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Resumo

O Extrato deGinkgo biloba(EGb) é um dos fitoterapicos mais consumidos no
mundo e tem sido utilizado no tratamento da disionerétil e como afrodisiaco. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar actdade sistémica do EGb e o efeito
sobre o sistema reprodutor masculino de ratos WiSigenta animais de trés meses de
idade foram tratados com agua destilada (Grupor@Glehte extrato aquoso d&inkgo
biloba nas seguintes doses: 3,5 (EGb 3,5); 7,0 (EGb 71@)@&mg/kg (EGb 14,0) uma
vez ao dia, por 56 dias consecutivos. Foram avadiadpeso corporal, estimativa de
consumo diario de ragdo, indicios de sinais clgide toxicidade, peso de 6rgdos e
glandulas acessorias do sistema reprodutor masaeilitados histométricos testiculares.
Espermatozoides foram coletados da cauda do epididd foram submetidos a
contagem e avaliados quanto a vitalidade e morildgpram realizados hemograma
completo, dosagem bioquimica sérica de ureia, inieate alanina aminotransferase
(ALT) e concentracdo de testosterona total séNém foram observados nos animais
sinais clinicos de toxicidade sistémica e mortegesar de ter ocorrido diferencas
estatisticas significativas na estimativa de comsude racdo, hemoglobinometria,
concentracdo de hemoglobina globular média e voldasecélulas de Leydig, conclui-
se que o EGb no presente trabalho, e com as dabesdas, ndo causou toxicidade
sistémica nem promoveu alteracdo na morfometrictés e qualidade espermatica de

ratos Wistar.

Palavras-chave:Ginkgo biloba ratos, toxicidade, fitoterapia, tibulo seminifezélula

de Leydig, espermatozoides.



Abstract

Ginkgo bilobaExtract (GBE) is one of the most consumed herbadioines in
the world and it has been used in the treatmenerettile dysfunction and as an
aphrodisiac. The present study had as objectivevétuate the GBE systemic toxicity
and its effect on male reproductive system of Wistds. Eighty animals of three-
month-old age were treated with distilled waterif€ol Group) and aqueous extract of
Ginkgo bilobain the following doses: 3.5 (GBE 3.5); 7.0 (GBB)7and 14.0 mg/kg
(GBE 14.0) once per day, for 56 consecutive dayedyBweight, daily food
consumption estimation, toxicity clinical signs @smnces, male reproductive system
organs and accessory glands weights and testsrestic analysis data were evaluated.
Spermatozoa were collected from the cauda epidislyand were subjected to counting
and evaluations of vitality and morphology. Comeldbtlood count test, serum
biochemistry test of urea, creatinine and alanimenatransferase (ALT) and total
serum testosterone levels were realized. Clinigaissof systemic toxicity and deaths
were not seen. In spite of it had had significaatistical differences on daily food
consumption estimation, hemoglobinometry, mean wsoplar hemoglobin
concentration and Leydig cell volume, it was codeld that GBE in the present study
and with the doses used, did not cause systemicitioxior promoted alterations on

testicular morphometry and spermatic quality of Mfisats.

Keywords: Ginkgo biloba rats, toxicity, phytotherapy, seminiferous tutsleeydig
cells, spermatozoa.
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1. Introducéo geral

Uma reducao progressiva na concentracdo de esjpzomds em homens tem
sido observada ao longo das ultimas décadas. Relajae esse numero reduziu de 113
milhbes de espermatozoides/mL de ejaculado em 19d4fa 66 milhdes de
espermatozoides/mL em 1990 (CARLSEN et al., 198&)almente, segundo dados da
Organizacdo Mundial da Saude, a concentracdo é&dmilhdes/mL (WHO, 2010).
Apesar dessa comparacdo ndo ter considerado asng#s regionais e étnicas da
populacdo humana, as diversas técnicas e a faffadfenizacdo, compreendeu-se que
houve reducédo da fertilidade humana ao longo dos.ah modificagdo do estilo de
vida e a exposicao a novas substancias podem gpeinagpais causas desse fenémeno
biolégico. Ao mesmo tempo, ocorreu aumento na @mwith de anormalidades
geniturinarias como tumores testiculares, criptimtigmo, hipospadias e outras
malformagdes do sistema reprodutor masculino (SWENKIN; FENSTER, 2000;
ANDERSON, 2005).

Evidéncias de que a exposi¢cdo aos contaminantesaps, categorizados como
metais pesados, agroquimicos e quimicos industpi@ssam causar efeitos sobre o
sistema reprodutor masculino vem aumentando (HAUSEBKOL, 2008). Muitas
dessas substancias, incluindo também os fitoesto§gepresentes em muitos
fitoterapicos, podem atuar como desreguladorescemdd ao mimetizarem a acéao do
estrogénio enddgeno e alterar a fisiologia repredu{WARING et al., 2008;
PATISAUL; ADEWALE, 2009).

O extrato deGinkgo biloba(EGb) é um fitoterapico que vem sendo utilizado
para disturbios de disfuncdo erétil em pacientes oso crénico de antidepressivos
(KANG et al.,, 2002; MACKAY, 2004; MOYAD et al., 2d0 WHEATLEY, 2004,
TAMLER; MECHANICK, 2007) e como afrodisiaco (MALVIX et al., 2011). Os
componentes flavonélicos do extrato (quercetinagniaerol e isorhamnetina)
apresentaram efeito estrogénico ao se ligaremept@es estrogénican vitro (OH;
CHUNG, 2004) e antiestrogénico por ativar as viasadtabolismo do estrogénio em
doses elevadas (OH; CHUNG, 2006).

Estudos com animais utilizando o EGb ou de seuspoaentes isolados

demonstraram efeitos contraditorios. Al-Yahya et(2006) relataram diminuicdo do
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peso da cauda do epididimo, da prostata, dos nileiscidos nucléicos testiculares,
além da baixa taxa de prenhez e perdas pré-imp&mtde camundongoSwiss
submetidos ao extrato. Taepongsorat et al. (20@G8gerciaram que a quercetina, um
dos componentes do EGb, melhorou parametros regproducomo motilidade,
vitalidade e concentracdo de espermatozoides, d&r@umentar o peso testicular de
ratos.

Devido ao risco populacional de exposicdo ao E@bsrelatos contraditorios
na literatura, buscou-se no presente trabalhojaaval efeito do extrato d&inkgo

biloba sobre o sistema reprodutor masculino de ratosawist
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2. Revisao de literatura

2.1 Sistema reprodutor masculino

O sistema reprodutor masculino é constituido peésticulos, epididimos,
ductos deferentes, pénis e glandulas acessoéria3C{HELL; BREED, 2006),
representadas pela préstata, vesiculas seminais l&adutps bulbouretrais
(RISBRIDGER; TAYLOR, 2006). A funcdo do sistema nmagutor masculino € a
producao, maturacdo, armazenagem e conducdo datagamasculinos, denominados

espermatozoides, além da producdo de horméniosgémcos.
2.1.1 O testiculo

O testiculo € um 6rgédo complexo que produz espero@es e andrégenos que
servem para manter a funcdo reprodutiva e as eaisietas sexuais secundarias
(RUSSELL; FRANCA, 1995). E um o0rgdo macico, ovala@gmvolto por tecido
conjuntivo denso, a tunica albuginea, e anatomintanéisposto em uma regido
chamada de escroto na maioria das espécies masnistuturalmente, os testiculos
sao divididos em dois compartimentos, o tubular mtertubular ou intersticial. O
compartimento tubular compreende a regido formadasptibulos seminiferos, onde
sao formados os espermatozoides e que sao estrtibrdares enoveladas, delimitadas
externamente por uma tunica prépria, composta leonentos acelulares como fibras
colagenas, células midides e a membrana basal aajual estédo localizadas as células
da linhagem germinativa dispostas em camadas élaasde Sertoli. S&o encontrados
trinta tabulos seminiferos por testiculo em ratedaboratorio (SETCHELL; BREED,
2006), cujas extremidades se abrem no mediastsicutar e este se comunica ao

epididimo via ductos eferentes.

As células de Sertoli sdo responsaveis pelo sugtwie e nutricional das
células da linhagem germinativa, regulam o processgmermatogénico e produzem
fluidos tubulares (RUSSELL et al., 1990; HERMO dt, &201(). Estruturas
denominadas de especializacbes ectoplasmicas sagchasais sdo encontradas nas
células de Sertoli (VOGL et al., 2000). A espeemjéo ectoplasmica basal promove a
formacdo das juncdes de oclusdo entre células deliSadjacentes e, com isso,
promovem a formacdo de dois ambientes no epit@mirdfero: o basal onde se

encontram as espermatogbnias e espermaticitos etr@gioss iniciais de
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desenvolvimento e o adluminal, em que estdo adasétla linhagem germinativa em
estagio mais avancado do processo espermatogéaguuncoes de oclusdo formam a
barreira hemato-testicular que visa limitar a ex#ws das células germinativas do
ambiente adluminal aos agentes lesivos proveniedgescorrente sanguinea. A
especializacdo ectoplasmica apical compreende ivaclies nas membranas
citoplasmaticas da célula de Sertoli e demais &glda linhagem germinativa para
fornecer adeséao e regulacao do ciclo espermatagfRUSSELL et al., 1990; KERR et
al., 2006).

No compartimento intertubular ou intersticial, emitam-se 0s vasos sanguineos
e linfaticos, embora em algumas espécies animai® gatos, camundongos e caes, 0S
capilares linfaticos se apresentem fenestrados espscos entre as células séo
considerados como espacos linfaticos. Sdo tambémtifidados no compartimento
intertubular: tecido conjuntivo composto por fibreslagenas, fibroblastos, nervos,
macrofagos, linfocitos e o tipo celular mais prosenite, as células de Leydig
agrupadas proximos aos vasos sanguineos parsafagifpassagem de testosterona para
a corrente sanguinea (RUSSELL et al.,, 1990; KERRI.et2006). Em humanos, ha
cerca de 8 milhdes de células de Leydig/@mo rato de 14 a 22 milhdesfcnAs
células de Leydig sao ricas em reticulo endoplasméso, em cujas membranas estao
as enzimas necessarias para a sintese de testast@dicionalmente, foi verificado

que as células de Leydig também produzem estragdtieR et al., 2006).
2.1.2 O epididimo

O epididimo € um 6rgdo composto por um Unico dattmente enovelado e
longo, variando de comprimento de um metro no calongo, trés metros em ratos e
de trés a seis metros em homens (ROBAIRE; HINTORGEBIN-CRIST, 2006). O
orgao é dividido em trés regides: a cabeca, o cerpoccauda (CORNWAL, 2009). A
cabeca do epididimo liga-se ao testiculo via duefesentes, que podem variar em
guantidade de quatro a dez, dependendo da espw#uialae apresenta continuidade
para formar o corpo e a cauda. Histologicamenteg¢lsas principais sao o tipo celular
mais abundante, representando cerca de 65 a 80%ddse as células e tem funcéo
endocitica e secretoria. Elas apresentam a paital agpm microvilosidades e estéo
presentes ao longo de todo o ducto dos segmenidigiggarios, mas com diferencas
estruturais da composicédo de seu aparato secret@malocitico dependendo da regido

analisada. Os demais componentes celulares dodepalicomo as células basais,
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apicais, estreitas e claras também possuem furegiikgiticas e secretorias. Outro tipo
celular epididiméario denominado de células Halafordescritas e atribuidas atividades

imunologicas pela semelhangca com os linfocitos rGuibos.

As células principais possuem juncfes de oclus@oseu citoplasma e o
conjunto dessas juncdes entre as células principésentes forma a barreira hemato-
epididimaria. A semelhanca com a barreira hematiictdar, essa estrutura serve para
protecdo dos espermatozoides de agentes lesivos sisttma imunolégico, que
reconhece os gametas e proteinas intraluminais coéw proprios (ROBAIRE;
HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006).

O epididimo desempenha as seguintes fung¢des guastoespermatozoides:
desenvolvimento da motilidade e capacidade featibda, criacdo de ambiente propicio
a maturacado atraves da absorcdo e secrecdo darmibastpelo epitélio epididimario e
armazenagem e transporte (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIRIST, 2006). A
importancia desse 6rgdo é reconhecida uma vez Qe déa infertilidade masculina
podem advir de anormalidades na maturacdo dosreafmaoides (CORNWAL, 2009).

2.1.3 As glandulas acessorias

As glandulas acessérias do sistema reprodutor uli@sccorrespondem a
préostata, vesiculas seminais e glandulas bulbaise(iRISBRIDGER; TAYLOR,
2006). O seu desenvolvimento e controle funciostiieesob influéncia da testosterona
e diidrotestosterona (GONZALEZ, 2001).

2.1.3.1A préstata

A prostata € a maior glandula acessoéria do sistepradutor masculino (DIAZ
et al., 2010). A sua posicdo anatdbmica é distalaaebda bexiga e circunda
completamente a parte proximal da uretra. E fornpatddbulos que sdo constituidos
por inumeros alvéolos de epitélio pseudoestratiicaelimitados pelo estroma. A
funcdo da glandula prostética € produzir fluidog gontribuam para a formacdo do
ejaculado e elementos como zinco, acido citricostaglandinas, frutose e enzimas. As
células secretorias formam a maior porcdo exoagimadular e secretam proteinas,
como por exemplo, o antigeno prostatico espec(R@A) e fosfatase acida prostatica
no lumen glandular. Altos niveis de receptores @gélticos sdo expressos pelas células
secretdrias, evidenciando a necessidade da testustpara sua fisiologia. Além das

células secretoérias, ha a presenca das célulasli@pitbasais que n&do apresentam
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atividade secretoria e se localizam justapostasembrana basal e estroma, sob o
epitélio. A semelhanca com o testiculo e epididiasogélulas basais possuem juncées
do tipo gap e formam a barreira hemato-prostatica. Em humahéasas células
neuroenddcrinas e sao responsaveis pela secrecgwotiinas de carreamento e
horménios peptideos (RISBRIDGER; TAYLOR, 2006).

2.1.3.2As vesiculas seminais

As vesiculas seminais sdo constituidas por epitééoretor colunar, em
glandulas com vilosidades, cuja secrecdo comp@® @80% do volume do ejaculado.
A funcdo das vesiculas seminais é a secrecédo wsdrenzimas e prostaglandinas para
auxiliar na motilidade dos espermatozoides e pratepara controlar a viscosidade do
sémen (RISBRIDGER; TAYLOR, 2006). Aléem disso, aigal seminal produz a as
proteinas semenogelinas | e Il, responsaveis pelgutacdo do sémen e componentes
como as enzimas superéxido dismutase, catalaseitathgbna peroxidase e acido
ascorbico, acido Urico e tidis que sdo antioxidargeprotegem o0s espermatozoides
contra a atividade imune do sistema reprodutor rigTai (GONZALEZ, 2001). Apés a
ejaculacdo, os espermatozoides consomem a frutoseme processo denominado de
frutdlise. Dessa maneira, existe uma correlacacergav da concentracdo desse
carboidrato e a taxa de motilidade dos espermategoi(GONZALEZ, 2001;
GONZALEZ; VILLENA, 2001).

2.1.3.3 As glandulas bulbouretrais

As glandulas bulbouretrais sdo formadas por esasttubuloalveolares e
presentes na maioria dos mamiferos. Elas produzamecdes que sdo eliminadas
proximas aos lobos prostaticos e contribuem nadoém do ejaculado. Em roedores,
elas possuem a funcédo de produzir o tampao vagp@ a copula (RISBRIDGER,;
TAYLOR, 2006).

