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Abstract

This study investigates the comparative effects of aqueous and methanolic Irvingia 
gabonensis (IG) seed extracts on male reproductive parameters in Wistar rats, addressing 
the gap in phytochemical and reproductive toxicity data. Forty-eight male Wistar rats were 
randomized into six groups (n=8): control (distilled water), vehicle (10% DMSO), aqueous 
extracts (200 mg/kg and 400 mg/kg), and methanolic extracts (200 mg/kg and 400 mg/
kg). Animals received a single oral dose and were observed for 14 days. Reproductive 
parameters assessed included sperm motility, count, morphology, testicular and 
epididymal biometrics, and histological analysis of the testes. Phytochemical composition 
of the extracts was analyzed to compare bioactive compounds.  Sperm characteristics 
remained unaffected across all treatment groups (p > 0.05). Methanolic extract groups 
showed a significant increase (p < 0.05) in testicular and epididymal weights, with no 
observable histological lesions. Aqueous extract groups showed no significant changes 
in reproductive indices. Phytochemical analysis revealed differences between the two 
extracts, suggesting possible bioavailability variations.  Irvingia gabonensis seed extracts, 
particularly at 200 mg/kg, showed no adverse effects on male reproductive health. The 
results support the safe use of 200 mg/kg aqueous and methanolic extracts in animal 
model, with further research recommended to determine optimal dosages for human 
consumption.  

Resumo

Este estudo investiga os efeitos comparativos dos extratos aquosos e metanólicos de 
sementes de Irvingia gabonensis (IG) nos parâmetros reprodutivos masculinos em ratos 
Wistar, abordando a lacuna nos dados fitoquímicos e de toxicidade reprodutiva. Quarenta 
e oito ratos Wistar machos foram randomizados em seis grupos (n = 8): controlo (água 
destilada), veículo (10% DMSO), extratos aquosos (200 mg/kg e 400 mg/kg) e extratos 
metanólicos (200 mg/kg e 400 mg/kg). Os animais receberam uma dose oral única e 
foram observados durante 14 dias. Os parâmetros reprodutivos avaliados incluíram 
motilidade, contagem e morfologia espermática, biometria testicular e epididimária e 
análise histológica dos testículos. A composição fitoquímica dos extratos foi analisada 
para comparar os compostos bioativos. As características espermáticas permaneceram 
inalteradas em todos os grupos de tratamento (p > 0,05). Os grupos com extrato metanólico 
apresentaram um aumento significativo (p < 0,05) nos pesos testicular e epididimário, 
sem lesões histológicas observáveis. Os grupos com extrato aquoso não apresentaram 
alterações significativas nos índices reprodutivos. A análise fitoquímica revelou diferenças 
entre os dois extratos, sugerindo possíveis variações na biodisponibilidade.  Os extratos 
de sementes de Irvingia gabonensis, particularmente a 200 mg/kg, não mostraram efeitos 
adversos na saúde reprodutiva masculina. Os resultados apoiam o uso seguro de extratos 
aquosos e metanólicos a 200 mg/kg em modelos animais, com recomendações para 
pesquisas adicionais para determinar as dosagens ideais para consumo humano.  
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Introduction

Irvingia gabonensis Baill., commonly called African 
bush mango or wild (bush) mango, is a tropical 
tree of the family Irvingiaceae indigenous to West 
and Central Africa. The species is economically and 
nutritionally important: its kernels (often called dika 
nut or dika seed) are widely used as a condiment and 
soup-thickener, and the fruit and kernels contribute 
to local food security and trade (1). Proximate and 
physicochemical analyses indicate that the kernels 
are energy-dense, with a high lipid fraction (reported 
in many studies between ~50–70% of dry weight), 
appreciable protein content and dietary fiber, and a 
composition that justifies their culinary and functional 
roles in local diets (2,3).

Beyond nutrition, I. gabonensis has a long history 
of ethnomedicinal applications. Traditional uses 
reported across West and Central Africa include 
remedies for gastrointestinal complaints (diarrhea, 
dysentery), inflammatory conditions, wound healing, 
and oral hygiene, with various plant parts (bark, leaves, 
stems, and seeds) used in different preparations 
(4). Experimental pharmacology has substantiated 
several of these traditional claims: extracts of I. 
gabonensis exhibit antioxidant, antimicrobial, 
hypoglycemic, hypolipidemic and anti-inflammatory 
activities in vitro and in vivo (5,6,7). Clinical and 
human trial data (e.g., studies of IGOB131) report 
body weight and lipid-lowering effects in overweight 
subjects, although outcomes vary with preparation 
and duration (8).

Phytochemical investigations reveal that I. gabonensis 
seeds and other parts contain diverse secondary 
metabolites flavonoids, phenolic acids, tannins, 
saponins, terpenoids, and alkaloids which likely 
mediate many of its biological effects. Contemporary 
reviews emphasize both the therapeutic promise and 
the need for standardized extraction/characterization 
of active components, as well as additional safety and 
long-term studies (7,8,9,10,11).

However, its impact on male reproductive health 
remains underexplored. Studies on other medicinal 
plants have assessed their reproductive effects 
on male albino Wistar rats to determine safety or 
therapeutic potential (12,13,14).

Introdução

Irvingia gabonensis Baill., comumente chamada de 
manga africana ou manga selvagem (do mato), é 
uma árvore tropical da família Irvingiaceae, nativa da 
África Ocidental e Central. A espécie é importante 
do ponto de vista económico e nutricional: seus 
grãos (frequentemente chamados de nozes dika ou 
sementes dika) são amplamente utilizados como 
condimento e espessante de sopas, e os frutos e grãos 
contribuem para a segurança alimentar e o comércio 
local (1). Análises centesimais e físico-químicas 
indicam que as sementes são ricas em energia, com 
uma elevada fração lipídica (relatada em muitos 
estudos entre ~50-70% do peso seco), teor apreciável 
de proteínas e fibra alimentar, e uma composição que 
justifica os seus papéis culinários e funcionais nas 
dietas locais (2,3).

