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RESUMO

O uso de terapia hormonal na menopausa nao esta isento de riscos sendo
relatados eventos adversos como embolia pulmonar e cancer apés seu uso. Nestes
casos, os fitoestrogénios, compostos estrogénicos presentes nas plantas, podem ser
utilizados como alternativa ao tratamento hormonal, ja existindo comprovacédo da
eficacia e seguranca em seu uso. O extrato de Ginkgo biloba, um dos fitoterapicos
mais consumidos no mundo, utilizado para o tratamento de disturbios circulatorios e
neuroldgicos, produziu efeito estrogénico in vitro em células tumorais MCF7 e
promoveu alteracdo do epitélio vaginal de camundongos, aventando a possibilidade
do seu uso como um fitoestrogénio. Porém, ainda ndo existem estudos conclusivos
in vivo indicando o efeito estrogénico do extrato, sendo este o objetivo do presente
trabalho. Neste experimento, foram utilizadas 70 ratas Wistar, pré-puberes, com 22
dias de idade. As ratas foram pesadas e distribuidas aleatoriamente em sete grupos
com 10 animais em cada. O grupo controle negativo recebeu 0,4mL de agua
destilada via intragastrica. O grupo controle positivo recebeu 1ug/Kg de 17a-estradiol
em 0,3mL de 6leo mineral, via subcutanea. Os grupos tratados receberam extrato de
Ginkgo biloba nas doses de 4, 40, 100, 500 e 1000mg/Kg/dia, administrado em
0,4mL de solugcdo aquosa via intragastrica. A administracdo das solucdes ocorreu
uma vez ao dia por trés dias. Ap6s 24 horas do ultimo dia de tratamento foi
analisada a presenca de abertura vaginal e os animais foram eutanasiados para
remocao do trato reprodutor. O Utero foi separado da vagina e dos ovarios e entao
pesado. Analise histomorfométrica dos cornos uterinos e vagina (espessura da
mucosa vaginal e do epitélio superficial uterino) foi realizada. A analise estatistica
dos dados obtidos foi feita pelo teste ANOVA seguido de teste post-hoc de Tukey ou
Dunnett T3 com nivel de significAncia de a = 0,05. O tratamento com Ginkgo biloba
nao alterou o peso corporal nem o peso uterino. A espessura da mucosa vaginal foi
menor nos animais que receberam 1000mg/Kg do extrato. Nos animais tratados com
4, 40, 100 e 500mg/Kg de G. biloba observou-se aumento da espessura do epitélio
superficial uterino. Podemos concluir que o extrato de Ginkgo biloba estudado
apresentou indicios de efeito estrogénico quando administrado a ratas Wistar nas
doses de 4, 40, 100 e 500mg/Kg e efeito antiestrogénico na dose de 1000mg/Kg.
Palavras-chave: Estrogénios. Ginkgo biloba. Moduladores Seletivos do Receptor

Estrogénico.



ABSTRACT

The use of hormonal therapy in menopause is not absent of risks being related
to adverse effects such as pulmonary embolism and cancer due to its use. In these
cases, phytoestrogens, the estrogenic compounds present in plants, can be used as
an alternative to the hormonal treatment. There is already proof of efficacy and safety
in their use. Ginkgo biloba extract, one of the most consumed phytotherapics in the
world, used to the treatment of circulatory and neurologic disturbs, produced
estrogenic effect in vitro in MCF7 tumoral cells and promoted alteration in the vaginal
epithelium of mice, suggesting a possibility of being used as a phytoestrogen.
However, there are not conclusive studies in vivo indicating the estrogenic effect of
any Ginkgo biloba extract, being this the objective of this work. In this experiment
seventy 22 day-old impuberal Wistar rats were used. The rats were weighed and
randomly distributed into seven groups with ten animals each. The negative control
group received 0.4mL of distilled water, by gavage. The positive control group
received 1 ug/Kg of 17a-estradiol in 0.3mL of mineral oil, by subcutaneous injection.
The treated groups received Ginkgo biloba extract in doses of 4, 40, 100, 500 and
1000mg/Kg/day, administered in 0.4mL of aqueous solution, by gavage. The
administration of the solutions occurred once a day during three days. After 24 hours
from the last day of treatment the presence of vaginal opening was analyzed and the
animals were euthanized to remove the reproductive tract. The uterus was separated
from the vagina and from the ovaries and then weighted. The uterine horns and the
vagina were fixed to histomorphometric analysis and vaginal mucosa and uterine
superficial epithelium thickness were measured. Statistical comparisons were made,
using ANOVA, followed by post hoc Tukey or Dunnett T3. The level of significance of
tests was a = 0.05. The Ginkgo biloba treatment did not alter the body weight neither
the uterine weight. The vaginal mucosa thickness was thinner in the animals that
received 1000mg/Kg of the extract. In the animals treated with 4, 40, 100 and
500mg/Kg of Ginkgo biloba it was observed that the uterine superficial epithelium
was thicker. We conclude that the Ginkgo biloba extract studied showed indications
of an estrogenic effect when administered to Wistar rats with doses of 4, 40, 100 and

500mg/Kg and an anti-estrogenic effect with a dose of 1000mg/Kg.

Keywords: Estrogens. Ginkgo biloba. Selective Estrogen Receptor Modulators.
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1 INTRODUCAO

Durante o periodo da menopausa, ocorrem profundas transformacoes
hormonais decorrentes da queda gradual da producdo do estrogénio nas mulheres
(FERNANDES et al.,, 2004). Essa mudanca enddcrina provoca sinais e sintomas
indesejaveis como fogachos, atrofia urogenital, alteragdo do humor e diminuicdo da
libido, pois ocorre a perda natural da agdo exercida pelo estrogénio, sendo
necessaria, muitas vezes, a instituicdo de terapia hormonal para o tratamento destes
sintomas (ABERNETHY, 2003). Porém, o uso de estrogénio para amenizar 0S
sintomas na menopausa nao esta isento de riscos, sendo relatadas algumas contra-
indicacbes e até mesmo efeitos adversos graves como embolia pulmonar e
desenvolvimento de cancer estrogénio-dependente (BLAKE, 2006).

A descoberta do receptor B de estrogénio (KUIPER et al., 1996) revitalizou a
pesquisa do mecanismo de acdo do estrogénio e proporcionou novas esperancas
para o campo farmacéutico na busca do desenvolvimento de novos compostos
estrogénicos que possam agir em tecidos alvo especificos. A ligacdo especifica a
receptores e tecidos poderia proporcionar os beneficios da terapia evitando efeitos
adversos e colaterais indesejaveis causados pelo estrogénio, sendo utilizados,
portanto, para prevencdo e tratamento dos sintomas da menopausa, osteoporose,
doenca cardiovascular ou cancer de mama (OSBORNE et al., 2000).

Ha, portanto, interesse consideravel no desenvolvimento de medicamentos
seletivos que aliviem os sintomas da menopausa e que sejam seguros no sentido de
nao provocar proliferacédo celular na mama ou no endomeétrio.

Os fitoestrogénios possuem afinidades diferentes entre os dois tipos de
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receptores de estrogénio tendo uma maior afinidade pelos receptores [ de
estrogénio do que os receptores a, podendo agir seletivamente (KUIPER et al.,
1998). Alguns fitoestrogénios, dentre eles os obtidos da soja, ja se mostraram como
alternativa valida para o tratamento dos sintomas da menopausa mostrando eficacia
e seguranca com seu uso (HAN, K. K. et al., 2002).

O extrato de Ginkgo biloba, um dos fitoterapicos mais consumidos no mundo,
que possui comprovada eficacia em doencas circulatorias e cerebrais (SIERPINA et
al., 2003), surge neste contexto como uma alternativa para o tratamento dos
sintomas da menopausa. Ja foram relatados efeito estrogénico in vitro (OH; CHUNG,
2004) e acao no epitélio vaginal de camundongos com esse extrato (LEE et al.,
2000). Porém, ainda nao existem estudos conclusivos indicando o efeito estrogénico

in vivo do Ginkgo biloba, sendo este o objetivo do presente trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estrogénio

O estrogénio € um hormonio esteroide cuja producdo pode ocorrer no tecido
adiposo, no musculo esquelético, na pele, nos foliculos capilares e no tecido 6sseo,
mas ocorre, principalmente, nas células da granulosa do ovocito maduro
(PETTERSSON; GUSTAFSSON, 2001).

O hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH), um horménio polipepitidico
produzido no hipotalamo, atua sobre a hipodfise e causa a liberacdo dos hormonios
foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), que, por fim atuardo nos ovarios para
a producdo de estrogénio. Neste local, o FSH promove a maturacdo do foliculo
ovariano que passa a produzir e secretar estrogénio na corrente sangiinea (BRITT;
FINDLAY, 2002; FRIEDLANDER, 2002; ABERNETHY, 2003) através da
aromatizacdo dos androgénios provenientes das células da teca interna, realizada
pela enzima aromatase (PETTERSSON; GUSTAFSSON, 2001).

Apesar do estrogénio ndo ser essencial para a sobrevivéncia apdés o
nascimento, ou para a formacdo do trato reprodutivo, € fundamental para a
fertiidade normal em ambos os sexos (BRITT; FINDLAY, 2002) promovendo a
proliferagdo endometrial, favorecendo a secre¢do do muco cervical e aumentando as
contracdes tubarias no sexo feminino (BRITT; FINDLAY, 2002; ABERNETHY, 2003).
Além disso, o estrogénio promove o desenvolvimento e manutencdo dos caracteres

sexuais secundarios na mulher, causa mudancas durante a gestacdo (proliferacédo
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celular uterina, crescimento vascular, relaxamento dos ligamentos uterinos durante o
parto), influencia a pele, os 0ssos, sistema cardiovascular e imune (PETTERSSON;
GUSTAFSSON, 2001; CLAPAUCH et al., 2002), além de provocar o crescimento do
epitélio vaginal visto através da formacdo de células queratinizadas com nucleo
picnético (FERNANDES et al., 2004).

Os estrogénios endogenos tém, em geral, meia-vida curta, ndo se acumulam
nos tecidos, sdo facilmente metabolizados no figado e sdo mais potentes que
qualquer estrogénio sintético. Estes, por sua vez, possuem caracteristica lipofilica e

tendem a se acumular na gordura e tecidos (CLAPAUCH et al., 2002).

2.1.1 Acédo no metabolismo 6sseo

Durante a adolescéncia, o estrogénio esta envolvido com a formacao Ossea.
Ele inicia o crescimento puberal e mais tarde limita o crescimento longitudinal 6sseo
induzindo o fechamento da placa de crescimento epifisaria (NILSSON et al., 2001).
Nos adultos, o estrogénio influencia a remodelacéo 0ssea atraves da estimulacéo da
formacdo 6ssea pelo osteoblasto e inibicdo da reabsorcdo 6ssea promovida pelos
osteoclastos. Na estimulacdo dos osteoblastos, 0 estrogénio promove a sintese e
secrecdo do fator de crescimento IGF-I, inibindo, nestas mesmas células, a
producdo das citocinas IL-1, IL-6 e TNF envolvidas na reabsorcdo Ossea. O
estrogénio promove ainda aumento da producdo de TGF-B e da osteoprotegerina,
potentes inibidores da funcdo osteoclastica (NILSSON et al., 2001; CARLSTEN,
2005; WEITZMANN; PACIFICI, 2006).

O estrogénio pode também aumentar a absorcdo do calcio e diminuir a sua

excrecdo. O efeito poderia ser realizado indiretamente pela modulacdo do
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paratormoénio, pelo aumento de producéo de calcitonina ou pelo aumento da sintese
e atividade da vitamina D (FERNANDES et al., 2004). Desta forma, os estrogénios
diminuem a remodelacdo Ossea, preservando a massa 0ssea e a qualidade da
microarquitetura do tecido (NILSSON et al., 2001; CARLSTEN, 2005; WEITZMANN;

PACIFICI, 2006).

2.1.2 Acéo no sistema cardiovascular

O estrogénio endbégeno atua sobre o sistema cardiovascular, em especial,
sobre a funcdo do endotélio. O hormdnio promove vasodilatagcdo através da
elevacdo da sintese de oOxido nitrico e, ainda, inibicdo da vasoconstricdo induzida
pela endotelina e pela atividade simpatica. Atua também como antiproliferativo no
musculo liso vascular (MATURANA et al., 2007).

Na protecdo contra a aterosclerose age atraves da reducdo da formacao das
células espumosas nos vasos, diminuindo a captura do LDL-colesterol oxidado pelos
macrofagos e aumentando a producdo de apolipoproteina A pelo figado, principal
constituinte protéico do HDL-colesterol (FERNANDES et al., 2004; MATURANA et
al., 2007).

O tromboembolismo relatado quando do uso de terapia hormonal na poés-
menopausa parece ser um fenbmeno idiossincrasico desencadeado pelos
esterdides, pois, em geral, o estrogénio atua ainda na reducdo do fibrinogénio
plasmatico, do fator VIl e do fator inibidor da ativacdo do plasminogénio, o que

reduziria o risco de coagulacao sangiinea (FERNANDES et al., 2004).
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2.1.3 Acéo no sistema nervoso central

Estudos comprovam que o estrogénio influencia uma série de fungbes do
sistema nervoso central como o aprendizado, a memaria, a consciéncia, a habilidade
motora fina, a regulagdo da temperatura corpdrea, o humor e as funcgbes
reprodutivas (NILSSON; GUSTAFSSON, 2000; MCEWEN, 2001; MCEWEN, 2002).

O declinio na producdo de estrogénio leva a uma queda na concentracdo de
endorfina no hipotdlamo e consequiente aumento da liberacdo de noradrenalina e
serotonina no nucleo termorregulatorio promovendo altera¢cdes na perda de calor

pelo organismo (NELSON et al., 2006).

Todas as acOes descritas provocadas pelo estrogénio sdo mediadas
primariamente por um processo que envolve a ligacdo do hormdnio a receptores de
estrogénio especificos em células alvo, promovendo a ativacdo da transcricdo de
genes responsivos aos esteroides e, subsequientemente, a modificacdes na resposta
celular. A resposta celular varia de acordo com a funcao exercida pela célula e com

o tipo de receptor ao qual o estrogénio se ligou (WANG et al., 2000).

2.1.4 Receptores de estrogénio— aef

Em 1986, Greene e cols. isolaram e clonaram o receptor de estrogénio
(GREENE et al., 1986). Em 1996, Kuiper e cols. descobriram um segundo receptor
de estrogénio, clonado em humanos, sendo denominado receptor 3 (KUIPER et al.,
1996).

hY

Ambos os receptores de estrogénio, a e B, pertencem a superfamilia de
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receptores nucleares esteroides/tiredideos, que possuem uma arquitetura estrutural
em comum. Eles sdo compostos por trés dominios funcionais independentes, mas
gue interagem entre si para realizar sua funcao (figura 1). Os dominios sao formados
pelo dominio amino-terminal ou dominio A/B, o dominio de ligacdo ao DNA ou
dominio C e o dominio de ligacdo ao horménio ou dominio D/E/F (HALL;
MCDONNELL, 1999; NILSSON et al., 2001; PETTERSSON; GUSTAFSSON, 2001).
O dominio N-terminal (dominio A/B) dos dois receptores possui apenas 20% de
homologia. Por outro lado, a area que se liga ao DNA (dominio C) é similar entre os
dois receptores diferindo apenas em trés aminoacidos. O dominio de ligacdo ao
substrato (dominio D/E/F) possui aproximadamente 53% de homologia entre eles

(GUSTAFSSON, 2000; OSBORNE et al., 2000).

DLD DLH

res

Esquema 1. Esquematizacdo da estrutura dos receptores de estrogénio (RE) a e B
representando os dominios estruturais A/B, C, D, E, F. Na figura também
estdo representados os dominios funcionais DLD (dominio de ligacéo ao
DNA) e DLH (dominio de ligacdo ao horménio); Fonte: Adaptado de
OSBORNE, 2000.

