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RESUMO

O extrato de Ginkgo biloba (EGb 761) e exercicios
fisicos isoladamente sdo capazes de modificar as
funcdes cognitivas e aliviar os sintomas de ansiedade.
Contudo, estes tratamentos em conjunto devem ser
caracterizados. Em nossa pesquisa, verificamos que a
administracio oral repetida do extrato (40 ou 80 mg/
kg/dia) e o exercicio de natacido ao qual os ratos eram
submetidos causaram aumento de entradas destes
animais nos bracos fechados do labirinto em cruz
elevado e diminuicio da imobilidade dos mesmos no
campo aberto, sugerindo um aumento de suas atividades
motoras. Além disso, o exercicio de natacio aumentou a
exploracdo no campo aberto e o tratamento com EGb
761 cancelou este efeito, sugerindo a interacdo entre
EGDb 761 e exercicio de nata¢ido, provavelmente com um
mesmo substrato neurobioldgico capaz de minimizar
a atividade exploratéria em ratos nadadores. Analises
comportamentais sobre o teste de reconhecimento de
objetos mostraram que, quando submetidos a exercicio
de natacao e/ou tratamento com EGb 761 durante testes
de 24 horas, os ratos nadadores levaram mais tempo
explorando os novos objetos do que os familiares. Estes
resultados mostram que o EGb 761 e os exercicios,
ambos isolados ou em conjunto, tém um poderoso efeito
sobre a memdria de longo-prazo. Entretanto, o proposto
efeito ansiolitico do EGb 761 e de exercicios de natacao
pode ser questionado.
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INTRODUCAO

Os beneficios do exercicio fisico ou do tratamento
com o extrato de Ginkgo biloba (EGb 761) sobre as fungdes
cerebrais de animais de laboratério (especificamente
roedores) e humanos foram descritos, respectivamente,
por Winter et al. (2007) e Woelk et al. (2007). A atividade
fisica regular e voluntaria ou o tratamento com EGb
761, por reduzirem a ansiedade, causam mudancas
comportamentais que resultam em um maior enfrentamento
de situagdes aversivas. Este fato é importante, uma vez que
possibilita um tempo de permanéncia maior nos bracos
abertos do labirinto em cruz elevado (Ward et al., 2002;
Duman et al., 2008). Entretanto, alguns estudos mostram
que o treinamento fisico ou tratamento com EGb 761 ndo
reduzem a ansiedade em ratos submetidos ao labirinto
em cruz elevado (Burghardt et al., 2004; Walesiuk et al.,
2005). Estudos sobre memoria e aprendizagem de ratos
mostram que as atividades fisicas, bem como o tratamento
com EGb 761, facilitam a percep¢do de como encontrar
a plataforma submersa no labirinto aquatico (Wang et al.,
20006; Alaei et al., 2008) e estimulam a memoria durante o
teste de reconhecimento de objetos (Walesiuk et al. 2005;
Cruz et al., 2009). Dentro deste contexto, recentes estudos
tém sugerido a possibilidade de se fazer uma relagdo entre
a regido basolateral da amigdala e os estados emocionais,
de forma a modular atividades cognitivas relacionadas ao
hipocampo. Sendo assim, drogas ansioliticas dificultam
as respostas comportamentais relacionadas a memoria e
aprendizagem (Packard, 2009). Apesar dos mencionados
beneficios do treinamento fisico ou do tratamento com
EGb 761, a combinacdo destes procedimentos ainda
¢ desconhecida. Neste sentido, nosso estudo procura
demonstrar os efeitos do tratamento cronico com EGb 761
sobre a ansiedade, atividade motora e memoria de ratos
nadadores.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Os testes foram feitos com ratos machos da linhagem
Wistar, de 3 meses de idade e procedentes do biotério
central da Universidade Regional de Blumenau (SC). Os
animais foram alimentados com ragdo padrdo ¢ agua ad
libitum e mantidos em gaiolas coletivas com 5 animais, a
21£1°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica na Experimentagio Animal
de acordo com orientagdes institucionais.

Exercicio de Natacao

Os ratos foram divididos em 2 grupos, sendo um de
ratos sedentarios ¢ outro de nadadores. Os ratos do grupo
dos nadadores foram treinados para nadar por 30 minutos/
dia, 5 dias por semana, durante 8 semanas. Este exercicio
corresponde a uma intensidade abaixo do limiar anaerdbico
(Gobatto et al.,, 2001). O grupo dos sedentarios foi
manipulado exatamente da mesma forma como o grupo dos
nadadores, em um mesmo periodo de tempo e sem realizar
a natagdo, sendo colocados na agua rasa ¢ utilizados como
controle.