Além da nutrição, a I. gabonensis tem uma longa 
história de aplicações etnomedicinais. Os usos 
tradicionais relatados na África Ocidental e Central 
incluem remédios para queixas gastrointestinais 
(diarreia, disenteria), condições inflamatórias, 
cicatrização de feridas e higiene oral, com várias 
partes da planta (casca, folhas, caules e sementes) 
utilizadas em diferentes preparações (4). A 
farmacologia experimental comprovou várias destas 
alegações tradicionais: os extratos de I. gabonensis 
exibem atividades antioxidantes, antimicrobianas, 
hipoglicemiantes, hipolipemiantes e anti-inflamatórias 
in vitro e in vivo (5,6,7). Dados clínicos e de ensaios em 
humanos (por exemplo, estudos do IGOB131) relatam 
efeitos na redução do peso corporal e dos lípidos em 
indivíduos com excesso de peso, embora os resultados 
variem com a preparação e a duração (8).

Investigações fitoquímicas revelam que as sementes 
e outras partes da I. gabonensis contêm diversos 
metabolitos secundários, como flavonóides, ácidos 
fenólicos, taninos, saponinas, terpenóides e alcalóides, 
que provavelmente medeiam muitos de seus efeitos 
biológicos. Revisões contemporâneas enfatizam 
tanto a promessa terapêutica quanto a necessidade 
de extração/caracterização padronizada dos 
componentes ativos, bem como estudos adicionais 
de segurança e de longo prazo (7,8,9,10,11).

No entanto, o seu impacto na saúde reprodutiva 
masculina continua a ser pouco explorado. Estudos 
sobre outras plantas medicinais avaliaram os 
seus efeitos reprodutivos em ratos Wistar albinos 
machos para determinar a segurança ou o potencial 
terapêutico (12,13,14).
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Reproductive toxicity is a key area of concern when 
evaluating the safety of plant-based extracts, 
particularly those with traditional medicinal 
applications. Certain phytochemicals have been 
reported to interfere with hormonal regulation, 
spermatogenesis, and testicular histology, leading 
to impaired fertility (15). Given the increasing use 
of herbal supplements, it is essential to determine 
whether this extract poses reproductive risks. 
Previous studies have primarily focused on its effects 
on the liver and gonads; for example, an ethanolic 
extract of I. gabonensis administered to rats was 
shown to have degenerative effects on both the liver 
and testis at high doses (16). However, there remains 
a gap in understanding its specific impact on male 
reproductive health. 

This study was therefore designed to investigate 
the comparative effects of aqueous and methanolic 
seed extracts of Irvingia gabonensis on reproductive 
functions in male Wistar albino rats. Specifically, 
it aimed to evaluate semen characteristics, sperm 
morphology, testicular and epididymal biometrics, 
and histological changes in the testes.

Materials and Methods

Study Location

The study location was the Laboratory Animal House 
of the Faculty of Veterinary Medicine, University of 
Ibadan, Nigeria (17).

Seed collection and Extract preparation

Irvingia gabonensis seeds were harvested from 
the University of Ibadan Botanical Garden and 
authenticated at the Department of Botany 
Herbarium (Voucher No: UIH-23201).  

Aqueous extract: The seeds were dried at 40 °C for 
48 hours, pulverized, and 300 g of the powder was 
soaked in 1.5 L of distilled water at room temperature 
for 48 hours with occasional shaking. The mixture 
was filtered using Whatman No.1 filter paper, and 
the resulting filtrate was evaporated to dryness in an 
oven set at 45–50 °C. The dried extract was scraped, 
weighed, and stored at 4 °C. The yield by weight was 
30%.

A toxicidade reprodutiva é uma área de preocupação 
fundamental na avaliação da segurança dos extratos 
à base de plantas, particularmente aqueles com 
aplicações medicinais tradicionais. Foi relatado que 
certos fitoquímicos interferem na regulação hormonal, 
na espermatogênese e na histologia testicular, 
levando à diminuição da fertilidade (15). Dado o 
uso crescente de suplementos à base de plantas, é 
essencial determinar se este extrato apresenta riscos 
reprodutivos. Estudos anteriores concentraram-
se principalmente nos seus efeitos no fígado e nas 
gónadas; por exemplo, um extrato etanólico de I. 
gabonensis administrado a ratos mostrou ter efeitos 
degenerativos tanto no fígado como nos testículos 
em doses elevadas (16). No entanto, ainda há uma 
lacuna na compreensão do seu impacto específico na 
saúde reprodutiva masculina. 

Este estudo foi, portanto, concebido para investigar 
os efeitos comparativos dos extratos aquosos e 
metanólicos das sementes de Irvingia gabonensis 
nas funções reprodutivas de ratos albinos Wistar 
machos. Especificamente, teve como objetivo 
avaliar as características do sémen, a morfologia dos 
espermatozoides, a biometria testicular e epididimária 
e as alterações histológicas nos testículos.

Materiais e métodos

Local do estudo

O local do estudo foi o Laboratório de Animais da 
Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade 
de Ibadan, Nigéria (17).

Recolha de sementes e preparação do extrato

As sementes de Irvingia gabonensis foram colhidas 
no Jardim Botânico da Universidade de Ibadan e 
autenticadas no Departamento de Botânica Herbário 
(Voucher No: UIH-23201).  

