasca com a dosagem de 60 mg de L-citrulina por kg
de peso do animal (G5) encontramos um aumento significativo no percentual do limen em
relacdo aos demais grupos, isso mostra que, embora este grupo tenha apresentado o maiol
percentual de tabulo entre todos os grupos, ele néo teve diferenca significativa na altura do

epitélio, pois o limen é que ficou aumentado (Tabela 3).
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Os grupos tratados com o Citrato de Sildenafila (G3) e com extrato de
casca/entrecasca de melancia na dosagem de 30mg/kg de L-citrulina (G4) tiveram um
aumento significativo no percentual da tunica prépria em relacdo aos animais nao tratados
(G1). Os grupos tratados com extrato entrecasca/casca, contendo 60mg/kg de L-citrulina
(G5), extrato de polpa contendo 30mg/kg de L-citrulina (G6), extrato de polpa contendo
60mg/kg de L-citrulina e extrato liofilizado de semente de melancia (G8) tiveram uma
significativa reducdo no percentual da tunica em relacdo aos animais nao tratados (G1)
(Tabela 3).

Nenhum dos grupos apresentou diferencas significativas em relacdo aos volumes do
tubulo, do epitélio e do lumen (Tabela 3). No entanto, os grupos tratados com L-citrulina (G2)
e Citrato de Sildenafila (G3) apresentaram aumento significativo no volume de tanica prépria

em relagéo ao grupo controle (G1).

Estudos feitos com frutas, especialmente a melancia, em relagdo as funcdes
testiculares sdo escassos na literatura. Mohammed e Al-Bayati (2014) em estudo comparativo
utilizando extrato de melancia, citrulina e licopeno, encontraram aumento significativo em
relacdo ao volume (cm3), dimensao (cm) e densidade (g/cms3) testicular nos grupos tratados
em relagcdo ao grupo néo tratado, sendo que no grupo tratado com extrato de melancia, eles
encontraram um aumento ainda maior no volume testicular e a dimensdo em relacdo aos

demais tratamentos.

Tabela 3: Densidade volumétrica (V/v) e volumetria dos tubulos seminiferos de animais
controle e tratados com L-citrulina, citrato de sildenafila e diferentes concentracdes de

extratos de casca/entrecasca, polpa e semente de mélandias lanatus

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
%TUB  8935+24% WP+14D 9B26+1D R67+100 AMB0R 9R266+100 RNFB+1E2 9115+22F
YEPIT 74174230 T7747+198 T7728+223 T547+267 T7604+258 7638+208 79604272 7761+298
%UM 990+218 1030+138 955+110  1109+253 1293+239 1162+217 810+228  883+2(9
%TUN 528+089 615+06%1 643+108 6122074 5064054  466+041  465+043  471+04%
VTUB  0187+0018 022+0048 0225+0048 0192+0042 01860027 0208+003 0211+0028 01960028
VEPT  0155+0012 0183+0035 0187+0042 0157+003% 0150+002 0171+00A 0182+00% 0167+00%
VLUM 002140005 00250007 002340008 00230008 00260008 00270008 0018400085 00190008
VTUN  0011800F 00156002 00150002 00130008 00100002 001140002 00110001 001040001

G1 = 4gua; G2 = L-citrulina; G3 = Citrato de Sildéla; G4 = extrato entrecasca/casca, contendo 30ndgkgdtrulina; G5 = extrato

entrecasca/casca, contendo 60mg/kg de citrulina; G@rate de polpa contendo 30mg/kg de citrulina; Géxtrato de polpa contendo
60mg/kg de citrulina; G8 = extrato liofilizado de smte. %TUB = Percentual de tubulo; %EPIT = percentieakpitélio; %LUM =
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percentual de limen; %TUN = percentual de tunicarapl.TUB = Volume do tabulo; V.EPIT = Volume do efib; V.LUM = Volume

do limen; V.Tun = Volume da tlnica propria. Valoresregpos como média +desvio padréo (DP).
3.5 Diametro de tubulo, altura do epitélio e comprimento do tubulo seminifero

A medida do didametro tubular e a altura do epitélio constituem bons indicadores da
atividade espermatogénica (FRANCA; RUSSELL, 1998; PAldtAal, 2002). A altura do
epitélio seminifero acompanha as variacdes do ciclo do epitélio seminifero, como namero de
camadas do epitélio seminifero e de células mioides, e assim, € um importante parametro para

a avaliacao da producéo espermatica (PAULA, 1999).

