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Abstract. Maternal behavior of rats treated with Ginkgo biloba during lactation. The present work observes the effect of the
administration of Ginkgo biloba extract on the behavior of lactating rats. Animals were divided into two experimental groups (n =
15 rats/group): Control (1mL of distilled water) and Treated (3,5 mg/Kg body weight of G. biloba), which were treated via oral
gavage during the full lactation period (from the 2" to 16" post-natal day). Observed variables: [1] signs of maternal toxicity — body
weight and food and water intake increase/decrease, locomotion inside the cage, piloerection, stereotypy, diarrhea and deaths; [2]
Maternal behavior — indiference to offspring, nest organization, retrieving and licking the pups; [3] Number of live, dead and
cannibalized pups. There were no significant differences in any of the variables. It can be concluded that Ginkgo biloba extract does
not alter the behavior of lactating rats in the experimental model used.
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Resumo: O presente estudo observou o efeito da administragdo de extrato de Gynkgo biloba no comportamento de ratas lactantes.
os animais foram divididos em dois grupos experimentais (n=15 ratas/grupo): Controle (1 mL de dgua destilada) e Tratado (3,5 mg/
Kg por peso de G. biloba), os quais foram tratados por gavagem via oral durante o periodo de lactagéo plena (do 2° ao 16° dia p6s-
natal). Varidveis observaveis: [1] sinais de toxidade maternal - massa corporal e aumento/diminuigédo da ingestdo de 4gua e
alimento, locomogao dentro da gaiola, ere¢éo de pélos, estereotipia, diarréia e mortes; [2] Comportamento maternal - indiferenca
a ninhada, organizag¢ao do ninho, recolher e lamber filhotes; [3] Ntimero de filhotes vivos, mortos e canibalizados. Nao foi possivel
evidenciar diferengas significativas para quaisquer das variaveis. Pode-se concluir que o extrato de Ginkgo biloba nao alterou o
comportamento de ratas lactantes no modelo experimental utilizado.

Palavras-chave: Ginkgo biloba, lactation, behavior, rat.

INTRODUGAO natal das crias, visto que pode afetar ndo sé o com-
portamento materno como também a produgao

O bem estar do animal. definido como o esta- de leite, ambos indispenséveis para o desenvolvi-
r

do de sadde fisica e mental no qual o individuo ~mento pés-natal. Entende-se como comporta-

encontra-se em harmonia com o meio (ANDErsen ~ Mento materno todo o cuidado dado pelas maes

et al., 2004), é um fator essencial para a manu- aos seus filhotes, desde o nascimento até que eles

ten(}éo da gestagéo e parao desenvolvimento po’s- desenvolvam caracteristicas e habilidades que as-
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segurem sua propria sobrevivéncia. No caso dos
mamiferos, a lactagao é crucial para a sobrevivén-
cia das crias (MARcHLEWsKA-Koj et al., 1999). O com-
portamento materno é desencadeado por diver-
sos mecanismos, dentre eles a elevagao de
ocitocina que ocorre durante o parto; elevagao
de prolactina, lactégeno placentario e estradiol e
queda de progesterona (BRriDGEs et al., 1997; NumAN
et al., 1999). Fatores que alteram tais hormoénios
podem afetar o comportamento materno.

Vérios fatores podem interferir com o bem es-
tar animal, causando alteragdes fisicas e compor-
tamentais que podem gerar resultados falsos em
pesquisas.

Como alteragdes fisicas, podem ser citadas: mo-
dificagdes da temperatura corporal, de concentra-
¢Oes sanguineas de hormdnios, da freqliéncia res-
piratéria e outros. A simples rotina de cria¢ao ou
de manuseio dos animais gera estresse. Por exem-
plo, a troca de um animal de uma para outra gaiola
acelera os batimentos cardiacos (aumento de 46%
dos batimentos por minuto) e aumenta sua pres-
sao sanguinea em 19%. A intubagdo géstrica
(gavagem), para administragcdo de dgua destilada,
aumenta em 58% os niveis plasméaticos de
corticosterona (Vide revisdo em BaLcomse &
BARNARD, 2004).

