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ARTIGO ORIGINAL

AUSENCIA DE TOXICIDADE REPRODUTIVA E SISTEMICA
EM RATOS WISTAR TRATADOS COM EXTRATO SECO DE
GINGKO BILOBA DURANTE O PERIODO DE DESMAME A
PUBERDADE

ABSENCE OF REPRODUCTIVE AND SISTEMIC TOXICITY IN RATS TREATED WITH GINGKO
BILOBA EXTRACT FROM WEANING TO PUBERTY

Martha de Oliveira Guerra’, Vera Maria Peters”™

Resumo

PALAVRAS-CHAVE

Introdugio: O Gingko biloba (EGb) é um fitoterdpico usado hd séculos, porém com poucos estudos referentes a
seus efeitos sobre o periodo pés-natal. Estudos dessa natureza vém sendo preconizados pela Agéncia Europeia de
Medicina, visto que muitos érgaos completam seu desenvolvimento nesse periodo, inclusive o sistema reprodutor.
Objetivo: Avaliar o efeito do extrato seco de EGb sobre o desenvolvimento do sistema reprodutor de ratos, tratados
desde o desmame até o fim da puberdade. Métodos. Ratos Wistar foram tratados com 25mg/kg/massa corporal
(EGDb 25); 50 mg/kg (EGb 50) e 100 mg/kg (EGb 100). Controle (C — 0,1ml dgua destilada), por gavage dos 25
aos 45 dias de vida pés-natal. Varidveis observadas: indicios clinicos de toxicidade sistémica, peso corporal, descida
dos testiculos, evolugio da morfologia da glande, peso de rins, bago e figado e dos 6rgaos do sistema reprodutor.
Hematimetria, Concentragio de hemoglobina. Concentracio de espermatozoides na secregio epididimdria.
Resultados: Nao foram encontradas diferencas significativas em quaisquer das varidveis. Conclusio: A exposi¢io
ao extrato seco de EGb durante o perfodo pré-puberal e puberal em ratos Wistar nao altera o desenvolvimento do
sistema reprodutor masculino.

Gingko biloba. Puberdade. Toxicidade. Rato.

ABSTRACT
Introduction: Gingko biloba extract (EGb) is a phytotherapic that has been used for centuries but there is no studies
concerning their effects during the postnatal period. This kind of research had been suggested by the European
Medicine Agency since there are organs that complete their development in this period, including reproductive
organs. Purpose: To evaluate the effect of EGb dry extract upon the rat reproductive system from weaning to 45
postnatal days. Methods: Wistar rats were treated with 25mg/kg/body weight (EGb 25); 50 mg/kg (EGb 50)
and 100 mg/kg (EGb 100). Control (C 0,1ml distilled water). Variables: clinical signs of systemic toxicity, body
weight, testicles descent, evolution of glans morphology, kidneys, liver, spleen and reproductive organs weights.
Hematimetry. Haemoglobin concentration. Sperm concentration in the epidydimal secretion. Results: No
significant differences were observed in none of the observed variables. Conclusion: The EGb dry extract exposition
to prepuberal and puberal rats do not alter the reproductive system development.
KEeyworps
Gingko biloba. Puberty. Toxicity. Male rat.
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e disfuncio cognitiva (WEINMANN et al., 2010). Também
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sdo atribuidos a0 EGb efeitos antiestresse e ansioliticos,
possivelmente pela inibicao reversiva da monoamina oxidase
A e B (MAO-A e MAO-B) (WHITE et al.,, 1996) e, além
disso, também ¢ usado na terapia de reposicio hormonal em
mulheres pés-menopausa (GOLD et al., 2007).

O EGb possui cerca de 300 compostos quimicos,
extraidos das folhas das drvores. O extrato padronizado para
fins medicinais — EGb 761 — contém, aproximadamente,
24% de
quercetina, kaempferol, e isorhamnetina) e cerca de 6% de
terpeno lactonas (VAN BEEK, 2002). E considerado um

fitoestrégeno por alguns de seus flavonoides se ligarem aos

glicosideos  flavonicos  (principalmente a

receptores de estrogénio (ERs) por sua semelhanca estrutural
com o estradiol (E2 ou 17B-estradiol) (ZHAO; MU, 2011).