Neste estudo, os grupos tratados com extratos das diferentes partes da melancia (G4,
G5, G6, G7 e G8), em diferentes concentra¢gdes, mostraram aumento significativo no diametro
do tabulo seminifero em comparagdo com o grupo nao tratado (G1) e também com o grupo
tratado com o aminoacido L-citrulina (G2) e Cloridrato de Sildenafila (G3). Quanto a altura
do epitélio, foi observado no grupo tratado com a polpa de melancia contendo 60 mg de L-
citrulina por kg de peso do animal (G7) aumento significativo, sendo que nos demais grupos
tratados as alturas do epitélio foram maiores, embora sem significancia estatistica em relagcéo
ao grupo nao tratado (Tabela 4). Este aumento na altura do epitélio, principalmente no grupo
G7, pode estar relacionado a um aumento na atividade espermatogénica. Comparando o grupo
tratado com extrato de polpa de melancia contendo 30 mg de L-citrulina por kg de peso do
animal (G6) com o grupo tratado com polpa de melancia contendo 60 mg de L-citrulina por
kg de peso corporal (G7) encontramos grande diferenca entre eles na altura do epitélio, o que

nos leva a concluir que os efeitos séo potencializados, com o aumento da dose.

Deve ser destacado que este estudo foi feito com o extrato da fruta, que no
processamento foi submetida a uma temperatura de 65°C, podendo com isso ter melhorado a
biodisponibilidade do licopeno presente na polpa e este ter agido em sinergia com a L-

citrulina do fruto, proporcionando o aumento destes parametros tubulares.

Houve reducdo do comprimento do tubulo seminifero em todos os tratamentos, exceto
para o grupo G3 (Tabela 4). Chieregatto (2005), administrando cronicamente extratos de
raizes deHeteropterys aphrodisiaca Anemopaegma arvenseratos Wistar adultos também
encontrou esse mesmo perfil. Como ndo encontramos aumento nas gonadas e encontramos
aumento no diametro do tubulo, era de se esperar esta redu¢do no comprimento, por légica em

relacdo ao espaco ocupado pelo tubulo nas gbnadas.
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Ao compararmos o grupo tratado com extrato de melancia na mesma concentragéo do
aminoacido L-citrulina (30 mg/kg de peso), encontramos valores numeéricos superiores no
diametro do tdbulo e na altura do epitélio no extrato da fruta em relacdo ao aminoacido L-
citrulina isolado (Tabela 4). Mohammed e Al-Bayati (2014), trabalhando com extrato
alcodlico de melancia na dose de 500mg/kg de peso, comparando com grupo nao tratado e
com grupo tratado com a mesma dosagem de L-citrulina deste nosso trabalho (30mg/kg) e
com um grupo tratado com licopeno (5mg/kg), por 38 dias, também encontraram melhor
resposta no grupo tratado com extrato da fruta. Os autores descrevem aumento significativo
na contagem de espermatozoides no grupo tratado com melancia em compara¢cdo com o grupo
controle, sendo também significativamente mais elevado do que o grupo tratado com L-
citrulina e licopeno. No entanto Mohammed e Al-Bayati (2014) ndo quantificaram a
guantidade do aminoéacido L-citrulina no extrato alcoolico de melancia, ndo podendo,
portanto, afirmar a equivaléncia entre as doses ao compararem 0s grupos experimentais. No
nosso trabalho o aminoacido L-citrulina foi quantificado nos extratos para assegurar

equivaléncia nas quantidades, o que permite uma analise comparativa entre 0s grupos.

