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Avaliacéo toxicologica do Ginkgo biloba
sobre afertilidade e reproducao de ratos Wistar

Toxicological evaluation of Ginkgo biloba in Wistar rat fertility and reproduction

Angela Potter de Castro?, Fernanda Bastos de Mello? & Jodo Roberto Braga de Mello?

RESUMO

Ginkgo bilobaé uma planta usada como fitoterapico por demonstrar efeitos benéficos sobre algumas funcdes cere-
brais, especialmente no tratamento das doengas de Alzeimer e Parkinson. Este trabalho teve por objetivo avaliar & toxicidade re
produtiva do extrato d8inkgo bilobaadministrado em ratos Wistar. Os animais foram tratados diariamente por via oral, na dose
de 17 mg/kgom auxilio de uma sonda orogastrica e os resultados comparados a um grupo controle tratado com solugéo fisio-
I6gica na dose de 10 mL/k@s machos de ambos os grupos foram tratados por 91 dias, e as fémeas por 77 dias, no periodo de pré-
acasalamento, acasalamento, gestacéo e lactacdo. Com relagdo ao desenvolvimento ponderal, consumo de agua e ragao os ¢
mais tratados com extrato@ekgo biloban&do apresentaram alteragdes comparados ao grupo controle. Nao foram detectadas al-
teracdes morfoldgicas nos 6rgdos internos, cuja massa relativa néo diferiu do controle. Nao houve interferéncia sobre a gesta-
¢do, assim como os indices reprodutivos e de desenvolvimento pés-natal ndo apresentaram alteracdes significativas em re:
lacéo ao grupo controle. A avaliagdo do liquido seminal do ducto deferente e dos testiculos ndo mostrou diferengca na morfo-
logia espermatica e na contagem de células espermaticas, comparadas ao grupo controle. Os filhotes de animais tratados cor
Ginkgo bilobaapresentaram desenvolvimento pds-natal com aparecimento de caracteristicas de desenvolvimento sexual den-
tro do periodo previsto para a espécie. De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que @nkgiodidebaem dose
10 vezes a recomendada com finalidade terapéutica, ndo possui efeito negativo na reproducao de ratos. O fitoterapico pode se
considerado atoxico sobre a reproducéo de ratos.

Descritores: Ginkgo biloba toxicidade reprodutiva, fitoterapico.

ABSTRACT

Ginkgo bilobais a plant used as phytotherapic based in benefic cerebral effects, specialy in the treatment of Alzeimer
and Parkinson disease. In this study we investigated the potencial reproductive toxiGitykgjoebilobaextract in Wistar rats.
The animals received dajber 0s17mg/kg of the extract and the results were compared to a control group (saline - 10mL/kg). Ma-
ture male rats were treated over a period of 91 days, while the female rats were treated during the pre-mating, matingngregnan
lactation periods (77 days). The daily evaluation of body weight, water and food consumptiom did not show any difference bet-
ween theGinkgo bilobaand the control group. No morphological alteration on visceral organ was observed, and the relative
weight was similar to the control. The pregnancy was not affected and the dams gave birth to normal litters. The reprbductive a
post-natal index didn’t show significant differences between groups. The seminal fluid evaluation didn’t show differences bet-
weenGinkgo bilobaand control group in spermatic count and morphology. The general and sexual developm&inhkfthe
biloba offspring was normal, considering the specie. It is concluded that the administratioBioktiebilobaextract, 10 times
the proposed therapeutic dose did not affect rat reproduction. The phytotherapic can be considered no toxic in ratareproductio
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INTRODUGAO de Laboratério da UFRGS, com condi¢fes constantes

Em todo o mundo a utilizacdo de plantas medide umidade, temperatura (21°C + 2) e ciclo de claro/es-
cinais vem sendo realizada como recurso terapéutigjro de 12 horas (claro das 9 as 21h), alimentados com
tanto na terap@utica humana como veterinaria. No Bragiicdo comercidle agua a vontade durante todo o pe-
a utilizagéo obteve sua oficializagéo (através da Farméodo experimental. Os animais foram divididos aleato-
copéia Brasileira) em 1929. Em paises como, Alemalamente em dois grupos experimentais, contendo 10
nha, China e Franca, este recurso representa cercamfichos e 30 fémeas em cada grupo. Todos receberam
25% do arsenal Terapéutico. Nos paises em desenJéftamento diério por via oral com auxilio de uma son-
vimento (75% da populacdo mundial), o porcentual ché&ld oro-gastrica, nas dosagens: grGjikgo bilobado-
ga a 80% do arsenal terapéufigo Os fitoterapicos so- Sagem diaria de 17mg/klg massa corporal, equivalen-
frem uma grande restrico quanto ao uso e aceitac;é%,a 10 vezes a dosagem recomendada para seres huma-