2.2 0 eixo hipotalamico-hipofisério-testicular

Um sistema glandular compreendido pelo hipotalarhipoéfise e pelos
testiculos, integram o eixo hipotalamico-hipofiedesticular e € responsavel pela
formagcdo e controle da atividade do sistema repoodonasculino (CUMMINGS;
KAVLOCK, 2004). O hormonio liberador de gonadotrafs (GnRH) é secretado pelas

células do hipotalamo e estimula a secrecdo daadgtmofinas pela hipofise e que
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estimulardo a gametogénese e esteroidogénese (GARBSOWER, 2003; SOWER,;
FREAMAT; KAVANAUGH, 2009). A secrecédo de GnRH vaggnificativamente ao
longo da vida do animal, sendo regulado pelo rittimcadiano nas espécies com
reproducéo sazonal, sob influéncia da melatoni@P@EZ et al., 2005). A secrecéo do
GnRH aumenta no periodo inicial da adolescéncigy@sos de alta frequéncia, e induz
o despertar das func¢des reprodutivas de ambos mach@émeas e sdo mantidos por
toda a vida do animal (HARRIS; LEVINE, 2003; NAVARR 2012).

O hormonio foliculo estimulante (FSH) e o luteramtre (LH) sdo produzidos
pela adeno-hipdfise e liberados na corrente saegugab o estimulo do GnRH (LOPEZ
et al., 2005). Nos testiculos, o FSH estimula diferacdo e a populacdo das células de
Sertoli no feto em formacdo. No individuo adulto F&H, juntamente com a
testosterona, regulam o processo espermatogénsemgenhado pelas células de
Sertoli (GRISWOLD; MCLEAN, 2006). O LH atua sobrs aélulas de Leydig e
estimula a producdo de testosterona que tem a dudeapromover 0s caracteres
secundarios masculinos, estimular a atividade dasdglas acessorias do sistema

reprodutor e do processo espermatogénico (STOCCIFHAUL, 2006).

Um processo denominado de retroalimentacdo, atrdwégual a testosterona
presente na corrente sanguinea estimula os reespémdrogénicos localizados no
hipotalamo e hipofise e diminui a secrecdo de GreRbonadotropinas e oferece o
controle enddcrino. A inibina é um polipeptideorstado pelas células de Sertoli sobre
o controle do FSH e atua sobre a hipoéfise e reggulaiveis séricos de FSH (DEPUYDT
et al., 1999).

2.3Espermatogénese

A fertilidade masculina depende da producéo deGesdide espermatozoides por
ejaculado. Para tal, h4 a necessidade de um pooceéso, altamente complexo e
ordenado, que dura cerca de seis a nove semarggrdénte de fatores autécrinos,
paracrinos e endocrinos denominado de espermatt®é@EDONNELL et al., 2006).
Ela é definida por um processo de eventos celuasgessivos, que ocorre no interior
dos tubulos seminiferos, e que resulta na formdedspermatozoides maduros a partir
de células precursoras (KERR et al., 2006). Aslaglgque compdem 0 processo

espermatogénico sdo as espermatogonias, 0s espatose as espermatides. Baseado
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em consideracdes funcionais, a espermatogénese geoddividida em trés fases: a
proliferativa, a meidtica a fase espermiogénica$8HLL et al., 1990; HERMO et al.,
201().

A fase proliferativa caracteriza-se pela multipt@a das espermatogdnias por
mitoses sucessivas e rapidas. A caracteristiccadase é a geracdo de células ndo
comprometidas ao processo de meiose para formeglalas de reposicdo e manter o
processo espermatogénico de forma regular. Alémsodia fase proliferativa é
responsavel pela multiplicacdo e geracdo das espeginias que se diferenciardo e
dardo origem aos espermatocitos primarios e séndegd a meiose e geracado dos
gametas maduros. Na fase meidtica, os espermat@eitoarios entram em processo de
meiose, 0 material genético € recombinado e sedpegaas espermatides, células
hapléides, sdo geradas (HESS, 1999; HESS; FRANQ®8;2HERMO et al., 20H).

A fase espermiogénica, ou de diferenciacdo, € @ &8 que as espermatides se
transformam em células estruturalmente equipadasgleancar o ovocito (RUSSELL
et al.,, 1990). As espermatides hapléides, advimddaprocesso meiotico pelo qual os
espermatocitos se submeteram, passam por 19 pessa®, 16 no camundongo e 8 no
ser humano até se transformarem no espermatozeéderganelas citoplasmaticas se
modificam: o complexo de Golgi se transforma namssoma; os centriolos migram e
originam o flagelo; o ndcleo se condensa e 0 @wph € reduzido de volume (HESS,
1999; HERMO et al., 201).

As células germinativas, em suas fases de desémasito, formam associacdes
celulares ou estagios, definidos como estagiosdiom do epitélio seminifero com 6, 12
e 14 estagios especificos reconhecidos em humacasiundongos e ratos,
respectivamente. Cada estagio possui entre quat@n@ geracdes de células
germinativas em uma mesma seccdo transversal ddoteminifero. Um ciclo
espermatogénico € definido como o periodo de temepessario para que determinada
regido do tubulo seminifero complete os 14 estagimsestdo arranjados consecutiva e
ordenadamente ao longo do tubulo seminifero, apt@sgo-se ascendente ao
distanciar-se da rede testicular, denominada da @sgermatogénica (HESS, 1999;
HESS; FRANCA, 2008; HERMO et al., 2(4)0

A condicdo para a ocorréncia normal da espermagsgérdepende da
manutencdo de um microambiente adequado no intéasrtibulos seminiferos e &

desempenhada pelas células de Sertoli, que formdrarraira hemato-testicular e
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direcionam as células germinativas em desenvolviongne migram da base do tubulo
para o interior, em dire¢do ao lumen (KERR et241(06).

2.4 0 papel do estrogeno na reproducdo masculina

Segundo Sharpe (1998) e Hess (2003), a presencehatasdnios sexuais
esteroidais, como a testosterona e o estrogénio semdo exclusivos, respectivamente
aos sistemas reprodutores masculino e feminino verdando. A identificagcdo dos
receptores estrogénicas (ERw) e B (ER{f) no sistema reprodutor masculino, o
entendimento do papel da enzima aromatase, quear@atonversdo da testosterona em
estrogeno e a necessidade desse horménio para emvdeémento do sistema
reprodutor durante a vida intrauterina e na pultkerddemonstraram a importancia do
estrogénio e forneceram melhor compreenséo do aeel para o funcionamento no

organismo masculino.

No sistema reprodutor masculino, o estrogénio \poasfuncéo de regular a
reabsorcao dos fluidos nos ductos eferentes eidaepo, através da absorcéo de ions
e agua e assim, concentrar os espermatozoides RDSEHUR; HESS, 2011). Os ER-

a foram identificados naete testis células de Leydig, epididimo, ductos eferentes e
glandulas bulbouretrais. Os HR{foram identificados no epididimo e glandulas
acessorias (SHARPE, 1998) e no testiculo, nasasekdmaticas de Leydig e Sertoli e
também nas células germinativas (SHARPE, 1998; SBDERIS et al., 2002,

CARREAU et al., 2006; CARREAU; VIENNE; GALERAUD-DHS, 2008) o que

indica a necessidade desse hormonio para a fig@oldg@mbém sdo encontrados em
varios nucleos hipotalamicos e gonadotropos higofis atuando na regulacdo de

secrecao de hormonios do eixo hipotalamico-hipoéisgonadal (AKINGBEMI, 2005).

Recentemente, receptores estrogénicos intracedutherominados de GPR30,
que estdo associados a proteina G, foram relatedlm® possiveis associacdes a
expressdo de marcadores comBax por espermatécitos em paquiteno e espermatides
arredondadas e via apoptotica mitocondrial (CARREABODURAIMA-LELONG;
DELALANDE, 2012). Lucas et al. (2010) identificarams receptores estrogénicos GP
em células de Sertoli e indicaram o envolvimentesds receptores com apoptose

celular.
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Estudos correlacionaram a atividade da aromateaseima que converte
irreversivelmente andrégenos em estrogénios epess&nte no reticulo endoplasmatico
de inimeros tecidos, com a motilidade de espermiaiez (CARREAU et al., 2007).
Em ratos, a atividade da aromatase esta concemesdeélulas de Sertoli em animais
imaturos e nas células de Leydig nos animais alularreau; Vienne; Galeraud-Denis
(2008) relataram reducao de cerca de 30% da emegdnica do gene CYP19,
responsavel pela sintese de aromatase em espeosidatode ratos que se apresentaram
com imobilidade. Os autores também relacionarameaomexpressdo da aromatase
com aumento de anormalidade morfolégicas dos gametancipalmente com

microcefalia.

Sabe-se que a proporcdo de andrégenos/estrogemosfeito fisiolégico no
desenvolvimento e manutencdo das funcdes gonadsssuiinas e parece controlar
especialmente a producdo de espermatides (tantectasp qualitativos quanto
quantitativos) e a maturacdo dos espermatozoidespitidimo (CARREAU, 2000).
Estudos em animais evidenciaram que tanto uma suuanto uma super exposicao a
estrogenos refletem na funcéo testicular. Camurmokgockout para aromatase,
enzima que converte andrégenos em estrégenosnfteis porque as espermatides
nao se diferenciam normalmente (SIERENS et al.5R0® utilizacdo de exemestano,
um inibidor de aromatase, promoveu reducdo do pgesbticular, dos niveis de
estrogénio plasmatico e das taxas de proliferagd@sgermatogdnias, ao mesmo tempo
em que promoveu aumento dos niveis de horméniogogéicos em peixes
Halichoeres trimaculatufKOBAYASHI; NOZU; NAKAMURA, 2011). Os autores
verificaram que houve estimulo e retomada do psacespermatogénico e aumento da
taxa de proliferacdo das espermatogonias aposagfticde estrogénio exdgeno nesses
mesmos animais, e demonstraram a necessidade chpéesd para O processo

espermatogénico.

Estudos em espécies que apresentam periodo rdapoodsdzonal podem
fornecer entendimento do papel do estrogénio solsiestema reprodutor masculino.
Cobellis et al. (1999) verificaram que em Rena esculentaa cessacao da producéo de
espermatozoides no periodo nado reprodutivo foi @30 ao aumento de taxas
proliferativas de espermatogébnias e a altas taga&stlogénio. O aumento de expressao
dos ERe e ER$ também foi demonstrado nos testiculos de morc&gdseus lituratus
no periodo de regressédo gonadal do periodo ndodupro (OLIVEIRA et al., 2009).
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2.5 Substéancias estrogénicas exdgenas e o sistemaueprmasculino

Varios agentes tém sido apontados por apresentfatos adversos no sistema
reprodutor masculino e as substancias com posafiretiade estrogénica tem sido
relatadas como causadores desse fendmeno (KUIP&R £#998; PFLIEGER-BRUSS;
SCHUPPE; SCHILL, 2004; SAFE, 2004; VIDAEFF;, SEVERQO05; HAUSER,;
SOKOL, 2008; WOODRUFF et al., 2008; SHARPE, 20H)yses compostos podem
ser denominados de desreguladores enddcrinosppistizam a acdo de horménios
endogenos, inibem a acdo dos mesmos ou alteramcaduegulatoria do sistema
enddcrino (SIKKA; WANG, 2008). Delbés; Levacher; deéat (2006) denominaram
essas substancias de xenoestrogenos e apontaramersiddde de tipos existentes e

indicaram aumento de concentracdes no meio amleeamdealimentacao.

Os Ftalatos, presentes em materiais plasticos {Hll,e2009; SAILLENFAIT;
SABATE; GALLISSOT, 2009; MARTINO-ANDRADE; CHAOUD, @10), parabenos
(HOBERMAN et al., 2008; TAVARES et al., 2009), pestas organoclorados, como o
dicloro-difenil-tricloroetano ou DDT, kepone, torab e dieldrin (BRETVELD et al.,
2007; UZUN et al., 2009; VICTOR-COSTA et al., 20I®)bisfenois, em plasticos e
resinas epoxi (SAKAUE et al.,, 2001), além de detosm fendlicos (fenilfendis,
presentes em borrachas e desinfetantes), algusfepesentes em herbicidas e
detergentes e outros pesticidas como o endosulfatragina (VIDAEFF; SEVER,
2005) podem exercer essa atividade sobre o sist@madutor masculino por

mimetizarem a acao do estrogénio enddgeno ou @iera seu metabolismo.

Uma sobrecarga estrogénica ja foi demonstrada smusa de alteracdes no
sistema reprodutor masculino, principalmente sepasicdo for materna. Alteracdes na
frequéncia dos ciclos do epitélio seminifero e paggrostata (YAMAMOTO et al.,
2005) e no desenvolvimento do epididimo (YAMAMOTQ a&l., 2009) foram
observados em ratos com reducdo dos niveis séfctesstosterona, cujas maes foram
tratadas com dietilstilbestrol entre 8 & o 22 dias de gestagdo. Shimomura et al.
(2005) verificaram que estrogenos sintéticos cometinilestradiol, usados como
contraceptivos femininos e para terapia contrgpartriofia e cancer de prostata, podem
se ligar aos receptores estrogénicos na hipoffipatalamo e diminuir a secre¢cdo dos
horménios liberador de gonadotrofinas (GnRH), fdbtic estimulante (FSH) e
luteinizante (LH) e, consequentemente, 0s niveidedosterona em ratos. Também

utilizando o etinilestradiol por via oral em raté&neto et al. (1999) verificaram que
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houve reducdo da contagem e da motilidade dos meapmroides, além de atrofia
severa dos tubulos seminiferos e Vosges; Bragwenb@rnous (2008) relataram menor

numero de crias em ratos.

2.6 Sindrome da disgenesia testicular e exposicdoa@uanminantes ambientais

A perda de fertiidade masculina como a reducdo cdacentracdo de
espermatozoides, 0 aumento de incidéncias de ahdades congénitas como
hipospadias e criptorquidismo e tumores do sistegpeaodutor masculino podem ser
reunidos em uma unica sindrome, denominada deosiedda disgenesia testicular
(SDT) e estd associada, além de fatores genéticesposicdo a fatores lesivos ao
sistema reprodutor masculino no inicio da vidaaimterina (SKAKKEBAEK; MEYTS;
MAIN, 2001; WOHLFAHRT-VEJE; MAIN; SKAKKEBAEK, 2009) A SDT é
caracterizada pela irreversibilidade das lesbeENEEN et al., 2008). Em casos leves,
mais comumente vistos, ha apenas uma alteracacmEnetogénese, refletido em
baixa contagem de espermatozoides associada oa mdertilidade. Nos casos mais
severos e também mais raros, a sindrome da disgetiesticular se manifesta com
alteragbes congénitas e/ou presenca de tumoreésukmsts (SKAKKEBAEK et al.,
2003).

As anormalidades congénitas associadas a sindrardesgenesia testicular sdo
decorrentes da deficiéncia de androgénio durarperindo de formacédo do sistema
reprodutor masculino. O criptorquidismo, ou altéaglo descenso testicular, pode
ocorrer uni ou bilateralmente e os testiculos podenapresentar intra-abdominais ou
em porcao escrotal proximal. E a alteracdo congénitis comum em neonatos do sexo
masculino, afetando cerca de 2-9% dos individuostraDalteracdo comumente
associada € a hipospadia, que acomete cerca d&dds neonatos, e se caracteriza
pela posicdo andmala do orificio uretral externop@ais, que pode-se localizar ao
longo do corpo do pénis ou em posicao escrotakoamal (TOPPARI et al., 2010).

A relacédo da sindrome da disgenesia testiculartaomores também foi descrita
por Skakkebaek et al. (2003) ao relatar a preseéechis tipos de carcinoma de células
germinativas em homens, o seminoma e 0 nao semirforaator cita que a formagao

desses tumores pode ser relativa a exposicdo dodcitms, células germinativas

precursoras, aos agentes lesivos extrinsecos apefi@s as alteracdes cromossémicas
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intrinsecas ao desenvolvimento embrionario. Sonnheale (2008) verificaram a
semelhanca morfolégica de células provenientesadg@nomain situ, precursoras da
maioria dos canceres testiculares invasivos, cogooécitos, evidenciando ainda mais
a origem desses tumores. A hipdtese mais discatidiana falha de diferenciacdo dos
gondcitos em espermatogdnias devido a uma disfudedocélulas de Sertoli e de
Leydig. Entretanto o potencial invasivo do carciadm situ ndo é atingido até que o
eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal seja ativadopuberdade (DALGAARD et al.,
2012).