Protocolo Experimental

Foi utilizada nos experimentos a solugdo comercial
de extrato de Ginkgo biloba, denominada EGb 761
(Tebonin®, Nycomed Pharma Ltda., Jaguaritina, SP,
Brasil). Ela ¢ uma mistura de compostos ativos, incluindo
substancias flavandides e terpendides obtidas de folhas
verdes de Ginkgo biloba (Kleijnen & Knipschild, 1992).
Os ratos receberam tratamento cronico com salina ou EGb
761 (40 ou 80 mg/kg/dia por via oral) nos ultimos 30 dias
do treinamento de natag¢do. Os animais foram divididos
em 6 grupos para cada protocolo comportamental, estando
assim distribuidos: controle + salina (0 mg/kg/dia de EGb
761; n = 10), controle + EGb 761 (40 mg/kg/dia; n = 10),
controle + EGb 761 (80 mg/kg/dia; n = 10), exercicio +
salina (0 mg/kg/dia de EGb 761; n = 10), exercicio + EGb
761 (40 mg/kg/dia; n = 10) ¢ exercicio + EGb 761 (80 mg/
kg/dia; n = 10). Apds 24 horas do ultimo tratamento, os
animais foram submetidos, individualmente, aos testes
comportamentais em uma sala com isolamento acustico e
iluminado por uma lampada vermelha (60 Watts) situada a
150 cm acima dos aparatos.

Teste do labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado ¢ formado por dois
bragos abertos (50 x 10 cm) e dois bragos opostos, ambos
do mesmo tamanho, e fechados com paredes laterais de 40
cm de altura. Os bragos abertos e fechados, elevados 50 cm
do solo, cruzavam-se perpendicularmente formando uma
cruz, delimitada por uma area central de 10 x 10 cm. Cada
animal foi exposto durante cinco minutos ao labirinto em
cruz elevado (Pellow et al., 1985). Neste periodo, foram
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observados o nimero de entradas ¢ o tempo gasto em
ambos os bragos e no quadrante central.

Teste do campo aberto

O teste no campo aberto consistiu na mensuragao das
variaveis comportamentais dos individuos experimentais
colocados em uma arena limitada por uma parede circular
de 50 cm de altura e 280 cm de didmetro (Walsh &
Cummins, 1976). Para testar a atividade exploratoria e
locomotora, os animais foram colocados no campo aberto
para livre explorag@o por 5 minutos. Neste momento, foram
anotados os tempos de execu¢do das seguintes categorias
comportamentais: motilidade (movimentacao voluntaria),
imobilidade (ficar imével), exploragdo (elevar os membros
superiores, apoiado nos inferiores) e autolimpeza (passar
os membros superiores sobre a cabega).

Teste de reconhecimento de objetos

Quando os roedores sdo apresentados a objetos
familiares e novos, eles passam a maior parte do tempo
explorando o novo objeto. Este comportamento tipico tem
sido utilizado para desenhar um paradigma comportamental
conhecido como tarefa de reconhecimento de objetos
(Ennaceur & Delacour, 1988). O teste de reconhecimento
de objetos foi realizado em uma caixa de madeira circular
com 280 cm de didmetro ¢ 50 cm de altura. Todos os
animais foram habituados ao ambiente durante 4 dias,
tendo 5 minutos por dia para livre explora¢do do aparato
na auséncia de objetos. Os objetos feitos de vidro foram
fixados a arena com fita adesiva. Apds tratamento cronico
com salina ou EGb 761, os animais foram colocados na
arena, contendo dois objetos idénticos (A e B), para livre
exploracdo por 5 minutos. O teste foi repetido 2 horas
depois para avaliar a memoria de curta duragdo (MCD) e
24 horas depois do treino para testar a memoria de longa
duragdo (MLD). Nos testes, um dos objetos foi substituido
por outro (C, para MCD ou D, para MLD) e o rato foi
colocado na arena por mais 5 minutos. As posi¢cdes dos
objetos (familiar e novo) foram randomizadas e a arena
foi limpa entre um teste e outro. A Explora¢do ocorreu
quando os animais cheiravam ou tocavam o objeto com o
nariz ou as patas dianteiras. O tempo gasto explorando cada
objeto foi marcado por um observador que desconhecia o
tratamento recebido pelo animal e foi expresso em total de
tempo de exploragdo computado em segundos, permitindo
determinar a razdo de discriminagdo estabelecida a partir
da proporgdo de tempo de exploragdo do objeto novo em
relagdo ao objeto familiar (t _ /t

novo novo familiar) :