O estrogénio desempenha papel fundamental no
desenvolvimento e manutengio da fun¢io reprodutiva
do sexo masculino e da fertilidade (HESS et al., 2011).
Camundongos machos knockout para receptores de estrégeno
(ERaKO ou ER0BKO) ou aromatase (ArKO) apresentaram
redugio da motilidade espermdtica, infertilidade,
espermatogénese anormal e desorganizagio da estrutura
testicular evidenciando a importincia do estrogénio para
as fungées reprodutoras masculinas (HAMILTON; ARAO;
KORACH, 2014).

Delbés, Levacher e Habert (2006) demonstraram que a
deficiéncia de estrogénio, durante o desenvolvimento fetal,
aumenta o numero de células germinativas e a atividade
esteroidogénica, enquanto sua auséncia em adultos interfere
negativamente no desenvolvimento das fungées do sistema
reprodutor masculino.

O efeito do estrogénio no desenvolvimento testicular
e na espermatogénese se faz via receptores estrogénicos
nucleares: receptor estrogénico o (ERa), receptor estrogénico
B (ERB) [1-3] e ER — “G protein-coupled estrogen receptor
17 (GPER) que foi identificado em células germinativas e
somiticas do testiculo (HESS et al., 2011; LUCAS et al,,
2011; PROSSNITZ, 2008).

Devido 4 capacidade do EGb se ligar a receptores de
estrogénio (ERs) (ZHAO, MU, 2011), pode-se supor que
tenha potencial disruptor endécrino, capaz de interferir
com a puberdade masculina — um periodo critico do
desenvolvimento que depende de regulacio estrita de fatores
hormonais, genéticos, pardcrinos e outros.

Estudos

toxicidade do desenvolvimento do EGb 761 sio escassos.

relacionados 4 toxicidade reprodutiva e

Ratas Wistar tratadas com EGb durante o periodo de trinsito

tubdrio e periodo de implantagio nio apresentaram mortes

embriondrias, retardo de crescimento ou malformacoes
fetais (FERNANDES et al., 2010). Porém, retardo do
crescimento intrauterino em fetos de ratas tratados com
EGD foi observado durante o periodo de pds-implantagio
(PINTO et al., 2007). Em fémeas de camundongos
tratadas com EGDb entre os dias 6-15 de prenhez nio foram
encontradas alteracbes na incidéncia de malformacoes,
variagoes ou retardo no desenvolvimento dos fetos (AL-
YAHYA et al., 2006). A toxicidade pds-natal foi avaliada
em ratas tratadas com EGb durante o periodo de lactacio,
e as crias nao tiveram alteragoes fisicas, sensoriais e motoras
em seu desenvolvimento (FARIA et 2/ 2008).

Entretanto, ndo foram encontradas referéncias na
literatura sobre a exposicio do EGb durante o periodo
da puberdade, considerando o seu potencial de unido a
receptores estrogénicos que, modificando o retrocontrole
Estrogénio/FSH, pode alterar o equilibrio hormonal
necessédrio ao desenvolvimento gonadal adequado.

Diante destas informagées pareceu importante avaliar o
papel do Gingko biloba no desenvolvimento da puberdade

em ratos.

2 MATERIAL E METODO

2.1 EXTRATO DE GINGKO BILOBA

O extrato de Ginkgo biloba utilizado foi fornecido
pela JR Pharma (China — Lote n° 20130610). O teste
de controle de qualidade feito pela Gemini Industria de
Insumos Farmacéuticos Ltda. mostrou que o EGb usado no
experimento ¢ composto por 24% de flavonoides, 6% de
ginkgolideos e 2,2% de bilobalideos.

A metodologia usada foi adaptada dos guidelines da

Organization for Economic Co-operation and Development
(OECD 416 e 421) e International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration
of Pharmaceuticals for Human Use (ICH S5(R2)).
90 filhotes do
recém-desmamados, de ratas Wistar (Rattus norvegicus
L. Berkenhout, 1769), nio
do Biotério do Centro de Biologia da Reprodugio da
Universidade Federal de Juiz de Fora (CBR/UFJF) (CIAPE
01.0048.2013).