A alteracdo da capacidade funcional das céluldsegidig também foi estudada
por Joensen et al. (2008) como uma das conseqgsé&idDT. Os autores verificaram
que concentracdes reduzidas de androgenos podanpestentes e podem explicar as

alteracOes de formacao dos demais 6rgaos do sisggmualutor masculino.

Dalgaard et al. (2012) verificaram uma possivelebgenética da SDT ao
associar polimorfismos em apenas um nucleotideograss TGFBR3 e BMP7 que
pertencem a via de sinalizacdo do fator de crestongansformadof (TGF{3) em
homens com SDT. Fisher et al. (2003) definiram uodeo experimental em ratos
Wistar cujas maes foram tratadas com 500 mg/kglagilkalato (DBP) por via oral no
periodo gestacional compreendido entre 8 3 22 dias. Os autores verificaram
alteracdes tipicas da SDT humana com altas taxasiplerquidismo, hipospadia e
infertilidade. Anormalidades testiculares, comoehiasia das células de Leyidg e
presenca dessas ceélulas no interior dos tubulosnderos, cordfes testiculares
parcialmente formados, células de Sertoli imatwasibulos seminiferos compostos
unicamente por células de Sertoli, atraso na diteagdo das células midides
peritubulares e auséncia do processo espermatodgénan relatados.

A importancia da exposi¢cdo aos contaminantes ardisena formacédo da SDT
€ um fator amplamente estudado. Ao dibutilftaldd®®) e estrogénicos sintéticos se
atribuem atividades estrogénicas e/ou antiandrogémo organismo, responsaveis pelo
desencadeamento da SDT (VIRTANEN et al., 2005; BA4l., 2006; MARTIN et al.;
2008). Storgaard; Bond®lsen (2006) relacionaram as anormalidades enctasraa
SDT com a exposicdo pré-natal as substancias ésioag. Wohlfahrt-Veje et al.
(2012) associaram a reducéo de tamanho de érgadaigexternos de meninos cujas
maes foram expostas a pesticidas na gestacao.



26

2.7 Fitoterapia e fitoestrégenos

Estima-se que 80% da populacdo mundial utilizemicaetentos a base de
plantas (PANDEY et al., 2011). A medida que osdmsuavancam na busca de novos
farmacos, maior € o numero de componentes quindeosificados com capacidade de
produzir algum dano no organismo. Uma vez quetartranto de doencas mediante o
uso de plantas € muito popular, e com o aument@rdeura por fitoterapicos, a
seguranca desses produtos também necessita sgadssiNESS; SHERMAN; PAN,

1999).

Muitos desses medicamentos sdo comercializadossseem submetidos as
andlises toxicolégicas recomendadas (MAR; BENT,9)98 inocuidade, seguranca e
eficacia dos medicamentos tornaram-se de inter@gaseautoridades sanitarias e do
publico (WHO, 2000). Esse risco levou as entidagesernamentais nacionais e
internacionais a tomarem medidas que visam garasiiguranca e eficdcia no uso dos
fitoterdpicos. No Brasil, a Agéncia Nacional de iNgcia Sanitaria (ANVISA)
estabeleceu normas através da Portdrisl 6/MS/SNVS de 8 de agosto de 1996 para o
estudo da toxicidade de produtos fitoterapicos,gem® se estabelece a realizacdo de
protocolos experimentais que permitam a demonsirdedoxicidade desses produtos.
Também € crescente a consciéncia da populacdolagdoenos riscos da exposicao a
agentes ocupacionais, terapéuticos e ambientaisfertdidade masculina e no
desenvolvimento da progénie (ANDERSON, 2005).

Kostelac; Rechkemmer; Briviba (2003) relataram qdi€oestrogenos
flavonodlicos podem se ligar aos BRe ERf e dessa maneira atuar nos diversos
sistemas em que esses receptores estao localieadegundo Kuiper et al. (1998), os
fitoestrogenos sdo um dos compostos xenoestrogmads pontentes conhecidos e
possuem maior afinidade de ligacdo aospERssinder et al. (2007) descreveram que
ratos adultos expostos a elevadas concentract@®elrogenos genisteina, gliciteina
e daidzeina na dieta, tiveram a espermatogénefadipezla, a taxa de apoptose de

células germinativas aumentada e a contagem denespeoides reduzida.
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2.8 Ginkgo biloba

O termo Ginkgo deriva-se do japonés “Ginkyo” quergdizer damasqueiro de
prata e do latim “biloba” — bi, dois, por causa sims folhas em formato de leque
dividido ao meio (STROMGAARD; NAKANISHI, 2004). @inkgo bilobaL. (Figura
1) é uma planta considerada “fossil vivo”, poiscsginou ha cerca de 200 milhdes
anos na regido em que atualmente localiza-se aaGhindo apresenta espécie de
parentesco proximo dentro do Reino Vegetal. E @asple arvore mais antiga e viva
na face da Terra (BLUMENTHAL; BRINCKMANN; WOLLSCHLEBGER, 2003).
Seu valor medicinal vem sendo utilizado pelo homenpelo menos 5.000 anos,
confirmado pela primeira prescricdo para uso imtera livro de Chen Noung (2.767 a
2.687 AC) (DIAMOND et al., 2000). Atualmente é cmlgsado um dos fitoterapicos
mais vendidos no mundo (MAR; BENT, 1999), comerzao nas formas de folhas
secas, extratos em po e tinturas. E caracterizatm grande expectativa de vida,
resisténcia a insetos, infecc¢des virais e bac@si@8INGH et al., 2008).

Figura 1 — A — Arvore desinkgo biloba B — Demonstracdo de folhas, frutos e
sementes.

Fonte: Adaptado de Baratto; Rodighero; Santos (2009
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O extrato deGinkgo bilobaé uma mistura de cerca de 300 compostos quimicos
extraidos das folhas das arvores. O extrato pad@d) utilizado geralmente possui
entre 22 a 27% de glicosideos flavonolicdmvpnas quercetina, kaempferol e
isorhamnetina;biflavonas bilobetina, ginkgetina, isoginkgetina e sciadggiita) e
entre 5 a 7% de terpeno trilactongikgolideos A, B, C e J;sesquiterpena lactona
bilobalideo) (WHO, 1999; VAN BEEK, 2002; SMITH; LUC004; OH; CHUNG,
2004).

O extrato apresenta atividade neuroprotetora, iafidimatoria, antioxidante e
estabilizadora de membranas o que o faz ser mulittado no tratamento da doenca de
Alzheimer, deméncia (MAR; BENT, 1999) e melhoriardemdria. Também apresenta
atividade relaxante sobre o endotélio vasculadjzatio na insuficiéncia cérebro-
vascular e em oclusdes de artérias periféricas (WH@09; BLUMENTHAL;
BRINCKMANN; WOLLSCHLAEGER, 2003; SIERPINA; WOLLSCHAEGER,;
BLUMENTHAL, 2003; SMITH; LUO, 2004). Popularmentes utilizado como
vermifugo, indutor do parto, no tratamento de buiteg rinite cronica, artrite e edema
(WHO, 1999). Entretanto, devido o efeito inibidosbsee o fator de ativacdo de
plaguetas, o seu uso concomitante com agentesig @evefeito anticoagulante deve ser
evitado (SIERPINA; WOLLSCHLAEGER; BLUMENTHAL, 2003)Dugoua et al.
(2006) também n&o recomendam 0 usoO proximo ao,paotoaumentar o tempo de

sangramento.

O EGb é também utilizado na terapia de reposic@mtmal em mulheres pos-
menopausa (GOLD et al., 2007). Entretanto, a dgszrde outros usos do extrato na
reproducéo é escassa. Estudos clinicos foram adakzpor Paulus et al. (2002) em 45
mulheres com histérico prévio de insucesso em piomntos de reproducéo assistida e
que apresentavam fluxo sanguineo baixo nas artériegnas e ovarianas. A
administragcdo do extrato promoveu aumento sigtificada espessura endometrial e
em trés casos, a gestacao pode ser obtida.

Nos estudos experimentais em reproducdo, Chan Y2f€onstrou que os
ginkgdlides A e B induziram apoptose em blastosisle camundongos vitro. O
ginkgdlide B também foi capaz de reduzir o desennwnto dos ovocitosn vitro
(SHIAO; CHAN, 2009) e aumentar os indices de reafims dos blastocistos e
diminuir o peso fetalin vivo (CHAN, 2006; SHIAO; CHAN, 2009). Quando
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administrado a ratas prenhes no periodo de traiespudrario e implantacéo (f-8ia de
gestacdo), ndo causou toxicidade materna, morteé@maka, retardo no crescimento e
malformacbes (FERNANDES et al., 2010). Entretamtardo no crescimento foi
notado nos fetos cujas mées foram tratadas ei@te o 20 dia de gestagdo (PINTO et
al., 2007). Em ratas lactantes também n&o causacidade materna, nem alterou o
desenvolvimento fisico, motor e sensorial das ¢RaRIA et al., 2008).

Efeitos estrogénicos para o EGb e seus principaimponentes isolados
(quercetina, kaempferol e isorhamnetina) foram detmados por Oh; Chung (2004).
Os autores verificaram afinidade dos compostosER®s e ERf, embora tenham
notado maior afinidade do EGb aos ER<Contudo, o EGb também apresentou
atividade anti-estrogénica (OH; CHUNG, 2006) pejacaagonista do EGb sobre os
receptores aril-hidrocarbono (AhR) que estimulowexpressdo do gene CYP1Al,
relacionado com a sintese de enzimas envolvidasatabolismo do estrégeno. Além
disso, verificou-se que o EGb inibiu a enzima atas®, responsavel pela sintese dos
hormdénios estrogénicos a partir dos androgénicess®forma, os autores sugerem que
os efeitos anti-estrogénicos que ocorrem pela widependentes aos receptores de
estrogeno podem ser causados pela reducédo dos horeionais.

Com relagédo a reprodugdo masculina, existem irglid® que o extrato de
Ginkgo bilobapoderia ser utilizado no tratamento de disfung@tilelecorrente do uso
cronico de antidepressivos (KANG et al., 2002; MACK 2004; MOYAD et al.,
2004; WHEATLEY, 2004; TAMLER; MECHANICK, 2007) e omo afrodisiaco
(MALVIYA et al., 2011). Paick; Lee (1996) demonstam que o EGb apresentou efeito
de relaxamento sobre a musculatura lisa do corperaso peniano de coelhos e
humanosn vitro. Registrou-se também aumento no comportamentépidac (YEH et
al., 2008; YEH; WU; TSAI, 2011) e erecdes (YEH kt 2010; YEH et al., 2011) em
ratos submetidos ao extrato, o que poderia eviderainda mais o efeito sobre a
disfuncéo erétil e libido.

Porém, elevadas doses de extratdsiiekgo bilobainduziram a diminuicdo da
penetracado de espermatozoides na zona pelucidaoddéos de hamster (ONDRIZEK
et al., 1999) e inibiram a motilidade de espermatozoides hum@@NDRIZEK et al.,
199%). Khanduja; Verma; Bhardwaj (2001) verificaram gaiequercetina, um dos
componentes do EGb, promoveu diminuicdo de motibdae vitalidade de

espermatozoides humanos. Al-Yahya et al. (200@tasim diminuicdo do peso da
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cauda do epididimo, da préstata, dos niveis deogaidicléicos testiculares, além da
baixa taxa de prenhez e perdas pré-implantacdamerdongosSwisssubmetidos ao
extrato. Os autores sugeriram que 0 mecanismoxitedade reprodutiva do EGb pode
ser devido a geracado de radicais livres, principabs pela acdo dos bilobalideos na
ativacdo do acido gama-aminobutirico (GABA), glusam aspartato e glicina e,
consequentemente, aberracdes cromossdmicas riosltest

Contrariamente, Yeh et al. (2009) evidenciaram gueGb apresentou efeito
protetor ao processo apoptotico em testiculos s matados concomitantemente a
doxorrubicina, principalmente, pela vias anti-oxias. PREDES et al. (2011)
relataram que o EGb também promoveu efeito protatotra as alteracdes provocadas
pelo cadmio sobre as células de Sertoli, de Leyligespermatides de ratos.
Taepongsorat et al. (2008) também evidenciaramagyeercetina melhorou parametros
reprodutivos como motilidade, vitalidade e concaglio de espermatozoides, além de
aumentar o peso testicular de ratos. Fagi et BD4Pnao observaram alteracées no
sistema reprodutor de ratos machos tratados porek2s com isoflavonas.

Frente a escassez de estudos dos efeitos do E@b sastema reprodutor
masculino, dos relatos contraditorios na literaterada potencialidade de efeitos

adversos do extrato, novas investigacdes fazensemssarias.
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3. Hipodtese

O extrato deGinkgo bilobapromove toxicidade sistémica nos animais e aptasen

efeito lesivo sobre o sistema reprodutor mascumaeatos Wistar adultos.
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4. Objetivos

4.1 Geral
Avaliar o efeito do extrato d&inkgo biloba sobre o sistema reprodutor

masculino de ratos Wistar adultos.

4.2 Especificos
4.2.1 Determinar a concentracdo, a vitalidade e arfalegia dos
espermatozoides epididimarios;
4.2.2 Avaliar o peso dos testiculos, epididimo, glanslaleessorias do sistema
reprodutor dos animais, além dos rins, figado ebac
4.2.3 Avaliar histometricamente o testiculo quanto a:
4.2.3.1Densidade volumétrica e volume dos compartimenéssiculares
tubular e intertubular;
4.2.3.2Densidade volumétrica e volume dos componente®ohpartimento
intertubular;
4.2.3.3Diametro tubular total, diametro luminal e altura dpitélio do
tubulo seminifero;
4.2.3.4Comprimento total dos tubulos seminiferos por ¢eftie por grama
de testiculo;
4.2.4 Avaliar os perfis hematolégico e bioquimico dosvaais;
4.2.5 Determinar a concentracdo sérica de testosterdaia to
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5. Material e métodos

A metodologia proposta para este trabalho seguprinsipios da OECD Series
on Testing and Assement No. 21 (OECD, 2002) paralisméo do efeito de
desreguladores de hormoénios sexuais e da ICH Deteuft toxicity to reproduction for
medicinal products & toxicity to male fertility S82) (ICH, 2005).

O protocolo experimental seguiu as normas inteomais preconizadas no
Manual sobre cuidados e usos de animais de labargtdATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 2003) e foi aprovado pela Comisséo dedrtia Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Juiz de Fora em 06 de AleriP010 e protocolado com o
namero 016/2010.

O estudo experimental foi realizado no biotérioedperimentacdo animal do
Centro de Biologia da Reproducéo (CBR) da UnivaxdedFederal de Juiz de Fora e
todas as anadlises, com excecdo do processametuddiso testicular, microtomia e

coloracao das laminas histologicas, foram realikade laboratorios do CBR.

5.1 0 extrato desinkgo biloba

O extrato deGinkgo bilobafoi importado da China e fornecido pela JR Pharma.
O teste de qualidade realizado pelo Laboratérice@aldemonstrou que o extrato é
composto de cerca de 28,2% de ginkgoflavoglicosid@@% de terpenolactonas, 15%
de glicosideos quercetina, 10,9% de glicosideosngferol, 2,3% de glicosideos
isorhamnetina e menos que 5 ppm de &cidos ginkgdlEEsta composi¢do corresponde
ao extrato geralmente utilizado na terapia clinfdgdHO, 1999; BLUMENTHAL;
BRINCKMANN; WOLLSCHLAEGER, 2003; SIERPINA; WOLLSCHAEGER,;
BLUMENTHAL, 2003; SMITH; LUO, 2004).