A conformacdo do receptor de estrogénio é determinada pela natureza do
ligante que pode promover variacdo na funcao exercida por ele (CLAPAUCH et al.,

2002). Com a ligacdo do composto estrogénico ao receptor (figura 2), ocorrem
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mudancgas conformacionais no mesmo, promovendo, no ndcleo celular, uma
interacdo cujo resultado dependerad do tipo de receptor (a ou B) e do tipo de
composto estrogénico ligado, determinando a acédo biolégica celular (HALL;

MCDONNELL, 1999; NILSSON et al., 2001; PETTERSSON; GUSTAFSSON, 2001).

" '.-- Estrogénio

Receptor de ’J E
estrogénio “\ -Proteina

»

ﬁ

Y
b,

= —Gene alvo

Esquema 2. Esquematizacédo da interagdo do estrogénio com o receptor e o DNA
celular para a producdo protéica. Fonte: Adaptado de
https://www.lInl.gov/str/December05/qifs/Kulpl.jpg <acesso em 01 de
agosto de 2009>.

Alguns 6érgéos podem expressar os dois tipos de receptores de estrogénio e,
no mesmo 6rgao, geralmente estdo em células diferentes. Porém, em alguns casos,
podem também ser expressos em uma mesma célula nas formas de heterodimeros.
A diferenca de distribuicdo dos receptores variara de acordo com as funcdes
biolégicas executadas pelas diferentes células e tecidos do organismo

(GUSTAFSSON, 2000).
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Ja foram encontrados os dois tipos de receptores de estrogénio em

determinados 6rgdos do corpo humano e, em alguns deles, existe uma maior

predominéancia da expressao de um tipo de receptor em relagdo ao outro (quadro 1).

Localidade

Predominéancia do tipo
de receptor

Orgéos do sistema
reprodutor

ovario
mama
Gtero
vagina
testiculo
epididimo
prostata

a
a
a

Orgéos dos diversos
sistemas

0SSO0
endotélio
rns
trato urinario
pulmao
sistema nervoso central

o™

Quadro 1. Distribuicdo e predominancia dos receptores a e 3 no organismo.

Jé& foi descrita a presenca de ambos os tipos de receptores de estrogénio no

tecido mamario, no trato urogenital, no tecido 6sseo, nas células endoteliais,

(COUSE et al., 1997; NILSSON; GUSTAFSSON, 2000; NILSSON et al., 2001), rins,

pulmédo (KUIPER et al., 1997) e no sistema nervoso central com predominancia no

hipotalamo e na hipofise (COUSE et al., 1997; NILSSON; GUSTAFSSON, 2000;

NILSSON et al., 2001). Estudos mostram também que os dois tipos de receptores de

estrogénio estdo presentes na vagina (WANG et al., 2000), ovéario (PETTERSSON,;

GUSTAFSSON, 2001) e atero bem como no testiculo, epididimo e prostata (COUSE
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et al., 1997; KUIPER et al., 1997).

Os a-receptores sao os principais receptores encontrados na mama (KUIPER
et al., 1997, WANG et al, 2000; CLAPAUCH et al, 2002) e no utero
(GUSTAFSSON, 2000; CLAPAUCH et al.,, 2002). No ovario, o receptor ndo é
encontrado nas células da granulosa, mas esta presente nas células da teca e
epitélio germinativo. No estroma uterino esta presente tanto nas células epiteliais
glandulares quanto nas células do lumen do 6rgao (PETTERSSON; GUSTAFSSON,
2001). Grande parte da estimulacao uterina, do crescimento mamario, do controle da
ovulacdo, da manutencdo da densidade mineral 6ssea e do feedback negativo no
hipotalamo e na hipofise € mediada por esse receptor (HARRIS, 2007).

Ja os B-receptores exibem maior concentragdo do que 0S a-receptores no
0Sso e no sistema cardiovascular (NILSSON et al., 2001; CLAPAUCH et al., 2002).
No ovario, 0 receptor esta presentes nas células da granulosa de foliculos primarios,
secundarios e maduros, variando de acordo com a mudanca hormonal e no estroma
uterino é encontrado nas células epiteliais glandulares (PETTERSSON,;
GUSTAFSSON, 2001). No tecido 6sseo, além do conhecido efeito do estrogénio
sobre os osteoclastos (CARLSTEN, 2005) também foram encontrados receptores 3
de estrogénio nos osteblastos (TOESCA et al., 2000; NILSSON et al., 2001).

A diferenga de distribuicdo e de afinidade a compostos entre os diferentes
tipos de receptores contribui para a seletividade de acdo em alguns tecidos,
variando de acordo com o local no organismo (KUIPER et al., 1997). Com o
conhecimento dos diversos 6rgados que expressam tais receptores, pode-se prever
qual acdo benéfica seré resultante da agdo do estrogénio (GUSTAFSSON, 2000;
NILSSON et al.,, 2001) bem como os problemas causados pela falta deste no

organismo, como ocorre ha menopausa (FERNANDES et al., 2004).
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2.2 Menopausa

Menopausa € o termo derivado das palavras gregas men (més) e pausis
(cessacdao) utilizado para definir o evento representado pela Ultima menstruacdo da
mulher. Embora a menopausa seja evento pontual e facilmente identificavel,
ocorrem alteragdes significativas no organismo tanto antes quanto apds a cessacao
da menstruacdo. Durante esse periodo, denominado climatério, ocorrem profundas
alteragbes endodcrinas e sistémicas provocando diversas modificagbes fisicas e
psiquicas na mulher (FERNANDES et al., 2004).

As principais alteracdes biolégicas que aparecem nessa fase sao decorrentes
do gradual esgotamento da populacéo folicular ovariana com diminuicdo dos ciclos
ovulatorios e da producdo estrogénica (ABERNETHY, 2003; FERNANDES et al.,
2004; WU et al.,, 2005). Durante o periodo do climatério, ocorrem autolise e
fagocitose das células germinativas pelas células da granulosa, e consequente
formacdo de foliculos atrésicos no ovario. Ha reducdo do tamanho dos ovarios
devido ao esgotamento folicular e as alteracfes involutivas, tais como esclerose
arteriolar, fibrose cortical e reducao de fluxo sangliineo (FERNANDES et al., 2004).
Com a reducéao dos foliculos funcionantes observa-se queda gradual dos niveis de
estrogénio e, quando estes ndo sdo mais suficientes para estimular crescimento
endometrial, a menstruacédo cessa e instala-se a menopausa. A queda do nivel de
estrogénio também provoca a eliminacdo da retroalimentacdo negativa exercida
anteriormente no hipotalamo e na hipofise e aumento dos niveis de inibina B
secretada pelos pequenos foliculos antrais, ocorrendo, consequentemente, aumento

dos niveis de FSH e do horménio luteinizante (LH) sangtineos (ABERNETHY, 2003;
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NELSON et al., 2005; NIH, 2005; BLAKE, 2006).

Os disturbios que mais frequentemente incomodam as pacientes na
menopausa sd0 a instabilidade vasomotora, distirbios menstruais, sintomas
psicolégicos, a atrofia génito-urinaria e a diminuicdo do tamanho das mamas
(ABERNETHY, 2003; NELSON et al., 2005; NIH, 2005; BLAKE, 2006).

Os fogachos ou ondas de calor, muito comuns nessa fase, parecem ser
produzidos por variacdo no sistema termorregulatério hipotalamico. A deficiéncia de
estrogénio causa disfuncdo nos neurotransmissores envolvidos na termorregulacao,
principalmente na regido localizada na parte anterior do hipotadlamo (FERNANDES et
al., 2004; BLAKE, 2006). Sintomas como transpiragcdo noturna também podem
ocorrer causando disturbio do sono e, consequientemente, levar a outros sintomas
como a fadiga (ABERNETHY, 2003; BLAKE, 2006). Diversos sintomas genitais
decorrem do hipoestrogenismo, tais como, secura vaginal, dispareunia, sangramento
durante o coito, prurido vulvar e corrimento vaginal. Os sintomas uroldgicos descritos
sdo a disuria, polaciuria, nocturia, urgéncia urinaria, e em especial a incontinéncia
urinéria (BLAKE, 2006). Estes sintomas decorrem da perda da atividade eléstica e
da contratilidade da mucosa uretral e do trigono vesical ocasionado pela hipotrofia e
perda da tonicidade causada pela queda hormonal (FERNANDES et al., 2004).