Extrato aquoso: As sementes foram secas a 40 °C 
durante 48 horas, pulverizadas e 300 g do pó foram 
imersos em 1,5 L de água destilada à temperatura 
ambiente durante 48 horas, agitando ocasionalmente. 
A mistura foi filtrada utilizando papel de filtro 
Whatman n.º 1 e o filtrado resultante foi evaporado 
até à secura num forno regulado para 45-50 °C. O 
extrato seco foi raspado, pesado e armazenado a 4 °C. 
O rendimento em peso foi de 30%.
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Methanolic extract: Similarly, 300 g of pulverized seed 
powder was soaked in 1.5 L of methanol for 72 hours 
with intermittent agitation. The mixture was filtered, 
and the methanol filtrate was evaporated to dryness 
using a rotary evaporator at 45–50 °C. The residue 
was collected, weighed, and stored at 4 °C. The yield 
by weight was 15%.

Phytochemical Analysis 

Phytochemical screening was conducted to detect 
the presence of key secondary metabolites, including 
alkaloids, flavonoids, steroids, saponins, terpenoids, 
and glycosides, using standard procedures as 
described by (18).  Specifically, Wagner’s and Meyer’s 
reagents were used for alkaloids, ferric chloride for 
flavonoids, the Salkowski test for steroids, the frothing 
test for saponins, sulfuric acid and chloroform for 
terpenoids, and the Keller-Killian test for glycosides.

These phytochemicals were assessed due to their 
known biological and therapeutic roles, particularly 
in human dietary consumption and reproductive 
health (19).

In vivo Experiments

Forty-eight (48) healthy, mature male Wistar albino 
rats (3 months old, 160-300 g) were obtained from the 
Faculty of Veterinary Medicine animal unit, University 
of Ibadan. Rats were housed in plastic cages (60 cm 
diameter, 20 cm depth) with wood shaving bedding 
(changed every 3 days). They received 21% protein, 
3.5% fat, 6% fiber, and 0.8% phosphorus commercial 
rat feed, with water provided ad libitum.

Ethical Approval  

All procedures adhered to the Animal Ethics 
Procedures and Guidelines and were approved by the 
University of Ibadan Animal Care and Use Research 
Ethics Committee (UI-ACUREC/115-1121/2).

Study Design  

The study followed OECD Guideline 420 for acute oral 
toxicity testing, modified to evaluate reproductive 
toxicity endpoints (20).

Extrato metanólico: Da mesma forma, 300 g de pó 
de sementes pulverizadas foram imersos em 1,5 L de 
metanol durante 72 horas, com agitação intermitente. 
A mistura foi filtrada e o filtrado de metanol foi 
evaporado até à secura utilizando um evaporador 
rotativo a 45-50 °C. O resíduo foi recolhido, pesado 
e armazenado a 4 °C. O rendimento em peso foi de 
15%.

Análise fitoquímica 

Foi realizada uma análise fitoquímica para detectar 
a presença de metabolitos secundários importantes, 
incluindo alcalóides, flavonóides, esteróides, 
saponinas, terpenóides e glicosídeos, utilizando 
procedimentos padrão, conforme descrito por (18).  
Especificamente, foram utilizados reagentes de 
Wagner e Meyer para alcalóides, cloreto férrico para 
flavonóides, o teste de Salkowski para esteróides, 
o teste de espuma para saponinas, ácido sulfúrico 
e clorofórmio para terpenóides e o teste de Keller-
Killian para glicosídeos.

Esses fitoquímicos foram avaliados devido às suas 
funções biológicas e terapêuticas conhecidas, 
particularmente no consumo alimentar humano e na 
saúde reprodutiva (19).

Experiências in vivo

Quarenta e oito (48) ratos Wistar albinos machos 
saudáveis e adultos (3 meses de idade, 160-300 g) 
foram obtidos da unidade animal da Faculdade de 
Medicina Veterinária da Universidade de Ibadan. Os 
ratos foram alojados em gaiolas de plástico (60 cm 
de diâmetro, 20 cm de profundidade) com cama de 
aparas de madeira (trocada a cada 3 dias). Receberam 
ração comercial para ratos com 21% de proteína, 3,5% 
de gordura, 6% de fibra e 0,8% de fósforo, com água 
fornecida ad libitum.

Aprovação ética  

Todos os procedimentos seguiram as Diretrizes e 
Procedimentos Éticos para Animais e foram aprovados 
pelo Comitê de Ética em Pesquisa para Cuidados 
e Uso de Animais da Universidade de Ibadan (UI-
ACUREC/115-1121/2).

Desenho do estudo  

O estudo seguiu a Diretriz 420 da OCDE para testes 
de toxicidade oral aguda, modificada para avaliar os 
parâmetros de toxicidade reprodutiva (20).
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Rats were randomly assigned to 6 groups (n=8):  

Group A:  Control (100% distilled water)  

Group B: Vehicle control (90% distilled water + 10% 
DMSO)  

Group C: Aqueous extract (200 mg/kg)  

Group D: Aqueous extract (400 mg/kg)  

Group E: Methanolic extract (200 mg/kg)  

Group F: Methanolic extract (400 mg/kg) 

DMSO (10%) was used as a solvent control to match 
the methanolic extract formulation.  

The sample size was determined based on power 
analysis (α = 0.05, power = 0.8) using effect sizes from 
previous studies in similar models. Ethical justification 
for the sample size used (n=8 per group) was reviewed 
and approved by our Institutional Animal Care and 
Use Committee.

The animals (n=8 per group) were sacrificed after 
14 days to assess acute effect, including potential 
disruptions to spermatogenesis and testicular 
histoarchitecture (21)

Animal Sacrifice and Sample Collection

The animals were anesthetized with chloroform for 
5 minutes, followed by cervical dislocation, and a 
mid-caudoventral abdominal incision was made with 
sterilized scissors, permitting access to the testis and 
epididymis as described by (22).