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média =+
erro padrao da média e submetidos a analise de variancia
(ANOVA tests), em que foram comparados os grupos de
sedentarios com os de nadadores sujeitados aos diferentes
tratamentos com salina ou EGb 761, seguido pelo pds-teste
de Newman-Keuls. Um nivel de significancia menor do
que 5% foi utilizado em todas as analises comportamentais
realizadas individualmente (p<0,05).
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RESULTADOS

No teste de labirinto em cruz elevado, a analise de
variancia revelou significativas diferengas em relagdo ao
tempo de permanéncia no quadrante central (F, ,=4.414; p
=0,021) entre o grupo de ratos que realizaram exercicio de
natag@o e foram tratados cronicamente com EGb 761 (40
ou 80 mg/kg/dia) e os demais, mas nao mostrou diferencas
significativas no que se refere ao tempo de permanéncia

dos animais nos bragos abertos (F, ., = 1.140; p=0,3512) e
fechados (F, ;= 0.7957; p = 0,5577; Figura 1A). A analise
de variancia também mostrou diferengas significativas
quanto ao numero de entradas nos bracos fechados entre
os ratos nadadores tratados com EGb 761 (F,, = 6.295;
p =0,001) em relagdo aos animais controles ou nadadores
tratados com veiculo, mas ndo mostrou diferencas no que
se refere ao niimero de entradas nos bragos abertos (F, ;; =
1.713; p = 0,1474; Figura 1B).

O Controle 0 mg EGb 761

300
O Controle 40 mg EGb 761
0 250 - O Controle 80 mg EGb 761
5 & Exercicio 0 mg EGb 761
& 200 @ Exercicio 40 mg EGb 761
c
© Exercicio 80 mg EGb 761
E 150 -
[H]
o
S 100 -
[}
£
5 501
|—
0 m
(A) Bragos Quadrante  Bragos
Abertos Central Fechados
10
]
o
c
7 7,5 1
©
®
£ 9
wg 54
[ S
S o
o
S
()
£
=
4
(B) Abertos Fechados

Figura 1. Respostas comportamentais no labirinto em cruz elevado de ratos controles submetidos ao exercicio de natagdo apds tratamento
cronico com EGb 761. (A) Tempo de permanéncia nos bragos abertos, fechados e no quadrante central. (B) Numero de entradas nos bragos
abertos e fechados. As linhas verticais representam o erro padrao da média; as barras representam a média dos grupos de camundongos (n

=10; *p=0,021; ***p = 0,001; teste de Newman-Keuls).

No teste de campo aberto, a analise de variancia
sobre os ratos nadadores tratados cronicamente com EGb
761 mostrou aumento significativo quanto ao tempo de
motilidade (FS’55 = 14.164; p = 0,01) e reducdo no que se
refere ao tempo de imobilidade (F, ; = 6.997; p = 0,01),
dados muito mais relevantes do que os apresentados
pelos demais grupos experimentais (Figura 2A). A analise
de variancia também mostrou diferencas significativas
quanto ao tempo de explorag@o de ratos nadadores tratados
com salina (FS’55 = 8.575; p = 0,001), mas ndo mostrou
diferencas em relagdo ao tempo de autolimpeza (F, , =
1.878; p =0,1138) quando relacionados aos diferentes tipos
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de tratamentos estabelecidos para os ratos controle e que
realizaram exercicio de natac¢do (Figura 2B).

No teste de reconhecimento de objetos, a analise
de variancia mostrou diferengas significativas quanto a
razdo de discriminagdo 24 horas apos o pre-teste (F,,, =
4.392; p = 0,02). Os ratos controles e nadadores tratados
com EGb 761 (40 ou 80 mg/kg/dia) ou nadadores tratados
com salina, quando comparados ao grupo controle tratado
com salina (Figura 3), apresentaram diferencas na razdo de
discriminacdo para o teste realizado 24 horas (memoria a
longo prazo), mas ndo ap6s 2 horas (F, ;, = 1.894; p>0,05;
memoria a curto prazo), quando comparados ao grupo
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controle tratados com salina (Figura 3). O teste de Newman- os ratos controles e/ou nadadores tratados com EGb 761
Keuls mostrou ndo haver diferengas significativas entre (p>0,05).
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Figura 2. Respostas comportamentais no campo aberto de ratos controles submetidos ao exercicio de natacdo apos tratamento cronico
com EGb 761. (A) Tempo de motilidade e imobilidade. (B) Tempo de explorag@o e autolimpeza. As linhas verticais representam o erro
padrdo da média; as barras representam a média dos grupos de camundongos (n = 10; **p = 0,01; ***p = 0,001; teste de Newman-Keuls).
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Figura 3. Razdo de discriminagdo (tnovo/tnovo + tfamiliar) no teste de reconhecimento de objetos de ratos controles e submetidos ao
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DISCUSSAO