devido ao reduzido nimero de estudos que comprBQS e um grupo controle tratado com solucgéo fisiol6gi-

vam sua acao biolégica e seguranca quanto a efeitos @.na dosagem de 10 mgfigmassa corporal. Os ma-

xicos agudos, cronicos ou sobre a reprodugAol ,CAhO]i foramftratadct)s tp(;lr 70 dla;acr;_tes dq gcasalamento.
Os estudos toxicoldgicos tém a finalidade de avaliar a 'cmeas foram tratadas por 'as Previos ao acasa-

. A ) . lamento, durante o acasalamento, gestacao e lactacao
idéia errdbnea de que produtos fitoterapicos, por sere

(1 dias).

naturais, sao isentos de efeitos toxicos ou adversos, € . ~
O periodo de acasalamento teve duracao de 21

gue o uso popular de plantas medicinais serve como R : i
validacio da eficacia de tais medicamepsO ex ias, correspondente a trés ciclos de cinco dias conse-
& b cutivos, com intervalo de 48 horas entre cada um dos

trato das folhas dinkgo bilobae mundialmente uti- ciclos. Na caixa de cada um dos machos, foram introdu-

lizado por apresentar efeitos benéficos sobre aIgumgf1615 trés fémeas virgens, permanecendo com eles du-
funcdes cerebrais. Seu extrato padronizado (EGb 76Lle a5 duas (iimas horas do periodo de escuro (entre
tem sido mencionado como possibilidade terapéutica, hs). Apds este periodo os animais foram separa-
para muitas sequielas ou danos causados por doengas e a constatagio da prenhez foi realizada pela pre-
neurodegeneratlvq§-.3]. ) _ ~ senca de espermatozoides no esfregaco vaginal, reali-
Apesar da utilizacao generalizadaGakgo bi-  z53do diariamente e analisado ao microscopio dptico com
IOba, néo EXiStem rEIatOS SObl’e Sua at|V|dade tOXiCOI%mento de dez vezes. F0| Considerado primeiro d|a de

gica, especialmente a toxicidade cronica e reprodutivgestaczo, vinte e quatro horas apés a constatacéo de es-
O presente trabalho avaliou o efeito deste fitoterapigeegaco vaginal positivo.

sobre a fertilidade e reproducao de ratos Wistar, usando Nos machos foram avaliadas as seguintes va-
0 “segmento 1" recomendado pétzod and Drug Admi- riaveis:

nistration (FDA) e Organization for Economic Coope- « massa corporal diaria (g) durante 91 dias (antes e du-
ration and DevelopmerfOECD) para investigacao de rante o acasalamento);

substancias com acédo sobre a reproducéo.  consumo diario de racao (g) e agua (ml) antes do aca-
) salamento;
MATERIAIS E METODOS « peso relativo (%) das visceras no dia do sacrificio (figa-
O extrato de5inkgo biloba EGb 761, lote pilo- g?éi?naog)c.), fins, coracao, vesicula seminal, prostata e epi-

to n° 99001, de procedéncia Centroflora, lote L980913, |
foi fornecido pelo laboratério Galenogal Farma, respon-
savel pela garantia de pureza do produto testado. A com; producso didria de espermatozoides;

pgsigé(? declarada (_jo e,xtrato Seco Ii'qfilizad@ﬂd(go » porcentual de alteragbes morfoldgicas nos espermato-
biloba €: 24% de glicosideos flavondides, 6% de terpe- ,gides e

nos e excipientes como lactose, amido de milho, povi-« aparecimento de sinais de toxicidade sistémica como:

dona, estearato de magnésio e talco. perda de peso progressiva e reducdo na ingestéo de agua
Foram utilizados 80 ratos albinos Wistar de am- € ragao.