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno,

Foram utilizados sexo masculino,

isogénicos, provenientes

forradas com maravalha nao esterilizada, dotadas de cocho
para ragio do tipo peletizada Nuvilab CR1° da empresa
Nuvital Nutrientes Ltda. (Colombo/PR) e local para
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bebedouro com dgua filtrada. As gaiolas foram mantidas em
armdrios climatizados Alesco® com temperatura de 22+2°C,
em salas com controle de luminosidade respeitando o ritmo
circadiano dos animais (ciclo de claro/escuro de 12 horas).

Os filhotes foram separados aleatoriamente em quatro
grupos de 16 animais cada um e destinado para o grupo
controle (C) ou tratados com EGb (EGb). O grupo C recebeu
1 ml de 4gua destilada; os grupos tratados receberam 25 mg/
kg/massa corporal (EGb 25); 50 mg/kg (EGb 50) e 100
mg/kg (EGb 100), por gavage. A menor dose corresponde 2
dose terapéutica didria para humanos, convertida para ratos
(REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2007). A duragio
do tratamento foi do desmame até aos 45 dias de vida,
quando os animais atingem a maturidade sexual (SILVA-
LIMA et al., 2010).

Apés o tratamento, os animais foram observados por
30 minutos para verificar indicios clinicos de toxicidade
ou morte. Os animais foram pesados antes do inicio do
tratamento, a cada trés dias e no dia da eutandsia. Foram
verificados dias de ocorréncia da descida do testiculo e das
fases de evolucio da morfologia da glande.

Aos 60 dias, os animais foram anestesiados com a
associacdo de xilazina (10 mg/kg) e quetamina (90 mg/kg)
via intraperitoneal (WOLFENSOHN, 1994), submetidos
a puncio cardfaca para obtengdo de sangue e, em seguida,

foram eutanasiados por ruptura do diafragma.

17

Apés a eutandsia, procedeu-se a obten¢io de liquido
epididimdrio para determinar a concentragio espermdtica
(SEED et al., 1996) apds contagem em hemocitdmetro, em
microscopio éptico modelo BX41TF (Olympus® Téquio,

Japao), no aumento de 100x, utilizando-se da férmula:

x =a x 300 x 104 onde x = concentracio final
de espermatozoide por ml e a = a média obtida

de oito quadrados laterais do hemocitdmetro.

Em seguida, os seguintes dérgios foram removidos e
pesados em balanca de precisio: testiculos, vesicula seminal,
prostata, rim, baco, figado, epididimo esquerdo, obtendo-se
deles o peso absoluto e relativo, exceto dos testiculos.

No sangue foram realizadas andlises hematoldgicas para
determinacio do hemograma completo ¢ dosagem de ALT
e creatinina.

O procedimento experimental foi aprovado pele
Comissio de Etica no Uso de Animais — UFJF — certificado
n° 045/2013.

3 RESULTADOS

Nio foram encontrados indicios de toxicidade
clinicamente observéveis (perda ou ganho de peso;
piloere¢ao, alteracio na deambulagio, diarreia, sialorreia,

cromadacriorreia) nos animais tratados.

O Grifico 1 expressa a evolugio do peso corporal dos animais ao longo do tratamento e no dia da eutanésia.

250

200

a5 150
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& 100 B Tratado 1
& Tratado 2

50
H Tratado 3

0

Dia25 Dia29 Dia33 Dia37 Diadl Diad5 Diad9 Dia53 Dia57 Dia6l

Dias de Vida

Griéfico 1: Peso corporal (g) de crias de ratas, tratadas com dgua destilada (Controle) e 25 mg/kg/massa corporal (EGb 25); 50 mg/kg (EGb 50) e 100 mg/kg (EGb 100), por

gavage, durante o periodo de puberdade.
p>0.05
Fonte: Acervo dos autores.
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Na Tabela 1 estdo expostos os pesos relativos e absolutos dos érgaos de ratos tratados com EGb e controles.

Tabela 1: Peso absoluto (g) e relativo de érgio de ratos Wistar tratados com EGb do 25° dia pés-natal ao 45°. Grupos controle (1 ml de dgua destilada); Tratados com 25, 50,
100 mg de EGb (EGb 25; EGb 50; EGb 100)/kg de massa corporal, via oral, diariamente pela manha. Eutandsia no 60° dia de vida.