Muitas mudangas comportamentais que ocorreram
apos atividade fisica ou tratamento com EGb 761 foram
estudadas em modelos animais de ansiedade (Ward et
al., 2002; Ang et al., 2006; Clark et al., 2008; Duman et
al., 2008; Mallet et al, 2009). Apesar dos mencionados
beneficios do treinamento fisico ou do tratamento com EGb
761, a implicacdo da combinagdo destes procedimentos
ainda ¢ desconhecida. Nossos experimentos indicam que
ratos sedentarios e/ou nadadores submetidos ao tratamento
cronico com EGb 761 ndo apresentam diferencas
estatisticamente significativas quanto ao tempo e ao nimero
de entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado,
parametros relacionados ao grau de ansiedade (Pellow
et al., 1985). Estas observagdes se opdem aos efeitos
ansioliticos do exercicio fisico voluntario ¢ do tratamento
com EGb 761 obtidos por outros pesquisadores (Ward
et al., 2002; Duman et al., 2008). Os mesmos resultados
foram obtidos anteriormente através de ratos submetidos
ao exercicio fisico ou tratamento com EGb 761 (Burghardt
et al., 2004; Walesiuk et al., 2005). Nestes experimentos, o
exercicio de natacdo ou tratamento cronico com EGb 761
ndo foram capazes de reduzir o estresse basal responsavel
pela ansiedade. Coletivamente, as pesquisas indicam que
0s mecanismos relacionados ao antiestresse nas respostas
ansiolitica da atividade fisica e/ou tratamento com EGb 761
apresentam uma forma diferente na mediacao de suas a¢des
em relacdo aos classicos ansioliticos e antidepressivos
(Porsolt et al., 1990; Woelk et al., 2007). Estes resultados
sugerem a possibilidade de o exercicio fisico ou EGb 761
produzirem diferentes efeitos sobre os indices de ansiedade
no labirinto em cruz elevado de acordo com o tipo de
protocolo experimental que os animais forem submetidos.

Apesar de o tratamento com EGb 761 (40 ou
80 mg/kg/dia) ndo induzir efeitos ansioliticos, nossos
resultados mostram um aumento em relagdo ao tempo de
permanéncia no quadrante central e ao numero de entradas
nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado nos ratos
nadadores tratados cronicamente com EGb 761, indicando
um aumento no conflito/avaliagdo de risco e na atividade
motora (Figura 1). A existéncia da plataforma central no
labirinto ¢ a oportunidade de escolha que este aparelho
oferece entre as areas protegidas e desprotegidas. Esta
plataforma central tem sido freqiientemente associada
a tomada de decisdo ou conflito aproximacdo/esquiva,
que seriam indicativos do conflito associado a situagdo
e a avaliagdo de risco (Rodgers et al., 1997). Os testes
realizados no campo aberto reforcam os resultados obtidos
no labirinto em cruz elevado, indicando um aumento na
atividade motora. Os ratos nadadores tratados com EGb
761 aumentam o tempo de movimentacdo espontanea
com a conseqiiente diminui¢cdo do tempo de imobilidade
(Figura 2A). O teste do campo aberto também mostrou
um aumento quanto ao tempo de exploragdo dos ratos
nadadores tratados com salina, sendo este efeito bloqueado
pelo tratamento crénico com EGb 761 (Figura 2B). Este
fato sugere um compartilhamento de mecanismos neurais
comuns, a0 menos parciais, decorrentes da ativagdo de
mecanismos responsaveis pelos processos neurobioldgicos
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basicos que aumentam a atividade exploratéria e a
movimentagdo espontdnea. Apesar dos mencionados
efeitos comportamentais do treinamento fisico e do
tratamento com EGb 761, a neuroquimica na combinagao
destes procedimentos ainda ¢ desconhecida.

