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RESUMO

Incidéncia de disruptores enddcrinos sobre o dedemento gonadal é a causa de muitas
anomalias do sistema reprodutor masculino (SRMcjpalmente aqueles com acgao
estrogénica. @inkgo bilobaé um disruptor enddcrino, que possui afinidaderpogptore$
estrogénicos, importantes no desenvolvimento do SKRproposta deste estudo foi avaliar o
efeito do Ginkgo biloba apds exposicdo materna, sobre os paréametrosdigimas dos
machos F1. Ratas Wistar prenhes receberam 25, 30mg/Kg/dia désinkgo biloba por
gavagem, do 16° ao 20° dias de prenhez. As fémeadgs foram avaliadas quanto ao
consumo diario de ragdo, peso corporal e sinaigoB de toxicidade. Nos machos F1 foram
analisados a descida testicular, morfologia dadglatho pénis, concentragcdo e morfologia
espermatica, peso dos 6Orgaos reprodutores e \icergeis séricos de testosterona, e a
organizacdo estrutural do tecido testicular e dpitirio. Nao foram observadas diferencas
estatisticas significativas nas variaveis analisadam excecdo da morfologia espermatica,
onde houve aumento de espermatozoides anormaisodos tos grupos tratados em
comparagao com o grupo controle. O numero de espezroides anormais nos grupos C, T1,
T2 e T3 foi, respectivamente, 19,90+ 3,53, 29,@4.,7/26,05+ 3,72 e 30,05+ 6,53 (Média +
DP), contando-se 200 espermatozoides/lamina. A maagas anomalias concentrou-se na
cauda do espermatozoide, totalizando 13,35+ 2,845% 6,87, 16,15+ 4,31 e 19,55+
5,43(Média + DP) nos grupos C, T1, T2 e T3, respactente. Estes resultados indicam que
0 Ginkgo bilobando causa alteracbes na toxicidade materna, memaasimento fetal, pds-

natal e na data da puberdade, mas induz o aumamtocinalia espermatica.

Palavras-chaveésinkgo biloba anomalia espermética, fetogénese, receptor ésiiay rato



ABSTRACT

Incidence of endocrine disruptors on the gonadetld@ment is the cause of many anomalies
of the male reproductive system (MRS), especidlbsé with estrogen actio@inkgo biloba

iIs an endocrine disruptor, which has affinity fdrestrogen receptors, important in the
development of MRS. The purpose of this study wasvialuate the effect @inkgo biloba
after maternal exposure on the reproductive parnseif F1 males. Pregnant Wistar rats
received 25, 50 or 100 mg /kg/day@®@inkgo biloba by gavage, from the 16th to 20th days of
pregnancy. Pregnant animals were evaluated foy fleéld intake, body weight and clinical
signs of toxicity. In F1 males were analyzed tegéicdescent, morphology of the glans penis,
sperm concentration, sperm morphology, weight pfagéuctive and visceral organs, seric
concentrations of testosterone, and the structarghnization of testicular tissue and
epididymis. No statistically significant differerecevere observed in the analyzed variables,
except for sperm morphology, where there was arease of abnormal sperm in all treated
groups compared with the control group. The nunabe@bnormal sperm in groups C, T1, T2
and T3 were, respectively, 19.90 + 3.53, 29.0 4735.05 + 3.72 and 30.05 £ 6.53 (mean +
SD), counting 200 sperm / stain. Most anomaliesentrated in the sperm tail, totaling 13.35
+2.42,18.45 £ 6.87, 16.15 £ 4.31 and 19.55 + §mM8an + SD) in groups C, T1, T2 and T3,
respectively. These results indicate tkankgo bilobadoes not alter the maternal toxicity,

fetal development, postnatal and puberty dateinulutces the increase of sperm abnormality.

Keywords:Ginkgo biloba sperm abnormality, fetogenesis, estrogen recefator
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de um animal, desde a fecundaigio periodo neonatal, € um
processo de alto risco, dada a variedade de fatm@&@genos e exdgenos que podem alterar
reduzir ou impedir o desenvolvimento total ou parao individuo. Alguns Orgaos so
completam sua diferenciagcdo na fase pdés-natal conoérebro e os Orgdos sexuais. A
exposicdo de animaisn utero a agentes quimicos durante periodos criticos de
desenvolvimento torna-os mais vulneraveis as ad@&ssas substancias, devido a menor
capacidade metabdlica e excretora e a ausénciaeganismos de retroalimentacdo do
sistema endocrino (ZENICK; KLEGG, 1989).

Dentre os agentes quimicos, os medicamentos s&@dlegdatores de risco para o
desenvolvimento embrionario e fetal e sua comezaigho envolve estudos visando avaliar
seus efeitos toxicos gerais e especificos — erdies dlltimos — os efeitos mutagénicos,
carcinogénicos, toxicidade reprodutiva, embriofetatos e desenvolvimento pdés-natal,
incluindo, em alguns casos, o0 estudo da capacidgutedutiva dos animais F1 (EPA, 1996;
ICH, 2005).

A incidéncia de anomalias no sistema reprodutorcoia® vem aumentando e
acredita-se que estejam relacionadas a perturbagdaesidas por disruptores enddcrinos
(DEs) sobre o desenvolvimento fetal e gonad@IENSEN et al., 2008; DIVALL, 2013).
Muitos poluentes ambientais, como defensivos alggcoderivados do plastico e
fitoestrogenos naturais vem agindo como DEs e algumores descreveram sua presenca no
liguido amniético, corddo umbilical, leite matermo sémen WARING et al.,, 2008;
JEFFERSON; WILLIAMS, 2011; JONES et al., 2014).

Dentre os DEs, aqueles que apresentam atividadmyésica tém sido responsaveis
por muitos efeitos adversos sobre o sistema refoopduasculino (PFLIEGER-BRUSS;
SCHUPPE; SCHILL, 2004; VIDAEFF; SEVER, 2005; WOODR®Jet al., 2008; SHARPE,
2010). Os fitoestrogenos sdo moléculas polifenslman acdo estrogénica, cujo mecanismo
de acdo se deve a sua capacidade de se ligar @oresede estrogénio (REs), devido a
semelhanca estrutural com o estradiol (E2 duesStradiol)(ZHAO; MU, 2011)

Os fitoestrogenos estdo presentes em muitos ffuitars e tendem a desregular o
sistema enddcrino ao mimetizarem a acdo do esimgdmddgeno e alterar a fisiologia
reprodutiva (WARING et al., 2008; PATISAUL; ADEWALER009).
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Um dos fitoterapicos mundialmente utilizado é aatet deGinkgo bilobalL. (EGb),
gue é comercializado nas formas de folhas secdsatex em pO e tinturas e usado
tradicionalmente na China ha milénios (DIAMOND &t 2000; MAR; BENT, 1999). Seu
extrato padrdao (EGb 761) possui 24% de fitoestroge@m sua composicdo, sendo 0s
principais o kaempferol, quercetina e ishorhamaefdH; CHUNG, 2004). O extrato possui
atividade estrogénica, porém também exibe atividad&estrogénica, dependendo da
concentracdo E2 e de EGb no receptor de estrogénior reduzir os niveis de EZ2,
estimulando seu catabolismo e inibindo sua sir{ftese CHUNG, 2006).