Em estudo feito com licopeno, em adultos de ambos os sexos, onde foram ofertadas
duas doses de suco de melancia (0,26 kg e 0,52 kg), verificaram que a conversao de citrulina
do suco de melancia em arginina foi efetiva, porque embora a citrulinemia se mantivesse
constante, as dosagens de arginina sérica aumentaram nos grupos tratados, sendo maior, n:
maior dose de suco (COLLIN& al, 2007). Em estudo feito com mulheres p6s-menopausa,
foi observada reducdo da rigidez arterial central e principalmente periférica, reducdo na
pressédo arterial sistélica e diastélica nas mulheres tratadas com capsulas industrializadas de
melancia liofilizada em relacédo ao grupo placebo (FIGUER®DAL, 2013). Possivelmente
houve uma melhora da biodisponibilidade deste aminoacido na fruta, seja por consequéncia
da sua atuacdo em sinergia com outro biocomposto como, por exemplo, o licopeno ou pela
melhora da vascularizacdo. Provavelmente estes fatores, presentes na fruta possam ter inferido

nestes resultados, levando a uma melhor resposta da fruta em relacdo ao aminoacido isolado.

Tabela 4. Diametro tubular, altura de epitélio e comprimento de tdbulos seminiferos de
animais controle e tratados com L-citrulina, citrato de sildenafila e diferentes concentracdes

de extratos de casca/entrecasca, polpa e semente de meélandiss lanatus.

33



Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
DT 19921+18M 20673+14%5 19406+19% 237,70+1361 23849+877 25226+1236 25831+1310 237444722
AE 6135063 7291+353  7060+882 83731645  261+4AF 8AT3+ASA 120774645  8437+442
CTST 3174071 33+03B 404+111 224+048 216037 216104 2081015 2281028
CTSGT  1471#312  1416+188  1616+305 1054+1B 1056070 934+0B  887+088  1032+055
G1 = agua; G2 = L-citrulina; G3 = Citrato de Sildéla; G4 = extrato entrecasca/casca, contendo 30nugkgtrulina; G5 = extrato

entrecascal/casca, contendo 60mg/kg de citrulina; Gérate de polpa contendo 30mg/kg de citrulina; Géxtrato de polpa contendo
60mg/kg de citrulina; G8 = extrato liofilizado de seree DT: diametro do tlbulo (um); AE: altura do epit¢lim); CTS/T: comprimento
do tubulo seminifero por testiculo (m); CTS/gT: compritoedo tubulo seminifero por grama de testiculo. Valoxgsessos como média

+desvio padréo (DP).

3.6 Areas do ttbulo, limen e epitélio e a Relag&o tubulo/epitelial

A area tubular aumentou em todos os grupos tratados com melancia, com destaque
para o grupo G7. Como ndo houve grandes alteracdes na area do limen dos grupos tratados
com melancia, o aumento verificado na &rea tubular refletiu 0 aumento da &area do epitélio
saninifero (Tabela 5). Com base nas areas obtidas foi calculada a relacédo tubulo/epitelial
(RTE), que indica a area restante do tubulo seminifero apds a subtracdo da area ocupada pelo
epitélio. Quanto menor for essa relagcdo, maior serd a area ocupada pelo epitélio na
constituicdo do tubulo seminifero. A menor relacdo observada neste trabalho foi no grupo G7,

0 gue representa uma maior area de epitélio, com consequente aumento do grau de

espermatogénese neste grupo.

Tabela 5. Areas de tabulo, lume e epitélio, e relacdo tibulo/epitelial de animais controle e
tratados com L-citrulina, citrato de sildenafila e diferentes concentracbes de extratos de
cascal/entrecasca, polpa e semente de mel@naitlus lanatus

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

ARTUB  00313+00036' 00336+00049¢ 00298+00062¢ 00444+00080 00446+00083 00498+00080 00524+00057 00442+000%6
ARLU 00048+00002¢ 00029+000%  0002+000% 00039+00004: 00042+00004¢ 00062+0000B  00073+00008 00037+00004¢
AREP 00265+00064° O0RO7+00088  00276+00061° 00405+00040 00404+00083 0046+00049 00451+00048 00405+000%5
RTE 1624012 142+008 138+008 142+007 145+008 149+008 116017 141+007