Semen Collection and Analysis 

Semen was collected from the caudal epididymis and 
analyzed using modified Wells and Awa methods (22).

Semen Characteristics

Sperm Motility: Determined on a warm slide 
(37°C) mixed with 2.9% sodium citrate under 40x 
magnification. Only progressive forward-moving 
sperm were counted (22).

Live/Dead Ratio: Assessed using Eosin-Nigrosine stain. 
Dead sperm absorbed the dye, appearing darker (22).

Os ratos foram aleatoriamente distribuídos em 6 
grupos (n=8):  

Grupo A:  Controlo (100% água destilada)  

Grupo B: Controlo do veículo (90% de água destilada 
+ 10% de DMSO)  

Grupo C: Extrato aquoso (200 mg/kg)  

Grupo D: Extrato aquoso (400 mg/kg)  

Grupo E: Extrato metanólico (200 mg/kg)  

Grupo F: Extrato metanólico (400 mg/kg) 

O DMSO (10%) foi utilizado como controlo solvente 
para corresponder à formulação do extrato 
metanólico.  

A dimensão da amostra foi determinada com base 
na análise de potência (α = 0,05, potência = 0,8) 
utilizando os tamanhos dos efeitos de estudos 
anteriores em modelos semelhantes. A justificação 
ética para a dimensão da amostra utilizada (n = 8 por 
grupo) foi revista e aprovada pela nossa Comissão 
Institucional de Cuidados e Utilização de Animais.

Os animais (n = 8 por grupo) foram sacrificados 
após 14 dias para avaliar o efeito agudo, incluindo 
potenciais perturbações na espermatogênese e na 
histoarquitetura testicular (21)

Sacrifício de animais e coleta de amostras

Os animais foram anestesiados com clorofórmio 
durante 5 minutos, seguido de deslocamento 
cervical, e foi feita uma incisão abdominal médio-
caudoventral com tesoura esterilizada, permitindo o 
acesso aos testículos e epidídimos, conforme descrito 
por (22).

Recolha e análise de sémen 

O sémen foi recolhido da cauda do epidídimo 
e analisado utilizando os métodos Wells e Awa 
modificados (22).

Características do sémen

Motilidade espermática: determinada em uma 
lâmina aquecida (37 °C) misturada com citrato de 
sódio a 2,9% sob ampliação de 40x. Apenas os 
espermatozoides com movimento progressivo para a 
frente foram contados (22).

Relação vivos/mortos: avaliada utilizando coloração 
com eosina-nigrosina. Os espermatozoides mortos 
absorveram o corante, parecendo mais escuros (22).
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Sperm Count: Measured using a Neubauer 
hemocytometer. Semen was diluted with normal 
saline before counting sperm heads within 5 large 
squares under 40x magnification (22).

Sperm Morphology: Sperm smears were stained with 
Wells and Awa stain, and abnormalities (bent heads, 
coiled tails) were evaluated in 600 sperm cells across 
multiple fields.

Testicular and Epididymal biometry

Testicular and epididymal weight were measured on 
a sensitive electronic weighing scale. The testicular 
diameter and length were also measured using a 
digital Vernier calliper (23).

Histological Examination

Testicular and epididymal samples were fixed in 
Bouin’s fluid, embedded in paraffin, sectioned at 5 µm 
thickness, and stained with Hematoxylin and Eosin 
(H&E).  

Histological features were examined under a bright-
field Olympus BX63 microscope at 40x and 100x 
magnification for tubular atrophy, spermatogenesis, 
and interstitial space changes.  

Data Analysis

Data was analyzed by descriptive statistics using one-
way Analysis of Variance (ANOVA), and the mean, 
standard deviation, and coefficients of variation and 
regression were calculated and compared using 
the Duncan Multiple Range Test (DMRT) at a 5% 
probability level on the IBM SPSS 20.0 statistical 
package. 

Results

Phytochemical composition of aqueous and 
methanolic seed extracts of Irvingia gabonensis

The result obtained (Table 1) showed that the quality 
of flavonoids, tannins, cardiac glycosides, and phenol 
was higher in the methanolic seed extract of Irvingia 
gabonensis (MSEIG) than the aqueous seed extract 
of Irvingia gabonensis (ASEIG), whereas alkaloids 
and cardiac glycosides were absent in the ASEIG. 
Anthraquinones, terpenoids, and saponins were 

Contagem de espermatozoides: medida utilizando 
um hemocitómetro de Neubauer. O sémen foi diluído 
com solução salina normal antes da contagem das 
cabeças dos espermatozoides em 5 quadrados 
grandes sob ampliação de 40x (22).

Morfologia dos espermatozoides: As lâminas de 
esperma foram coradas com corante Wells e Awa, e 
as anomalias (cabeças dobradas, caudas espiraladas) 
foram avaliadas em 600 espermatozoides em vários 
campos.

Biometria testicular e epididimária

O peso testicular e epididimário foi medido 
numa balança eletrónica sensível. O diâmetro e o 
comprimento testicular também foram medidos 
utilizando um paquímetro digital Vernier (23).

Exame histológico

As amostras testiculares e epididimárias foram 
fixadas em fluido de Bouin, embebidas em parafina, 
seccionadas com 5 µm de espessura e coradas com 
Hematoxilina e Eosina (H&E).  

As características histológicas foram examinadas sob 
um microscópio Olympus BX63 de campo claro com 
ampliação de 40x e 100x para para análise da atrofia, 
espermatogênese e alterações no espaço intersticial.  