Alteragdes do comportamento podem ser cau-
sadas por dor ou mal estar, induzidas por drogas ou
fatores fisicos (choques e ferimentos, por exemplo).
Qualquer fator que modifique a homeostasia inter-
na da mae pode comprometer a viabilidade das cri-
as, por alteragdo de seu comportamento ou da qua-
lidade do leite (nutrientes, volume, presenca de subs-
tancias toxicas).

Quando se deseja observar se a cria, na fase de
lactagdo, é afetada pela exposigdo materna a uma
droga é importante avaliar o comportamento da
mae, tanto no que se refere a indicios de toxicidade
quanto a alteragdes do seu comportamento. Tal
procedimento permite diferenciar o efeito téxico da
droga, diretamente na cria (via ingesta do leite con-
taminado) do que seria conseqiiéncia de um com-

portamento anormal ou de alteragdes da
homeostasia interna da mae.

Alguns fitoterdpicos, considerados desprovidos
de toxicidade por sua tradigdo de uso, ndo foram
avaliados, ainda, quanto ao seu efeito téxico sobre
o organismo materno e de alteragdo de seu com-
portamento. £ o caso do extrato de Ginkgo biloba
(Lin,, 1771) (Fam. Ginkgoaceae), planta nativa da
Coréia, China e Japao (ForLenza, 2003).

O extrato de G. biloba é usado como:
antiinflamatério (SEGura et al., 2000; Smith & Luo,
2004); no tratamento da depressédo (SEGURA et al.,
2000; Petry et al., 2001), doenga de Alzheimer
(Onbrizex et al., 1999; Diamonb et al., 2000; FORLENZA,
2003), vertigens, doencas auditivas, disttrbios vesti-
bulares, sindrome pre-menstrual (FETROw & AviLa,
2000), isquemia cerebral e periférica e outros (Gasy,
1996; DiamonD et al., 2000; Secura et al., 2000; TESKE,
2003).

O extrato de G. biloba — EGB 761 — é obtido das
folhas da planta e comercialmente padronizado para
conter 24% de flavonéides (ginkgetina, isoginkgetina
e bilobetina) e 6% de terpenos (bilobalide e
ginkgolideos) (Diamonp et al., 2000; ForLenza, 2003;
SIErRPINA et al., 2003; NisHipA & SatoH, 2003; CHao &
Chu, 2004). Os principais flavonéides presentes sao
os derivados do kaempferol, quercetina e da
isorhamnetina (Who, 1999; McKenna et al., 2001;
VaN Beek, 2002).

Compostos flavondides possuem proprieda-
des estrogénicas, ainda que fracas, mas que po-
dem ter efeitos na fisiologia reprodutiva, quan-
do estdao presentes em quantidades suficientes
na dieta (SHutT, 1976). Varios fitoestrégenos ja
tiveram sua ag¢do estrogénica comprovada in
vitro, inclusive o kaempferol (Miksicek, 1993;
BREINHOLT & LARSEN, 1998).

Na produgao de leite é indispenséavel a sintese e
a liberagao de prolactina, horménio habitualmente
inibido pela dopamina. Estrégenos e progesterona
inibem a dopamina e conseqiientemente liberam a
produgao de prolactina que promove a sintese de
leite pelos alvéolos mamarios (LeaviTT, 1995; Siva &
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VASCONGELLOS, 1988), portanto alteragdes na concen-
tragao plasmatica de tais hormonios levam a pertur-
bag¢des na produgéao de leite.

Diante das pesquisas anteriormente relaciona-
das, torna-se necessario avaliar os efeitos da expo-
sicdo ao extrato de G. biloba sobre o bem estar e o
comportamento materno de ratas, como forma de
contribuir com os estudos pré-clinicos do
fitoterdpico.

MATERIAL E METODOS

Modelo Experimental

Foram utilizadas 30 ratas Wistar, no 212dia
de prenhez e com pesos corporais semelhantes,
obtidas da col6nia do Centro de Biologia da Re-
producao (CBR)-Universidade Federal de Juiz de
Fora (UFJF).