bos os sexos, sendo 10 machos e 30 fémeas para cada Nas fémeas foram avaliados:

grupo, com idade aproximada de 120 dias, provenien-. massa corporal didria em (g) durante o pré-acasalamento,
tes do Centro de Criacéo e Experimenta¢do de Animais gestac&o e lactago;

andalise histopatolégica dos 6rgaos enviados;
ndmero total de espermatides;
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 consumo diario de racao (g) e agua (ml) durante o pré- As fémeas apresentaram tempo de gestacdo con-
acasalamento e gestacao; forme o previsto (21 a 23 dias), ndo havendo diferenca

* peso relativo em (%) dos 6rgéos ao final da lactagéo (#ignificativa sobre a gestacéo. NUmero e massa corpo-
gado, rins, baco, coragdo, ovarios e Utero); ral de filhotes normais, ndo diferindo significativamente

« sinais de aborto, distocia e prolongamento do periodfas fémeas usada no grupo controle. Consumo de agua
gestacional; e racdo e desenvolvimento ponderal ndo apresentaram

* nimero de implantes uterinos; qualquer diferenca significativa.

« analise das taxas reprodutivas; Os indices reprodutivos e de desenvolvimento

« andlise histopatoldgica dos 6rgaos enviados e pbs-natal ndo apresentaram alteracfes significativas em

» sinais de toxicidade sistémica como: perda de peso pielacdo ao grupo controle (Tabela 4).
gressiva e reducéo na ingestéo de agua e ragao. As proles nascidas de ratas tratadas durante o

Nos filhotes avaliou-se: pré-acasalamento, acasalamento, gestacéo e lactacdo, ndo

« alteracbes macroscépicas externas em todos os filhot==

nascidos;

e numero de filhotes por ninhada,;

¢ numero de machos e fémeas nascidos;

* numero de filhotes nascidos vivos;

e numero de filhotes nascidos mortos;

* peso individual dos filhotes ao nascer;

* peso individual dos filhotes nos dias 0, 7, 14 e 21; €

« desenvolvimento fisico de caracteristicas gerais e s
xuais dos filhotes.

Os dados foram analisados por analise de varia
cia (ANOVA). O teste de Tukey foi usado para identifi-
car diferencas entre grupos. As porcentagens foram ai
lisadas pelo teste Qui-quadrado. Adotou-se como es
tisticamente significativo o nivel de 5%.

RESULTADOS

N&do foram observadas alteracfes significativa
nos ratos tratados cofinkgo bilobaem comparacao
aos animais do grupo controle, quanto ao desenvolvime

to ponderal. As oscilagdes diarias no consumo de aguc.

Tabela 1.Massa relativa dos 6rgaos (%) dos machos tratados
durante 91 dias consecutivos com extrai@id&go biloba

na dose de 17 mg/kegum grupo controle tratado com solu-
¢ao fisiologica na dosagem de 10 mL/kg. S&o apresentados
os valores médios + epm.

Massa relativa Controle Ginkgo biloba

dos 6rgaos (%) n =10 n =10
Coracéo 0,38 + 0,01 0,35 + 0,007
Baco 0,15+ 0,01 0,14 + 0,004
Figado 3,48 + 0,08 3,38 £ 0,04
Rim direito 0,32+ 0,01 0,33+ 0,01
Rim esquerdo 0,32 + 0,006 0,33+ 0,01
Testiculo direito 0,36 + 0,01 0,37 + 0,008
Testiculo esquerdo 0,37 £ 0,009 0,37 + 0,008
Epididimo direito 0,15 £ 0,006 0,15 + 0,004
Epididimo esquerdo 0,15 + 0,003 0,16 + 0,003
Vesicula seminal vazia 0,14 + 0,004 0,12 + 0,009
Préstata 0,13+ 0,01 0,15+ 0,01

n = ndmero de animais por grupo.

racdo ndo mantiveram relacdo com o desenvolvimento

ponderal dos animais. N&o foram observadas alteract
morfolégicas nos érgaos internos, cuja massa relati
nao difere significativamente do controle (Tabela 1).

O exame do liquido seminal do ducto deferent
e dos testiculos ndo mostrou diferencas na morfologia ¢
permética ou na contagem de células esperméticas do ¢
po Ginkgo bilobacomparado ao controle (Tabela 2).