5.2 Animais

Foram utilizados 80 ratos da linhagem WisRat(us norvegicuk. Berkenhout,
1769), de trés meses de idade e de 250 gramasdeangelio, provenientes do biotério
do Centro de Biologia da Reproducdo da Universidedderal de Juiz de Fora
(CBR/UFJF).
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Os animais foram mantidos em gaiolas de poliprapilé4%34x16 cm),
forradas com maravalha ndo esterilizada, dotada®cie aramado para disposi¢ao de
racdo do tipo peletizada e bebedouro com aguaddtdo tipo mamadeira de garrafa de
polipropileno. As gaiolas foram mantidas em arnsdlmatizados ALESC® (Brasil)

e temperatura controlada de 22+2° C. O alojamept® ahimais foi em salas com
dispositivo para manter a iluminagdo com ciclo da&rodescuro de 12 horas. A

propor¢cdo minima de animais por gaiola foi de udividuo e a méaxima de cinco.

5.3Procedimento experimental

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em quatipos, um grupo Controle
(n=20) e trés grupos Tratados (n=20/grupo). O gi@patrole recebeu 1 mL de agua
destilada e os grupos tratados receberam: 3,5 nfB®&b 3,5); 7,0 mg/kg (EGb 7,0) e
14,0 mg/kg (EGb 14,0) do Extrato aquosoGiekgo biloba(EGb) por dia. A menor
dose correspondeu a dose terapéutica preconizadahpananos, que equivaleria a
administracdo de 250 mg do extrato a uma pessoa’(dekg (WHO, 1999;
BLUMENTHAL; BRINCKMANN; WOLLSCHLAEGER, 2003; SIERMAA,;
WOLLSCHLAEGER; BLUMENTHAL, 2003; SMITH; LUO, 2004ANVISA, 2008).
As doses de 7,0 mg/kg e 14,0 mg/kg corresponderaspectivamente, ao dobro e
quatro vezes a dose humana. O extrato foi admadistipor via intragastrica. Os
animais foram tratados pelo periodo de 56 diasemutivos, correspondente a um ciclo

espermatogénico completo do rato (RUSSELL et 8801

Os animais foram separados dos demais semanalmériam avaliados quanto
ao peso corporal (g) e o consumo diario de racgioofgido pela diferenca entre a
guantidade disposta e a remanescente no cocho,of lapés o fornecimento
(HOFFMAN et al., 2002). Durante todo o procedimemt® animais receberam racéo e

aguaad libitum

ApOs a administracdo do extrato @mkgo biloba os animais foram observados
por 30 minutos para a deteccdo de possiveis sitinisos de toxicidade aguda como
alteracOes da atividade locomotora e comportangeniairante todo o experimento,
outros sinais de toxicidade sistémica como perdapéso, piloerecdo, diarreia,

cromodacriorreia, estereotipias e mortes tambéeamnfanonitorados (OECD, 2009).
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Um dia apos o término do tratamento, os animaianfoeutanasiados pela
técnica de exsanguinacao total por puncdo cardialoaanestesia geral. O protocolo
anestésico utilizado foi a associacdo dos medicermedilazina na dose de 10 mg/kg
(Kensof, Konig — Brasil) e quetamina na dose de 90 mgXketgnarco?, Konig —
Brasil), aplicada por via intraperitoneal (WOLFENSK), LLOYD, 1994). Foi coletado

o volume total de 7 mL de sangue por animal.

5.4 Analise hematolégica

Um mililitro do sangue coletado foi misturado aaumgota do anticoagulante
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e subdmtia avaliacdo hematoldgica
através de hemograma completo, com o aparelhosadali hematolégico automatico
modelo pocH-100iV Diff (Sysmék- Japdo). A contagem diferencial dos leucécitds fo
feita através da andlise de 100 células em esfregagguineo corada pela técnica
Panético (Laborclifi - Brasil). Os parametros hematoldgicos analisaftwam a
hematimetria (18uL); hematdcrito (%); hemoglobinometria (g/dL); vole globular
médio (fL); hemoglobinometria globular média (pgpncentracdo de hemoglobina
globular média (%); leucometria total f40L) e especifica representada por valores
proporcionais dos mondcitos, linfocitos, segmerdado eosinofilos. As analises
hematoldgicas foram realizadas pelo corpo técn@d.aboratério de Hematologia e

Bioquimica do CBR.

5.5 Anélise bioquimica sérica

O restante do sangue coletado dos animais foindelstia obtencdo de soro sanguineo
através de coagulagdo e centrifugacdo. Concenfragéeenzima hepatica alanina
aminotransferase (Ul/L) e das substancias ureiddlohge creatinina(mg/dL) foram
medidas no soro sanguineo dos animas com o apamatbmatico modelo Labmax
Progress e kits (Labt&st Brasil). As analises bioquimicas séricas foraalizadas pelo

corpo técnico do Laboratorio de Hematologia e Biotgea do CBR.
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5.6 Dosagem hormonal sérica de testosterona

Parte do soro sanguineo dos animais foi armazesrad@mperatura de -80° C
para analise posterior. Foi realizada dosagemasdas hormonios testosterona através
do imunoensaio ELISA (Kit Caymman ChemifalsEUA) e do aparelho de leitor de
microplacas ASYS HITECH GMBH (ASY%- Austria).

5.7Contagem dos espermatozoides

Procedeu-se a contagem de espermatozoides epidmbnadravés de amostras
coletadas a partir da secre¢éo da cauda do epalitingito (SEED et al., 1996), obtidas
através de uma pequena incisdo com tesoura cialoffi@lmica para iris e obtengéo de
duas fracGes de secrecdo. As mesmas foram imeeéiataraolocadas em 50 pL de
solucdo tampéo salina fosfato (SiflmeEUA) para cada fracdo, previamente preparado
em uma placa de Petri disposta sobre uma placeacidqua 37 C. Foi aguardado o
tempo de 5 minutos para ocorrer a homogeneizacamaterial. Essa amostra foi
considerada a solucdo homogeneizada inicial. Enuideg com auxilio de uma
micropipeta, foi retirada uma aliquota de 20 pulLsdacédo homogeneizada e colocado
em 6 mL de agua destilada para imobilizacdo dosresiozoides e diluicdo da ordem
de um para 300. Essa amostra diluida foi acontidia nos dois reticulos da camara de
Neubauer e o0s espermatozoides foram contados enpscipio Optico modelo
BX41TF (Olympu$ - Jap&do) no aumento de *0Me cada reticulo da camara, foram
contados os espermatozoides localizados nos quaatdrantes laterais. Para cada
animal, foi realizada a contagem nos dois reticdibbsamara. O valor total foi dividido
por oito e obtido o valor médio de um quadrantersd. A partir desse valor, foi obtida
a concentracao final de espermatozoides/mL a phtiormula 1:

x =a x 300 x 1¢ 1)

Sendo:
X = concentragao final de espermatozoides/mL
a = média obtida de oito quadrantes laterais da E@d®Neubauer
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5.8 Avaliacéo da vitalidade espermatica

Foi realizada a contagem diferencial de espermategwivos e mortos atraves
da técnica de coloracdo de nigrosina-eosina (WHQ0QR Um volume de 200 uL de
solucéo de suspensédo dos corantes de nigrosinaaeimsipreviamente aquecido em
placa de Petri a 37° C. Posteriormente, foi colocad/olume de 20 puL da secrecgao
epididimaria homogeneizada inicial em solucdo tampgalina fosfato. Apds 30
segundos da mistura com o corante nigrosina, falizeelo esfregaco em lamina
histologica e secagem em temperatura ambienteerRwstente, foram avaliados e
contados 200 espermatozoides integros em micrasdé&piuz com a lente objetiva de
100x e uso de 6leo de imersdo. Os espermatozoidesosopaib corante eosina foram
classificados como mortos e aqueles que aparecegiencorados e visualizados pelo
fundo negro promovido pela nigrosina, foram clasatfos como vivos (Figura 2).
Somente foram considerados 0s espermatozoidesdst@mue apresentaram cabeca e

cauda). Os dados foram expressos em porcentagespdenatozoides vivos.

Figura 2 — Esfregaco de espermatozoides de rattaedrado pela técnica de
Nigrosina e Eosina para avaliacdo de vitalidade— Mspermatozoide morto. V —
espermatozoide vivo. Aumento de 1.800

Fonte: Arquivo do CBR/UFJF
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5.9 Avaliagdo da morfologia espermatica

Foi retirado um volume de 20 pL da secrec¢éo epidida da segunda fracdo e
diluido em 0,5 mL de solucao tampéao salina foséatotubo de ensaio e previamente
aquecido a 37C. Uma gota dessa diluicdo foi colocada uma landieavidro para
realizacdo do esfregaco. Apos secagem em temperatubiente, a lamina foi fixada
com mistura de alcool absoluto e éter dietilic®%%/v e corada pela técnica de Shorr
para realizacdo de contagem e classificacdo mgitaldos espermatozoides a fim de
determinar os indices de anormalidades (WHO, 20Q&@ura 3). Foram contados e
analisados 200 espermatozoides integros e clagBcem normais e anormais em
microscoépio de luz com a lente objetiva de X @0uso de 6leo de imersédo. O resultado
dos dados foi expresso em porcentagem de espewigEsnormais para cada animal.
As alteracdes morfolégicas dos espermatozoidesidmaslas segundo Seed et al.
(1996) e Perreault; Cancel (2001) foram:

5.9.1 Cabeca amorfa: perda da forma de foice, wafsiica dos

espermatozoides de ratos;

5.9.2 Defeitos de cauda: enrolada ou quebrada;

Figura 3 — Esfregaco de espermatozoides coradotgaica de Shorr para avaliacdo
morfolégica. A — espermatozoide evidenciando a aawnrmal; B — espermatozoide
com a cauda enrolada; C — espermatozoide com gaaoemal; D — espermatozoide
com a cabeca disforme. A e B: aumento dex4@e D: aumento de 1080

10 pm
==

1000x 10 ym 1000x

Fonte: arquivo do CBR/UFJF
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5.10Peso dos 6rgaos

ApOs a eutanasia, os animais foram submetidos &opsa e tiveram o0s
seguintes 6rgéos removidos e pesados em balamp@asdo (Mart - especificidade
0,0001g - Brasil): testiculos esquerdo e direifdielimo esquerdo, vesiculas seminais
repletas e prostata ventral (Figura 4), rins estpuerdireito, figado e baco (Figura 5).
Foi calculado o indice gonadossomatico (IGS), quep@so testicular expresso como
porcentagem do peso corporal (Formula 2):

X = (a+b) x 100 (2)

Sendo:

x = indice gonadossomaético (IGS)
a = peso total dos testiculos (g)

b = peso corporal (g)

Figura 4 — Orgdos e glandulas acessorias do sistepradutor masculino de ratos
Wistar. A — Testiculo; B — Epididimo; C — Vesicukaminais repletas; D — Prostata
ventral.

Fonte: arquivo pessoal
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Figura 5 — Org&os de ratos Wistar. A — Figado;Bago; C — Rim esquerdo; D — Rim
direito.

Fonte: arquivo pessoal

5.11Anélise histométrica testicular

Apés pesagem, os testiculos foram fixados atrawésntersdo em fixador
modificado de Karnovsky (paraformaldeido a 4%:ajlatideido a 4% em tampao salina
fosfato 0,1 mL/L, pH 7,4). Vinte e quatro horas smodinicio da fixacdo, o testiculo
direito teve a tunica albuginea removida e pesanl@aénquima testicular também foi
pesado. O testiculo esquerdo foi seccionado, melir@e cerca de 3 mm de suas
extremidades, em sentido transversal com auxilithoeéna afiada, 4, 24 e 48 horas
apos o inicio do processo de fixacdo a fim de ppoar penetrabilidade do agente
fixador no parénquima testicular. Apds essa Ultseecdo, os fragmentos testiculares
foram transferidos e mergulhados em solucao deoldle0% até o processamento
histologico.

O processamento histologico testicular, microtoené@loracao foram realizados
no Laboratorio de Biologia Estrutural do Departatnemle Biologia Geral da
Universidade Federal de Vicosa, sob orientacdo mdessor Sérgio Luis Pinto da
Matta.
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Os fragmentos testiculares foram incluidos em &ehistoldgica (2-hidroxietil
metacrilato, Leic& - Alemanha) e submetidos & microtomia. Os codeani realizados
em espessura de 3 um, mantendo-se uma distantiaatetes entre os escolhidos para
0 estudo. Os cortes foram dispostos em laminasdile & corados com o corante azul
de toluidina — borato de sddio a 1%. As laminaarfomontadas e tiveram as laminulas
fixadas com o auxilio de resina (Enteflan Brasil). Os cortes histoldgicos foram
fotografados em microscépio 6ptico modelo AXIOPHEBOS50 (Zeis§) dotado de
camera acoplada para captura modelo AXIOCAM ICcgigg). Foi utilizado o
programa de captura de imagem e sistema de meésuwlagtal Axiovision versao 4.7
(Zeis$ - Alemanha).

5.11.1 Densidade volumétrica dos compartimentosulémbe intertubular

testiculares

Para a avaliacdo de densidade de volume dos comeatds tubular e

intertubular testiculares, foram utilizadas as fidlas 3 e 4, respectivamente.

Foram contados 2.660 pontos, utilizando uma gradeomizada de 266 pontos
aplicada sobre as fotografias histolégicas com agnama Image-Pro Plfisversdo
4.5.0.29 (Media Cybernetics - EUA) (Figura 6). Aade é composta por linhas
longitudinais e transversais, considerando-se gqoomtos, as intersecdes das linhas. Os
2.660 pontos foram obtidos em 10 fotografias tisada campos escolhidos de forma
aleatéria por animal. Cada ponto foi analisado assificado como pertencente ao

compartimento tubular ou intertubular.

X = (a +2.660) x 100 3)
y = (b +2.660) x 100 (4)
Sendo:

x = densidade volumétrica do compartimento tubular
y = densidade volumétrica do compartimento intertarbu
a = soma total dos pontos sobrepostos no compartintenular

b = soma total dos pontos sobrepostos no compartineiertubular
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Figura 6 — Determinacéo da densidade volumétrica adonpartimentos testiculares
tubular e intertubular através do Programa Imagef®u$. A contagem de pontos
caracterizados pelas intersecdes das linhas laligitis e verticais de uma grade
ortogonal padronizada de 266 pontos sobre as fotogriafias forneceu a densidade
volumétrica dos compartimentos. T — Compartimengésti¢ular tubular; 1 —
Compartimento testicular intertubular.
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Fonte: arquivo pessoal

5.11.2 Volume dos compartimentos testiculares arbelintertubular e indice
tubulossomatico

Para a determinacdo do volume dos compartimentoglaiu e intertubular,
foram utilizadas, respectivamente as formulas 5. &d considerada a densidade
especifica testicular igual a 1 (JOHNSON; PETTY AMES, 1981), dessa maneira, 0
peso do parénquima (g) foi considerado igual aovekume (mL).

x = (axz)+100 (5)
y = (b xz)+100 (6)
Sendo:

x = volume do compartimento tubular (mL)

y = volume do compartimento intertubular (mL)

Z = peso do parénquima testicular (g)

a = densidade volumétrica do compartimento tubular

b = densidade volumétrica do compartimento intertarbu
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Também foi calculado o indice tubulossomatico (JTd&terminado a partir da

formula 7:
x=(a=+y)x 100 (7)

Sendo:
x = indice tubulossomatico (ITS)
a = volume do compartimento testicular tubular

y = peso corporal

5.11.3 Diametros do tubulo seminifero e do luménlar e altura do epitélio

seminifero

Vinte seccdes transversais dos tubulos seminifeeis circulares possiveis por
animal foram fotografadas com a lente objetiva @&. As medidas obtidas de cada
tubulo seminifero foram o diametro e, dividindoeste por dois, determinou-se o raio
tubular. Paralelamente a medida do didmetro tupfdeam realizadas duas medidas da
altura do epitélio seminifero, tomadas em posigij@sstas e foi considerado o valor
médio dessas duas medidas. Também foi determinatiantetro luminal através da
diferenca entre o valor do didmetro do tubulo eoma das duas alturas do epitélio

seminifero (Figura 7).
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Figura 7 — Determinacdo de medidas histométricasibalo seminifero em corte
histolégico de testiculo de rato Wistar. DT — Di&meotal tubular; DL — Diametro
luminal tubular, determinado pela diferenca entreealida do diametro total e a soma
das duas medidas de altura de epitélio; AE — Altlerapitélio seminifero, tomada pela
média de duas medidas diametralmente opostas. agélwrde azul de toluidina —
borato de sddio a 1%, espessura de 3 um.