O hipoestrogenismo persistente também causa importantes alteracdes a
longo prazo, tais como a osteoporose e altera¢des cardiocirculatérias (ABERNETHY,
2003; FERNANDES et al., 2004). O hipoestrogenismo que se segue a menopausa
leva a um aumento da reabsorcdo 6ssea, com perda da massa 6ssea e aumento de
fraturas de corpos vertebrais, do radio distal e de colo do fémur (MARINHO et al.,
2001).

Os sintomas mencionados promovem uma profunda queda na qualidade de
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vida da mulher, sendo necesséaria, muitas vezes, a instituicdo de tratamento
especifico para o controle dos sintomas indesejaveis (NELSON et al., 2005; NIH,

2005).

2.2.1 Terapia Hormonal da Menopausa

A terapia hormonal da menopausa refere-se & administracdo de farmacos
contendo um composto estrogénico ministrado as mulheres durante a transicédo
menopausal e na pés-menopausa para amenizar os efeitos do hipoestrogenismo. O
tratamento hormonal visa, em geral, combater 0s sintomas vasomotores, 0
ressecamento vaginal, amenizar os efeitos do hipoestrogenismo na pele, bem como,
preservar a massa 6ssea, melhorar a qualidade de sono, impedir o declinio da
funcdo cognitiva e estimular a libido (CLAPAUCH et al., 2005; NIH, 2005; USPSTF,
2005).

As preparacdes hormonais mais utilizadas em mulheres climatéricas sdo os
estrogénios naturais (17 estradiol), o seu derivado sintético (valerato de estradiol) e
0s estrogénios conjugados equinos. Os progestagénios sao administrados
conjuntamente com 0s estrogénios visando a protecdo endometrial, para neutralizar
0 aumento da incidéncia de hiperplasias e adenocarcinoma do endométrio em
mulheres que faziam uso da estrogenioterapia isolada. O progestagénio mais
utilizado nos Estados Unidos € o acetato de medroxiprogesterona e na Europa, o
mais utilizado é o acetato de noretisterona (SOBRAC, 2004).

Ha varios tipos de esquemas terapéuticos para a reposicdo hormonal. Em
mulheres histerectomizadas, geralmente utiliza-se tratamento com estrogénio

isolado e em mulheres com utero intacto utiliza-se o hormoénio conjugado com um
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progestageno (CHRISTIANSEN, 2001). A terapia pode ser administrada por diversas
vias. Quando administrado por via oral, € necessario aumento da dosagem, pois
ocorre efeito de primeira passagem no figado. A via transdérmica, apesar de facil
aplicacao pode causar dermatite na area de aplicacdo e a aplicacao via vaginal nédo
produz acao sisttmica melhorando apenas o0s sintomas de ressecamento e
hipotrofia locais (AL-AZZAWI, 2001).

Durante o climatério podem ainda ser utilizados androgénios
associados a terapia estrogénica ou estro-progestativa. Os hormoénios androgénicos
sdo utilizados especialmente em pacientes ooforectomizadas e naquelas que
apresentam indicios de insuficiéncia androgénica, muito comuns em pacientes com
diminuicao do desejo sexual (SOBRAC, 2004).

O uso de estrogénio na menopausa esta contra-indicado nos casos de cancer
de mama ou de endométrio, presenca de outros tumores hormdnio-dependentes,
tromboflebite aguda, alteracdo tromboembolica, sangramento vaginal de origem
indeterminada e doenca hepética aguda (CLAPAUCH et al.,, 2005; SPRITZER,;
WENDER, 2007)

Durante o tratamento com o uso de hormdénios na menopausa, as mulheres
devem ser acompanhadas pois 0 estrogénio pode estimular o crescimento de
determinados tipos de canceres que expressam receptores de estrogénio como
alguns tipos de carcinoma ductal (VASSILOPOULOU-SELLIN, 2003). Além disso, o
tratamento esta associado a aumento de duas a trés vezes no risco para trombose
venosa e embolia pulmonar (MARINHO et al., 2001; BLAKE, 2006). Existe ainda
uma relagédo bem estabelecida entre a utilizacdo de estrogénio, sem a oposicao da
progesterona, e o cancer endometrial (BLAKE, 2006).

O tratamento dos sintomas caracteristicos da menopausa pode também ser
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feito com medicamentos outros além dos compostos estrogénicos. Os produtos
denominados Moduladores Seletivos do Receptor de Estrogénio (SERM), que sdo
compostos que interagem com o receptor de estrogeno, possuindo atividades tecido-
especifica, sdo também medicamentos utilizados durante a menopausa (OSBORNE
et al., 2000). Esta acéo tecido seletiva foi primeiramente descrita com o tamoxifeno,
um SERM de primeira geracdo, que possui uma agao antiestrogénica na mama,
efeitos benéficos na massa 6ssea de mulheres pds-menopausadas, reduz o
colesterol (SINGH et al, 2007), porém estimula a proliferacdo endometrial
(SENKUS-KONEFKA et al., 2004). O raloxifeno, substancia considerada um SERM
de segunda geracao por ndo promover estimulacao uterina, € uma droga eficaz para
tratamento na menopausa sendo relatada diminuicdo de 50% na incidéncia de novas
fraturas vertebrais em 36 meses de tratamento, em comparacdo com placebo,
devido, principalmente a sua alta afinidade de ligacdo com o receptor de estrogeno
(ETTINGER et al., 1999). O raloxifeno é capaz de estimular as vias estrogénicas
através do receptor beta, antagonizando a via do receptor alfa, podendo este ser um
dos mecanismos pelos quais este farmaco exerce acgdo diferencial nos tecidos
(BRZOZOWSKI et al., 1997; JISA et al., 2001).

Para as mulheres com intoleréncia ou contra-indicagéo aos estrogénios como
terapia medicamentosa pode-se ainda indicar o uso de fitoestrogénios para o
tratamento de alguns sintomas (CHENG et al., 2007). A Sociedade Norte Americana
de Menopausa indica como primeira linha terapéutica para os sintomas vasomotores
caracteristicos do periodo de transicdo menopausal a mudanca do estilo de vida
com a pratica de exercicios e dieta regular acompanhada da utilizacdo de alguns
medicamentos ditos “naturais” como as isoflavonas e fitoestrogénios (NAMS, 2004).

Devido aos relatos indicando a relagdo entre terapia estrogénica e eventos
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adversos e efeitos colaterais, ha aumento significativo no uso de outros compostos
além do estrogénio para o tratamento de sintomas da menopausa (KURZER, 2003;
LOW DOG, 2007). Com isso, € crescente a procura por terapias com ervas para o

tratamento de tais sintomas (PRESTWOOD, 2003; USUI, 2006).

2.3 Fitoestrogénios

Da-se a denominacdo de fitoestrogénios as substéncias presentes nas
plantas que possuem efeito estrogénico, dentre estas, os flavondides (KURZER; XU,
1997; CORNWELL et al., 2004).

A propriedade estrogénica dos fitoestrogénios decorre de sua composi¢ao
guimica que contém anéis fendlicos heterociclicos, similares aos dos estrogénios

naturais e sintéticos (figura 3) (IBARRETA et al., 2001).
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Esquema 3. Semelhanca estrutural molecular entre o estradiol e os fitoestrogénios
guercetina e genisteina. Fonte: Adaptado de MENSE, 2008.