As fémeas tratadas durante os periodos de pi
acasalamento, acasalamento, gestacdo e amaments
nao apresentaram alteracdes comportamentais ou
respiracdo que indicassem toxicidade do fitoterapic

Nao se observou alteragbes morfoldgicas nc
6rgdos internos, cuja massa relativa nao diferiu signif
cativamente do controle (Tabela 3).
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Tabela 2.indices de fertilidade dos ratos tratados durante 91
dias consecutivos com extrato@imkgo bilobal7 mg/kge

um grupo controle tratado com solucgéo fisiologica na dosa-
gemde 10 mL/kg. S&o apresentados os valores médios + epm.

Controle Ginkgo biloba
n=30 n=30
Producéo diaria de
espermatozoides (x10°)° AR RS
Ndmero de
espermatozoides (x10°)” A 2 AR
Espermatozoéides 57+ 08 54410

anormais (%)

"A producéo diaria de espermatozoéides foi medida a partir da conta-
gem de células espermaticas em camara de Neubauer, a partir de
macerados de testiculos. Mello, 2001 [4) nimero de espermatozoi-

des foi definido a partir de sua contagem em aliquota do macerado da
cauda do epididimo em camara de Neubauer. Mello, 2001 [4].
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Tabela 3.Massa relativa dos 6rgaos (%) das fémeas tratado€n0Strou diferenca quanto ao desenvolvimento fisico pds-
durante os periodos de pré-acasalamento, acasalamento, g&&tal em relacdo as proles das ratas controle, até o desma-
tacdo e lactacéo, com extrato@iekgo bilobal7 mg/kge me, 21 dias.

um grupo controle tratado com solugéo fisiolgica 10 mL/kg. O desenvolvimento das caracteristicas gerais co-
Sao apresentados os valores médios + epm. N . .
mo: descolamento dos pavilhdes auriculares, surgimento
Massa relativa Controle Ginkgo biloba da penugem, surgimento do pelo, erup¢éo dos incisivos,
dos 6rgaos(%) n =30 n =30 . L. . .
abertura dos olhos e caracteristicas sexuais como: desci-

Coragéo Sl o SIS da dos testiculos, separacdo prepucial e abertura do canal
Bago 017+ 0,01 0,16 £ 0,005 vaginal das progénies tratadas com extratGidkgo bi-
Figado 5,21 + 0,22 4,99 + 0,11 loba ndo apresentaram diferenga com relagdo ao grupo
Rim direito 0,38 + 0,006 0,38 + 0,004 controle. Esses dados ndo diferem dos dados historicos

: do Departamento de Farmacologia da UFRGS, para o
Rim esquerdo 0,38 £ 0,01 0,37 + 0,007 . L, .

aparecimento dessas caracteristicas.
Ovario direito 0,01 £+ 0,001 0,01 + 0,001
- DISCUSSAO

Ovario esquerdo 0,01 + 0,001 0,01 + 0,001
Utero 0,08 + 0,04 0,09 + 0,007 A dose diaria d&inkgo bilobausada no pre-

sente estudo representa dez vezes a recomendada para
seres humanos no tratamento de distUrbios neurodegene-
rativos[1-3]. A relacdo de dez vezes, representa uma re-
lativa seguranca para a substancia quimica ou para o fi-
toterapico, ou ainda, baixa toxicidgda]. Esta dose foi

Tabela 4.indices de fertilidade e taxas reprodutivas de : - PR A
ratas tratadas diariamente durante o pré acasalamente,s colhida para a afericéo de um possivel “indice terapeu

acasalamento, gestacdo e lactacdo com extr@mkgo  (1c0” (IT), que por definicdo, representa a relacao entre a
biloba 17 mg/kge um grupo controle tratado com solugdo dose letal para 50% dos individuos (DL50) e a dose efi-

fisiologica 10 mL/kg. S&o apresentados os valores médioggz para 50% dos individuos (DE50). Para a seguranca
epm. farmacoldgica, uma definicdo mais conservadora é a que
indices de fertilidade Gammle  @hee e relaciona a dose letal para 1% dos individuos, ou ainda a
e taxas reprodutivas menor dose capaz efeitos adversos (LOEL) em relagdo a

n = ndmero de animais por grupo.