Fonte: arquivo pessoal

5.11.4 Comprimento total dos tibulos seminiferos por ¢ektie por grama de
testiculo

Com a determinacdo da medida do raio do tubulo rééemd e do volume
ocupado pelos mesmos, foi obtido o comprimentd thta tlbulos seminiferos pela
formula 8 (ATTAL; COUROT, 1963):

Xx=a=+(Txr (8)

Sendo:
X = comprimento total dos tdbulos seminiferos pstitelo

a = volume do compartimento tubular
7 = valor depi, sendo considerado = 3,14

r = raio do tubulo seminifero

Dividiu-se o comprimento total dos tubulos semimige pelo peso total dos
testiculos e obteve-se o comprimento dos tubulogamna de testiculo.
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5.11.5 Densidade volumétrica e volume dos compeseait tecido intertubular

Foram contados 1.000 pontos projetados sobre isaggpturadas da regiao
intertubular nos diferentes cortes histologicoseticulo de cada animal com aumento
de 40& utilizando uma grade padronizada de 609 pontos. postos foram
classificados e quantificados conforme estivessebnesas células de Leydig, vasos
sanguineos, espacos linfaticos, tecido conjuntinmaerofagos (Figura 8). A densidade
volumétrica desses elementos foi calculada a miatseguinte formula 9:

X = (a +1.000)x 100 )

Sendo:
x = densidade volumétrica dos elementos do compartorietertubular
a = soma total dos pontos sobrepostos sobre cadeerle do compartimento

intertubular

O volume dos elementos intertubulares foi calcugartir da féormula 10:
X = (axz)+ 100 (10)

Sendo:
x = volume do elemento intertubular
a = densidade volumeétrica de um elemento do conmpantio intertubular

z =volume do espaco total intertubular



Figura 8 — Identificacdo dos componentes do cormpanto testicular intertubular em

fotomicrografia de corte histoldgico de testicul @hto Wistar. | — Compartimento

intertubular constituido por: A — Células de Ley(kgta); B — Tecido conjuntivo; C —

Vaso sanguineo; D — Espaco linfatico; E — Macrofggeta). T — Compartimento

tubular constituido pelos tibulos seminiferos. @ajéo de azul de toluidina — borato
de sédio a 1%, espessura de 3 um.

Fonte: arquivo pessoal
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5.12 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do desteevene para avaliacao
quanto a distribuicdo dos dados. Para os dadogdiribuicdo normal, foi utilizado o
teste ANOVA, seguido do teste de Tukey. Para da#ms distribuicdo normal, foi
usado o teste de Kruskal-Wallis, seguido de Maniitvgir. O nivel de significAncia
adotado para o presente estudo foi de 5%. Paraaragiies multiplas com o teste de

Mann-Whitney, exigiu-se nivel de significancia dé.1

Para a andlise estatistica, utilizou-se o progr&P&S (Statistical Package for
the Social Scienceés EUA), verséo 13.0.
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7. Resultados
Artigo 1

O extrato de Ginkgo biloba (EGb) ndo causa toxicidade sistémica e ndo altera
orgaos do sistema reprodutor masculino de ratos Wiar adultos

Resumo

O Extrato deGinkgo biloba(EGb) é um dos fitoterapicos mais consumidos no
mundo. Entretanto ainda ha escassez de ensai@®ltm}tcos em animais e 0 risco a
exposicdo humana principalmente pelos compostaslfalgpis, representados pelos
acidos ginkgélicos, que podem causar quadros ati&¥gie serem compostos
mutagénicos e carcinogénicos. O presente trabake b objetivo de avaliar a
toxicidade sistémica do EGb. Oitenta ratos Wistatrés meses de idade foram tratados
com agua destilada (Grupo Controle) e extrato amdessinkgo bilobanas seguintes
doses: 3,5 (EGb 3,5); 7,0 (EGb 7,0) e 14,0 mg/kgh(B4,0) uma vez ao dia, por 56
dias consecutivos. Foram avaliados semanalmepiesados animais (g) e a estimativa
de consumo diario de racao (g). Indicios de sidaisoxicidade sistémica como perda
de peso, piloeregéo, diarreia, cromodacriorreigerestipias, alteragbes da atividade
locomotora e comportamentais e mortes também fonamtorados. Apds anestesia, 0
sangue dos animais foi coletado para avaliacdoed@ofgrama completo e dosagem
bioquimica de ureia, creatinina e alanina amingtexase (ALT). Ap0s a eutanasia, 0s
animais foram submetidos a necropsia e os tessioegguerdo e direito, epididimo
esquerdo, vesicula seminal repleta, préostata \emina esquerdo e direito, figado e
baco 6rgéos removidos e pesados em balanca degwebiurante todo o procedimento
experimental ndo foram observados nos animaisssali@micos de toxicidade sistémica
e mortes. Houve diferencas estatisticas da estianatt consumo de ragdo na sexta
semana e oitava semanas de avaliagdo, embora smenda no peso corporal. Nao
houve diferenca no peso dos 6rgdos e na andlispiibica sérica. Na avaliacédo
hematoldégica dos animais, houve diferenca estatistisignificativa na
hemoglobinometria em que o grupo EGb 14,0 apregesgcestatisticamente superior
ao grupo EGb 3,5. A concentracdo de hemoglobinautdo média também apresentou
diferenca estatistica significativa, em que o EGhbdpresentou médias inferiores aos
grupos EGb 7,0 e EGb 14,0 e o grupo controle aptesenédia inferior ao grupo EGb
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14,0. Sugere-se que o EGb no presente traballmmeas doses utilizadas, ndo causou
toxicidade sistémica e nem provocou alteragdesrgaod de ratos Wistar.

Palavras-chave Ginkgo biloba ratos, toxicidade, fitoterapia.

1. Introducéo

Atualmente, estima-se que 80% da populacdo muantiglem medicamentos
extraidos de plantas para tratamento de enfernsdadea vez que o0 uso de
fitoterapicos tornou-se uma alternativa frente &culdade de acessibilidade a
medicagdo convencional (PANDEY et al., 2011). Hatr®, a seguranca ainda é
guestionada, pois muitos desses medicamentos saAwmraalizados sem serem
submetidos as analises toxicoldgicas recomendadid&R;( BENT, 1999). A
inocuidade, seguranca e eficacia dos medicamemtogram-se de interesse das
autoridades sanitarias e do publico (WHO, 2000).eBse motivo, avaliacdes dos riscos
de um medicamento precisam ser analisadas no amgtolinico para deteccdo de
toxicidade renal e hepatica e efeitos nos sistémeasatopoiético, reprodutor e pele.
Adicionalmente, estudos de carcinogenicidade, gammtiade e mutagenicidade devem
ser realizados (WHO, 1993).

O Extrato deGinkgo biloba (EGb) é atualmente um dos fitoterapicos mais
consumidos no mundo, usado principalmente parargsate deméncia, melhoria da
circulacdo sanguinea periférica e doenca de Alze{@KEN; STORZBACH; KAYE,
1998; MAR; BENT, 1999; STROMGAARD; NAKANISHI, 2004) O EGb é uma
mistura de cerca de 300 compostos quimicos extaflés folhas das arvores e
geralmente possui entre 22 a 27% de glicosideosritdicos {lavonas quercetina,
kaempferol e isorhamnetinabiflavonas bilobetina, ginkgetina, isoginkgetina e
sciadopitysina), entre 5 a 7% de terpeno trilacddgmkgolideosA, B, C e J) e menos
de 5 ppm de acidos ginkgdlicos (WHO, 1999; VAN BERKO02; SMITH; LUO, 2004;
OH; CHUNG, 2004).

Embora ndo existam relatos epidemioldgicos humadasassociacdo da
exposicao ao EGb e toxicidade ou risco ao canddA[Cet al., 2007), Fransen et al.
(2010) descreveram o risco toxicologico do EGbes@assez dos ensaios em animais.
Os autores citaram a necessidade de uma investigagifidisciplinar para assegurar o

uso deste fitoterapico. Siegers (1999) cita quealgsilfendis, representados pelos
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acidos ginkgélicos, sdo os componentes toxicosxdi@mte e podem causar quadros
alérgicos e serem compostos mutagénicos e carcimogé Koch et al. (2000)
relataram efeitos imunotoxicos do extrato em campogds ao causar reacdes
linfoproliferativas se aplicados parenteralmentepeke. Por esse motivo, 0s extratos
ndao devem ter mais do que 5 ppm de alquilfen6iE G&EIRS, 1999; WHO, 1999;
FRANSEN et al. 2010). Sierpina; Wollschlaeger; Bantinal (2003) verificaram efeito

inibidor sobre o fator de ativacdo de plaquetasterial efeito anticoagulante.

Atualmente outras utilizacbes do EGb para tratametd disfuncdo erétil
decorrente do uso crénico de antidepressivos (KARH@I., 2002; MACKAY, 2004;
MOYAD et al., 2004; WHEATLEY, 2004; TAMLER; MECHANIK, 2007) e como
afrodisiaco (MALVIYA et al., 2011) tem sido relats] o que levou a um crescente
consumo do extrato por homens. Embora haja plaputaséo popularmente utilizadas
para regular a fertilidade masculina (KAMAL; GUPTEQHIYA, 2003) ndo ha muitos
trabalhos que relatem especificamente o efeitoxtiate deGinkgo biloba Al-Yahya
et al. (2006) relataram diminuicdo do peso da calaapididimo, da préstata, dos
niveis de acidos nucléicos testiculares, além deabiaxa de prenhez e perdas pre-
implantacdo de camundongBwisssubmetidos ao extrato. Entretanto, Yeh et al. 4200
evidenciaram que o EGb apresentou efeito protetpracesso apoptotico em testiculos
de ratos tratados concomitantemente a doxorrubignacipalmente, pela vias anti-
oxidativas. Predes et al. (2011) relataram que b &@bém promoveu efeito protetor
contra as alteracdes provocadas pelo cadmio sabecélalas de Sertoli, de Leydig e
espermatides de ratos. Taepongsorat et al. (20082reiaram que a quercetina, um
dos componentes do EGb, melhorou parametros regproducomo motilidade,
vitalidade e concentracdo de espermatozoides, d&mumentar o peso testicular de

ratos.

O trabalho objetivou verificar o efeito do extra®Ginkgo biloba no ambito de
toxicidade sistémica, e sobre os 6rgaos do sistepradutor masculino.

2. Material e Métodos

O protocolo experimental seguiu as normas inteomats preconizadas no
Manual sobre cuidados e usos de animais de labirgtdATIONAL RESEARCH
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COUNCIL, 2003) e foi aprovado pelo Comité de E&ra Experimentacéo Animal da
Universidade Federal de Juiz de Fora sob o nuni5(2010.

2.1 O extrato deGinkgo biloba

O extrato desinkgo bilobafoi importado da China e adquirido pela farmaéa J
Pharma - Juiz de Fora - MG e a solugcéo aquosarépapada pelo Prof. Dr. Jo&o
Evangelista de Paula Reis. O controle de qualidedikzado pelo Laboratério Galena
demonstrou que o extrato € composto de 28,2% deya@iiavoglicosideos (15% de
guercetina, 10,9% de kaempferol e 2,3% de isorhana)e8,3% de terpenolactonas e
menos que 5 ppm de acidos ginkgolicos.

2.2 Animais

Foram utilizados 80 ratos da linhagem Wistar, cdia mmeses de idade e de 250
gramas de peso médio, provenientes do biotérioatdr@ de Biologia da Reproducéo
da Universidade Federal de Juiz de Fora (CBR/URJE)animais foram mantidos em
temperatura controlada de 22+2° C, iluminacdo cao claro/escuro de 12 horas e

agua e racaad libitum

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropilé4%34x16 cm),
forradas com maravalha nao esterilizada, dotada®cie aramado para disposi¢ao de
racdo do tipo peletizada e bebedouro com aguaddtdo tipo mamadeira de garrafa de
polipropileno. As gaiolas foram mantidas em arngrimatizados ALESC® e
temperatura controlada de 22+2° C. O alojamento aumais foi em salas com
dispositivo para manter a iluminagdo com ciclo darodescuro de 12 horas. A
propor¢cdo maxima de animais por gaiola foi de cindoviduos.

2.3 Grupos experimentais, doses do EGb, vias de amhistracdo e duracdo do

tratamento

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em qugtupos, um Controle
(n=20) e trés Tratados (n=20/grupo). O grupo Comtrecebeu 1 mL de agua destilada
e 0s grupos tratados receberam: 3,5 mg/kg (EGh 3,6) mg/kg (EGb 7,0) e 14,0
mg/kg (EGb 14,0) do extrato aquoso @mkgo biloba(EGb) por dia. A menor dose
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correspondeu a dose terapéutica preconizada paraanos (WHO, 1999;
BLUMENTHAL et al.,, 2003; SIERPINA; WOLLSCHLAEGER; IBJMENTHAL,
2003; SMITH; LUO, 2004). As doses de 7,0 mg/kg €01rhg/kg corresponderam,
respectivamente, ao dobro e quatro vezes a dosanaur® extrato foi administrado por
via intragastrica, diariamente pela tarde, por B& d@onsecutivos, correspondendo a
duracdo da espermatogénese em ratos (RUSSELL £990).

2.4 Peso dos animais e estimativa de consumo dedag

Durante o experimento, foram avaliados semanalmergeso dos animais (g) e
a estimativa de consumo diario de racdo (g), olpila diferenca entre a quantidade
ofertada e a remanescente, 24 horas apos o formmtniHOFFMAN et al., 2002).
Apoés a administracéo do extrato @akgo biloba os animais foram observados por 30
minutos para a deteccdo de possiveis sinais ciind® toxicidade aguda como
alterac6es da atividade locomotora e comportangertadicios de sinais de toxicidade
sistémica como perda de peso, piloerecédo, diarcetemodacriorreia, estereotipias e

mortes também foram monitorados (OECD, 2009).

Um dia apos o término do tratamento, os animaianfoeutanasiados pela
técnica de exsanguinacao total por puncdo cardialoaanestesia geral. O protocolo
anestésico utilizado foi a associacdo dos medicarmediazina na dose de 10 mg/kg e
guetamina na dose de 90 mg/kg, aplicados por waperitoneal (WOLFENSOHN;
LLOYD, 1994).

2.5 Andlise hematolégica

Foi realizado hemograma dos animais com o apasaslaisador hematoldgico
automatico modelo pocH-100iV Diff (Sysnfex Japdo). A contagem diferencial dos
leucdcitos foi feita através da analise de 100laglem esfregaco sanguineo corado
com o kit panético (Laborclfh - Brasil). Os parametros hematolégicos analisados
foram a hematimetria (2QuL); hematdcrito (%); hemoglobinometria (g/dL); voie
globular médio (fL); hemoglobinometria globular neéd(pg); concentracdo de
hemoglobina globular média (%); leucometria tofal’fjiL) e especifica representada

por valores proporcionais dos monacitos, linfégisegmentados e eosindfilos.
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2.6 Andlise bioquimica sérica

Concentragfes da enzima hepatica alanina amintdrass (UI/L) e de ureia
(mg/dL) e creatinina (mg/dL) foram medidas no seamguineo dos animas com o
aparelho automatico modelo Labmax Progress (LdbtesBrasil) e kits LabteSt
(Brasil).

2.7 Peso dos 6rgaos

AplOs a eutanasia, os animais foram submetidos &opsa e tiveram os
seguintes 6rgéos removidos e pesados em balamp@asio (Mart® - especificidade
0,00019): testiculos esquerdo e direito, epididaaquerdo, vesicula seminal repleta,

prostata ventral, rins esquerdo e direito, figalago.