Condicdes de Criacao e Alojamento dos Animais

O alojamento dos animais no biotério do CBR-
UFJF é provido de estantes climatizadas (tempe-
ratura e umidade controladas e fluxo de ar cons-
tantemente renovado). A iluminagédo é mista com-
binando luz natural e lampadas incandescentes,
sendo estas controladas automaticamente para
acenderem as seis horas e apagarem as 18h, cons-
tituindo um fotoperiodo de 12h de luz e 12h de
escuro. Tais condigdes sdo as preconizadas por
WoLFENSOHN & LLoyp (2003) como adequadas para
criagdo de ratos. As fémeas gestantes foram
mantidas em gaiolas individuais, de polipropileno,
providas de camas de maravalha selecionada, ma-
madeira para agua filtrada e cocho para ragédo do
tipo peletizada.

Grupos Experimentais

Ap6s o parto, as ratas e suas ninhadas foram dis-
tribuidas aleatoriamente em dois grupos, cada um
contendo 15 animais: controle e tratado.

Calculou-se a dose de extrato de G. biloba a ser
administrada, tomando como base a dose diéria (120

a 240 mg) preconizada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria para uso humano e fazendo a
propor¢ao em termos de peso corporal.

Cada animal do grupo controle recebeu TmL de
agua destilada, enquanto o grupo tratado recebeu
3,5mg de Ginkgo biloba /Kg de peso corporal
suspensos em TmL de 4gua destilada. O extrato de
Ginkgo biloba e a dgua destilada foram administra-
dos, diariamente, via intragastrica (por gavagem, as
10h) durante todo o periodo de lactagao plena (do
segundo ao 16 ¢ dia de lactagdo), quando a alimen-
tagdo das crias se faz exclusivamente pelo leite
(Brown, 1988b).

Desenho Experimental

Nas primeiras 24 horas decorridas apés o parto
(primeiro dia apds o nascimento - 1DPN), as crias
foram contadas, sexadas, identificadas e
redistribuidas entre as maes que tiveram partos no
mesmo dia (Kunko et al., 1996). A redistribui¢ao das
crias teve por objetivo obter ninhadas homogéneas,
com oito crias, com participacgao igual de ambos os
sexos na ninhada de tal forma que o acesso ao leite
e aos cuidados maternos fosse semelhante em to-
dos os grupos (Siva, 1991). Foram aguardadas, pelo
menos oito horas ap(')s 0 parto antes de manusear
as crias de forma a evitar o canibalismo pelas maes
(WoLFeNsOHN & Liovp, 2003).

A identificagao de cada cria foi feita com inje¢ao
intradérmica de nanquim, em pontos especificos do
corpo, conforme cédigo do Biotério do Centro de
Biologia da Reprodu¢do — UFJF.

Para avaliar possiveis efeitos toxicos do extrato
de G. biloba sobre as maes, elas foram observa-
das diariamente, ap6s o tratamento, por um peri-
odo de 30 minutos, para a verificagdo de sinais
indicativos de toxicidade tais como presenca de
piloeregao, alteragao da atividade locomotora
(hipoatividade ou hiperatividade), movimentos es-
tereotipados (lamber patas, cogar focinho e mor-
der cauda), redugao do consumo de alimentos e
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agua (LEmONicA, 1996; CHristian, 2001).

As ratas foram pesadas a cada trés dias durante
o periodo de tratamento. Para estimar o consumo
de ragdo e 4gua, cada rata recebeu, todos os dias
as 13h, 40g de ragao e 100mL de agua, quantida-
des superiores a sugerida por (WOLFENSOHN & LLOYD,
2003), tendo em vista o desgaste fisico durante o
periodo de lactagao. Estimou-se o consumo de ra-
cao através da diferenca de peso entre a sobra da
racdo encontrada em cada gaiola e o que foi colo-
cado no dia anterior. A estimativa do consumo de
agua foi obtida pela diferenca entre o volume colo-
cado no dia anterior e o que restou na mamadeira.

Para avaliagao de alteragdes do comportamen-
to de cuidado materno, as ratas foram observadas
por periodos de cinco minutos, pela manha e a
tarde. Os seguintes comportamentos foram anota-
dos: postura de amamentagao, organizagao e ma-
nutengdo do ninho, indiferenga a ninhada, reco-
lher e lamber filhotes (Brown, 1998a). Durante a
observagdo do comportamento de recolher os fi-
lhotes foram contadas as crias vivas, mortas e
canibalizadas.