Os fitoestrogénios, na forma de compostos apolares ou conjugados a
albumina sérica podem passar através da membrana plasmatica e estimular os
receptores esteroides citoplasmaticos sendo carreados para o nucleo celular até o
complexo de transcricdo genética, agindo de forma semelhante aos compostos
estrogénicos conhecidos (HAVSTEEN, 2002). Devido a semelhanca estrutural dos
fitoestrogénios com os estrogénios naturais, eles podem se ligar aos receptores de
estrogenos, podendo competir com os horménios endégenos (MIKSICEK, 1993;
SKIBOLA; SMITH, 2000; IBARRETA et al., 2001) assim como inibir enzimas
envolvidas no metabolismo hormonal (SKIBOLA; SMITH, 2000).

Na dieta humana normal a presenca de tais flavondides € considerada
inofensiva pois, geralmente, nenhum fitoestrogénio esta presente nos alimentos em
guantidade necessaria para produzir efeitos fisioldégicos. Porém, este pode néo ser o
caso dos vegetarianos que ingerem uma grande quantidade de alimentos ricos em
isoflavonas como a soja e outros cereais (HARBORNE; WILLIAMS, 2000). Os
fitoestrogénios sdo menos potentes do que o 17-B-estradiol mas mostram boa
eficdcia farmacologica quando em concentracdes ideais, sendo equivalentes aos
hormonios naturais (MIKSICEK, 1993; HARBORNE; WILLIAMS, 2000), podendo
produzir efeito estrogénico préoximo daquele produzido pelo horménio enddgeno
(MIKSICEK, 1993; IBARRETA et al., 2001).

O uso clinico de fitoestrogénios deve ser indicado em pacientes selecionadas,
obtendo-se melhor resultado naquelas com pouca sintomatologia e no inicio da

menopausa (TEMPFER et al., 2007). O alto teor de fitoestrogénios em algumas
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plantas caracteriza alternativa promissora para a terapia hormonal na menopausa
(BECK et al., 2003).

Dentre os flavondides com efeito estrogénico, o grupo das isoflavonas é o
mais estudado, tendo a soja como principal fonte alimentar. O interesse no estudo
das isoflavonas como alternativa para as mulheres que nao aderem, se recusam,
apresentam contra-indicacdes ou tém efeitos adversos com a terapia hormonal
classica, veio de estudos epidemiolégicos mostrando os efeitos clinicos causados
pelo consumo de soja (FERNANDES et al., 2004). As isoflavonas em mulheres na
pOs-menopausa aliviam os sintomas vasomotores, sendo, portanto, uma alternativa
no combate desses sintomas (CARROLL, 2006; CASSIDY et al., 2006).

Um estudo clinico mostrou que mulheres que receberam 60mg de isoflavonas
por dia durante trés meses tiveram reducéo de fogachos e sudorese noturna de 57%
e 43% respectivamente. Neste mesmo estudo ndo foram encontradas mudancas no
endométrio nem alteracdo no tecido mamario apdés a mamografia indicando uma
possivel seguranca no uso destas substancias (CHENG et al., 2007).

De acordo com o Algoritmo para o Tratamento de Sintomas Vasomotores
proposto por Panay (2007), o uso de isoflavonas provenientes de trevo vermelho,
Cimicifuga racemosa e soja esta indicado para o tratamento dos sintomas
vasomotores em pacientes com queixas leves (PANAY, 2007).

Em um estudo clinico randomizado, controlado e duplo cego, as isoflavonas
reduziram os fogachos em mulheres pés-menopausadas provavelmente devido a
conhecida agéo estrogénica destes compostos. Foi encontrado também aumento da
concentragcdo sérica de 17-B-estradiol sugerindo acdo do fitoestrogénio através da
ligacdo das isoflavonas as globulinas ligadoras de hormdnios sexuais. Foi

encontrada ainda reducao do colesterol LDL e auséncia de aumento da espessura
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endometrial, constituindo uma alternativa segura para o tratamento de sintomas da
menopausa (HAN, K. K. et al., 2002).

O uso de fitoestrogénios também pode reduzir fatores de risco para o
desenvolvimento de aterosclerose como a hiperlipidemia e a hipertensdo (DUNCAN
et al., 2003; CASSIDY et al.,, 2006; TEMPFER et al., 2007) através dos efeitos
estrogénico e antioxidante (ADLERCREUTZ, 1995; KURZER; XU, 1997; DUNCAN et
al., 2003; CORNWELL et al., 2004) sendo demonstrada diminuicdo dos niveis
séricos de colesterol em ratas impuberes e ooforectomizadas que receberam soja
(KISHIDA et al., 2006).

Existe também uma proposta do uso de isoflavonas durante a menopausa
para prevenir a perda 6ssea (SETCHELL; LYDEKING-OLSEN, 2003; CORNWELL et
al., 2004; CASSIDY et al.,, 2006). De fato, as isoflavonas contidas na soja foram
responsaveis, em ratos, pela prevencdo da perda da densidade mineral Ossea
(ARJMANDI et al., 1998) e, em camundongos, pelo aumento da densidade mineral
0ssea (ERLANDSSON et al., 2005; PIE et al., 2006; POWER et al., 2006). Outra
funcao terapéutica durante a menopausa seria na prevencao contra alguns tipos de
cancer através da inibicdo do crescimento e da angiogénese tumoral promovido por
alguns fitoestrogénios (ADLERCREUTZ, 1995; DUNCAN et al.,, 2003; RICE;
WHITEHEAD, 2006).

N&o ha consenso, entretanto, entre risco/beneficio do uso de fitoestrogénios
na menopausa. Estudos clinicos controlados e com longa duracdo devem ser feitos
para melhor avaliar tal conduta (KRONENBERG; FUGH-BERMAN, 2002; POWLES,
2004; LOW DOG, 2005; CARROLL, 2006; NELSON et al., 2006) bem como a

seguranca do seu uso (STRAUSS et al., 1998).
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2.4 Ginkgo biloba

Ginkgo biloba é a espécie viva de arvore mais antiga da terra, datando do
periodo Paleozdico, ha mais de 225 milhdes de anos (DIAMOND et al., 2000;
BLUMENTHAL et al., 2003). E a Unica planta pertencente a familia Ginkgoaceae,
ordem Ginkgoales da classe Gymnospermae (WHO, 1999; SMITH; LUO, 2004). O
nome Ginkgo é derivado do chinés Yin-Kuo, que significa “damasco de prata” e
biloba se refere a forma bilobulada das folhas em forma de leque (DIAMOND et al.,
2000).

A arvore de Ginkgo biloba € nativa da China mas ja foi difundida, com funcéo
ornamental, para outros paises como Australia, Japdo, Estados Unidos e paises da
Europa, sendo comercialmente cultivada na Franca e nos Estados Unidos (WHO,
1999). A é&rvore de Maidenhair, como também é chamada (KLEIIJNEN;
KNIPSCHILD, 1992), € considerada um féssil vivo (SMITH; LUO, 2004) podendo
viver de 2000 a 4000 anos (DIAMOND et al., 2000; SMITH; LUO, 2004), alcancar
mais de 30 metros de altura e possuir um diametro variando de 3 a 4 metros (WHO,
1999).

A arvore de Ginkgo biloba também é conhecida por sua grande resisténcia
genética, apresentando defesa contra insetos, microorganismos e toxinas
ambientais (TESCH, 2003; SMITH; LUO, 2004), fato comprovado na cidade
japonesa de Hiroshima, ja que foi a primeira planta a crescer na regido apos a

explosdo da bomba atémica (TESCH, 2003).

2.4.1 Utilizacao clinica
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Ha séculos o Ginkgo biloba tem sido utilizado com fun¢des medicinais. Os
primeiros relatos do uso clinico do Ginkgo biloba remontam mais de 5000 anos, na
China antiga (SMITH; LUO, 2004). As indicacdes incluiam tratamentos para doencas
do coracéo e pulmao através da inalacdo de vapores ou ingestdo do cha de Ginkgo
biloba (DIAMOND et al., 2000). O cha das partes da planta era utilizado para o
tratamento de asma, bronquite (KLEIJNEN; KNIPSCHILD, 1992; DIAMOND et al.,
2000), tosse e enurese (SMITH; LUO, 2004).