2.8 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do desteevene para avaliagao
quanto a distribuicdo dos dados. Para os dadogdiribuicdo normal, foi utilizado o
teste ANOVA, seguido do teste de Tukey. Para da#ms distribuicdo normal, foi
usado o teste de Kruskal-Wallis, seguido de Maniitvgi. O nivel de significAncia
adotado para o presente estudo foi de 5%. Paraaragiies multiplas com o teste de

Mann-Whitney, exigiu-se nivel de significancia dé.1

Para a andlise estatistica, utilizou-se o progr&P&S (Statistical Package for

the Social Sciences), verséo 13.0.

3. Resultados

Durante todo o procedimento experimental, ndo fooéservados nos animais,
sinais de toxicidade sistémica, como alteracOes ati@idade locomotora e

comportamentais, piloerecao, diarreia, cromoda@i@y estereotipias e mortes.

O peso dos animais nao diferiu estatisticamente e&rs grupos experimentais

analisados em nenhuma das oito semanas de avallagém 1).

Nas oito semanas de avaliacdo da estimativa deicunde racéo de 24 horas,

nao foi observada diferenca estatistica signifieagintre os grupos analisados e o grupo
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controle, com excecao da sexta semana de tratangntque 0 grupo controle ingeriu
uma quantidade inferior do que o0s grupos trataddes eitava semana em que 0 grupo

controle apresentou um consumo inferior ao EGb (Hdura 2).

Na avaliacdo hematoldgica dos animais, houveddifg estatistica significativa
na hemoglobinometria em que o grupo EGb 14,0 api@sese estatisticamente
superior ao grupo EGb 3,5. A concentracdo de hesbowl globular média também
apresentou diferenca estatistica significativa, grea o EGb 3,5 apresentou médias
inferiores aos grupos EGb 7,0 e EGb 14,0 e o gooptrole apresentou média inferior
ao grupo EGb 14,0 (Tabela 1).

N&o houve diferenca significativa entre os valatesconcentragcdo de alanina

aminotransferase (ALT), ureia e creatinina sér{@abela 1).

O peso médio dos testiculos ndo apresentou dif@rentatistica significativa
entre 0 grupo controle e os grupos tratados e @strgrupos tratados (Tabela 2). Os
pesos relativos do baco, figado e rins também péesentaram diferenca estatistica
significativa entre os grupos experimentais andtisaOs pesos relativos do epididimo
esquerdo, vesicula seminal repleta e préstata aletdambém ndo apresentaram

diferenca estatistica significativa (Tabela 2).
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Figura 1 — Peso corporal (g), avaliado semanalmeleteatos Wistar tratados por via
intragastrica com agua destilada (1 mL) (Grupo (e} e extrato d&inkgo biloba
nas doses de 3,5 (EGb 3,5); 7,0 (EGb 7,0) e 14/8gn@&Gb 14,0) por 8 semanas.
Dados expressos em médiatdesvio-padrao.

375+
-o— Controle
- EGb 3,5
-+ EGb 7,0
-+ EGb 14,0
C)
o
0
)
o
250 I ] ] ) 1 I ) ) 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Semanas
p>0,05

*Foi utilizado o teste estatistico Kruskal-Walliarp avaliagdo de dados nas
semanas 0, 1 e 2.
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Figura 2 — Estimativa de consumo de 24 horas d®orgy), avaliado semanalmente em
ratos Wistar tratados por via intragastrica comeadgstilada (1 mL) (Grupo Controle)
e extrato deGinkgo bilobanas doses de 3,5 (EGb 3,5); 7,0 (EGb 7,0) e 14/gn

(EGb 14,0) por 8 semand3ados expressos em médiatdesvio-padrao.
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Foi utilizado o teste estatistico ANOVA em todasealiacdes;

4 p<0,05 O EGDb 3,5 difere do Controle pelo tegtest hoode Tukey;
® p<0,05 O EGb 7,0 difere do Controle pelo tegtst hoode Tukey;
¢ p<0,05. OEGL 14,0 difere do Controle pelo tepost ho de Tukey
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Tabela 1- Parametros hematoldgicos e bioguimicos de ratastawitratados por via
intragastrica com agua destilada (1 mL) (Grupo &) e extrato d&inkgo bilobanas
doses de 3,5 (EGb 3,5); 7,0 (EGb 7,0) e 14,0 m@Kkdp 14,0) por 56 dias consecutivos.

Dados expressos em mediatdesvio-padrao.

Controle EGb 3,5 EGb 7,0 EGb 14,0
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

HEM (1¢P/pL) 8,35+0,44 8,33+0,36 8,51+0,42 8,55+0,35
HTC (%) 43,23+1,97 43,08+1,75 43,90+2,42 44,17+1,66
HG (g/dL) 15,56+0,69 15,48+0,89  15,97+0,83 16,10+0,62
VGM (fL) 51,83+0,87 51,77+0,74 51,61+0,74 51,71#0,7
HGM (pg) 18,65+0,31 18,60+0,44 18,77+0,31 18,83%0,3
CHGM (%) 36,00¢0,44  3591+0,29  36,35+0,41  36,40%0,51

LEU (103/pL) 7,36+1,86 7,38+1,93 7,40%2,26 7,48+1,62
MON (%) 4,80+2,14 4,85+1,27 5,80+2,33 4,70+2,30
LIN (%) 63,65+5,98 64,90+6,88 62,80+7,67 64,75+6,73
SEG (%) 30,50+6,89 29,6046,92 30,3046,95 29,2045,45
EOS (%)* 0,85+0,99 0,75+0,79 0,85+1,04 1,35+1,39
ALT (UI/L) 58,60+11,08 62,25+8,29 60,60+8,75 57,90409
URE (mg/dL)* 38,30+6,31 38,70+4,51 37,45+4,06 323069
CRE (mg/dL) 0,58+0,05 0,59+0,07 0,57+0,08 0,56+0,07

*Foi utilizado o teste estatistico Kruskal-Walli®sndados de contagem relativa de eosindfilos e
dosagem sérica de ureia;
4p<0,05. O Grupo EGDb 3,5 difere do EGb 7,0 pelo tpstt hoade Tukey;

® p<0,05. O Grupo EGb 3,5 difere do EGb 14,0 pelo fesst hoade Tukey;
¢ p<0,05. O Grupo Controle difere do EGb 14,0 pelostpest hoade Tukey.

HEM — Hematimetria (1%uL); HTC — Hematécrito (%); HG — Hemoglobinometrig/dL); VGM —

volume globular médio (fL); HGM — hemoglobinometgibular média (pg); CHGM — Concentracdo de
hemoglobina globular média (%); LEU — Leucometidgal (1G/uL); MON — Contagem relativa de

mondcitos (%); LIN — contagem relativa de linfosit(®); SEG — Contagem relativa segmentados (%);
EOS - Contagem relativa de eosindfilos (%); ALTakanina aminotransferase (UI/L); URE — ureia

(mg/dL); CRE - creatinina (mg/dL).
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Tabela 2- Pesos dos 6rgéaos e glandulas do sistema repradasmulino de ratos Wistar
tratados por via intragastrica com agua destilddml() (Grupo Controle) e extrato de
Ginkgo bilobanas doses de 3,5 (EGb 3,5); 7,0 (EGb 7,0) e 14/Rg{EGb 14,0) por 56

dias consecutivos. Dados expressos em médiatdpaui@o.

Controle EGb 3,5 EGb 7,0 EGb 14,0
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

PT (9) 1,39+0,10 1,33+0,11 1,38+0,15 1,40+0,11
PE 0,16+0,01 0,16+0,01 0,17+0,01 0,17+0,02
PVS* 0,39+0,05 0,41+0,05 0,42+0,05 0,4040,07
PPV 0,15+0,02 0,15+0,03 0,16+0,04 0,16+0,04
PR 0,35+0,03 0,36+0,03 0,35+0,03 0,35+0,04
PB* 0,18+0,04 0,17+0,02 0,18+0,02 0,17+0,02

PF 3,38+0,22 3,4840,17 3,36+0,24 3,36+0,29

p>0,05

*Foi utilizado o teste estatistico Kruskal-Walliarp avaliacdo de dados dos pesos relativos daulgesic
seminal e do bago;

PT — Peso absoluto médio dos testiculos (g); PEse Pelativo do epididimo esquerdo; PVS — Peso
relativo da vesicula seminal; PPV — Peso relata@idstata ventral; PR — Peso relativo médio dus ri
PB — Peso relativo do baco; PF — Peso relativagmlb.

4. Discussao

A avaliacdo toxicologica de uma substancia em nosdahimais € importante
para o estabelecimento do potencial risco humanarea etapa necessaria para garantir
a seguranca de um medicamento (ASARE et al., 20drp esse fim, os protocolos
internacionais fornecem diretrizes Uteis e recoragdes dos testes a serem utilizados
(OECD, 2009).

Os sinais clinicos sdo uma importante ferramenta peerificar se uma
substancia possui potencialidade toxica, ou se sam@aeode atuar sobre 0s principais
sistemas organicos. Alteragdes nos olhos, pelageel, mucosas, trato respiratorio e
digestivo podem fornecem indicios de toxicidadetégsigca. A verificacdo de
estereotipias, ou modificagbes comportamentais, ocdetargia, comportamentos

compulsivos com lambeduras persistentes, excitaigémores, convulsées e coma
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podem indicar atividade da substancia sobre onsésteervoso central (OECD, 2009).
No periodo experimental, nenhum animal apresensosir@is anteriormente citados e
nenhum apresentou-se em estado moribundo que nasessde ser humanamente

eutanasiado.

O peso dos 6rgéos fornece informac6es para avaegp@liminares dos testes
toxicoldgicos, pois pode indicar lesdes nos sisterdas quais eles fazem parte.
Alteracdes no peso do figado podem sugerir umathgfi@ hepatocelular e, no caso
dos rins, hipertrofia tubular ou doenca cronicagpessiva (SELLERS et al., 2007). A
determinacdo da concentracdo de substancias séoras a ureia e creatinina podem
sugerir possiveis lesdes renais, assim como antietggdo de ALT, pode sugerir uma
leséo hepatica. Como no presente trabalho nédo hateracdo do peso dos 06rgaos e na
dosagem bioquimica sérica, pode-se inferir que b promoveu toxicidade renal e

hepatica nos animais.

A avaliacdo do tecido sanguineo, na contagem dos sementos celulares,
assim como a verificacdo do peso do baco podenedernindicios de toxicidade
hematopoiética. O efeito de uma substancia soliee tesido apresenta padrbes de
mudancas em mais de uma caracteristica analisagaepelas estéo inter-relacionadas
(GAD, 2006). Estudos de toxicidade hematopoiética ratos foram realizados por
Panunto et al. (2010) utilizandarminalia chebulauma planta popularmente utilizada
como laxante e expectorante. A semelhanca com semte estudo, houve diferenca
estatistica nos valores hematolégicos da série elkan Contudo, os autores nao
consideraram como efeito do fitoterapico pela \mlittade n&o ter ocorrido em niveis
elevadosPortanto, apesar dos resultados terem demonstifedtenga significativa na
hemoglobinometria e na concentracdo de hemoglabataular média, compreendeu-se

que essas diferencas nao foram atribuidas a acgGho

Segundo Hoffman et al. (2002), as avaliacdes seimgontuais do peso dos
animais e da estimativa de consumo diario de rdedmma sequéncia temporal podem
fornecer dados importantes para avaliacdo de sileaiexicidade de um medicamento.
Como nao foi notada nenhuma alteracdo nesses panammode-se inferir que o EGb

nao provocou toxicidade sistémica nos animais.
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Quanto a avaliacdo de toxicidade sistémica, o ptesestudo concorda com 0s
achados de Pinto et al. (2007), Faria et al. (269&ernandes et al. (2010) que

demonstraram auséncia de toxicidade materna em\ia&dar.

A avaliacdo do peso de oOrgaos do sistema reprodngsculino € um dos

parAmetros mais sensiveis para deteccdo da iniduérde substancias
(MANGELSDORF et al.,, 2003) Alteracdes no peso testicular podem indicar

modificagcbes nos tubulos seminiferos ou edemasiitel e consequentemente, na
producao de espermatozoides. No caso do epididima,reducdo do peso pode indicar
uma menor producdo de espermatozoides pelo tesgculo caso de aumento, edema
ou inflamagéo (SELLERS et al., 2007). Em conclus@mo nao foi notada diferenca

estatistica nos pesos dos orgaos do sistema reépradasculino, sugere-se que o EGb,
nas doses utilizadas no estudo, ndo alterou oe®r@E sistema reprodutor masculino e

nem casou toxicidade sistémica nos animais.
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Artigo 2

O extrato deGinkgo biloba (EGb) néo altera a morfometria testicular,
concentracao sérica de testosterona e a qualidadgpermatica em ratos Wistar
adultos

Resumo

O Extrato deGinkgo biloba(EGb) é um fitoterapico usado principalmente para
quadros de deméncia, melhoria da circulacdo sasgufreriféerica e doenca de
Alzheimer. Entretanto, esse fitoterapico tem sithizado no tratamento da disfuncao
erétil e como afrodisiaco. Ratos Wistar de trésesmee idade foram tratados com agua
destilada (Grupo Controle) e extrato aquosdstiekgo bilobanas seguintes doses: 3,5
(EGb 3,5); 7,0 (EGb 7,0) e 14,0 mg/kg (EGb 14,0)aumez ao dia, por 56 dias
consecutivos. Ap0s a eutanasia, espermatozoidemnfaroletados da cauda do
epididimo e foram submetidos a contagem e avaligqdasto a vitalidade e morfologia.
Os testiculos foram pesados, fixados e processpdos histologia e tiveram as
seguintes medidas histométricas tomadas: densidatlanétrica e volume dos
compartimentos testiculares, tubular e intertubuNir compartimento tubular, foram
analisados os diametros total e luminal, alturaegdélio, comprimento total dos
tubulos seminiferos por testiculo e por grama daicido. No compartimento
intertubular, foram tomados os valores de densidaolemétrica e volume dos
componentes do tecido intertubular como as céldlad. eydig, vasos sanguineos,
espaco linfatico, tecido conjuntivo e macréfagosi Fedida a concentracdo de
testosterona total sérica pelo método de ELISA.r&siltados ndo demonstraram
diferenca estatistica significativa em todos ofupatros analisados, exceto no volume
das células de Leydig, que se apresentaram dstatiginte inferiores nos grupos EGb
3,5 e EGb 7,0, quando comparados aos grupos cerdr@dGb 14,0. A reducdo do
volume ocupado pelas células de Leydig nesses grppderia sugerir algum déficit
funcional dessa célula, resultando em queda daeotmagdo sérica de testosterona, o
qgue néao foi observado, sugerindo que o extratceré@ameu efeito sobre sua capacidade
funcional. Conclui-se, portanto, que ratos Wistdul#s, expostos as doses de EGb
utilizadas nesse trabalho, ndo apresentaram dteida morfometria testicular nem da

contagem, vitalidade e morfologia dos espermat@zoid
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Palavras-chave: Ginkgo biloba, tubulo seminifero, célula de Leyidig, testiculo,
espermatozoides, fitoterapia.

1. Introducéo

O Extrato deGinkgo biloba(EGb) € um fitoterapico usado principalmente para
quadros de deméncia, melhoria da circulacdo saeguperiférica e doenca de
Alzheimer (OKEN; STORZBACH; KAYE, 1998; MAR; BENT, 1999;
STROMGAARD; NAKANISHI, 2004). O EGb é uma mistuge cerca de 300
compostos quimicos extraidos das folhas das arnegesralmente possui entre 22 a
27% de glicosideos flavondlicoflavonas quercetina, kaempferol e isorhamnetina;
biflavonas bilobetina, ginkgetina, isoginkgetina e sciadggiita) e entre 5 a 7% de
terpeno trilactonasg(nkgolideos A, B, C e J) (WHO, 1999; VAN BEEK, 2002;
SMITH; LUO, 2004; OH; CHUNG, 2004).