Pouco se sabe sobre seus efeitos durante a gestacéonhecimento sobre o uso de
fitoterapicos durante a gravidez é importante vigie, evidéncias sugerem que mulheres
gestantes, preocupadas com efeitos de medicamartgstico, substituem-nos por
fitoterapicos, por serem considerados naturais (IKOdt al., 2010).

Considerando a possibilidade de uso do EGb dueagéstacao e de seu efeito sobre o
sistema reprodutor masculino, o presente estudsiwady avaliar os efeitos do extrato aquoso
de Ginkgo biloba sobre o testiculo e epididimo de ratos Wistaisagxposicdo materna no
periodo da fetogénese.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Ginkgo biloba

O extrato de5. bilobaé composto por cerca de 300 compostos quimicosidss das
folhnas das arvores. O extrato padrdo geralmentsupantre 22 a 27% de glicosideos
flavondlicos (flavonas: quercetina, kaempferol erhemnetina; biflavonas: bilobetina,
ginkgetina, isoginkgetina e sciadopitysina) e enffea 7% de terpeno trilactonas
(ginkgolideos: A, B, C e J; sesquiterpena lactdmiabalideo) (WHO, 1999; VAN BEEK;
MONTORO, 2002; SMITH; LUO, 2004; OH; CHUNG, 2004).

Tal extrato tem sido utilizado ha séculos na AsiBueopa para variadas desordens
(CLARK et al., 2001), e ha relatos de que ele é dws fitoterapicos mais utilizados
mundialmente (MAR; BENT, 1999; SIERPINA; WOLLSCHLAER; BLUMENTHAL,
2003; STROMGAARD, NAKANISHI, 2004; DEKOSKY et al2008). O principal motivo
para a grande disseminacdo do EGb é o seu posfére na prevencdo da deméncia e
disfuncéo cognitiva (WEINMANN et al., 2010).

Além de possuir fungdes neuroprotetoras, antioxedare antiinflamatorias, o EGb
também atua no relaxamento do endotélio e é urhiksdalor de membranas, sendo portanto
muito utilizado no tratamento da doenca de Alzheirdeméncia e melhoria de memoria
(MAR; BENT, 1999; SIERPINA et al., 2003)\ capacidade de inibir a agregacao plaquetéaria
(CUPP; PHARM., 1999) e de aumentar o fluxo sanguaezebral (SUN et al, 2007) também
contribuem para que este fitoterapico seja conlerato para melhoria da agilidade mental e
do fluxo sanguineo (ROSENBLATT; MINDEL, 1997). Qutefeito biologico exercido pelo
EGb é a inibicdo reversiva da monoamina oxidaseBA(KIAO-A e MAO-B), que pode ser
responsavel pelos efeitos anti-estresse e ansiditieste fitoterapico (WHITE; SCATES;
COOPER, 1996). O principal mecanismo de a¢do do E@bbeneficio da prevencédo da
deméncia € sua acdo antioxidante, sendo obsercadias vias importantes, como 0 seu
efeito anti-agregacdo de peptidepsamildides (STROMGAARD;NAKANISHI, 2004;
DEKOSKY et al., 2008), impedindo ou diminuindo anfim¢cao de placas senis caracteristicas
da doenca de Alzheimer (HARDY; SELKOE, 2002), e edolacdo da expressao de genes
possivelmente envolvidos com esta doenca (STROMGAARAKANISHI, 2004).

Popularmente, o EGb é utilizado como indutor ddgyantretanto, devido ao efeito
inibidor sobre o fator de ativacao plaquetariaseo uso concomitante com agentes e ervas de
efeito anticoagulante deve ser evitado (SIERPINAOMWSCHLAEGER; BLUMENTHAL,
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2003; WHO, 1999). Dugoua e colaboradores (2006 yeé&@mendam o uso préximo ao parto,

por aumentar o tempo de sangramento.

O EGb é amplamente utilizado na terapia de repodiggimonal em mulheres poés-
menopausa (GOLD et al., 2007). Entretanto, ha mestudos que relatem outros usos do
extrato na reproducdo e na gestacdo. O EGb adraohisém ratas prenhes (doses: 3,5; 7 e 14
mg/Kg/dia) no periodo de pré-implantacdo e implgida (£ - 8 ° dia de gestacdo), ndo
determinou toxicidade materna, morte embriondetardo no crescimento e malformacdes
(FERNANDES et al., 2010). Porém, foi observadordetano crescimento intrauterino dos
filnotes cujas maes foram tratadas com as mesns&s a¢m periodo de pds-implantacad {8
20° dia de gestacdo) (PINTO et al., 2007).

Chan (2005) demonstrou que o tratamento de blastscide camundongo com
ginkgolideo induz apoptose, diminui o nimero deiled| retarda o desenvolvimento pos-

implantacé@o do blastocisto e aumenta o nimero deerde blastocistos precoces.

Shiao; Chan(2009) estudaram a maturacdo de oo0citos de camundongos,
fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario pasterem odcitos obtidos de fémeas
controles e tratadas, com EGb. Os odcitos de affiéimasas foram coletados, cultivados e
fertilizados “in vitro”. Encontraram reducao sigo#tiva de taxa de maturacédo do odcito, de
fertilizacdo e de desenvolvimento embrionario, antmede reabsor¢cdes embrionarias,
reducdo do peso das placentas e de fetos. Em posigdo a estes dados, ndao foram
encontradas toxicidade maternal, mortes embriosarietardo de crescimento ou
malformacodes fetais em ratas Wistar tratadas com di@ante o periodo de transito tubario e
periodo de implantacdo (FERNANDES et al.,2010).

A toxicidade do desenvolvimento foi testada emsaaocamundongos. Nesta ultima
espécie, o EGb, ministrado por gavage do dia 6€lprénhez ndo causou alteracdes na
incidéncia de malformagodes, variagbes ou retardalesenvolvimento dos fetos (KOCH,;
NOLDNERA; LEUSCHNER, 2013).