Nos dias de hoje, o extrato obtido a partir das folhas da arvore de Ginkgo
biloba tem sido utilizado largamente pela populacdo para o tratamento de diversas
patologias. Atualmente, o extrato fabricado a partir das folhas de Ginkgo biloba, est4
entre os fitoterapicos mais frequentemente utilizados em paises Europeus
(BLUMENTHAL et al.,, 2003; SIERPINA et al., 2003) como Alemanha e Franca
(KLEIJNEN; KNIPSCHILD, 1992) e tem sido uma das 10 ervas mais vendidas nos
Estados Unidos (MAR; BENT, 1999).

Na utilizacédo folclorica do extrato de Ginkgo biloba também é citado o uso
popular para o tratamento da inflamacéao, alergia (WHO, 1999; BLUMENTHAL et al.,
2003), bronquite, rinite crbnica, artrite e edema além de ser utilizado como vermifugo
e indutor do trabalho de parto (WHO, 1999).

No presente momento, as principais indica¢des do uso do Ginkgo biloba séo
na “insuficiéncia cerebral’” (confusdo, reducdo da memoria, distracdo, vertigem,
zumbido, cefaléia, baixa energia, humor depressivo, baixa concentracdo, fadiga,
ansiedade e diminuicAo da atividade fisica), doengca de Alzheimer; doencas
vasculares periféricas (claudicacdo intermitente, trombose venosa profunda),
deméncia vascular (WHO, 1999; BLUMENTHAL et al., 2003); neuropatia diabética,

oclusédo venosa retiniana, degeneragdo macular senil, doenca de Raynaud (DUBEY
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et al., 2004), disfuncdo sexual (associado ao inibidor seletivo da recaptacéo de
serotonina), reacdo vascular causada pelo frio, acdo protetora na hipdxia
(BLUMENTHAL et al.,, 2003; SIERPINA et al., 2003) e surdez coclear aguda
(BLUMENTHAL et al., 2003; SMITH; LUO, 2004).

O emprego do Ginkgo biloba nos casos citados € devido, principalmente, a
acado na inibicdo do fator de ativacdo plaquetaria e na importante atuacdo como
antioxidante. Na primeira, o Ginkgo biloba impede a agregacédo plaquetaria e causa
um aumento da fluidez sanglinea. Ja como antioxidante, o extrato age na
diminuicdo do nivel de espécies reativas de oxigénio (WHO, 1999) além de atenuar
a peroxidacéo lipidica da membrana (SMITH; LUO, 2004).

Além disso, foram comprovadas diversas agfes atribuidas ao Ginkgo biloba
que poderiam estar relacionadas com os efeitos observados clinicamente tais como:
inibicdo da enzima 3'5’-GMPc fosfodiesterase, provocando relaxamento endotelial
(BLUMENTHAL et al.,, 2003; SIERPINA et al.,, 2003) através da estimulacdo da
producdo de éxido nitrico, promovendo aumento da circulacdo em artérias, veias e
capilares (WHO, 1999; SMITH; LUO, 2004); aumento da liberacéo e recaptacéo de
serotonina (BLUMENTHAL et al., 2003); inibicdo da reducdo senil dos receptores
muscarinicos colinérgicos e dos receptores a-adrenérgicos; estimulacdo da
recaptacdo de colina no hipocampo; inibicdo da deposicdo de B-amildides
(SIERPINA et al., 2003); aumento da plasticidade neuronal; aumento da captacao e
o consumo de glicose pelo cérebro (SMITH; LUO, 2004).

O extrato de Ginkgo biloba, apesar de ser geralmente bem tolerado, deve ser
contra-indicado para pessoas que tiveram histdria de alergia ao fitoterapico (WHO,
1999; BLUMENTHAL et al., 2003) bem como para pacientes usuarios de

anticoagulantes (ERNST, 2002) ou que irdo se submeter a algum procedimento
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cirirgico dada a possibilidade de causar hemorragias (BLUMENTHAL et al., 2003).
Outra precaucao que deve ser tomada em pacientes usuarios do Ginkgo biloba € em
relacdo as possiveis interacbes medicamentosas que podem ocorrer causando
potencializacdo das acOes dos inibidores da MAO, agentes antiplaguetarios como a
aspirina e de anticoagulantes como a warfarina (DIAMOND et al., 2000;
BLUMENTHAL et al., 2003).

Os efeitos adversos relatados ap6s o uso do extrato de Ginkgo biloba sao
distarbios do trato gastrointestinal (WHO, 1999; BLUMENTHAL et al., 2003) como
diarréia, nduseas e vomitos (BLUMENTHAL et al., 2003; DUBEY et al., 2004) e
disturbios vasculares como cefaléia, reacdo cutanea alérgica (KLEIJNEN;
KNIPSCHILD, 1992; WHO, 1999), vertigem e palpitacdo. Sao descritas ainda
adinamia (STRAUSS et al., 1998) e insOnia ap6s o uso do extrato (BLUMENTHAL et

al., 2003; DUBEY et al., 2004).

2.4.2 Composicao quimica

As preparacgdes do extrato de Ginkgo biloba sdo realizadas com a folha verde
e seca com a utilizacdo de acetona e agua para formulacdo do produto final (VAN
BEEK, 2002). O extrato padronizado geralmente € administrado por via oral nas
formas liquida e em tablete ou por via endovenosa (DIAMOND et al., 2000).

O extrato padréo utilizado geralmente possui entre 22 a 27% de glicosideos
flavondlicos (flavonas: quercetina, kaempferol e isorhamnetina; biflavonas:
bilobetina, ginkgetina, isoginkgetina e sciadopitysina) e entre 5 a 7% de terpeno
trilactonas (ginkgolideos: A, B, C e J; sesquiterpena lactona: bilobalideo) (WHO,

1999; VAN BEEK, 2002). Os alkylphenols também estdo presentes no extrato de
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Ginkgo biloba sendo encontrados nas formas de &cidos ginkgdlicos,
predominantemente, e ginkgols. Estes compostos possuem propriedades
alergénicas, citotoxicas, mutagénicas e neurotdoxicas possuindo, por isso,
concentracdo limitada a 5ppm (partes por milh&o) nos extratos, quantidade que néo
causa toxicidade ao organismo (VAN BEEK, 2002).

Os flavondides presentes no extrato de Ginkgo biloba sdo absorvidos e
metabolizados pelo organismo, tendo sido encontrados metabdlitos dos flavonoides
na urina, fezes e no sangue de ratos Wistar (PIETTA et al., 1995) assim como na

urina humana ap0s ingestao oral do extrato (PIETTA et al., 1997).

2.4.3 Propriedades estrogénicas do  Ginkgo biloba

Recentemente aventou-se a possibilidade do extrato de Ginkgo biloba ser
utilizado como um fitoestrogénio no tratamento de sintomas da menopausa (OH;
CHUNG, 2004), porém pouco se sabe sobre o uso deste fitoterapico durante esta
fase.

Sabe-se que mulheres ja utilizam o extrato de Ginkgo biloba para tratamento
dos principais sintomas da menopausa. Da parcela de 52,7% da populacédo norte-
americana que utiliza algum composto alternativo em substituicdo aos
medicamentos tradicionais, 6,8% relatou fazer uso de Ginkgo biloba como terapia
complementar durante a menopausa. Dentre as mulheres que utilizavam alguma
terapia alternativa para o tratamento de sintomas vasomotores durante a
menopausa, o Ginkgo biloba era utilizado por 7,2% delas. JA& nas mulheres que
utilizavam alguma terapia alternativa para tratamento de sintomas psicologicos e

sintomas somaticos, o Ginkgo biloba era consumido por 8,3% e 7,8% das mulheres,
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respectivamente (GOLD et al., 2007).

O efeito estrogénico da quercetina e do kaempferol (flavondides presentes no
extrato de Ginkgo biloba) ja foi comprovado in vitro (HAN, D. H. et al., 2002). O
kaempferol € especialmente eficaz na inducéo do receptor B de estrogénio (KUIPER
et al., 1998) agindo de maneira semelhante ao fitoestrogénio quercetina na maior
competicao pelo receptor B de estrogénio do que para o receptor a (SCAMBIA et al.,
1993; HAVSTEEN, 2002).