Entretanto, esse fitoterapico tem sido utilizadatnatamento da disfuncao erétil,
principalmente se causada pelo uso de antideposs@fANG et al., 2002; MACKAY,
2004; MOYAD et al., 2004; WHEATLEY, 2004; TAMLER; ECHANICK, 2007) e
como afrodisiaco (MALVIYA et al., 2011) o que levauum crescente consumo do
extrato por homens. Estudos experimentais por Phex (1996) demonstraram que o
EGb apresentou efeito de relaxamento sobre a natscalllisa do corpo cavernoso
peniano de coelhos e humanos vitro. Registrou-se também aumento no
comportamento de copula (YEH et al., 2008; YEH; W 3AI, 2011) e erec¢bes (YEH
et al.,, 2010; YEH et al., 2011) em ratos submetaimextrato, 0 que poderia evidenciar
ainda mais o efeito sobre a disfungéo erétil eldibi

A espermatogénese € um processo complexo que auorirgerior dos tubulos
seminiferos e €& responsavel pela producdo de séllapléides altamente
especializadas, os espermatozoides a partir dakgéhdiferenciadas. Este processo
ocorre sob influéncia de da testosterona, hormproduzido pela células de Leydig e
gue estao localizadas no tecido intersticial (O'INBNLL et al., 2006). Entretanto, tem
sido demonstrado que a fertilidade masculina tamdéapendente de um equilibrio na
acao dos hormonios androgénicos e estrogénice@sla,vez mais, tem sido evidenciada
a importancia desse Ultimo na espermatogénese (EARRet al.,, 2007). A
identificacdo dos receptores estrogéniaokER-n) e B (ER{f) no sistema reprodutor
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masculino (Sharpe, 1998) e a importancia da enanmi@atase que realiza a conversao
da testosterona em estrégeno nas células de Lesabigndicios da necessidade desse
horménio para o processo espermatogénico (CARREBOURAIMA-LELONG;
DELALANDE, 2012).

Muitas substancias, como os contaminantes amiset&a sido relatadas como
possiveis causadores de efeitos lesivos sobre temsisreprodutor masculino por
atuarem como disruptores endocrinos (PFLIEGER-BRUSSHUPPE; SCHILL,
2004; SAFE, 2004; HAUSER; SOKOL, 2008; WOODRUFFagkt 2008; SHARPE,
2010). Os Ftalatos (HU et al., 2009; SAILLENFAITABATE; GALLISSOT, 2009;
MARTINO-ANDRADE; CHAOUD, 2010), parabenos (HOBERMAMNt al., 2008;
TAVARES et al., 2009), pesticidas organocloradoREBVELD et al., 2007; UZUN et
al., 2009; VICTOR-COSTA et al., 2010) e bisfend8AKAUE et al., 2001) podem
exercer essa atividade sobre o sistema reprod@scutino por mimetizarem a acgéo do

estrogénio enddgeno ou alterarem o seu metabolismo.

Efeitos estrogénicos para o EGb e seus principasponentes flavondlicos
isolados (quercetina, kaempferol e isorhamnetioegni demonstrados por Oh; Chung
(2004) que verificaram afinidade dos compostos a&eseptores estrogénicos
recombinantes humanas (ER-0) e, principalmente, aog (ER{) in vitro. Estudos
experimentais demonstraram que houve diminuicdpeso da cauda do epididimo, da
prostata, dos niveis de acidos nucléicos testiesijalém da baixa taxa de prenhez e
perdas pré-implantacdo de camundon§assssubmetidos ao extrato aquoso de EGb
(AL-YAHYA et al., 2006). Adicionalmente, elevadassks de extrato deinkgo biloba
induziram a diminuicdo da penetracao de espermidiezma zona pelucida de ovocitos
de hamster (ONDRIZEK et al.,, 1999e inibiram a motilidade de espermatozoides
humanos (ONDRIZEK et al., 19Bp Devido a possibilidade dos componentes
flavondlicos do EGb se ligarem aos receptdyesstrogénicos (ER) e atuarem como
desreguladores enddécrinos e alterarem a fisioldgiargdos dos sistema reprodutor
masculino, este trabalho teve como objetivo avaliefeito do extrato déinkgo biloba

sobre os testiculos de ratos Wistar adultos.
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2. Material e Métodos

O protocolo experimental seguiu as normas inteomats preconizadas no
Manual sobre cuidados e usos de animais de labirgtdATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 2003) e foi aprovado pelo Comité de Era Experimentacédo Animal da
Universidade Federal de Juiz de Fora sob o nunig(2010.

2.1 O extrato deGinkgo biloba

O extrato desinkgo bilobafoi importado da China e adquirido pela farmaéta J
Pharma - Juiz de Fora - MG e a solucdo aquosarépapada pelo Prof. Dr. Jodo
Evangelista de Paula Reis. O controle de qualidedikzado pelo Laboratério Galena
demonstrou que o extrato € composto de 28,2% deyaflavoglicosideos (15% de
guercetina, 10,9% de kaempferol e 2,3% de isorhana)e8,3% de terpenolactonas e

menos que 5 ppm de acidos ginkgolicos.

2.2 Animais

Foram utilizados 80 ratos da linhagem Wistar, cags mneses de idade e de 250
gramas de peso médio, provenientes do biotérioatdr@ de Biologia da Reproducgéo
da Universidade Federal de Juiz de Fora (CBR/URJE)animais foram mantidos em
temperatura controlada de 22+2°C, iluminacdo cocio ailaro/escuro de 12 horas e

agua e racaad libitum

Os animais foram mantidos em gaiolas de poliprapilé4%34x16 cm),
forradas com maravalha ndo esterilizada, dotada®cie aramado para disposi¢ao de
racdo do tipo peletizada e bebedouro com aguaddtdo tipo mamadeira de garrafa de
polipropileno. As gaiolas foram mantidas em arngridimatizados ALESC® e
temperatura controlada de 22+2° C. O alojamento aumais foi em salas com
dispositivo para manter a iluminagdo com ciclo d&rodescuro de 12 horas. A
propor¢cdo maxima de animais por gaiola foi de cindoviduos.
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2.3 Grupos experimentais, doses do EGD, vias de amhistracdo e duragéo do
tratamento

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em qugtupos, um Controle
(n=20) e trés Tratados (n=20/grupo). O grupo Comtrecebeu 1 mL de agua destilada
e 0s grupos tratados receberam: 3,5 mg/kg (EGh 3,890 mg/kg (EGb 7,0) e
14,0mg/kg (EGb 14,0) do extrato aquosoGiekgo biloba(EGb) por dia. A menor
dose correspondeu a dose terapéutica preconizada pananos (WHO, 1999;
BLUMENTHAL; BRINCKMANN; WOLLSCHLAEGER, 2003; SIERMAA,;
WOLLSCHLAEGER; BLUMENTHAL, 2003; SMITH; LUO, 2004)As doses de 7,0
mg/kg e 14,0 mg/kg corresponderam, respectivamantelobro e quatro vezes a dose
humana. O extrato foi administrado por via intragés, diariamente pela tarde, por 56
dias consecutivos, correspondendo a duracdo danespgénese em ratos (RUSSELL
et al., 1990).

Um dia apos o término do tratamento, os animaianfoeutanasiados pela
técnica de exsanguinacao total por puncdo cardialcaanestesia geral. O protocolo
anestésico utilizado foi a associagdo dos medictweriazina na dose de 10 mg/kg e
guetamina na dose de 90 mg/kg, aplicados por waperitoneal (WOLFENSOHN;
LLOYD, 1994).

2.4 Contagem dos espermatozoides

Os espermatozoides foram coletados através de unoisdd na cauda do
epididimo direito (SEED et al., 1996). A secrecdmdieimaria foi imediatamente
colocada em 50 pL de solucdo tampé&o salina fogBigmd’), previamente aquecida a
37° C e depositada em placa de Petri. Essa anfostlduida na ordem de 1:300 com
agua destilada e os espermatozoides foram contmlosamara de Neubauer, em
microscépio éptico modelo BX41TF (Olymgugoquio, Japdo), no aumento de 200

O valor do quadrante lateral do reticulo do hemt@oetro foi aplicado na formula 1:
x =a x 300 x 1¢ 1)

Sendo:
X = concentragéo final de espermatozoides/mL
a = média obtida de oito quadrantes laterais da E@d®Neubauer
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2.5 Avaliacdo da vitalidade espermatica

Foi realizado esfregaco de espermatozoides e c@eldatécnica de nigrosina-
eosina (WHO, 2010). Duzentos espermatozoides de aaichal foram avaliados como
Vivos ou mortos em microscépio de luz em aument@0d&. Somente foram
considerados os espermatozoides integros (qQuesapaesm cabeca e cauda). Os dados

foram expressos em porcentagem de espermatozavess v

2.6 Avaliacdo da morfologia espermatica

Esfregacos dos espermatozoides foram corados tpetéca de Shorr, para
contagem e classificacdo morfoldégica dos esperromtez a fim de determinar os
indices de anormalidades (WHO, 2010). Foram costaéo analisados 200
espermatozoides integros e classificados em noerai®rmais em microscopio de luz
no aumento de 1.080 As alteracdes morfolégicas consideradas, segGeda et al.
(1996) e Perreault; Cancel (2001) foram:

2.6.1 Cabeca amorfa: perda da forma de foice oehgancaracteristica dos

espermatozoides de ratos;
2.6.2 Defeitos de cauda: enrolada ou quebrada,;

O resultado dos dados foi expresso em porcentagezspgermatozoides normais

para cada animal.

2.7 Preparo dos tecidos

AplOs a eutanasia, os animais foram submetidos &opsa e tiveram os
testiculos removidos e pesados em balanca de §weckoi calculado o indice
gonadossomatico (IGS), que é o peso testiculareegprcomo porcentagem do peso

corporal (Férmula 2):
X = (a+b) x 100 (2)

Sendo:
x = indice gonadossomatico (IGS)
a = peso total dos testiculos (g)

b = peso corporal (g)
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Os testiculos foram fixados através da imersdo ew@ddr modificado de
Karnovsky (paraformaldeido a 4%: glutaraldeido a dfb tampéo salina fosfato
0,1ml/L, pH 7,4). Vinte e quatro horas ap0s o mida fixacdo, o testiculo direito teve a
tunica albuginea removida e pesada e o parénqustigular também foi pesado. O
testiculo esquerdo foi seccionado e fragmentogctéates foram incluidos em resina
histolégica (Leicq) e submetidos & microtomia. Os cortes foram radtis em
espessura de 3 pum, mantendo-se uma distancia caté2 entre os escolhidos para o
estudo. Foram dispostos em laminas de vidro e osraoim o corante azul de toluidina
- borato de sbédio a 1%. Os cortes histoldgicosnfiofatografados em microscopio
6ptico modelo AXIOPHOT HBO50 (ZeiSs Alemanha), dotado de cAmera acoplada
para captura modelo AXIOCAM ICc3 (ZefssAlemanha). Foi utilizado o programa de
captura de imagem e sistema de mensuracdo digiialision versdo 4.7 (ZeiSs

Alemanha).

2.8 Anélise histométrica testicular

2.8.1 Densidade volumétrica dos compartimentos ictdates tubular e

intertubular

Para a avaliagdo de densidade volumétrica dos ctimpatos tubular e
intertubular testiculares, foram utilizadas as fidlas 3 e 4, respectivamente.

Foram contados 2.660 pontos com o programa Imag@laéra versao 4.5.0.29
(Media Cybernectis — EUA) utilizando uma grade padrada de 266 pontos aplicada
sobre 10 imagens tomadas utilizando a lente objali® 1& e obtidas de campos
escolhidos de forma aleatéria. Os pontos foramsifieados como pertencentes ao

compartimento tubular ou intertubular.

X = (a +2.660) x 100 3
y = (b +2.660) x 100 (4)
Sendo:

x = densidade volumétrica do compartimento tubular
y = densidade volumétrica do compartimento intertarbu
a = soma total dos pontos sobrepostos no compartintenular

b = soma total dos pontos sobrepostos no compartineiertubular
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2.8.2 Volume dos compartimentos testiculares tubalantertubular e indice

tubulossomatico

Para a determinacdo do volume dos compartimentoglaiu e intertubular,
foram utilizadas, respectivamente as férmulas 5. &d@ considerada a densidade
especifica testicular igual a 1 (JOHNSON; PETTYAMES, 1981), dessa maneira, 0
peso do parénquima (g) foi considerado igual aovekime (mL).

x =(axz)+100 (5)
y = (b x2z)+100 (6)
Sendo:

X = volume do compartimento tubular (mL)

y = volume do compartimento intertubular (mL)

Z = peso do parénquima testicular (g)

a = densidade volumétrica do compartimento tubular

b = densidade volumétrica do compartimento intedtarbu

Também foi calculado o indice tubulossomaético (JT&&terminado a partir da

formula 7:
x=(a+y)x 100 (7)

Sendo:
x = indice tubulossomatico (ITS)
a = volume do compartimento testicular tubular

y = peso corporal

2.8.3 Diametros do tabulo seminifero e do limen tubulalt@a do epitélio

seminifero

Vinte seccdes transversais de tubulos seminiferas mirculares possiveis
foram fotografadas para cada animal com a lentetivhjde 18 e em cada seccao
mediram-se o didmetro e o raio. Paralelamente ddaeatb didametro tubular, foram
realizadas duas medidas da altura do epitélio sErontomadas em posi¢cdes opostas e
foi considerado o valor médio dessas duas mediasibém foi determinado o
didametro luminal através da diferenca entre o vdtodidmetro do tubulo e a soma das

duas alturas do epitélio seminifero.
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2.8.4 Comprimento total dos tubulos seminiferos por ¢eii e por grama de
testiculo

Com a determinacdo da medida do raio do tubulo rééamd e do volume
ocupado pelos mesmos, foi obtido o comprimentd @& tubulos seminiferos pela
férmula 8 (ATTAL; COUROT, 1963):

Xx=a=+(Txrd (8)

Sendo:

X = comprimento total dos tdbulos seminiferos pstitelo
a = volume do compartimento tubular

7 = valor depi, sendo considerado = 3,14

r = raio do tubulo seminifero

Dividiu-se o comprimento total dos tubulos semirt$e pelo peso total dos

testiculos e obteve-se o comprimento dos tubulogiaona de testiculo.
2.8.5 Densidade volumétrica e volume dos componentesaiada intertubular

Foram contados 1.000 pontos projetados sobre isaggpturadas da regiao
intertubular nos diferentes cortes histolégicostekiiculo de cada animal com a lente
objetiva de 48 utilizando uma grade padronizada de 609 pontosp@sos foram
classificados e quantificados conforme estivessebnesas células de Leydig, vasos
sanguineos, espacos linfaticos, tecido conjuntivomacréfagos. A densidade

volumétrica desses elementos foi calculada a miatseguinte formula 9:
x = (a+1.000)x 100 9

Sendo:
x = densidade volumétrica dos elementos do compartorietertubular
a = soma total dos pontos sobrepostos sobre cadeerle do compartimento

intertubular

O volume dos elementos intertubulares foi calcugartir da féormula 10:

X = (axz)+ 100 (10)

Sendo:

X = volume do elemento intertubular
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a = densidade volumétrica de um elemento do conmpantio intertubular
z =volume do espaco total intertubular

2.9 Dosagem hormonal sérica de testosterona

O soro sanguineo dos animais foi armazenado erpetatura de -80°C para
posterior andlise da concentracéo sérica de tesbost através do imunoensaio ELISA
com kit da marca Caymman Chemi€aks aparelho de leitor de microplacas ASYS
HITECH GMBH® (Austria).

2.10 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do desteevene para avaliagao
quanto a distribuicdo dos dados. Para os dadosdinbuicdo normal, foi utilizado o
teste ANOVA, seguido do teste de Tukey. Para da#ms distribuicdo normal, foi
usado o teste de Kruskal-Wallis, seguido de Manritheg. O nivel de significancia
adotado para o presente estudo foi de 5%. Paraaragiies multiplas com o teste de
Mann-Whitney, exigiu-se nivel de significancia dé.1

Para a andlise estatistica, utilizou-se o progr&R&S (Statistical Package for

the Social Sciences), versao 13.0.