Análise de dados

Os dados foram analisados através de estatística 
descritiva e de análise de variância unidirecional 
(ANOVA). As médias, os desvios-padrão e os 
coeficientes de variação (e de regressão, quando 
aplicável) foram calculados e comparados pelo 
teste de comparações múltiplas de Duncan (DMRT), 
considerando um nível de significância de 5% (p < 
0,05), no software estatístico IBM SPSS, versão 20.0.

Resultados

Composição fitoquímica do extrato aquoso e 
metanólico das sementes de Irvingia gabonensis

O resultado obtido (Tabela 1) mostrou que a qualidade 
dos flavonóides, taninos, glicosídeos cardíacos e fenol 
era superior no extrato metanólico de sementes de 
Irvingia gabonensis (EMSIG) comparativamente ao 
extrato aquoso de sementes de Irvingia gabonensis 
(EASIG), enquanto os alcalóides e glicosídeos 
cardíacos estavam ausentes no EASIG. Antraquinonas, 
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present in both extracts with close values. Steroids 
were not detected in either extract. 

Semen Characteristics of the male albino rats treated 
with aqueous and methanolic seed extracts of Irvingia 
gabonensis on Day 14 post-treatment.

The results obtained on Day 14 (Figures 1 and 2) 
showed no statistically significant differences (p > 
0.05) in percentage sperm motility across all treatment 
groups compared to the control groups.

Similarly, no significant changes (p > 0.05) were 
observed in sperm viability across the groups. Minor 
variations in mean values - such as those noted in 
Groups C, D, E, and F - were not statistically significant 
and are likely within the expected range of biological 
variability.

There were also no statistically significant differences 
(p > 0.05) in sperm count among the groups. While 
some treatment groups showed slightly higher mean 
values compared to the control, these differences do 
not indicate a definitive treatment effect.

terpenóides e saponinas estavam presentes em 
ambos os extratos com valores próximos. Não foram 
detectados esteróides em nenhum dos extratos. 

Características do sémen dos ratos albinos machos 
tratados com extratos aquosos e metanólicos de 
sementes de Irvingia gabonensis no 14.º dia após o 
tratamento.

Os resultados obtidos no dia 14 (Figuras 1 e 2) não 
mostraram diferenças estatisticamente significativas 
(p > 0,05) na percentagem de motilidade espermática 
em todos os grupos de tratamento em comparação 
com os grupos de controlo.

Da mesma forma, não foram observadas alterações 
significativas (p > 0,05) na viabilidade espermática 
entre os grupos. Variações menores nos valores 
médios - como as observadas nos Grupos C, D, E 
e F - não foram estatisticamente significativas e 
provavelmente estão dentro da faixa esperada de 
variabilidade biológica.

Também não houve diferenças estatisticamente 
significativas (p > 0,05) na contagem de 
espermatozoides entre os grupos. Embora alguns 
grupos de tratamento tenham apresentado valores 
médios ligeiramente mais elevados em comparação 
com o controlo, estas diferenças não indicam um 
efeito definitivo do tratamento.

Table 1 - Phytochemical composition of aqueous and methanolic seed extracts of Irvingia gabonensis
Tabela 1 - Composição fitoquímica dos extratost aquoso e metanólico de sementes de Irvingia gabonensis

PHYTOCHEMICALS / FITOQUÍMICAS
AQUEOUS SEED EXTRACT 

(ASEIG / EASIG)
mg/g

METHANOLIC SEED EXTRACT 
(MSEIG / EMSIG)

mg/g

Alkaloids / Alcalóides ND 0.5

Flavonoids / Flavonoides 0.7 2.3

Tannins / Taninos 0.8 2.1

Cardiac glycosides / Glicosídeos cardíacos ND 2.5

Anthraquinones / Antraquinonas 0.5 0.7

Terpenoids / Terpenóides 0.6 0.8

Saponins / Saponinas 0.6 0.7

Phenol / Fenol 0.9 2.0

Steroids / Esteróides ND ND

ND - Not Detected / Não Detectado



M. O. Olukowi & M. O. Oyeyemi

8

Figure 2 - Semen characteristics (sperm motility, viability, and count) of the male albino rats treated with 
aqueous and methanolic (400 mg/kg) seed extracts of Irvingia gabonensis on Day 14 post-treatment. Values 
are reported as mean ± SEM. No statistically significant differences (p > 0.05) were observed between the 
aqueous and methanolic groups across all parameters (sperm motility, viability, and count), as indicated by 
overlapping error bars.
Figura 2 - Características do sémen (motilidade, viabilidade e contagem de espermatozoides) dos ratos 
albinos machos tratados com extratos aquosos e metanólicos (400 mg/kg) de sementes de Irvingia 
gabonensis no dia 14 após o tratamento. Os valores são apresentados como média ± SEM. Não foram 
observadas diferenças estatisticamente significativas (p > 0,05) entre os grupos aquoso e metanólico em 
todos os parâmetros e es (motilidade, viabilidade e contagem de espermatozoides) , conforme indicado 
pelas barras de erro sobrepostas.