G1 = 4gua; G2 = L-citrulina; G3 = Citrato de Sildéla; G4 = extrato entrecasca/casca, contendo 30ndgkgtrulina; G5 = extrato

entrecasca/casca, contendo 60mg/kg de citrulina; G@rat@ de polpa contendo 30mg/kg de citrulina; Géxtrato de polpa contendo
60mg/kg de citrulina; G8 = extrato liofilizado de seree ARTUB— Area do tdbulo; ARLU = Area do lGmen; AREP = Areaaguitélio;
RTE = Relacao tubulo/epitélio. Valores expressos como raéeésvio padrdo (B).
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3.7 Testosterona sérica

A testosterona aumentou em todos os grupos tratados, exceto no grupo G6, sendo
particularmente notavel em G8, que recebeu extrato liofilizado da semente (Figura 3). A
testosterona e seu metabolito (5 a-dihidrotestosterona) levam a um aumento nos niveis de NO
— importante vasodilatader no tecido erétil do corpo cavernoso. Além deste efeito vascular
na erecado peniana, ela melhora também a libido proporcionando maior desejo para se ter uma
relacdo sexual (SARRI& al, 2016).

Testosterona — ng/dL

Grupos

Figura 3. Concentracdes de testosterona em animais leaati@tados com L-citrulina, citrato de sildenaéldiferentes concentragdes de
extrato de casca/entrecasca, polpa e semente de raeldneidgua; 2 = L-citrulina; 3 = Citrato de Sildéla; 4 = extrato entrecasca/casca,
contendo 30mg/kg de citrulina; 5 = extrato entredaasaa, contendo 60mg/kg de citrulina; 6 = extratqdipa contendo 30mg/kg de
citrulina; G7 = extrato de polpa contendo 60mg/kgithelina; G8 = extrato liofilizado de semente.

Em nossa andlise fitoquimica encontramos a presenca de alcaloides na amostra do
extrato liofilizado da semente de melancia. No entanto, utilizamos um método simples
(Reagente de Dragendorff), onde somente detectamos, ndo quantificamos e nem qualificamos
estes alcaloides. Uma possivel explicacdo para este aumento tdo acentuado da testosterona n
semente pode estar associada exatamente a estes alcaloides, uma vez que alguns estudc
associam os alcaloides presentes em algumas plantas, a atividade afrodisiaca a estas atribuida

(BARROS, 2005; SILVAet al, 2012).

O grupo tratado com o extrato da semente foi 0 grupo que teve maior ganho absoluto

de peso corporal, muito embora nao tenha se diferenciado estatisticamente dos demais. Este
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ganho de peso pode estar relacionado ao efeito anabolizante da testosterona sobre a mass:

muscular destes animais.

4. Conclusdes

Ao compararmos 0s grupos tratados com os extratos da melancia em relagdo aos
grupos tratados com o aminoécido L-citrulina, encontramos, nos grupos tratados com extratos
de melancia um maior aumento dos parametros proporcdo de tubulo seminifero, diametro
tubular, aumento da area tubular e epitelial. Estes parametros séo indicativos de aumento da
atividade espermatogénica nos grupos tratados com extratos da fruta. Houve reducéao do
comprimento dos tubulos seminiferos dos grupos tratados, o que € explicado pelo aumento do
seu diametro.

N&o encontramos variagfes significativas nos pesos dos animais, nos pesos das
gbnadas, nos indices gonadossomatico (IGS), tubulossomatico (ITS), parenquimossomatico e
epitéliossomatico (IES) entre os grupos de animais tratados e dos animais do grupo controle
(G1).

Embora todos os grupos tratados, de um modo geral, apresentaram melhores
resultados na testosterona, o grupo tratado com extrato liofilizado da semente tem maior
potencial ativador comparado as outras partes da fruta, o que pode ser evidenciado pelo
notavel aumento da testosterona sérica. Nas analises fitoquimicas encontramos a presenca de
alcaloides no extrato liofilizado da semente de melancia, que pode ter relacdo a este aumento

maior da testosterona no grupo tratado com esta fracéo.
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