Recentemente, um estudo in vitro, comprovou a ag¢ao estrogénica do extrato
de Ginkgo biloba e seus principais flavondides (quercetina, kaempferol e
isorhamnetina). As substéncias presentes no extrato se ligaram diretamente ao
receptor de estrogénio mostrando afinidade maior para o receptor B de estrogénio
em comparacado com o a e promoveram inibicdo da ligacdo do estradiol em ambos
0s receptores a e B, indicando uma possivel competicdo com 0 mesmo receptor. O
extrato de Ginkgo biloba causou ainda efeito estrogénico visto através da
proliferacdo em modelos de células de tumor de mama e da expressao do gene pS2,
regulado pela resposta ao estrogénio (OH; CHUNG, 2004).

O Ginkgo biloba foi administrado a fémeas de camundongos para avaliacao
do possivel efeito estrogénico in vivo. Neste estudo preliminar, 18 animais foram
castrados e divididos em trés grupos que receberam agua destilada (n=4) e
diferentes doses do extrato de Ginkgo biloba (1,4mg, n=6; 2,8mg, n=8) via
intraperitoneal por 15 dias. Foi encontrada citologia vaginal compativel com fase
estrogénica em cinco dos seis animais que receberam 1,4mg do extrato e em quatro
dos oito animais que receberam 2,8mg de Ginkgo biloba (LEE et al., 2000).

Em estudo prévio, o extrato de Ginkgo biloba causou retardo de crescimento

intra-uterino em ratos, quando administrado no periodo de organogénese e
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fetogénese. Tal fato pode sugerir agao estrogénica do extrato (PINTO et al., 2007)
uma vez que estradiol administrado durante a gestacéo pode causar esse disturbios
de desenvolvimento (JONES; HAJEK, 1995; IGUCHI et al., 2001).

Estudo clinico com quarenta e cinco pacientes que possuiam reducdo do
fluxo sanglineo arterial uterino e uma longa histéria de insucesso na terapia de
reproducao assistida mostrou que as mulheres que receberam extrato de Ginkgo
biloba na dose de 243mg/dia tiveram aumento significativo da espessura
endometrial sem alteragdo do fluxo sanglineo uterino e ovariano (PAULUS et al.,
2002).

Sabe-se também que a quercetina e o kaempferol alteram a fisiologia do
metabolismo 0sseo, provavelmente mediados pela agdo estrogénica intrinseca
destas substancias, podendo ser utilizados para a prevencdo e tratamento da
osteoporose causada pela menopausa. O kaempferol impediu a producdo de
citocinas osteoclastogénicas pelos osteoblastos e ambas as substancias alteraram a
diferenciacdo celular dos osteoclastos (PANG et al., 2006). A quercetina e o0
kaempferol também mostraram inibir a reabsorcdo 0ssea pelos osteoclastos bem
como induzir a apoptose dessa célula, provavelmente via efeito estrogénico
(WATTEL et al., 2003). A quercetina e o kaempferol induziram o aumento da acao
da fosfatase alcalina em osteoblastos, promovendo aumento da atividade do
osteoblasto (PROUILLET et al., 2004).

Apesar dos indicios do efeito estrogénico do extrato de Ginkgo biloba, néo
existem estudos conclusivos que comprovem a acdo estrogénica in vivo do

fitoterapico, sendo este o objetivo do presente trabalho.
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3 HIPOTESE

O extrato de Ginkgo biloba causa efeito estrogénico em ratas Wistar

impuberes.
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4 OBJETIVO

Avaliar o efeito estrogénico do extrato de Ginkgo biloba em ratas Wistar

impuberes
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5 MATERIAL E METODOS

A metodologia proposta para este trabalho seguiu os principios da OECD
Guidelines for the Testing of Chemicals n. 440 (OECD, 2007) baseado nos relatorios
da OECD Series on Testing and Assessment n. 21 e 38 para a avaliacdo do efeito
estrogénico de substancias (OECD, 2002; 2003). O trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de
Fora (protocolo nimero 047/2005 - CEEA) que segue 0s principios internacionais de

ética na experimentac&do animal.

5.1 Modelo animal

Para a realizacdo do trabalho foram utilizadas 70 ratas Wistar, com 22 dias de
idade, com peso variando entre 28 e 32 gramas. O dia do nascimento foi
considerado como o dia 1. Os animais foram provenientes do Biotério do Centro de
Biologia da Reproducdo da Universidade Federal de Juiz de Fora - UFJF. As ratas
foram colocadas individualmente em caixas de polipropileno, forradas com
maravalha selecionada e providas de cocho para racdo e bebedouros. As caixas
foram armazenadas em armarios climatizados, com umidade e fluxo de ar
controlados. Os armarios estavam localizados em alojamentos com fotoperiodo
controlado de 12h de ciclo claro/escuro e temperatura controlada por aparelhos de

ar condicionado. Agua e racdo foram oferecidos a vontade.
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5.2 Substancia teste

O extrato de Ginkgo biloba foi gentilmente fornecido pela empresa JR Pharma
(Juiz de Fora — Minas Gerais — Brasil). O extrato utilizado, originario da China (lote
20051126), possuia 25,32% de flavonas glicosideos e 6,33% de terpenolactonas,
concentracfes semelhantes ao extrato padrdo utilizado (VAN BEEK; MONTORO,

2009).

5.3 Doses da substancia teste

A dose do extrato de Ginkgo biloba utilizada no presente trabalho baseou-se
na maior dose utilizada em humanos (240 mg/dia) (WHO, 1999), sendo
aproximadamente 4mg/Kg/dia para uma pessoa de 60Kg. As concentracdes
utilizadas neste experimento foram 4, 40, 100, 500 e 1000mg/Kg/dia, que
representam, respectivamente, uma, 10, 25, 125 e 250 vezes a dose maxima
recomendada em humanos. Foram utilizadas doses crescentes do extrato iniciando-
se com a dose geralmente utilizada em humanos até o limite de 1000mg/Kg/dia

conforme determinado no guideline da OECD (OECD, 2007).

5.4 Procedimento experimental

As ratas foram pesadas e distribuidas aleatoriamente em sete grupos com 10
animais em cada, sendo um controle negativo, um controle positivo e cinco grupos
tratados com extrato de Ginkgo biloba. Os animais do grupo controle negativo
(Controle) receberam 0,4mL de agua destilada via intragastrica e os do grupo

controle positivo (Estrogénio) receberam 1ug/Kg de a-estradiol (CAS no. 57-91-0, 2
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98% purity, Sigma Aldrich, USA) em 0,3mL de 06leo mineral (CAS no. 8042-47-5,
Sigma Aldrich, USA), via subcutédnea. Os animais dos grupos tratados com GBE
(Gb) receberam 4, 40, 100, 500 e 1000mg/Kg/dia, administrado em 0,4mL de
solucédo aquosa via intragastrica. A administracao das solu¢cbes ocorreu uma vez ao
dia, as 10h, por trés dias consecutivos.

ApoOs 24 horas do ultimo dia de administracdo as ratas foram inspecionadas
para identificar abertura vaginal. Logo apds, as ratas foram pesadas e eutanasiadas
por deslocamento cervical, sob sedacdo com Ketamina (90mg/Kg de peso corporal,
via i.p.).

O trato reprodutor foi cuidadosamente dissecado e removido em bloco. Os
cornos uterinos, juntamente com a cérvice, foram pesados em balanca analitica
apos separacdo da vagina e dos ovarios. Calculou-se o peso uterino relativo
dividindo-se o peso dos cornos uterinos pelo respectivo peso do animal.

Os cornos uterinos e a vagina foram fixados em solug¢do de formol célcio de
Baker e posteriormente processados para confecgcédo dos blocos de parafina. Foram
feitos cortes longitudinais (5um) de vagina e utero, que foram corados com
Hematoxilina-Eosina. De cada animal foi confeccionado uma lamina histol6gica de
Utero e outra do tecido vaginal. A lamina referente ao tecido uterino foi
confeccionada no plano do maior didmetro deste 6rgdo. As laminas foram
observadas e analisadas utilizando o sistema de andalise de imagens Axiovision,
capturadas em microscopio de luz (Carl Zeiss, Software Release 4.7.1, 2008,
Alemanha).