Foi demonstrado que uma dose de EGb de 50mg/kgiipefesto protetor frente a
leséo isquémica com posterior reperfusdoratos que sofreram torcao testicular através de
um processo cirdrgico, diminuindo o indice de apsgtdas células germinativas, a
concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROselhorando a ultraestrutura das
células do tecido testicular (KANTER, 2011). O E@mbém apresentou efeito protetor
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contra a apoptose nas células germinativas de gamsofreram torcao testicular (AKGUL et
al., 2009).

Yeh e colaboradores (2008) observaram aumento eguéncia ejaculatéria e
consequentemente na atividade copulatéria de tedtemdos com 50mg/kg do EGb. Além
disso, nao foi observada nenhuma alteracao noqussorgaos reprodutores, na contagem de
espermatozoides e nos niveis séricos de testoateromenhuma das doses utilizadas (10-50-
100 mg/kg). Porém, neste estudo foi constatado miameos niveis de testosterona
produzidos pelas células de Leydig em cultura,badas com 1000ug/ml de EGh. Os niveis
de dopamina aumentaram e os de prolactina dimmuéra todos os animais tratados, o que
indica possiveis vias da acao do EGb como faciitad comportamento sexual dos machos.
Foi confirmado posteriormente que um dos mecanisdeos¢ao dds. biloba na erecao
masculina € o aumento de dopaminandaleo leito da estria terminal e na area pré-aptic
medial (YEH et al., 2010). Por ser um facilitader @ecao e ejaculacdo, o EGb vem sendo
utilizado para melhoria da disfuncdo erétil de hoesnegque utilizam antidepressivos
(MACKAY, 2004).

Por outro lado, Al-Yahya e colaboradores (2006) alestraram que o tratamento de
camundongos machos com o EGb (25-50-100 mg/kg)opoav alteracdes significativas no
peso da cauda do epididimo e da prostata,dimindedaxa de gravidez e aumento da taxa
de perda de pré-implantacdo apos acasalamentan pmréoncentracdo, a motilidade e a

morfologia dos espermatozoides n&o foram alteradas.

Outro estudo realizado por Taepongsorat e colaboead2008) com ratos adultos,
demonstrou efeitos contraditérios evidenciando guguercetina, um dos componentes do
EGb, melhorou paréametros reprodutivos como motkgavitalidade e concentragdo de

espermatozoides, além de aumentar o peso testimilatos.

Kostelac, Rechkemmer e Briviba (2003) relataram fjioestrogenos flavonadlicos
possuem capacidade de se ligarem aos receptonegéestosa (RE-w) e receptores
estrogénicoy} (RE{}), podendo atuar em diversos tecidos em que esseptores estdo
localizados e, segundo KUIPER e colaboradores (1288fitoestrégenos sao o subtipo de

xenoestrogenos mais potentes conhecidos e possaemafinidade de ligacao aos RE-

O EGb também atua nos REs, através da acdo daetjmarcisorhamnetina e

kaempferol, seus principais componentes, mostramaior afinidade pelo RB; em relacéo
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ao REe, 0 que pode denotar tanto propriedades estrogégjcanto anti-estrogénicas do
EGb, de acordo com o 6rgao-alvo (OH; CHUNG, 20@&h)\. outro estudo, OH e CHUNG
(2006) mostraram que a atividade estrogénicaCGdobiloba depende também de sua
concentracdo. Doses mais altas inibiram a progéoacelular (500ug/ml) e a inducdo da

expressao do gene pS2 (100-500pg/ml) promovidalp@l@stradiol.

O EGb administrado em doses elevadas induziu andigiio da penetracdo de
espermatozoides na zona pelicida de ovécitos desteesn(ONDRIZEK et al., 1999a) e
inibiu a motilidade de espermatozoides humanos (RMEK et al., 1999b). KHANDUJA,
VERMA e BHARDWAJ (2001) verificaram que a quercetipromoveu diminuicdo de

motilidade e vitalidade de espermatozoides humanos.

Do exposto, compreende-se que as informacdes solit€b na reproducdo sdo, em
alguns casos contraditorias, mas existem evidésafasentes para demonstrar que mulheres
e homens fazem uso do fitoterapico e que seusogfsibbre a reproducdo parecem ser
modulados via receptores estrogénieasp. Entretanto, ndo foram encontradas na literatura,
estudos do o efeito do EGb, sobre o desenvolviméatsistema reprodutor masculino em

crias de maes tratadas com o extrato em periottm®srdo desenvolvimento deste sistema.
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2.2 ESTROGENIO E O DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA REPROTOR
MASCULINO

O estrogénio desempenha papel fundamental no desengnto e manutencédo da
funcdo reprodutiva do sexo masculino e da fertleddHESS et al., 2011) .A Acéo do
estrogeno é mediada através de receptores esttogéque apresentam duas isoformasu(RE
e RBB), pertencentes a familia dos receptores nucleguesonstituem uma superfamilia
de fatores de transcricao regulados pela interagdo horménios (STANISIC; LONARD;
O’MALLEY, 2010). A diferenca entre esses recepta@egie o RE possui o fator ativador de
transcricdo 1 (ATF-1), que é ligante dependentefator ativador de transcricdo 2 (ATF-2),
que é hormonio dependente, enquanto quedepossui o ATF-2 (HESS et al., 2011).

Pelo fato do estrogénio, por muito tempo, ser dmmado um hormonio
exclusivamente feminino, acreditava-se que o0s @&hios exdgenos apresentavam efeito
prejudicial ao crescimento testicular. Através dantificagdo de RiE e RE3 no sistema
reprodutor masculino e a elucidacdo da funcdo damen aromatase, que promove a
conversao irreversivel da testosterona em estrog@dide-se compreender o papel deste
horménio no desenvolvimento fetal e neonatal desdgos (HABERT et al., 2006; HESS,
2003).

No testiculo maduro, o estrogénio € sintetizada pgpmatase presente nas células de
Leydig e pelas células germinativas e possui adoimg regular a reabsorcao dos fluidos nos
ductos eferentes e no epididimo, através da alwsafgéica e de agua, promovendo a
concentracdo de espermatozoides (JOSEPH; SHUR; HERS$; HESS, 2003). Receptores
de estrogénio estdo presentes no testiculo, epididi no epitélio dos ductos eferentes da
maioria das espécies, sendo a sua expressao ateiedamde sua principal funcao € regular a
expressdo de proteinas envolvidas na reabsorcadluddgs. No entanto, o REnédo é
encontrado nos testiculos de algumas espéciesindolo homem (HESS, 2003).

O estudo de camundongos machos knockout para oeespte estrégeno (REO ou
REBKO) ou aromatase (ArKO) mostraram que a auséncestiégenos ou algumas das suas
vias de sinalizacdo também conduz a perturbacoesmpicidade reprodutiva (CARREAU,
2000). Camundongos machosdE e ArKO séao inférteis na idade adulta, devidalad na
reabsorcéo do fluido no epididimo emdX©, resultando em diluicdo do esperma na cauda
do epididimo, e espermatogénese anormal em ArK@emesiando a importancia do
estrogénio para as funcdes reprodutoras masc@masultos (HABERT et al., 2006).