Procedimento Estatistico

Os dados foram analisados pelos testes “t” de
Student ou Qui-quadrado. Nivel de significancia &= 0,05.

Esse experimento foi aprovado pelo comité de
ética em experimentag¢ao animal da Universidade
Federal de Juiz de Fora (Protocolo nimero: 52/
2003 - CEA)

RESuLTADOS

Os sinais clinicos indicativos de toxicidade, obti-
dos em 221 observagdes em cada grupo experimen-
tal, encontram-se expressos na Tabela 1.

Em ambos os grupos experimentais nao foram ob-
servados: piloeregdo, hipoatividade e mortes mater-
nas. Embora as varidveis hiperatividade e diarréia te-
nham sido observadas com maior freqiiéncia no gru-
po tratado, nao houve diferenca significativa entre elas.

Na Tabela 2 encontra-se o peso corporal das ratas
dos grupos controle e tratado, ao longo do estudo.

Tabela 1. Sinais clinicos indicativos de toxicidade (%) em ratas trata-
das com TmL solugdo aquosa de Ginkgo biloba ou com TmL de 4gua
destilada durante o periodo de lactagdo plena (segundo ao 162 dia de
lactag@o).

Variaveis Grupos
Controle Tratado
Piloerecao 0 (0/221) 0(0/221)
Hiperatividade 9 (20/221) 15,8 (35/221)
Hipoatividade 0(0/221) 0 (0/221)
Diarréia 1,8 (4/221) 6,3 (14/221)
Morte 0 (0/221) 0 (0/221)

(Ndmero de vezes em que a variavel foi observada/total de observagdes). p > 0,05.

Tabela 2. Peso corporal materno (g) de ratas tratadas com TmL
solugdo aquosa de Ginkgo biloba ou com 1mL de agua destilada
durante o periodo de lactagdo plena (segundo ao 162dia de lactac@o).

Peso Corporal (g)*

Dias de Lactagao

Controle Tratado
2 191,70 £ 12,90 (15) 190,17 £13,50 (15)
5 185,56 + 8,96 (15) 189,96 + 4,15 (15)
8 196,97 + 13,36 (15) 194,17 + 14,29 (15)
11 202,53 +10,98 (15) 198,38 + 12,67 (15)
14 198,60 +10,87 (15) 196,03 = 14,04 (15)
16 194,19 +£10,77 (15) 192,35 + 13,59 (15)
(

*Resultados expressos em média + desvio padrao (nimero de animais estudados). p > 0,05.

Os pesos corporais maternos das ratas dos
grupos controle e tratado sofrem flutuagoes,
entretanto nao ha diferenga significativa entre os
grupos ou entre dias do mesmo grupo.

A estimativa do consumo médio de rag¢ao (Tab.3) e
de agua (Tab. 4) nao diferiu entre os grupos estudados.

Tabela 3. Estimativa do consumo médio de ragdo por ratas tratadas
com 1 mL solugdo aquosa de Ginkgo biloba ou com 1 mL de agua
destilada durante o periodo de lactagdo plena (22 ao 162dia de lactagéo).

Dias de Consumo de Racao (g)

Lactacao Controle Tratado
2 15,78 £2,15 (15) 16,43 £ 2,58 (15)
3 21,44 £ 3,21 (15) 22,78 £ 3,00 (15)
4 25,09 + 2,61 (15) 23,69 3,23 (15)
5 29,12 £ 3,93 (15) 27,96 £ 3,48 (15)
6 32,05 % 4,75 (15) 32,47 £ 3,54 (15)
7 30,91 +6,26 (15) 31,26 £ 4,22 (15)
8 36,75 % 2,93 (15) 36,42 £ 3,29 (15)
9 36,564 + 3,58 (15) 35,00 + 3,04 (15)
10 38,20+ 1,87 (15) 37,38 +3,89(15)
11 38,60 £2,18 (15) 36,97 £5,50 (15)
12 39,61 +0,68 (15) 39,39+2,12(15)
13 39,95 £ 0,20 (15) 39,86 £ 0,52 (15)
14 38,00+ 7,74 (15) 39,66+ 1,10 (15)
15 40,00 + 0,00 (15) 39,76 £ 0,94 (15)
16 40,00 + 0,00 (15) 40,00 + 0,00 (15)