GRUPOS
Controle EGb 25 EGb 50 EGb 100
n=16 n=16 n=16 n=16

Peso absoluto(g)
Testiculo Direito 0,57 0,05 0,59 £ 0,05 0,57 + 0,05 0,58 + 0,05
Testiculo Esquerdo 0,60 + 0,05 0,57 + 0,05 0,55 + 0,05 0,57 + 0,05
Vesicula Seminal 0,14 £ 0,02 0,15+ 0,03 0,15+ 0,02 0,16+ 0,03
Préstata 0,08 £ 0,01 0,09 + 0,02 0,08 £ 0,01 0,09 + 0,03
Epididimo 0,11 + 0,01 0,12 + 0,02 0,11 + 0,01 0,12+ 0,01
Rins (2) 0,89 + 0,07 0,90 + 0,07 0,86 + 0,04 0,91 + 0,07
Baco 0,24 £ 0,03 0,25 + 0,03 0,24 + 0,02 0,25+ 0,03
Figado 4,27 £ 0,33 4,54 + 0,33 4,55+ 0,31 4,55 + 0,34

Peso relativo

Epididimo 0,23 + 0,02 0,23 £ 0,04 0,23 + 0,02 0,23 £ 0,02
Vesicula Seminal 0,29 + 0,06 0,29 + 0,08 0,30 + 0,04 0,31 + 0,08
Baco 0,50 + 0,06 0,48 £ 0,07 0,49 £ 0,06 0,50+ 0,08
Figado 9,68 £ 1,47 8,80 £ 1,46 9,29 £ 1,09 9,16 + 1,12

p>0,05

Fonte: Acervo dos autores.

Na Tabela 2 estao expressas: as concentragoes de espermatozoide, os dias em que se observaram a evolugao da morfologia

da glande e a descida do testiculo para o escroto, em animais dos grupos controle e tratados.

Tabela 2: Concentragio de espermatozoides (concentragio/ml) e morfologia da glande/(dias de vida) em ratos Wistar com EGb do 25° dia pés-natal ao 45°. Grupos controle (1
ml de dgua destilada); tratados com 25, 50, 100 mg de EGb (EGb 25; EGb 50; EGb 100)/kg de massa corporal, via oral, diariamente pela manha. Eutandsia no 60° dia de vida.

GRUPOS
Varidveis Controle (n=16) EGb25 (n=16) EGb50 (n=16) EGb100 (n=16)
Concentracio de
. 3,05 + 1,15 3,30 + 1,54 3,34+ 1,8 4,37 + 2,48
espermatozoides
Glande 34,87 + 1,36 42,94+ 1,06 35,25 + 1,29 34,94 + 1,48
Fase A
Fase B 42,94 + 1,06 43,94 + 1,29 43,56 + 1,50 43,44 + 1,50
Fase C 43,94 + 1,06 4494 + 1,29 44,56 + 1,50 44,44 + 1,50
Descida dos testiculos 26,68 + 2,71 26,09 + 1,24 26,82 + 1,37 25,86 + 0,99
p>0.05

Fonte: Acervo dOS autores.
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Na Tabela 3 sao expostos os dados hematolégicos e bioquimicos dos animais de todos os grupos estudados.

Tabela 3: Dados hematoldgicos e bioquimicos de ratos Wistar tratados com EGb do 25° dia pés-natal ao 45°. Grupos controle (1 ml de dgua destilada); tratados com 25, 50,
100mg de EGb (EGb 25; EGb 50; EGb 100)/kg de massa corporal, via oral, diariamente pela manha. Eutandsia no 60° dia de vida.

GRUPOS
Varidveis Controle (n=16) }(Encilizs l(i[it;SG()) E(Sfllg)o
Hematimetria 45,63 + 3,48 44,26 + 3,12 43,80 + 2,65 43,51 + 4,11
Hemoglobina 16,50 + 1,27 15,82 + 1,33 15,47 + 1,66 15,67 + 1,37
ALT 68,53 + 12,17 67,75 £ 7,38 69,25 + 7,86 66,56 + 12,89
Creatinina 0,38 £ 0,90 0,42 + 0,73 0,47 + 0,98 0,45 + 0,15

p>0.05
Fonte: Acervo dos autores.