Figure 1 - Semen characteristics (sperm motility, viability, and count) of the male albino rats treated with 
aqueous and methanolic (200 mg/kg) seed extracts of Irvingia gabonensis on Day 14 post-treatment. Values 
are reported as mean ± SEM. No statistically significant differences (p > 0.05) were observed between the 
aqueous and methanolic groups across all parameters (sperm motility, viability, and count), as indicated by 
overlapping error bars.
Figura 1 - Características do sémen (motilidade, viabilidade e contagem de espermatozoides) dos ratos 
albinos machos tratados com extratos aquosos e metanólicos (200 mg/kg) de sementes de Irvingia 
gabonensis no dia 14 após o tratamento. Os valores são apresentados como média ± SEM. Não foram 
observadas diferenças estatisticamente significativas (p > 0,05) entre os grupos aquoso e metanólico em 
todos os parâmetros e es (motilidade, viabilidade e contagem de espermatozoides) , conforme indicado 
pelas barras de erro sobrepostas.
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Sperm morphology abnormalities of the male albino 
rats treated with aqueous and methanolic seed extracts 
of Irvingia gabonensis on Day 14 post-treatment

The results presented in Table 2 show no statistically 
significant differences (p > 0.05) in most sperm 
morphology abnormalities, including bent, looped, 
and coiled tails, across the treatment groups 
compared to the control groups. Although Group F 
(400 mg/kg methanolic extract) showed a significant 
increase (p < 0.05) in total abnormal sperm cells 
compared to the control, all other observed variations 
in sperm morphology and total sperm cell count were 
not statistically significant and fall within the normal 
variability of the assay.

Testicular and Epididymal biometry of the male albino 
rats treated with aqueous and methanolic seed extracts 
of Irvingia gabonensis on Day 14 post-treatment

There were no statistically significant differences in 
mean body weight and epididymal biometric values 
across all groups. Observed variations, including 
increases in left testis length, right testis length, and 

Anomalias morfológicas do esperma dos ratos albinos 
machos tratados com extratos aquosos e metanólicos 
de sementes de Irvingia gabonensis no 14.º dia após o 
tratamento

Os resultados apresentados na Tabela 2 não mostram 
diferenças estatisticamente significativas (p > 0,05) 
na maioria das anomalias morfológicas do esperma, 
incluindo caudas dobradas, enroladas e em espiral, 
entre os grupos de tratamento em comparação 
com os grupos de controlo. Embora o Grupo F (400 
mg/kg de extrato metanólico) tenha apresentado 
um aumento significativo (p < 0,05) no total de 
espermatozoides anormais em comparação com 
o controle, todas as outras variações observadas 
na morfologia espermática e na contagem total 
de espermatozoides não foram estatisticamente 
significativas e estão dentro da variabilidade normal 
do ensaio.

Biometria testicular e epididimária de ratos albinos 
machos tratados com extratos aquosos e metanólicos 
de sementes de Irvingia gabonensis no 14.º dia após o 
tratamento

Não houve diferenças estatisticamente significativas 
na média do peso corporal e nos valores biométricos 
epididimários em todos os grupos. As variações 
observadas, incluindo aumentos no comprimento do 

Table 2 -  Sperm morphology abnormalities of the male albino rats treated with aqueous and methanolic 
seed extracts of Irvingia gabonensis Day 14 post-treatment.
Tabela 2 - Anomalias na morfologia dos espermatozóides dos ratos albinos machos tratados com extractos 
aquosos e metanólicos de sementes de Irvingia gabonensis no dia 14 após o tratamento.

GROUP / GRUPO
GROUP A GROUP D GROUP B GROUP E GROUP F

(control for 
aqueous)

(400 mg/kg 
ASEIG)

(control for 
methanol)

(200 mg/kg 
MSEIG)

(400 mg/kg 
MSEIG)

Bent tail / Cauda curvada 3.33 ± 0.88a 3.75 ± 1.25a 4.33 ± 0.67a 4.00 ± 1.00a 6.67 ± 1.67a

Looped tail / Cauda enrolada 2.67 ± 1.20a 3.50 ± 0.96a 6.00 ± 0.58a 4.80 ± 1.59a 6.67 ± 0.89a

Coiled tail / Cauda espiralada 1.33 ± 0.33a 5.00 ± 1.68a 2.33 ± 1.45a 3.00 ± 1.55a 4.00 ± 1.00a

Abnormal mid-piece / Parte 
central anormal 1.00 ± 0.58a 1.50 ± 1.19a 1.67 ± 0.89a 1.80 ± 0.92a 0.00 ± 0.00a

Rudimentary Tail / Cauda 
rudimentar 0.00 ± 0.00a 0.00 ± 0.00a 0.00 ± 0.00a 0.00 ± 0.00a 0.00 ± 0.00a

Headless tail / Cauda sem cabeça 2.00 ± 1.00a 3.25 ± 0.63a 2.67 ± 0.33a 3.80 ± 0.49a 5.00 ± 0.00a

Tailless head / Cabeça sem cauda 0.00 ± 0.00a 0.25 ± 0.25a 0.00 ± 0.00a 0.00 ± 0.00a 1.67 ± 1.67a

Total abnormal cell / Total de 
células anormais 10.33 ± 2.84a 17.25 ± 1.38a 17.00 ± 1.53a 17.40 ± 2.54a 24.00 ± 2.08b

Percentage Abnormality % / 
Percentagem de anomalia % 2.57 ± 0.72a 4.20 ± 0.32a 4.17 ± 0.38a 4.22 ± 0.59a 5.63 ± 0.46b

Total cell count / 
Contagem total de células 405.70 ± 2.91a 410.30 ± 3.12a 411.70 ± 5.49a 409.80 ± 3.20a 424.00 ± 5.86a

Values are reported as mean ± SEM; abc: Means in the same row with different superscript differ significantly (p<0.05) / Os valores são 
apresentados como média ± SEM; abc: As médias na mesma linha com diferentes sobrescritos diferem significativamente (p<0,05)
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left testis diameter in Groups C and D, were within 
assay variability and are not biologically meaningful.

A significant increase (p < 0.05) was observed only in 
the right testis length of Groups E and F compared to 
the control.

Testicular histology of the male albino rats treated 
with aqueous and methanolic seed extracts of Irvingia 
gabonensis on Day 14 post-treatment

The histology section of the testes and epididymis of 
the rats showed no observable lesions (Figure 3).

testículo esquerdo, comprimento do testículo direito 
e diâmetro do testículo esquerdo nos Grupos C e D, 
estavam dentro da variabilidade do ensaio e não são 
biologicamente significativas.