FliEss i g 2 maior dose incapaz de produzir efeitos adversos (NOEL).
Filhotes 69 122 Considerando a dose diaria utilizada de 17mg/kg e a du-
Filhotes/ninhada 11,5£0,65 10,1708 racdo do tratamento, o fitoterapico pode ser considera-
Peso do filhote ao nascer (g) 5,87+0,09 6,02+0,31 do atOXICO[_S]_' . . .

_ Toxicidade sistémica pode ser diagnosticada pe-
Texa de natalidade 100 92 la diminuicdo da massa corporal dos animais, diminui-
Taxa de viabilidade 100 91 cao do desenvolvimento ponderal, do consumo de agua
Taxa de desmame 98 08 e racéo, pelo aparecimento de alteragbes comportamen-
Taxa de gestacio 9 A tais como apatia, prostracéo, pelos arrepiados, aléem de

alteracBes na massa relativa dos orggio& administra-
Taxa de perdas

pos-implantacio 6 6 cao deGinkgo hilobando determinou qualquer altera-
Alteracies o » 80 nas variaveis relacionadas com toxicidade sistémi-
c
- . Nihil Nihil . A .
macroscopicas fetais ca, confirmando os resultados dos estudos multicéntricos
Taxa de natalidade = n° de filhotes nascidos vivos/n® de filhotes nasci-COIM O ﬁtOtGl’épiCQl—S].
dos x 100 _ ) _ Substancias tdxicas ou produtos de sua biotrans-
Taxa de viabilidade = n° de filhotes vivos até o 4° dia de lactagao/n® f ~ . d b .
de filhotes nascidos Vivos x 100 ormacao no organismo podem atravessar a barreira tes-

Taxa de desmame = n° de filhotes ao desmame/n® de filhotes nasciticular, atuar sobre os tipos celulares existentes no testi-
dos vivos x 100 = & e culo e, interferir na espermatogénese e/ou esteroidogé-
Taxa de gestacdo = n° de fémeas prenhez/n° de fémeas com esperma- - , . L,

tozides no esfregaco vaginal x 100 nese. Reducdes no numero e producao diaria de esper-
Taxa de perdas pos-implantacdo = n° de sitios de implantacao - n° dgnatozoides podem ser originados de lesdes do epitélio

fet idos/n® de sitios de implantagéo x 100 o .
e germinativo[11]. Os resultados observados quanto & fer-
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tilidade dos machos indicam para a inexisténcia de toxia do canal vaginal. Portanto, os resultados nao eviden-
cidade reprodutiva para os ratos tratados Gnkgo ciam interferéncia d&inkgo bilobasobre o desenvol-
biloba. vimento das proles.

As taxas reprodutivas proporcionam em con-
junto um excelente indicador da interferéncia de dife-
rentes substancias quimicas sobre a reproducéo, poden-  pode-se concluir que a administracéo do extrato
do inclusive identificar o periodo no qual os efeitos toseco liofilizado deSinkgo biloba na dose de 17 mg/kg
xicos reprodutivos ocorrerafg]. Nao foram observa- em ratos Wistar, n&o interfere na reproducéo e no desen-
das diferencas estatisticamente significativas nas taxasivimento ponderal de machos, fémeas e caistite
reprodutivas dos animais tratados cGinkgo biloba  cas sexuais e de desenvolvimento dos seus filhotes.

0 que reitera a auséncia de toxicidade reprodutiva. Considerando que o indice terapéutico é a rela-

Durante a gestacdo, o peso das ninhadas pogib entre DL50 e DE50, podemos concluir que o indi-
ser influenciado pela capacidade intra-uterina, pelo tae do extrato seco liofilizado @&inkgo bilobapara ra-
manho da ninhada e pela duracdo da gestacdo. Apés é maior que 10.

0 nascimento, além da habilidade da fémea, o efeito de  Os resultados permitem concluir que o extrato
substancias quimicas pode comprometer o desenvekco liofilizado deGinkgo bilobapode ser considerado
vimento[e]. No caso dos filhotes de ratos tratados corpraticamente atoxico.

Ginkgo bhiloban&o foram observadas alteracées no de-
senvolvimento ponderal e geral dos filhotes, descida de
testiculos a bolsa escrotal, separagédo prepucial e abefusvilab CR1 - Nuvital, Colombo/PR.

CONCLUSOES

NOTA INFORMATIVA
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