Algumas pesquisas sugerem que a dopamina seria
um dos neurotransmissores responsaveis pelas modifica¢des
na atividade motora. Blecharz-Klin et al. (2009) mostraram
um aumento da atividade motora de ratos idosos tratados
cronicamente com EGb 761, que apresentaram elevacao
nos niveis de dopamina no estriado e hipocampo. Também
foi mostrado que o tratamento crénico com EGb 761 ¢
capaz de elevar as concentragdes de dopamina no cortex
pré-frontal de ratos (Yoshitake et al., 2010). Assim, o
aumento na atividade motora de ratos nadadores tratados
cronicamente com EGb 761 sugere modificacdes na
atividade dopaminérgica. Outro neurotransmissor envolvido
nas respostas comportamentais no tratamento crénico com
EGb 761 ¢ a serotonina (5-HT). O tratamento cronico com
EGD 761 aumenta as concentra¢des de 5-HT no cortex pré-
frontal e hipocampo de ratos, estruturas envolvidas com a
memoria e flexibilidade comportamental (Blecharz-Klin et
al., 2009), possivelmente em conseqiiéncia da inibi¢ao da
enzima monoamina oxidase (Rojas et al., 2004).

Nossos resultados também mostram que o exercicio
de natacdo e/ou tratamento cronico com EGb 761 modificam
de forma significativa a memoria de ratos submetidos ao
teste de reconhecimento de objetos. Ratos sedentarios
tratados com EGb 761 ou nadadores tratados com salina ou
EGD 761 aumentam a razao de discriminacao 24 horas apds
o pré-teste, sugerindo um aumento na memoria a longo
prazo (Figura 3). Estes resultados estdo de acordo com os
obtidos em outros estudos. A atividade fisica ou EGb 761
melhora a memoria no teste de reconhecimento de objetos
(Walesiuk et al. 2005; Cruz et al., 2009), possivelmente
através do aumento na atividade do sistema colinérgico
(Taylor, 1986; Ang et al., 2006). Entretanto, segundo analise
estatistica, nao ha diferengas significativas entre os ratos
nadadores tratados com salina ou EGb 761, mostrando que
o exercicio fisico ndo causa nenhum beneficio na aquisi¢cao
de informacdes em ratos tratados com EGb 761, mas
com efeitos semelhantes sobre a memoria a longo prazo.
Isso pode se dever, em parte, ao fato de estes animais ja
possuirem uma memoria normal. Existe um consenso de
que a memoria dos individuos normais, incluindo criangas,
adultos e animais experimentais, funciona o tempo todo
ao maximo de sua capacidade possivel, de acordo com a
modulagdo das vias nervosas (Izquierdo, 2003).

Apesar de alguns estudos terem mostrado resultados
promissores no que diz respeito aos efeitos ansioliticos
quando os animais sdo expostos a atividade fisica ou
tratamento com EGb 761 (Ward et al., 2002; Duman et al.,
2008), nossos dados sugerem que estes efeitos ndo podem
ser generalizados. Entretanto, ratos nadadores tratados
cronicamente com EGb 761 aumentam a atividade motora,
o conflito/avaliagdo de risco e melhoram os processos
cognitivos. Estes resultados levantam questdes sobre os
efeitos da combinagdo entre atividade fisica e tratamento
cronico com EGb 761 na neuroquimica do cérebro e suas
aplicagdes clinicas.
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ABSTRACT

Effects of Ginkgo biloba extract (EGb 761) and
repeated swimming on memory, anxiety
and motor activity of rats

Either ingestion of a Ginkgo biloba proprietary extract
(EGb 761) or physical exercise can enhance cognitive
functioning and alleviate symptoms of anxiety; however,
their combined effects have yet to be characterized.
Rats subjected to repeated oral administration of the
extract (40 or 80 mg/kg/day) and swimming exercise
exhibited an increased number of closed-arm entries
in the elevated plus-maze and decreased immobility in
the open field, suggesting an increase in motor activity.
In addition, the exercise of swimming increased the
exploration of the open field and chronic treatment
with EGb 761 could cancel this effect; this indicates
interaction between EGb 761 and swimming exercise,
which may show a common neurobiological substrate,
capable of reducing exploratory activity in swimming
rats. Analysis of behavior in the object-recognition test
showed that rats subjected to swimming exercise and/
or treatment with EGb 761, during tests of 24 hours,
spent more time exploring novel objects than familiar
ones. These results show that EGb 761 and/or physical
exercise have powerful effects on long-term memory.
However, the proposed anxiolytic characteristics of
EGDb 76 and swimming exercise may be questioned.
Keywords: Ginkgo biloba. Memory. Motor activity.
Elevated plus-maze. Object recognition. Open field.
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