Um aumento significativo (p < 0,05) foi observado 
apenas no comprimento do testículo direito dos 
grupos E e F em comparação com o controle.

Histologia testicular de ratos albinos machos tratados 
com extratos aquosos e metanólicos de sementes de 
Irvingia gabonensis no 14.º dia após o tratamento

A secção histológica dos testículos e epidídimo dos 
ratos não apresentou lesões observáveis (Figura 3).

Table 3 -  Testicular and epididymal biometry of the male albino rats treated with aqueous and methanol 
seed extracts of Irvingia gabo nensis on Day 14 post-treatment.
Tabela 3 - Biometria testicular e epididimária dos ratos albinos machos tratados com extractos aquosos e 
metanólicos de sementes de Irvingia gabonensis no dia 14 pós-tratamento.

GROUP / GRUPO
GROUP A GROUP C GROUP D GROUP B GROUP E GROUP F

(control for 
aqueous)

(200 mg/kg 
ASEIG)

(400 mg/kg 
ASEIG)

(control for 
methanol)

(200 mg/kg 
MSEIG)

(400 mg/kg 
MSEIG)

Body Weight (g) / 
Peso corporal (g) 276.70 ± 13.33 278.00 ± 11.58 262.50 ± 11.09 273.30 ± 8.82 256.00 ± 13.27 286.70 ± 6.67

Left Testis Weight 
(g) / Peso do 
testículo esquerdo 
(g)

1.38 ± 0.08 1.34 ± 0.08 1.36 ± 0.06 1.46 ± 0.03 1.31 ± 0.03 1.35 ± 0.01

Right Testis Weight 
(g) / Peso do 
testículo direito (g)

1.37 ± 0.06 1.33 ± 0.05 1.31 ± 0.05 1.40 ± 0.06 1.29 ± 0.07 1.44 ± 0.02

Left Testis 
Length (mm) / 
Comprimento do 
testículo esquerdo 
(mm) 

16.21 ± 2.13 18.21 ± 0.36 18.34 ± 0.46 18.49 ± 0.22 18.87 ± 0.34 19.20 ± 0.41

Right Testis 
Length (mm) / 
Comprimento do 
testículo direito 
(mm)

16.93 ± 0.60a 17.95 ± 0.36a 18.13 ± 0.49a 18.81 ± 0.23a 18.77 ± 0.17a 19.52 ± 0.28b

Left Testis Diameter 
(mm) / Diâmetro 
do testículo 
esquerdo  (mm)

9.28 ± 0.25 9.57 ± 0.47 9.35 ± 0.28 9.40 ± 0.21 10.01 ± 0.20 10.38 ± 0.48

Right Testis 
Diameter (mm) 
/ Diâmetro do 
testículo direito 
(mm)

9.49 ± 0.29 9.31 ± 0.27 9.78 ± 0.16 9.45 ± 0.19 10.27 ± 0.24 10.44 ± 0.38

Epididymis Weight 
(g) / Peso do 
epidídimo (g)

0.52 ± 0.01 0.60 ± 0.08 0.65 ± 0.04 0.74 ± 0.01 0.69 ± 0.05 0.71 ± 0.05

Values are reported as mean ± SEM; abc: Means in the same row with different superscript differ significantly (p<0.05) / Os valores são apre-
sentados como média ± SEM; abc: As médias na mesma linha com diferentes sobrescritos diferem significativamente (p<0,05)
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Histology sections of the testes of the rats (Figure 
3) in the control groups (A and B) showed normal 
seminiferous tubules and interstices on Day 14 post-
treatment.

The morphology of the testes of the male rats that 
were given aqueous and methanolic seed extracts of 
Irvingia gabonensis did not appear different from that 
of the control rats.

No pathological lesions were apparent in the 
seminiferous epithelia or the interstitial spaces of the 
testis (Figure 3) of the male rats that received different 
doses.

Discussion

The study was designed to assess the comparative 
effects of aqueous and methanolic seed extract of 
Irvingia gabonensis on reproductive parameters of 
the male albino Wistar rats. The findings demonstrate 
solvent- and dose-dependent effects on sperm 
quality, testicular morphology, and body weight, with 
implications for the pharmacological use of these 
extracts.

As secções histológicas dos testículos dos ratos 
(Figura 3) nos grupos de controlo (A e B) mostraram 
túbulos seminíferos e interstícios normais no dia 14 
após o tratamento.

A morfologia dos testículos dos ratos machos que 
receberam extratos aquosos e metanólicos de 
sementes de Irvingia gabonensis não parecia diferente 
da dos ratos de controlo.

Não foram observadas lesões patológicas no epitélio 
seminífero ou nos espaços intersticiais dos testículos 
(Figura 3) dos ratos machos que receberam diferentes 
doses.

Discussão

O estudo foi concebido para avaliar os efeitos 
comparativos dos extratos aquoso e metanólico 
de sementes de Irvingia gabonensis nos parâmetros 
reprodutivos de ratos Wistar albinos machos. Os 
resultados demonstram efeitos dependentes do 
solvente e da dose na qualidade do esperma, 
morfologia testicular e peso corporal, com implicações 
para o uso farmacológico desses extratos.