Habert e colaboradores (2006) estudaram o desemesito de testiculos fetais e

neonatais em camundongosdR® e RBKO e relataram que a anulacdo de RER provocou
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aumento na atividade mitotica e diminuicdo da déide apoptética, sem alterar o nimero de
células de Sertoli, ndo possuindo, portanto, efsidbre a esteroidogénese testicular. No
entanto, a inativacdo de RBao alterou o nimero de células germinativas, anagentou a
producao de testosterona dois dias apoés a difaigiwdas primeiras células de Leydig.

Hamilton; Arao; Korach (2014) demonstraram que aastiongos REKO e REBKO
apresentaram desenvolvimento do sistema reprodwdonal, porém, houve reducdo da
motilidade espermatica, infertiidade e a orgarépagla estrutura testicular dismorfica.
Entretanto, os camundongos [ apresentaram normalidade para todos esses pgasame
analisados.

Delbés; Levacher; Habert (2006) demonstraram glefieiéncia de estrogénio tem
efeitos positivos durante o desenvolvimento fgatmitindo aumento do nimero de células
germinativas e atividade esteroidogénica, enquaudauséncia em adultos apresenta efeitos
negativos no desenvolvimento das fungdes do sistepradutor masculino.

Tal estudo é importante porque a fetogénese é uimdpede desenvolvimento sensivel e
critico para o sistema reprodutor masculino, onde t@sticulos comecam a realizar
gametogénese e esteroidogénese (DELBES; LEVACHERBERT, 2006; JONES et al.,
2014). Os gondcitos proliferam até o 17° dia dalpee em ratos, permanecendo quiescentes
até 3° DPN (DELBES; LEVACHER; HABERT, 2006). A partlo 16° dia de prenhes os
gondcitos comegam a apresentar os receptor@s(ERUNDERS et al., 1998). Além disso,
foi demonstrado que o estrogénio tem efeitos sal@lelas germinativas e atividade
esteroidogénica do testiculo fetal (DELBES; LEVAGREHABERT, 2006).

Considerando que o EGb possui atividade estrog@nicntiestrogénica, dependendo da
concentracdo de E2 e de EGb no receptor de esioo@@d; CHUNG, 2006) e que mulheres
gravidas podem fazer uso do EGb é importante garie a sua exposi¢ao ao fitoterapico no
periodo de fetogénese pode interferir com o dede@nwento do sistema reprodutor

masculino do feto.



3. HIPOTESE

Ratos Wistar, machos F1, descendentes de méaestaxaG. bilobadurante o
periodo de fetogénese, apresentam alteragfestemaigeprodutor.
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4.0BJETIVOS
4.1 GERAL:

Avaliar o efeito do extrato d8. bilobasobre o sistema reprodutor masculino de ratos

Wistar cujas maes foram expostas durante o pedadetogénese.
4.2 ESPECIFICOS:
- Verificar a toxicidade materna do EGDb.
- Avaliar, em ratos machos F1, oriundos de méaeestap ao EGb:
» Desenvolvimento fisico da ninhada;
* Mortes e canibalismo;

* O peso dos testiculos, epididimo, vesicula senviaal, figado, baco, rins e

hipdfise;

» A descida testicular;

* A morfologia da glande do pénis;

* A organizacdo histomorfométrica testicular e epiditia;

* A concentracdo e morfologia dos espermatozoidesdamiarios;

» A concentracao sérica de testosterona;
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 EXTRATO DEGinkgo biloba

O extrato deGinkgo bilobautilizado foi fornecido pela JR Pharma (China +teLn®
20130610. O teste de controle de qualidade feita @&emini Inddstria de Insumos
Farmacéuticos Ltda mostrou que o EGb usado no iexpeto € composto por 24% de
flavonoides, 6% de Ginkgolideos e 2,2% de Bilolzai&d

5.2 ANIMAIS

Para a realizacao deste experimento, foram wdzal0 ratas Wistar prenhdé&atus
norvegicusL. Berkenhout, 1769), com 90 dias de idade e &sr&Vistar machos, filhotes
destas fémeas, provenientes do Biotério do CentoBiblogia da Reproducdo da
Universidade Federal de Juiz de Fora (CBR/UFJHAEE 01.0048.2013.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipeopil(49x34x16 cm), forradas com
maravalha néo esterilizada, dotadas de cocho pe#® do tipo peletizada NUVILAB CR1
(Nuvital Nutrientes Ltda., Colombo/PR) e local phebbedouro com agua filtrada. As gaiolas
foram mantidas em armarios climatizados ALES@®m fluxo de ar controlado, localizados
em salas com temperatura de 22+2° C e controleudgnbsidade, respeitando o ritmo
circadiano dos animais (ciclo de claro/escuro dendéas). Os animais foram alojados na
proporcédo de uma fémea prenhe por gaiola. Apossmame dos filhotes destas fémeas, os
mesmos foram remanejados de forma que ficaram da®jana proporcdo de quatro

animais/gaiola, todos pertencentes ao mesmo goygeyimental.

O protocolo experimental foi submetido e aprovaeta CEUA/UFJF n° 81/2012
(ANEXO 1).

5.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Fémeas prenhes foram distribuidas em quatro greygosrimentais, com 10 animais
por grupo: Controle (C) e expostas ao EGb (T.E@b)grupo C recebeu 1 ml de agua
destilada, o grupo T.EGb 25 recebeu 25 mg/kg do, BGpupo T.EGb 50 recebeu 50 mg/kg
do EGb e o grupo T.EGb 100 recebeu 100 mg/kg do, E@hintragastrica. A menor dose

corresponde a dose terapéutica diaria para humaoosertida para ratos (FDA, 2005;
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REAGAN-SHAW,; NIHAL; AHMAD, 2007). As doses de 50 mky e 100 mg/kg
correspondem, respectivamente, ao dobro e quatresva dose inicial, preconizado pelo
guideline de estudos toxicolégicos (OECD, 1995). p@meiro dia de gestacdo foi
determinado através da visualizacdo de espermdixaia secrecdo vaginal, obtida pela
técnica de esfregaco vaginal. O tratamento das m@tnhes foi realizado diariamente no
periodo de fetogénese fl#o 26 dias de gestacao).

As maes, foram avaliadas quanto a massa corporabasumo de ragéo diario em (g)
(APENDICE A), obtido pela diferenca entre uma qidade pré estabelecida colocada no
cocho e 0 que restou 24 horas apos o seu forne@maurante a gestacdo (HOFFMAN,;
NESS; VAN LIER, 2002).