Os cortes histoldgicos de vagina foram observados com aumento de 10x. Em
cada corte foram realizadas 15 medidas aleatorias da espessura da mucosa vaginal.

Ja os cortes histolégicos de Utero foram observados com aumento de 40x e também
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foram realizadas em cada corte 15 medidas aleatérias do epitélio superficial até a

lamina propria.

5.5 Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi feita pelo teste ANOVA seguido de
teste post-hoc de Tukey para variaveis homocedasticas e Dunnett T3 para variaveis

nao homocedasticas. O nivel de significancia dos testes foi de a = 0,05.
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7 COMENTARIOS

O extrato de Ginkgo biloba administrado em ratas Wistar imaturas apresentou
indicios de efeito estrogénico nas doses de 4, 40, 100 e 500mg/Kg apresentando
discreta estimulac&o uterina sem apresentar proliferacdo celular vaginal. Verificou-se
ainda que o extrato apresentou efeito anti-estrogénico na dose de 1000mg/Kg
caracterizando uma possivel acao inibitéria da aromatase. Porém existem poucos
estudos atualmente que abordam a utilizacdo do GBE em humanos com relagédo aos
efeitos hormonais ou reprodutivos, sendo necessarios estudos clinicos mais

completos para determinar a acdo e seguranca deste extrato no organismo.
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8 CONCLUSAO

O extrato de Ginkgo biloba apresentou discreto efeito estrogénico com as
doses de 4, 40, 100 e 500mg/Kg e efeito anti-estrogénico com a dose de 1000mg/Kg

de peso corporal.
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Recent Advances in the Reproductive and
Hormonal Effects of Ginkge biloba

RarpaeL Moraes Pinto, Epuarpo SiQueira FERNaNDES, Luciana VALENTE
Borces*, VEra Maria PETERS AND MarTHA DE OLIVEIRA GUERRA

Abstract

Ginkgo biloba is a medicinal plant widely used by the population. Due to its
actions as an anti-inflammatory and antioxidant, Ginkgo biloba extract (GBE)
has been largely used in the treatment of Alzheimer’s disease,
cerebrovascular insufficiency and peripheral arterial occlusive disease, In
spite of those benefits, recent findings showed that GBE may interfere with
the physiology of reproduction causing reproductive toxicity. In vitro and in
vivostudies showed that GBE can cause oocyte degeneration, inhibition of
human sperm motility, apoptosis of mouse blastocysts, as well as, low rate
of pregnancy and pre-implantation loss. Furthermore, recent studies showed
that GBE has both estrogenic and anti-estrogenic effects, which could be
useful as an alternative hormone replacement therapy or, on the other
hand, it could act like an endocrine disruptor and interfere with the physiology
of the natural hormones. This review provides a brief overview of
reproductive and hormonal effects of Ginkgo bilobaextract.

Key words 1 Ginkgo bilfoba, Toxicity, Reproduction, Hormones, Estrogen,
Endocrine disruptors

Introduction

Medicinal plants use has risen exponentially in recent years, attributable
primarily to an augment in the proportion of the population seeking
alternative therapies rather than prescription medications (Eisenberg et af.,
1998). The increased intake of those substances was followed by an

1. Universidade Federal de Juiz de Fora, Centro de Biologia da Reprodugio, Caixa Postal
328, CEP 36001-970, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil.
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Disruptores enddcrinos: descricao dos métodos
para avaliagio in vivo de produtos quimicos com

efeito estrogénico

Endocrine disruptors: methods description for in vivo evaluation of
chemicals with estrogenic effects

Rafael Moraes Pinto *

Eduatdo Siqueita Fernandes *

*

Vera Maria Peters *

*

Martha de Oliveira Guerra ™

TPINTORM; FERNANDES, ES; PETERS, V.M; GUERRA, MO, Disruptores endderinos: descrigin dos métodos para avaliagio in wien de produtos quimi-

eos com efeito estrogénice. Bol. Cent. Biol. Reprod., UFTE, v. 26, (no dnico), p. 23 2008,

Resumo: A Organizagio de Cooperagio e Desenvolviment Econdmico (QOECD) eriou um grupo de trabalho
para validar 08 métodos-teste para detecgio de disruptores endderinos. Bsta breve revisio descreve o ensaio in
vivo recomendado pela QECD para detecgio de substincias com efeito estroggnica.

Palavias-chave: disruptores endderinos mato. dicettizes. estrogénio

INTRODUCGAO

Nos ultimos anos evidenciou-se que muitos pro-
dutos quimicos, presentes no meio ambiente, podem inter-
ferir com as acdes fisioldgicas dos horménios enddgenos.
Estas substincias podem imitar, antagonizar, ou interferir
com hormoénios enddgenos ¢, por isso, foram chamados
de distuptores enddctinos (DARBRE, 2006b).

Os disruptores enddcrines, que além de serem

encontrades no meio ambiente, podem também ser pro-

venientes de produtos sintéticos, atuam, principalmen-
te, no genoma celular como agonistas ou antagonistas
dos receptotes de esterdides. Com este mecanismo de
acio podem causar a producio de hormonios ou até
mesmo o bloqueic do processo de sintese hormonal e,
com Isso, provocat intetferéncia nas fungdes sistémicas
do organismo (WARING ¢ HARRIS, 2005; TABB <
BLUMBERG, 2006).

Dentre os efeitos causados pela alteracio hormo-

nal, os distuptotes enddetines podem alterar a funeio

* Mesteando do Programa de Pas-Graduagio em Saide Brasileica da Faculdads de Medidna da Universidade Federal de Juiz de Fora

“ Pesquisadora do Centeo de Biglogiz da Reprodugio da Unietdade Federal de Juiz 4= Forz

63



Apéndice C — Tema livre apresentado em Congresso

64



65

PINTO, R. M.; FERNANDES, E. S.; REIS, J. E. P.; PETERS, V. M.; GUERRA, M. O.
Andlise morfolégica do efeito estrogénico do Ginkgo biloba administrado a ratas
Wistar impuberes. In: XXI Reunion Bienal Asociacion Latinoamericana de
Investigadores em Reproduccion Humana. Sao Paulo, Brasil: Anais do evento, 2009.
p. 69-70.



Apéndice D - Artigo enviado a Publicacéo

Artigo enviado a revista “Arquivos Brasileiros de Endocrinologia e
Metabologia” (ABEM)

66



67

Avaliacéo do efeito estrogénico d&inkgo biloba em ratas Wistar imaturas

Assessment of estrogenic effect Ginkgo biloba on immature Wistar rats
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito estrogénico do extrato @akgo bilobaem ratas Wistar imaturas.
Métodos Setenta ratas Wistar com 22 dias de vida forastrilbiidas em sete grupos
experimentais com dez animais em cada grupo. Oogogptrole negativo recebeu agua
destilada, via gavagem; o grupo controle positaeaebeu ld-etinilestradiol, via subcutanea;
0S grupos tratados receberam 4, 40, 100, 500 eni@@@ deG. biloba via gavagem. O
procedimento durou trés dias. Foram analisados ®o peorporal, peso uterino e
histomorfometria de Utero e vagirResultados A espessura da mucosa vaginal foi menor
nos animais que receberam 1000mg/Kg do extrato.axdosrais tratados com 4, 40, 100 e
500mg/Kg do extrato observou-se aumento da espeskurepitélio superficial uterino.
Conclusédao O extrato deGinkgo bilobaapresentou indicios de efeito estrogénico quando
administrado a ratas Wistar nas doses de 4, 40e BHDmMg/Kg e efeito anti-estrogénico na

dose de 1000mg/Kg.

Descritores Ratos; Estrogénios; Ginkgo biloba; Utero; Modolas Seletivos de Receptor

Estrogénico.