Figure 3 -  Testicular histology of the male albino rats treated with aqueous and methanolic seed extracts of 
Irvingia gabonensis on Day 14 post-treatment. Black arrow - seminiferous tubule; White arrow - sperm cells.
Figura 3 - Histologia testicular de ratos machos albinos tratados com extratos aquosos e metanólicos de 
sementes de Irvingia gabonensis ao 14.º dia após o tratamento. Seta preta – túbulo seminífero; Seta branca 
– espermatozoides
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Phytochemical analysis of aqueous and methanolic 
seed extract of Irvingia gabonensis revealed the 
presence of flavonoids, tannins, anthraquinones, 
terpenoids, saponins, and phenol. Cardiac glycosides 
and alkaloids were not detected in the aqueous seed 
extract and the steroids were not detected in either 
seed extract. This differs from previously published 
phytochemical analyses (18). This can be a result of 
changes in geographical location and the season 
when the seed was collected. (24,25). Flavonoids, 
abundant in I. gabonensis, are well-documented 
antioxidants with anti-inflammatory and anti-
aging properties that may contribute to fertility 
enhancement by protecting reproductive cells from 
oxidative damage (25,26). These properties align with 
the antioxidant activities observed in aqueous and 
ethanolic extracts of I. gabonensis (26,27).

No significant changes in sperm motility, viability, 
or concentration were observed in treated groups 
compared to controls at Day 14 post-treatment. 
These findings are consistent with studies on other 
plant extracts rich in flavonoids and saponins, which 
maintain sperm viability without adverse effects (28). 

A significant increase in sperm abnormalities was 
noted in the 400 mg/kg MSEIG group, exceeding the 
20% threshold considered normal (29). This indicates 
potential reproductive toxicity at higher methanolic 
extract doses, possibly due to toxic metabolites or 
oxidative imbalance.

MSEIG-treated groups exhibited significant weight 
loss on Day 1, consistent with known weight-
reducing effects of I. gabonensis linked to its high 
soluble fiber and phytochemical content (26,28). 
By Day 14, body weight had stabilized, suggesting 
metabolic adaptation. Testicular histology showed 
no lesions in treated groups, contrasting with reports 
of ethanolic seed extract-induced testicular damage 
(16). This difference may be due to solvent-dependent 
extraction of bioactive compounds.

Notably, right testis length increased significantly in 
methanolic extract groups, correlating with sperm 
count trends, though not significantly. This may 
indicate compensatory hypertrophy or transient fluid 
retention.

A análise fitoquímica do extrato aquoso e metanólico 
das sementes de Irvingia gabonensis revelou a 
presença de flavonóides, taninos, antraquinonas, 
terpenóides, saponinas e fenol. Glicosídeos cardíacos 
e alcalóides não foram detectados no extrato 
aquoso das sementes e os esteróides não foram 
detectados em nenhum dos extratos das sementes. 
Isso difere das análises fitoquímicas publicadas 
anteriormente (18). Isto pode ser resultado de 
mudanças na localização geográfica e na estação 
do ano em que a semente foi colhida. (24,25). Os 
flavonóides, abundantes em I. gabonensis, são 
antioxidantes bem documentados com propriedades 
anti-inflamatórias e antienvelhecimento que podem 
contribuir para o aumento da fertilidade, protegendo 
as células reprodutivas dos danos oxidativos (25,26). 
Estas propriedades estão em consonância com as 
atividades antioxidantes observadas nos extratos 
aquosos e etanólicos de I. gabonensis (26,27).

Não foram observadas alterações significativas 
na motilidade, viabilidade ou concentração do 
esperma nos grupos tratados em comparação com 
os controlos no 14.º dia após o tratamento. Esses 
resultados são consistentes com estudos sobre outros 
extratos vegetais ricos em flavonóides e saponinas, 
que mantêm a viabilidade do esperma sem efeitos 
adversos (28). 

Um aumento significativo nas anomalias espermáticas 
foi observado no grupo que recebeu 400 mg/kg 
de EMSIG, excedendo o limite de 20% considerado 
normal (29). Isso indica uma potencial toxicidade 
reprodutiva em doses mais elevadas do extrato 
metanólico, possivelmente devido a metabolitos 
tóxicos ou desequilíbrio oxidativo.

Os grupos tratados com EMSIG apresentaram 
perda de peso significativa no dia 1, consistente 
com os efeitos conhecidos de redução de peso 
da I. gabonensis, associados ao seu alto teor de 
fibra solúvel e fitoquímicos (26,28). No dia 14, o 
peso corporal estabilizou, sugerindo adaptação 
metabólica. A histologia testicular não mostrou lesões 
nos grupos tratados, contrastando com relatos de 
danos testiculares induzidos pelo extrato etanólico 
de sementes (16). Esta diferença pode ser devida 
ao fato da extração de bioativos ser dependente do 
solvente.

Notavelmente, o comprimento do testículo direito 
aumentou significativamente nos grupos tratados 
com extrato metanólico, correlacionando-se com 
as tendências da contagem de espermatozoides, 
embora não de forma significativa. Isso pode indicar 
hipertrofia compensatória ou retenção transitória de 
líquidos.
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Limitations

The study focuses exclusively on male rats, and 
the potential reproductive effects in females were 
not explored. Future studies should investigate 
whether similar effects occur in female reproductive 
physiology, particularly regarding ovarian function, 
hormone regulation, and fertility outcomes.

Conclusion

Aqueous extracts (single administration) of Irvingia 
gabonensis seeds appear to be safe for the male 
reproductive system. The methanolic extracts of 
I. gabonensis seeds here studied exhibited dose-
dependent adverse effects on male reproductive 
parameters, with high-dose methanolic extracts 
inducing sperm abnormalities.
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Conclusão

Os extratos aquosos (administração única) das 
sementes de Irvingia gabonensis parecem ser seguros 
para o sistema reprodutor masculino. Os extratos 
metanólicos das sementes de I. gabonensis aqui 
estudados exibiram efeitos adversos dependentes 
da dose nos parâmetros reprodutivos masculinos, 
com extratos metanólicos em altas doses induzindo 
anomalias espermáticas.
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