Resultados expressos em média + desvio padrao (nimero de animais estudados). p > 0,05.
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Tabela 4. Estimativa do consumo de agua por ratas tratadas com
1mL solugdo aquosa de Ginkgo biloba ou com TmL de agua desti-
lada durante o periodo de lactagao plena (segundo ao 16° dia de

lactag@o).

Dias de Consumo de agua (mL)
Lactacdo Controle Tratado
2 2843+4,18(14)  28,80+4,09 (15)
3 30,79+4,49 (14)  33,60+5,93(15)
4 3593+5,62(15)  36,27+4,71(15)
5 44,47£590(15)  47,33%8,14(15)
6 46931599 (14)  46,20%£9,14(15)
7 45711856 (14)  47,20%£9,14(15)
8 5393+6,39(15)  57,20+8,19(15)
9 5300%£810(15)  49,93+8,67 (15)
10 5393%576(15)  52,80% 11,14 (15)
1 56,27 +7,27 (15) 55,87 +6,86(15)
12 6320+6,67 (15)  63,80+7,42(15)
13 64,07 £544(15)  63,40+7,73 (15)
14 64,07 +843(15)  6527+7,18(15)
15 64,80+751(15)  64,93+7,83(15)
16 63,73+£6,33(15)  64,87+6,08 (15)
)

Resultados expressos em média * desvio padrdo (ntimero de animais estudados). p > 0,05.

Nao houve diferenga no comportamento ma-
terno das ratas de ambos os grupos experimen-
tais (Tab. 5).

O indice de viabilidade precoce (sobreviventes
no quarto dia/recém-nascidos X 100) foi de 100%
(120/120 x 100) para o grupo controle e de
99,16% (119/120 x 100) para o grupo tratado e o
indice de sobrevivéncia no periodo de lactagao
plena (sobreviventes no 162 DPN/nascidos vivos
X 100) foi de 97,5% (117/120 x 100) no grupo
controle e 95% (114/120 x 100) para o grupo tra-
tado. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos estudados.

DiscussAo

Condigdes como genética, doengas, tipo de
dieta, exposi¢do a drogas e a toxicantes do meio
ambiente, estresse e outros fatores, podem in-
terferir com o desenvolvimento intra-uterino e
pos-natal das crias (CHERNOFF et al., 1989).

Entre os indicadores clinicos sugeridos para
identificar toxicidade materna encontram-se:
piloeregao (ericamento de pélos), alteragdes da
locomog¢ao no interior da gaiola (hiper ou
hipoatividade), movimentos estereotipados como
lamber patas, cogar focinho e morder cauda, pre-
senca de cromodacriorréia (secre¢ao lacrimal
com pigmento vermelho), diarréias, aumento da
diurese, perda ou aumento do peso corporal, al-
teragdo no consumo de ragado e dgua e mortes
maternas (CHrisTIAN, 2001). Em ratos, o sofrimen-
to e o estresse do animal manifestam-se por si-
nais como perda de peso, piloere¢édo, postura
encurvada, isolamento, hipotermia, redu¢ao na
alimentagdo e aumento da atividade de
lambeduras (Rivera, 2002; WoLFeNsHON & LLOYD;
2003; MezADri et al., 2004).

Os sinais de toxicidade materna, avaliados no
presente trabalho, ndo mostraram diferengas sig-
nificativas entre os grupos controle e tratado, do
mesmo modo que em nenhum dos grupos pare-
ceu existir indicagdo de desconforto ou estresse
dos animais, indicando que, no modelo experi-
mental usado nao foi observado, em ratas
lactando, efeito nocivo do extrato de G. biloba.

Tabela 5. Comportamento materno (%) em ratas tratadas com TmL solugdo aquosa de Gingko biloba ou
com TmL de 4gua destilada durante o periodo de lactagdo plena (segundo ao 162 dia de lactagao).