3. Resultados

O tratamento com o EGb, em todas as doses, ponaS6cdnsecutivos, ndo
alterou significativamente as analises dos esperugtes epididimarios na contagem,

vitalidade e morfologia (Tabela 1).

O peso médio dos testiculos direito e esquerdodasoestruturas testiculares
como a tunica albuginea e o parénquima testicutairalice gonadossomatico (IGS),
nao apresentaram diferenca estatistica signife@nire o grupo controle e os tratados e

entre os grupos tratados (Tabela 2).

A analise diferencial dos compartimentos testi@ddubulares e intertubulares,

qguanto a densidade volumétrica e volume ocupadargéo, bem como o indice
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tubulossomatico (ITS) ndo apresentaram diferencatatigticas entre os grupos
estudados (Tabela 3).

Os diametros total e luminal, altura do epitélimsgfero, comprimento total do
tubulo por testiculo e comprimento do tubulo sefarmi por grama de testiculo néo
apresentaram diferenca significativa quando se ecem@m 0S grupos tratados com o
controle e entre os grupos tratados (Tabela 4).

N&ao houve diferenca estatistica nas propor¢cdesméihicas das células de
Leydig, vasos sanguineos, espacos linfaticos, decmhjuntivo e macréfagos, no
volume dos vasos sanguineos, espacgo linfaticoddeconjuntivo e macréfagos.
Entretanto, houve diferenga estatistica no volume ctlulas de Leydig em que o0s
grupos EGb 3,5 e 7,0 apresentaram-se com médiaisesamente inferiores aos

grupos controle e 14,0 (Tabela 5; Figura 1).

As concentragfes seéricas de testosterona apresenggande variacao (Figura
2). Entretanto, ndo houve diferenca significatimae20s grupos experimentais.

Tabela 1 — Concentracao, vitalidade e morfologizessaticas de ratos Wistar tratados
por via intragastrica com agua destilada (Contrelextrato desinkgo bilobanas doses
de 3,5 (EGb 3,5); 7,0 (EGb 7,0) e 14,0 mg/kg (E@®)Lpor 56 dias consecutivos. Dados

expressos em médiatdesvio-padrao.

Controle EGb 3,5 EGb 7,0 EGb 14,0
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

CE (16/mL) 232,20459,60 224,06+53,38 263,31+84,49 23463381
VE (% vivos) 84,5845,24 83,55+8,30 85,71+7,18 84589

ME (% normais) 98,71+0,73 98,82+0,99 98,18+1,04 6980,83

p>0,05
Foi utilizado o teste estatistico ANOVA em todasealiaces;

CE — Concentracéo de espermatozoide¥ifil); VE — Vitalidade espermatica (% de espermaties
vivos); ME — Morfologia espermética (% de esperraies normais).
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Tabela 2 — Pesos médio dos testiculos, da albugéséaular direita e do parénquima
testicular e indice gonadossomatico de ratos Wistéados por via intragastrica com
agua destilada (Controle) e extrato @mkgo bilobanas doses de 3,5 (EGb 3,5); 7,0
(EGb 7,0) e 14,0 mg/kg (EGb 14,0) por 56 dias combeos. Dados expressos em

médiaztdesvio-padréo.

Controle EGb 3,5 EGb 7,0 EGb 14,0
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

PT (9) 1,39+0,10 1,33+0,11 1,38+0,15 1,40+0,11
PA (mg) 42,85+3,50 40,15+4,11 42,75+4,38 41,35+4,45
PPT (g) 1,21+0,11 1,16+0,12 1,21+0,11 1,21+0,13

IGS 0,84+0,09 0,81+0,07 0,88+0,07 0,84+0,08

p>0,05
Foi utilizado o teste estatistico ANOVA em todasealiaces;

PT — peso médio dos testiculos (g); PA — Pesomlaaialbuginea testicular direita (mg); PPT — piso
parénquima testicular (g); IGS — Indice gonadossicma

Tabela 3 — Densidade volumétrica e volume dos campentos testiculares e indice
tubulossomatico de ratos Wistar tratados por vimagéstrica com agua destilada
(Controle) e extrato d&inkgo bilobanas doses de 3,5 (EGb 3,5); 7,0 (EGb 7,0) e 14,0
mg/kg (EGb 14,0) por 56 dias consecutivos. Dadpsessos em meédiatdesvio-padréo.

Controle EGDb 3,5 EGb 7,0 EGb 14,0
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
DTT (%) 89,10+2,66 90,31+4,04 90,47+2,64 88,56+1,85
DTI (%) 10,90+2,66 9,69+4,04 9,53+2,64 11,44+1,85
VTT (mL) 1,07+0,03 1,04+0,05 1,08+0,03 1,07+0,02
VTI (mL) 0,13+0,03 0,11+0,05 0,11+0,03 0,14+0,02
ITS 0,3240,01 0,32+0,00 0,33+0,01 0,3240,01

p>0,05
Foi utilizado o teste estatistico ANOVA em todasaaliacdes;

DTT — Densidade volumétrica do compartimento tefdic tubular; DTl — Densidade volumétrica do
compartimento testicular intertubular; VTT — volumle compartimento testicular tubular (mL); VTI —
volume do compartimento testicular intertubular S — Indice tubulossomatico.
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Tabela 4 — Dados histométricos dos tubulos semasifde ratos Wistar tratados por via
intragastrica com agua destilada (Controle) e txite Ginkgo bilobanas doses de 3,5
(EGb 3,5); 7,0 (EGb 7,0) e 14,0 mg/kg (EGb 14,6) p6 dias consecutivos. Dados

expressos em mediatdesvio-padrao.

Controle EGb 3,5 EGb 7,0 EGb 14,0
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
DT (um) 222.59+8 64 221.52+7,17 226,62+7,74 230539+
DL (um) 122,62+45,31 122,10+3,69 125,90+4,01 124304
AE (um) 49,99+2,56 49,71+2,82 49,01+1,14 52,74+1,58
CT (m) 27,70+1,93 27,2142 43 26,91+2 25 25,73+1,36
CG (m/g) 10,00+0,70 10,23+0,92 9,72+0,81 9,19+0,49
p>0,05

Foi utilizado o teste estatistico ANOVA em todasealiaces;

DT - Diametro total (um); DL — Diametro luminal (}mAE — Altura do epitélio (um); CT —
comprimento total dos tabulos seminiferos por ¢akti(m); CG — Comprimento dos tlibulos seminiferos

por grama de testiculo (m/g).
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Tabela 5 — Densidade volumétrica e volume dos coemes do compartimento
testicular intertubular de ratos Wistar tratados yia intragastrica com agua destilada
(Controle) e extrato d&inkgo bilobanas doses de 3,5 (EGb 3,5); 7,0 (EGb 7,0) e 14,0

mg/kg (EGb 14,0) por 56 dias consecutivos. Dadpsessos em médiatdesvio-padrao.

Controle EGb 3,5 EGb 7,0 EGb 14,0
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
LEY (%) 44,30+3,91 49,52+7,44 50,08+2,69 45,32+3,53
VSA (%) 5,30+0,73 5,98+0,95 6,32+0,44 6,10+1,07
LIN (%) 20,18+1,60 17,48+1,72 19,38+4,79 20,24+4,13
TCO (%)* 29,18+0,70 23,38+9,89 23,72+4,70 24,8286,6
MAC (%) 2,36+0,54 1,98+0,27 1,90+0,42 1,88+0,29
VLEY (pL) 61,00+6,78 46,00+6,93  46,40+1,83 64,40+6,88°
VVSA (uL) 7,00+1,58 6,00+2,12 7,60+1,67 8,20+1,30
VLIN (uL) 24,80+6,06 16,60+3,72 22,40+9,76 28,6080,
VTCO (pL) 33,80+6,69 25,60+11,52 26,20+6,54 34,6067
VMAC (pL)* 2,60+0,55 2,40+1,14 2,00+0,00 2,4+0,55

*Foi utilizado o teste estatistico Kruskal-Wallisosn dados de densidade volumétrica do tecido
conjuntivo e volume de macréfagos.

 p<0,05 O Grupo Controle difere do EGb 3,5 pelo tgsist hoade Tukey;
® p<0,05 O Grupo Controle difere do EGb 7,0 pelo tgsist hoode Tukey;
¢ p<0,05 O Grupo EGb 3,5 difere do EGb 14,0 pelo tesist hoade Tukey;
4p<0,05 O Grupo EGb 7,0 difere do EGb 14,0 pelo testst hocde Tukey;

LEY - Densidade volumétrica das células de Leydi®A — Densidade volumétrica dos vasos
sanguineos; LIN — Densidade volumétrica do espadatico; TCO — Densidade volumétrica do tecido
conjuntivo; MAC — Densidade volumétrica dos maagofs VLEY — volume de células de Leydig (mL);
VVSA — volume dos vasos sanguineos (mL); VLIN —woé do espaco linfatico (mL); VTCO — volume
do tecido conjuntivo (mL); VMAC — volume de macrgées (mL).
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Figura 2 — Fotomicrografias de testiculos de ralfstar tratados por via intragastrica
com agua destilada (Controle) e extratdGdekgo bilobanas doses de 3,5 (EGb 3,5);
7,0 (EGb 7,0) e 14,0 mg/kg (EGb 14,0) por 56 d@ssecutivos. Coloracéo de azul de
toluidina — borato de sodio a 1%. Espessura gen3A — Grupo controle; B — EGb
3,5;C—-EGb7,0e D-EGb14,0.

T

T — Compartimento testicular tubular; | — Compaénto testicular intertubular. Setas indicam as I@glu
de Leydig.
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Figura 2 — Concentragdo de testosterona totalaséng/mL) pelo método ELISA em
ratos Wistar tratados por via intragastrica comaddestilada (Controle) e extrato de
Ginkgo bilobanas doses de 3,5 (EGb 3,5), 7,0 (EGb 7,0) e 14/Rg{EGb 14,0) por
56 dias consecutivos. Foi utilizado o teste esiedi®\NOVA. p>0,05.
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4. Discussao

Substancias com efeito estrogénico podem causasdam sistema reprodutor
masculino (PFLIEGER-BRUSS; SCHUPPE; SCHILL, 2004F&, 2004) atuando
diretamente na atividade dos hormdnios do eixothigmico-hipofisario-gonadal, ou
nas estruturas testiculares. Shimomura et al. (20@%ificaram que estrogenos
sintéticos como o etinilestradiol, usados como remeptivos femininos e para terapia
contra a hipertrofia e cancer de prostata, podehliga@eaos receptores estrogénicos na
hipofise e hipotdlamo e diminuir a secrecado dosnidoios liberador de gonadotrofinas
(GnRH), foliculo estimulante (FSH) e luteinizantéd] e, consequentemente, 0s niveis
de testosterona. A reducédo do volume ocupado meélsas de Leydig nos grupos
tratados com o extrato dginkgo biloba EGb 3,5 e EGb 7,0 poderia sugerir algum
déficit funcional dessas células, resultando emdguda concentracdo seérica de
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testosterona, o que néo foi observado, sugerindoogktrato ndo exerceu efeito sobre
a capacidade funcional dessas células.

S&o crescentes os indicios de que os fitoestroggnesn como moduladores de
receptores estrogénicos (PATISAUL; ADEWALE, 2009ssinder et al. (2007)
verificaram que uma dieta rica em genisteina, tgiica e daidzeina, flavondides com
atividade estrogénica, aumentou a taxa de apopmseélulas germinativas testiculares

e foi capaz de alterar o processo espermatogémaates.

Das et al. (2004) verificaram que o extrato metandia plantaVitex negundp
rica em flavonoides, atuou negativamente na quddidaspermatica de ratos,
diminuindo a contagem e a motilidade. Estudos coraxwato deGinkgo biloba
demonstraram a diminuicdo da capacidade de peé@etdigs espermatozoides na zona
pelucida de ovécitos de hamster (ONDRIZEK et &99%) e de inibicdo de motilidade
de espermatozoides humanos (ONDRIZEK et al., Bp%Rontudo, alteragbes quanto a
concentracao, vitalidade, e normalidade morfoldgica gametas ndo foram notadas e
tais achados sugerem que o extrato ndo exercelo elieeto sobre a producédo e a

maturacao dos espermatozoides.

Segundo Sharpe (1998), existem receptores estoogen(ER-0) e p (ER{}) no
sistema reprodutor masculino e Oh e Chung (2004fjcagam afinidade dos principais
componentes flavondlicos isolados do EGb (queragtaempferol e isorhamnetina)
para os receptores estrogénicos recombinantes losmdBER-o) e principalmente, aos
B (ER4) in vitro. Assim, seria de esperar que houvesse uma “soigegcestrogénica
pela unido dos componentes do EGb a seus receptqresisto resultasse em alteragéo
da espermatogénese como ja demonstrado para digrogtores como os Ftalatos (HU
et al., 2009; SAILLENFAIT; SABATE; GALLISSOT, 200MARTINO-ANDRADE;
CHAOUD, 2010), parabenos (HOBERMAN et al.,, 2008; VIWRES et al., 2009),
pesticidas organoclorados (BRETVELD et al., 200ZUM et al., 2009; VICTOR-
COSTA, et al., 2010) e bisfendis (SAKAUE et al.,02D Entretanto, os dados
observados nos testiculos de ratos tratados cormB&mostraram diferenca estatistica
no peso médio gonadal, didametros total e luminaltera do epitélio dos tubulos
seminiferos comparados ao grugmntrole e entre os grupos tratados com o extrato d
Ginkgo biloba A medida do peso testicular possui uma forte tagé® com o nimero
de células germinativas presentes na gonada (RUSSHEAL., 1990) e, segundo Francga;

Russell (1998) existe correlacdo positiva tambétreem atividade espermatogénica e
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didmetro dos tubulos seminiferos e a altura daékmitPortanto, supde-se que o EGb
ndo ocasionou modificacdo na morfologia dos tubsésiniferos e tecido intertubular.
O presente estudo ndo apresentou dados que fossacordo com o de Al-Yahya et al.
(2006) que encontraram efeitos negativos do EGhresab sistema reprodutor

masculino.

Conclui-se, portanto, que no presente trabalhos fétistar adultos, expostos ao
EGb n&o apresentaram alteracdo da morfometriguésti concentracdo de testosterona

total sérica e nem da contagem, vitalidade e nagfaldos espermatozoides.
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8. Conclusao

Conclui-se que o extrato dginkgo biloba no presente trabalho, ndo promoveu

alteracdo sobre os 6rgdos do sistema reprodutaulitas e nem promoveu toxicidade

sistémica, negando, portanto a hipotese nula.
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9. Anexos

9.1 Certificado de aprovacéo do projeto “Efeito eldrato deGinkgo biloba
(EGDb) sobre o sistema reprodutor masculino de rdlagar” na Comisséo de

Etica na Experimentacdo Animal da Universidade Fedke Juiz de Fora.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA
Comissio de Ltica na Experimentacio Animal

CERTIFICADO-
Certificamos que o Protocolo n® 016/2010 — CEEA sobre “Efeito do extrato de (Ginko
bilobg (]:'Gb).sobm o sistema reprodutor de ratos Wistar”, projeto de pesquisa sob a
responsabilidade de Vera Maria Peters, estd de acordo com o8 Principios Elicos na
Experimentagio Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Dxperimentagfio Animal
(COBEA), © loi aprovado pela COMISSAO de FTICA NA EXPERIMENTACAO
ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em reunifio realizada em

06/04/2010.

CERTIFICATE
We certify that the protocol n® 0162010 - CEEA about “Efeito do extrato de

Ginko biloba (CGb) sobre o sistema reprodutor de ratos Wistar”™ — Vera Maria Peters - is
in agreement with the Ethical Principles in Animal Ressarch adopted by
Brazilian College of Amimal Experimentation (_{._TOBF,A} and  was
approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFIF¥ — ETHICAL

COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA) in 06/04/2010.

Juiz de Fora, 06 de Abril de 2010
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