4 DISCUSSAO

O desmame dos filhotes de ratos, no Biotério do Centro
de Biologia da Reprodugio, ¢ feito aos 24-26 dias de vida
pds-natal, quando a literatura relata que o aumento da
secre¢io de FSH é mdximo entre os dias 25 e 35 de vida,
atingindo o pico aos 40 dias. O aumento da gonadotrofina
promove o aparecimento de receptores no tdbulo e une-
se a eles promovendo a espermatogénese. O crescimento
testicular acontece paralelamente com o aumento do
FSH (revisio em OJEDA; SKINNER, 2003). Portanto, a
exposi¢io dos animais ao EGb se fez desde o inicio até o
fim da puberdade, atendendo s preocupagées da Agéncia
Europeia de Medicina, visando estabelecer a seguranga do
uso de firmacos em pediatria (SILVA-LIMA et al., 2010).
Nesse sentido, a avaliagio do desenvolvimento pés-natal de
ratos expostos ao extrato seco de Gingko biloba nao s6 atende
a regulamentacio internacional como pode contribuir para
estudos dos riscos e beneficios do fitoterdpico.

Para avaliar a possibilidade de efeitos téxicos sistémicos
os animais foram avaliados quanto a sinais clinicos de
toxicidade — como alteragbes na deambulacio, pelos
ericados, cromadacriorreia, diarreia e polidria e o peso
corporal — ao longo da exposicio ao firmaco e também até a
eutandsia. Nenhum dos sinais clinicos nem o peso corporal
foram alterados durante o tratamento e até a eutandsia,
como se observou no Grifico 1, indicando que nio ocorreu
efeito téxico clinicamente observivel (SELLERS et al.,,
2007). Completando a sugestio de auséncia de toxicidade
geral, os pesos absolutos e relativos de érgios relacionados
A detoxicagio, excregio e reagio imunoldgica, como figado,

rins e bago (Tabelal), também ndo tiveram seus pesos

absolutos e relativos alterados. Além disso, a hematimetria
e a hemoglobina tiveram concentragoes semelhantes entre
os grupos, ¢ as dosagens de ALT e creatinina, indicativas de
funcao hepdtica e renal (Tabela 3), também nao diferiram
entre os grupos, o que sugere auséncia de toxicidade. Todos
os dados apresentados levam 2 conclusio de que, avaliado
por essas varidveis, o EGb nio causa toxicidade sistémica
quando administrado a ratos impuberes.

Na avaliagio de efeitos de substincias sobre o sistema
reprodutivo masculino, o peso dos érgios é um dos
parimetros sensiveis utilizados (MANGELSDORF et
al., 2003). Alteragbes no peso testicular podem indicar
modificacbes estruturais no taubulo seminifero, edema
intersticial e alteracio na producio de espermatozoides
(SELLERS et al., 2007). Além disso, Russell et al. (1990)
sugerem que exista uma correlagio forte entre o niimero
de células germinativas presentes nas génadas ¢ o peso dos
testiculos. Como nio foram notadas alteracdes significativas
do peso testicular entre os grupos tratados, quando
comparados com os controles (Tabela 1), ¢ possivel sugerir
que o EGb nao alterou a estrutura dos tdbulos seminiferos
ou a quantidade de células germinativas ai encontradas.
Tal possibilidade é corroborada quando se verifica que a
contagem de espermatozoides na secrecdo epididimdria
foi semelhante entre os grupos tratados, comparados aos
controles (Tabela 2). Considerando tais dados, é possivel
concluir que a exposicio de ratos imptberes a0 EGb nao
interfere no processo de espermatogénese.

Embora a concentragio plasmdtica de testosterona nio
tenha sido mensurada, os pesos inalterados dos drgios
testosterona — dependentes, como vesicula seminal e

epididimo (Tabela 1) — bem como a descida dos testiculos
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e as diferentes fases de evolug¢do da morfologia da glande
(Tabela 2), sao dados sugestivos de que a concentragio do
hormoénio, provavelmente, estava adequada.

Em conclusio, pode-se dizer que, no modelo animal
estudado e com as varidveis estudadas, o EGb, ministrado a
ratos desde o desmame até a puberdade, nio causa toxicidade
sistémica, nao altera o sistema reprodutor masculino e nio

interfere na espermatogénese.
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