Variaveis

Grupos
Controle Tratado

Organizacdao e Manutenc¢édo do Ninho

Postura de Amamentacéo
Recolher e Lamber Filhotes
Indiferenca a Ninhada

98,2 (217/221) 95,4 (211/221)

98,2 (217/221) 95,4 (211/221)

100 (221/221) 94,1 (208/221)
3,2 (7/221) 3,6 (8/221)

(Ndmero de vezes que o comportamento foi observado/total de observagdes). p > 0,05.
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Como ja mencionado, os cuidados maternos séao
necessarios a sobrevivéncia, tanto quanto a qualida-
de e quantidade de leite (Brown, 1998a). O compor-
tamento materno depende de fatores do ambiente,
modificagdes hormonais internas e estimulos da
prépria cria, mas é, também, um reflexo do estado
de sadde do animal. Processos infecciosos ou téxi-
cos que causem estresse interferem tanto no com-
portamento materno quanto na qualidade do leite,
que pode ser contaminado por agentes infecciosos
ou por substancias quimicas ingeridas pela mae, e
pde em risco a sobrevivéncia da cria. Como exem-
plo, LeoN et al. (1990) citam que a hipertermia ma-
terna leva ao abandono do ninho e redugéo do tem-
po de amamentagao, o que acarreta a ma nutrigdo
das crias e o risco para sua sobrevivéncia.

Os comportamentos maternos em ratos mani-
festam-se antes do nascimento e durante a lactagéo
e incluem a construgao do ninho, que comega de
quatro a cinco dias antes do parto, seguindo-se, ja
no periodo de lactagdo, do arranjo do ninho, da
posicao de amamentagao, do tempo gasto amamen-
tando, da recuperagao da cria e de sua limpeza e
estimulo, pelo ato de lambé-las (Harez, 1995; Kunko
etal., 1996; Brown, 1998a).

O arranjo do ninho e a permanéncia junto aos
recém-nascidos sdo necessarios para o aqueci-
mento adequado das crias visto que, em ratos
nesta idade, o mecanismo central regulador da
temperatura, nao esta desenvolvido (DasToN,
1994), aparecendo do quarto dia de vida em di-
ante (Siva, 1991). A organizag¢ao do ninho é feita
pela rata, recolhendo o material do ninho e orga-
nizando-o ao redor dos filhotes. Sempre que o
material estd desorganizado a fémea o recolhe
novamente, puxando-o ou empurrando-o ao seu
redor, até reorganiza-lo. Além disso, a mae arran-
ja as paredes do ninho mais espessas e altas quan-
do a temperatura abaixa e menos espessas e mais
baixas quando a temperatura se eleva (BARNETT &
BurN, 1970). A rata, particularmente no periodo
de lactagao plena, mantém os filhotes juntos no
ninho, e os carrega de volta quando séo retira-
dos. O ato de lamber os filhotes tem a func¢do de

estimula-los e manté-los limpos (Brown, 1998b)
além de estimular a defecagdo e a micgao
(BrOUETTE-LAHLOU et al., 1998). Em nenhum dos
grupos experimentais foi observada alteragao nes-
ses comportamentos, sendo observados em pro-
por¢cdoes semelhantes tanto no grupo controle
quanto no tratado, indicando que o extrato de G.
biloba, administrado a ratas no periodo de
lactagado, ndo afetou o seu comportamento com
relagdo a prole.

A quantidade e a qualidade do leite, bem como o
nimero e freqiiéncia de amamentagao, embora nao
tenham sido medidos podem, indiretamente, ser ava-
liados pelo elevado indice de sobrevivéncia das crias
e a auséncia de canibalismo. Assim, aparentemente
os flavondides presentes no extrato de G. biloba
(SnutT, 1976; Miksicek, 1993; BREINHOLT & LARSEN, 1998)
nao interferiram na producgao de leite.

Os dados apresentados permitem concluir que,
no modelo experimental utilizado, nao foram eviden-
ciados sinais indicativos de efeito toxico do extrato de
G. biloba sobre o comportamento materno de ratas.
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