Apos o tratamento diario, as ratas foram observailmante uma hora quanto a
possiveis sinais clinicos de toxicidade aguda, caiterac6es da atividade locomotora e
comportamentais, perda ou ganho de peso, piloeregémreia, cromodacriorréia.

Estereotipias e mortes também foram monitoradoC{@E009).

A data do parto foi considerada primeiro dia péastah(DPN). Apds 72 horas do
nascimento, as ninhadas foram reduzidas a quaa® por mae, sendo dois machos e duas
fémeas. Aos 25 dias, os filhotes foram desmamalodongo desse periodo, as ninhadas
foram pesadas, separadamente por sexo, aos 4 é®0dias (APENDICE B).

Apds o desmame, os filhotes machos foram mantidos dieta padrdo até o dia da
eutanasia. Ao longo deste periodo, acompanhouges® destes animais a cada cinco dias
(APENDICE C), a descida testicular e a diferenaagd morfologia da glande do pénis. Aos
65 dias de idade Os animais foram anestesiadosacassociacdo de xilazina (10 mg/kg) e
guetamina (90 mg/kg) via intraperitoneal (WOLFENSQH.LOYD, 1994). Sob anestesia
geral, foi coletado sangue por puncado cardiadage,apds, os ratos foram eutanasiados por

deslocamento cervical.
5.4 VARIAVEIS ANALISADAS
5.4.1. Descida testicular e diferenciacdo da morfojia da glande do pénis

Aos 15 DPN, os animais comecgaram a ser acompanldateemente para observacéo

do dia da descida testicular até que a mesma sgle@msse.
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Figura 1: Descida testicular
completa em Ratos Wistar

Fonte: Arquivo Pessoal

Aos 25 DPN, iniciou-se o0 acompanhamento da diféa€do da morfologia da glande
do pénis. Foi registrado o dia de aparecimentdates dessa diferenciagdo que ocorrem em
trés momentos: Fase A, momento em que a glandseayoei-se em forma de “U”; fase B,
guando a glande do pénis adquiriu formato de “Wfase C, que correspondeu a forma
tubular da superficie do pénis (YAMASAKI et al.,(A().

Figura 2: Fase A da diferenciacéo d: Figura 3: Fase B da diferenciacdod  Figura 4: Fase C da diferenciacdo da
morfologia da glande do pénis de Ra  morfologia da glande do pénis de Ra morfologia da glande do pénis de Ratos
Wistal Wistal Wistal

Fonte: Arquivo Pessoal Fonte: Arquivo Pessoal Fonte: Arquivo Pessoal

5.4.2 Concentracdo espermatica e morfologia do gatae
5.4.2.1 Coleta do liquido epididimario

Duas amostras do liquido epididimario foram colatadtravés de uma incisdo na
cauda do epididimo direito dos animais (SEED ¢t18196). Cada aliquota foi colocada em
placa de Petri contendo 50uL de PBS a 37° C, ordmgneceram até ocorrer sua completa
homogeneizacdo. Uma amostra foi utilizada paraafia@@o da concentracao espermatica e a
outra para a avaliagdo da morfologia espermatica.
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5.4.2.2 Avaliacdo da concentracdo espermatica

Apds a homogeneizagdo da amostra do liquido epidiid em PBS, foram retirados
20 pL desta, e colocados em 6 mL de &gua destilzmtla a imobilizacdo dos
espermatozoides. A solucao final foi utilizada pavatagem dos espermatozoides através da
camara de Neubauer em microscépio 6ptico da maseapds” em aumento de 100x. Foram
contados os espermatozoides completos (com cabeegada), decapitados e 0s anormais
(cabeca e cauda com menores dimensdes). Quandspesnatozoides se encontravam na
linha de divisdo entre os quadrantes, foram costamipueles que apresentavam cabeca
inserida no interior do quadrante. Para maior as#&a0 teste foi realizado em duplicata, para
isso foram contados os quatro quadrantes lateeaisrof dos dois lados do hemocitémetro,

e ao valor médio encontrado foi aplicada a férmula:
Concentracéo de espermatozoides (sptz/mL) = Médadidaox 300 x 16
5.4.2.3 Avaliacdo da morfologia espermética

A avaliacdo foi realizada através da diluicdo deaualiquota de 20 pL do
homogeneizado em 0,5 mL de PBS, de onde foranadasramostras, 20 pL cada, para dois
esfregacos em laminas de vidro. Apés a secager@@sas, elas foram fixadas em mistura
de alcool absoluto e éter dietilico 50% v/v e cagadom corante de Shorr (Técnica utilizada
no Laboratorio de Morfologia e Genética da Univdade Federal de Sdo Paulo - UNIFESP)
para analise da morfologia espermatica, sob miémscoptico, em aumento de 1000x,
utilizando 6leo de imersdo. Foram analisados 2Q8eresatozoides de cada esfregaco,
totalizando 400 espermatozoides por animal (cormidse o valor médio dos resultados de
cada esfregaco). Os espermatozoides foram claskiic como normais (integros) ou
anormais (que incluem cabeca amorfa: perda da fodmafoice, caracteristica dos
espermatozoides de ratos; defeitos de cauda: darada quebrada e defeitos de peca
intermediaria), de acordo com os critérios utilzmagor Seed e colaboradores (1996), e
Perreault e Cancel (2001).

5.4.3 Peso dos 6rgaos

AplOs a coleta dos espermatozoides, foi realizagardésomia para retirada dos
testiculos, epididimo esquerdo, vesicula semirai&y, rins, figado, baco e hipdfise. Todos

os orgaos foram pesados em balanca de precisddawod@l3CP (Ohaus®, Brasil).
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5.4.4 Andlise histomorfométrica dos testiculos e elidimo

O testiculo esquerdo foi fixado por imersdao em Baduirante 24 horas. Durante a
fixacdo, foram realizadas seccdes, retirando-seacde 3 mm de suas extremidades, em
sentido transversal com auxilio de lamina afiada6,39, 12 e 24 horas ap0s o inicio do
processo de fixacdo a fim de proporcionar pendiglalie do agente fixador no parénquima
testicular. ApGs essa ultima seccao, os fragmeagiigulares foram transferidos para solucéo
de &lcool 70% até o processamento histologico. i@idimo esquerdo foi fixado inteiro em
fixador de Bouin por 24 horas, sofrendo uma Unis&@gem no centro do corpo do 6rgao ao
final da fixacédo e transferido em sequencia pahacdo de alcool 70% até o processamento

histoldgico.

Os testiculos e o epididimo esquerdo foram subweta microtomia no sentido
transversal e longitudinal, respectivamente, enrgtomo de rotagcdo Microm®, obtendo-se
cortes com espessura de 5 um, mantendo-se a @istdneinco cortes (25 um) entre os

destinados para avaliacdo histomorfométrica.

Os cortes de testiculos foram corados com Hematax@ Eosina, e posteriormente,
foram examinados os tubulos seminiferos para detagdo da propor¢do volumétrica dos
compartimentos tubular e intertubular; didmetroutah e altura do epitélio do tdbulo
seminifero. Também foi determinada a altura doéépitducto epididimario em cortes
corados pelo Tricbmico de Gomori.

5.4.3.4 Proporcao volumétrica dos compartimentdslar e intertubular testiculares

Para a avaliacdo de proporcao volumétrica dos caimgstos tubular e intertubular
testiculares foram contados 2660 pontos, utilizanoh@ grade padronizada de 266 pontos
com o programa Image Pro plus® (EUA), aplicada esatapturas histologicas feitas em
camara AxioCam da marca Zeiss, acoplada ao migas&&imo Star da marca Zeiss.Cada
ponto foi analisado como pertencente ao compartongrbular ou intertubular. Artefatos
foram contados a parte. A proporcdo dos compartmseriubulares e intertubulares, foi

determinada pela média dos pontos:
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Figura 5: Determinacdo de proporcdo volumétrica dos compartios testiculares
tubular e intertubular através do Programa Image Fus®. Aplicacdo de uma
grade ortogonal padronizada de 266 pontos sobrefosnicrografias para
determinacdo da propor¢éo volumétrica dos compantios: T — Compartimento
testicular tubular; -Compartimento testicular intertubu
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5.4.4.2 Diametro e altura do epitélio tubulo serf@ro

Vinte secc¢des transversais dos taubulos seminifeeds circulares possiveis por animal foram
fotografadas com a lente objetiva de 10x. Determis® o0 diametro maior e o diametro
menor de cada tabulo, passando pelo centro do mdézanalelamente a medida do diametro
tubular, foram realizadas quatro medidas da altizaepitélio seminifero, tomadas em
posi¢des opostas. Considerou-se o valor médio slessdidas.

Figura 6: Determinacdo de diametro e altura do epitélio dmlti seminifero em
corte histoldgico de testiculo de rato Wistar. D2 medidas do diametro tubular;
Al, A2, A3 e A4 — medidas da altura do epitélio sefaro. Coloracdo de

2
Fil

Macro  Window Help

ile Edit Acquire Enhance Process Measure
SHiEsCSER 2 BO0o&aw 2o i HosMEZal «BALEBSH

Fonte: Arquivo Pessoal



28

5.4.4.3 Altura do epitélio do ducto epididimario

Vinte secg¢les transversais dos ductos epididimarias circulares possiveis por
animal, dos segmentos cabeca, corpo e cauda dmiepid foram fotografadas com a lente
objetiva de 10x. Tracaram-se duas linhas perpeladesiimaginarias, passando pelo centro
do ducto. Paralelamente a essas linhas, foranzadals quatro medidas da altura do epitélio
do ducto epididimério, tomadas em posi¢cdes opo§tassiderou-se o valor médio dessas
medidas.

Figura 7: Determinacdo da altura do epitélio do ducto epidédio em corte
histolégico de epididimo de rato Wistar. Al, A2, A24 — medidas da altura do ducto

epididimario.ColoracéacTricromico de Gomori. espessura ¢ um.
B
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5.4.5 Concentracgdo sérica de testosterona

O sangue coletado no procedimento da eutanasiacdotrifugado (centrifuga
automatica refrigerada RC-3, marca Sdtya 3500 rotacbes por minuto (rpm) por 10
minutos), o soro sanguineo foi aliquotado e armadenem temperatura de -80° C.
Posteriormente, procedeu-se a dosagem séricatdstéesna através do imunoensaio ELISA,
utilizando o aparelho de leitor de microplacas dgaga ASYS HITECH GMBH e utilizado
kit de ELISA por competicdo da marca Cayman Chelsfica

5.5 Analise Estatistica

Amostras com dados homocedasticos e distribuicamaloforam analisados por
analise de variancia — uma vie=0.05) seguido de teste post hoc de Dunnett. Ossdde

medida do diametro testicular foram transformadod.eg de base 10 para homogeneizagéo.
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Para dados ndo homocedasticos e sem distribuig@isahfoi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis, seguido de Monte Carlo. Valores com p <0i@&m considerados estatisticamente
diferentes. Para comparac¢des multiplas com o tlesstdonte Carlo foi adotado significancia
dea = 0.01.

A analise estatistica foi realizada no programaSsf&satistical Package for the Social
Sciences®- EUA), verséo 13.0.
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1&  Absiract

i¥  Incideree: of endocring disnapiors on the gonadal development i the cause of
18 many anomales of the mafe reproductie system (MAS). Gindgo biloba s an
1%  endocrine disruptor, which has affiniy for [ estrogen receplors, Smportant in e
20 devslopment ol MRS, This swudy cvaluaied the effects of Ginkgo biotae, after

11 malernal e e, on ihe tive paramelers of F1 males. Pregrant

11 Wislar mils recohwed 28, 50 or 100 mgMgiday of Ginkga bioba, intagastricaly,
23 from the 1Eth 1o 20th day of pregnarcy, The testcular descent, morphology of
24 the glars ponis, sperm concenimiion, organ weights, serc concenirations of
% lesiostenone, and the siuciural organization of esiicdar and epididymal lissues
6. remained unchanged. However, thene was an inoreasa of abnormal spenm in all
21 ineaind groups wih Giskgo. Thess nesuls indoaie that Géekgo doesn'’t promote
i the massmnal lodoiy and doos not aker the fetal and posinatal dewelopments

% and ags of puberty onsel, but Induces the increase of spom abnormalises.

51  Heysords: Ginkgo bioba, sperm abroemaliy, fefogeness, estrogen receplor,

&3 rat

2- Apresentacao de trabalhos em congressos:

+ “MORFOLOGIA DA GLANDE DO PENIS EM RELAQAO A PUBERDBE EM
RATOS WISTAR (APENDICE E)
13 Congresso da Sociedade Brasileira de Ciénciasnilmals de Laboratério €°2
Encontro Latino Americano de Ciéncias em AnimaisLdboratorio, realizado nos
dias 14 a 16 de Abril de 2014, no Centro de EvetidoBUCRS em Porto Alegre.
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“EFEITO DO EXTRATO DE Ginkgo biloba SOBRE OS PARAMETROS
REPRODUTORES DE RATOS WISTAR ORIGINARIOS DE MAES BRSTAS
DURANTE O PERIODO DA FETOGENESE (APENDICE F)

XXIX Reunido Anual da FeSBE, nos dias 27 a 30 desdg de 2014, no Centro de

Convencdes do Hotel Gloria, na cidade de Caxambu/MG

3- Premiacgéao do trabalho de Iniciagcdo Cientifica

“AVALIAQAO DO SISTEMA REPRODUTOR DE RATOS WISTAR MEHOS,
APOS EXPOSICAO MATERNA AO EXTRATO DEinkgo biloba L(ANEXO 2)

20° Seminario de Iniciacéo Cientifica da UFJF 28ale Outubro de 2014

Trabalho de Inciciacdo Cientifica realizado pelomas de graduacdo Emilia Raquel
da Serva Rocha e José Reinaldo Paranaiba Alveta Vilgixeira, que recebeu a

premiacao principal, apis apresentacdo no Semidérioiciacdo Cientifica da UFJF.
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7- CONSIDERAQC)ES FINAIS
No presente estudo, esperava-se que a exposigatadaVistar ao EGb 761 durante a
fetogénese, periodo critico de desenvolvimentoistersa reprodutor, promovesse alteracdes

sobre os testiculos e epididimo da geracao Flompmmetesse suas funcoes.

Apesar doGinkgo bilobaser um fitoestrogeno, que é considerado disrugstdocrino

e, portanto, capaz de promover anomalias sobrstens reprodutor masculino, ndo foram
observadas alteracdes dos parametros reprodutbgardmais, com excec¢ao da morfologia
espermatica. Foi observado aumento no niumero degreafzoides anormais em todos o0s
grupos tratados em comparagcdo com 0 grupo contplesar da concentracdo espermatica
nao ter diferido entre os grupos tratados, umaipelssfertilidade ndo pode ser descartada,
visto que além do numero aumentado de espermasszaidormais detectados, ndo foram
realizados testes de capacidade reprodutiva dosami

Quanto a estrutura do tecido testicular e epididonaambas se mantiveram sem
alteracbes, demonstrando auséncia de efeito datexsobre o desenvolvimento da

morfologia das gbnadas.

Além desses achados, a auséncia de alteracbesmdqeorgaos corrobora a falha na
promocao de toxicologia sistémica pelo extratore¢amnto, 0 mesmo deve ser usado com
cautela por gestantes, visto que pode interferipetras vias de a¢do e/ou outros periodos de

desenvolvimento embrionério.
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8 - CONCLUSAO

A exposicao das ratas Wistar ao EGb 761 duran&taménese, periodo critico de
desenvolvimento do sistema reprodutor masculin@resgpemente ndo causa toxicidade
materna, ou do desenvolvimento fetal, pds-natab. &lfera a data da puberdade, mas induz o

aumento do numero de espermatozoides anormais
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APENDICE A — Gréficos com resultados dos pesos ersumo diario de racdo de fémeas

prenhes

Gréfico 1: Peso corporal (g) de fémeas prenheatds Wistar, tratadas via intragastrica conf
agua destilada (C) e extrato @akgo bilobanas doses de 25 (T.EGb 25), 50 (T.EGb 50) e
100 mg/Kg (T.EGb 100) do 1@o 20 dias de gestagéo. p> 0.05
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Grafico 2: Consumo diario de ragdo (g) de fémeasts de ratas Wistar, tratadas via
intragéstrica com &gua destilada (C) e extratGidé&go bilobanas doses de 25 (T.EGb 25), %0
(T.EGb 50) e 100 mg/Kg (T.EGb 100) dd®H® 20 dias de gestagdo. p> 0.05
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APENDICE B — Grafico com resultados de peso da nirdda

Gréfico 3: Peso corporal (g) da ninhada de ratos Wistar omcité o 20dia pds natal em intervalo$
de 5 dias, ap0s exposicdo materna, via intragastiaom agua destilada (C) e extratd3ekgo biloba
nas doses de 25 (T.EGb 25), 50 (T.EGb 50) e 108gn@.EGb 100) do 1%ao 20 dias de gestagaa|
p> 0.0¢
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Gréfico 4: Peso corporal (g) da ninhada de ratas Wistar d8m&é o 20dia pds natal em intervalof
de 5 dias, ap0s exposi¢do materna, via intragastiiom agua destilada (C) e extratd3iekgo biloba
nas doses de 25 (T.EGb 25), 50 (T.EGb 50) e 108gn@.EGb 100) do 1%ao 20 dias de gestacaq.
p>0.05
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APENDICE C — Gréfico com resultados de peso dos mlacs F1, apés desmame até a
eutanasia

Graéfico 5: Peso corporal (g) ratos Wistar machos F1, doa@5%5° dia pds natal em intervalos dg 5
dias, apds exposicao materna, via intragastriga, &gua destilada (C) e extrato @mkgo bilobanas
doses de 25 (T.EGb 25), 50 (T.EGb 50) e 100 mg/KgGb 100) do 1%ao 20 dias de gestacio|

p> 0.05
285,0000
235,0000
o 185,0000
"g e
4 -
& 1350000 T.EGh 25
T.EGb 50
i
g ——T.EGh 100
85,0000 =
J
350000 +—4 ¥
25 30 35 40 45 50 55 60 65
Dias Pas Natal




50

APENDICE D — Resumo apresentado em Congresso

MORFOLOGIA DA GLANDE DO PENIS EM RELACAO A PUBERDAR EM RATOS
WISTAR

Emilia Raquel Serva da Rochdessica Corréa Bezerralosé Reinaldo Paranaiba Vilela

Alves Teixeird Felipe Martins Ferreira, Vera Maria Peters Martha de Oliveira Guerra

1. Centro de Biologia da Reproducéo. Universidade Faldde Juiz de Fora. Rua José
Lourengo Kelmer, Campus Universitario - Sdo Pe@860)37-000, Juiz de Fora - MG,
Brasil. Email:ersrocha@yahoo.com.br

INTRODUCAO: O desenvolvimento e maturacio do sisteaprodutor masculino podem ser
detectados por diversos indicadores, entre elesigipnamento dos testiculos no escroto e a
separacado do prepucio. Entretanto Yamasaki e eplodstraram que a morfologia da glande
seria tdo precisa quanto a separacdo do prepuci® facil de ser realizada. Outros
trabalhos mostram que a glande responde a disegpemdocrinos, portanto, seria importante
verificar se a evolucdo da morfologia da gland@é&lais de ratos Wistar da col6nia do Centro
de Biologia da Reproducdo/UFJF tem o mesmo padefaiado por Yamasaki e col.
OBJETIVO: Determinar a evolucao da morfologia dange e a descida do testiculo em ratos
Wistar da colonia do biotério do CBR/UFJF, compdoancom dados da literatura.
METODOLOGIA: Foram utilizados 22 ratos Wistar, aqgeanhados a partir do 48ia pds-
natal (DPN/ dia do nascimento £PN) para verificar a presenca dos testiculosseomto e

a evolucdo da morfologia da glande, classificadarémetapas: A (saliente), B (em W) e C
(achatada). RESULTADO: Os testiculos estavam Ipadfis no escroto aos 26,68+ 2,71 dias
(Média = DP), as fases A, B e C da morfologia dandé ocorreram, respectivamente, aos
27,91+2,02, 36,04+1,49 e 43,32+2,53 dias (Média B).DCONCLUSAO: As etapas de
evolucdo da morfologia da glande do pénis corredponas datas citadas na literatura
descida do testiculo corresponde, aproximadamangtapa A da morfologia da glande. A

etapa C € mais compativel com a idade em que caon@uracao sexual.
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APENDICE E — Resumo apresentado em Congresso

EFEITO DO EXTRATO DEGinkgo bilobaSOBRE OS PARAMETROS REPRODUTORES
DE RATOS WISTAR ORIGINARIOS DE MAES EXPOSTAS DURANETO PERIODO
DA FETOGENESE.

Bezerra, J. C., Rocha, E. R. S., Teixeira, J. R..RA., Ferreira, F. M., Peters, V. M., Guerra,
M. O.,
Centro de Biologia da Reproducéo - CBR/UFJF

Introducéao:

A exposicao intrauterina a farmacos e agentes déxi causa de inUmeros problemas
desenvolvidos na vida adulta. Fitoterapicos costareer utilizados indiscriminadamente por
serem produtos naturais, considerados inofensi#dre os fitoterapicos com acgao
estrogénica observaram-se, em roedores, reducf{esio dos testiculos e da concentracao
espermatica, hipospadias, criptorquidismo e tumoesticulares. OGinkgo bilobaé um
fitoestrégeno que possui compostos com estrutuiraiga semelhante ao estradiol que tem
afinidade por receptorgsestrogénicos, importantes no desenvolvimento edilo sistema
reprodutor masculino. Seu efeito sobre o sistempeodeitor de fetos nao foi suficientemente
avaliado,o que justifica seu estudo em ratos aufss foram expostas ao extrato no periodo
da Fetogénese.

Objetivos:

Avaliar o efeito do extrato d8inkgo bilobasobre o sistema reprodutor masculino de ratos

Wistar cujas maes foram expostas durante o peféidio
Métodos:

CEUA/UFJF n° 81/2012 40 ratas no primeiro dia pg@isac(pc), provenientes do Biotério do
CBR/UFJF e mantidas em condic¢des controladas destertura, umidade e ventilag&o, foram
distribuidas, aleatoriamente, em grupos: con{i®léml de agua destilada) e trés tratados T1,
T2 e T3 que receberam, respectivamente, 25; 5Q0mdMBg de extrato aquoso @nkgo
biloba, via intragastrica, nos dias 16 a 20 pc. Apdéastimento, dois machos por mae foram
observados quanto a descida testicular e morfoliayiglande do pénis a partir do 15° dia pés
natal (DPN). Os animais foram anestesiados no @8R [Bom associacdo de xilazina
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(10mg/kg) e quetamina (90mg/kg) e coletado sangueppncgdo cardiaca e em seguida
procedeu-se a eutanasia por deslocamento cenkoeihm analisados: concentracdo e
morfologia espermaticas, peso dos testiculos, @ipidi esquerdo e vesicula seminal vazia.
Os dados foram analisados através do teste de ANG&Alido do teste de Dunnet(.05).

O procedimento experimental foi aprovado pela Csétisde Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Juiz de Fora (CEUA/UFJ&ELA2012).

Resultados:

Nao foram encontradas diferencas significativasetexna morfologia espermatica, onde foi
observado aumento do nimero de espermatozoidemaisoem todos 0s grupos tratados
qguando comparados com o grupo controle (p<0.05)u@ero de espermatozoides anormais
nos grupos C, T1, T2 e T3 foi, respectivamente9d9,3,53, 29,0+ 7,01, 26,05+ 3,72 e
30,05+ 6,53 (Média + DP), contando-se 200 espemmades/lamina. A maioria das
anomalias concentrou-se na cauda do espermatozoidizando 13,35+ 2,42, 18,45+ 6,87,
16,15+ 4,31 e 19,55+ 5,43(Média £ DP) nos grupo$X;,T2 e T3, respectivamente.

Conclusao:

O Ginkgo bilobando causou alteragdes significativas nos parametprodutores, exceto na
morfologia espermatica que apresentou indice dealis superior nos grupos tratados em
relacdo ao controle, sugerindo qué&mkgo bilobapromove alteragcbes na morfologia dos

espermatozoides.
Apoio Financeiro:

Rede Mineira de Bioterismo/FAPEMIG 31/11 e TOXIFRB/11 CBB-RED-00008-14



ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissio de Etica na Experimenta¢io Animal

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 081/2012 — CEEA sobre “EFEITO DO EXTRATO DE
Ginkgo biloba (EGb) SOBRE O EPIDIDIMO E TESTICULO DE RATOS WISTAR
APOS EXPOSICAO MATERNA”, projeto de pesquisa sob a responsabilidade de
VERA MARIA PETERS, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio
Animal e foi aprovado pela COMISSAO de ETICA NA EXPERIMENTACAO
ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em
02/10/2012. . Para o desenvolvimento da pesquisa foram liberados 80 machos e 40

fémeas de ratos Wistar, conforme solicitado.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°® 081/2012- CEEA about “EFFECT OF Ginkgo biloba
EXTRACT (EGb) ON THE EPIDIDYMIS AND TESTIS OF WISTAR RATS AFTER
MATERNAL EXPOSURE” — VERA MARIA PETERS - is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA) in
02/10/2012. For the development of this research 120 animals were released, as

requested.
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- 20° SEMINARIQ DE- -
INICIACAO
CIENTIFICA

- DA UFJF

ANEXO 2

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto “AVALIAGAO DO SISTEMA REPRODUTOR DE
RATOS WISTAR MACHOS, APOS EXPOSIGAO MATERNA AO
EXTRATO DE GINKGO BILOBA L.” orientado por MARTHA DE OLIVEIRA
GUERRA recebeu o prémio principal no 20° Seminario de Iniciagéo
Cientifica da UFJF.

Foram Premiados o(os) seguinte(s) bolsista(s) ;Sarticipantes do projeto:
EMILIA RAQUEL SERVA ROCHA e JOSE REINALDO PARANAIBA
VILELA ALVES TEIXEIRA

Juiz de Fora 23 de outubro 2014

o Apoio: /%/” . M
Aﬁ]f @cvea o

-
Maria Cristina Andreolli Lopes Sonia Regina Miranda
Pro-Reitora de Pés-Graduago, Pesquisa Pré-Reitora Adjunta de Pesquisa

e Inovacao
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