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“’Cada pessoa que passa em
nossa vida, passa sozinha, é
porgue cada pessoa €
Gnica e nenhuma substitui
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nao se encontram por
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RESUMO

Como um parasita ou até mesmo um predador, o cancer compete com seu hospedeiro por
alimento, irrigacéo sanguinea e espaco. Destrdi e invade estruturas adjacentes, compromete o
funcionamento de 6rgdos, e se ndo diagnosticado precocemente, leva o individuo a obito. E
visivel o crescente interesse sobre fatores de risco ou combate a essa doenca. Este trabalho
visou verificar os possiveis efeitos do extrato de Ginkgo biloba (EGBv7s1), vegetal de
origem asidtica amplamente utilizado no tratamento de diversas doencas, em animais
portadores do tumor ascitico de Ehrlich, uma neoplasia murina muito empregada como
modelo experimental em estudos relacionados & oncologia. Para tanto foram empregados doze
camundongos da linhagem sui¢a, divididos em dois grupos: grupo teste e grupo controle.
Todos os animais foram inoculados com 10° células tumorais por via intraperitoneal e apds 24
horas do inoculo iniciou-se o tratamento. Os animais foram tratados com extrato de
(EGB761) ou com solucao fisioldgica, por via intraperitoneal uma vez ao dia, 0,1 ml, durante
sete dias. Posteriormente eutanasiados com dose letal de Ketamina e Xylasina para obtengédo
do lavado peritoneal, contagem de células tumorais e quantificacdo da producdo de o6xido
nitrico. O tratamento com (EGB7:1) em nossas condigdes experimentais favoreceu o
crescimento tumoral significativamente (controle: 13,8x10°+5,17 células tumorais/mL; teste:
50,0x10°+15,25 células tumorais/mL). O 6xido nitrico ndo esta relacionado a esta facilitagdo
do crescimento tumoral (controle: 1,13ug/mL=+0,17; teste: 0,99ug/mL+0,16).

PALAVRAS-CHAVE: Ginkgo biloba, neoplasia, oxido nitrico, tumor de Ehrlich.
POSSIBLE EFECTS OF GINKGO BILOBA EXTRACT IN ANIMALS WITH EHRLICH
ASCISTES TUMOR.



ABSTRACT

As a parasite or even a predator the cancer competes with its host for food, blood supply and
space. Destroys and Invades adjacent structures, affects the function of organs if not diagnosed
early and leads the individual to death. It is visible the growing interest in risk factors or
fighting this disease. This study aimed to evaluate the effects of the extract of Ginkgo biloba
(EGB 761), Asian plant widely used in treating various diseases, in animals with Ehrlich ascites
tumor, a murine tumor often used as an experimenial model in studies related to oncology.
Were used in this study twelve mice of Swiss strain divided into two groups: test
group and control group. All animals were inoculated with 10*  tumor cells
intraperitoneally. 24 hours after the inoculum began treatment. The animals were treated
with (EGBye1) extract or with physiologic serum Intraperitoneally once a day, 0.1 ml for
seven days. Later the animals were euthanized with a lethal dose of ketamine and Xylazin,
for obtaining peritoneal, Counting tumor cells and quantification of nitric oxide production,
the treatment with (EGB ;) in our experimental conditions favors the tumor growth
significantly.  (the group control: 13,8x10°t5,17 tumor cells/mL; the test group : :
50,0x10°+15,25 tumor cells/mL) The nitric oxide is not related to this facilitation of tumor
growth, because we found no significant difference in the group treated with G.B and
control group (the control group: 1,13ug/mL+0,17; the test group: 0,99ug/mL=0,16).

Key-Word: Cancer, Ginkgo biloba



INTRODUCAO

Estima-se que em 2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas em todo o
mundo, o Cancer tenha sido responsavel por aproximadamente 13%; o que representa um total
de 13 milhdes de 6bitos (INCA, 2008).

Na literatura, existem algumas defini¢des sobre o que é uma neoplasia, a mais aceita
foi dada por Willis, eminente oncologista inglés, segundo ele uma neoplasia é: “Uma massa
anormal de tecido cujo crescimento excede e estd descoordenado daquele dos tecidos
normais, persistindo de mesma maneira excessiva apds o término do estimulo que induziu a
alteracdo” (Kumar et al., 1994).

Uma neoplasia é essencialmente caracterizada pela proliferacdo descontrolada de
células anormais do nosso organismo, que apds sofrerem sucessivas divisdes assumem a forma
de um tumor, que por sua vez, é capaz de induzir o crescimento de novos vasos sanguineos,
processo essencial para sua nutricdo e vascularizagdo sanguinea, denominado como
angiogénese. Levando-se em consideragdo que essa massa apesar de ter fungdes
independentes, ndo pode ser considerada totalmente autdbnoma, pois depende inteiramente de
seu hospedeiro para sobreviver, uma vez que sem ele ndo possuiria alimentacdo necesséria
para seu desenvolvimento (Porth, 2004).

Algumas substancias exercem importantes fungfes em relacdo a essa doenga: O
TNF (fator de necrose tumoral) desempenha um papel essencial na iniciagdo da resposta
imunolégica inflamatéria & infeccdo, resposta essa que é também observada em transtornos
neoplasicos, podendo ser classificado em: TNF- B e TNF-a; temos, que esse Ultimo é
produzido por diversos tipos de células, incluindo: macrdfagos, linfocitos T e células NK
(Roitt; Brostoff; Male, 1999).

Alguns estudos sugerem que o extrato de Ginkgo biloba (EGB7s1) possua potencial
antitumoral, em experimento realizado com células do carcinoma hepatocelular, demonstrou-se
que esse composto é capaz de inibir a proliferagdo de células neoplasicas (Chao et al.,
2004).

(EGB 761) € um extrato padronizado de folhas secas de Gingko biloba, contendo:
flavonoides e terpendides, presentes em concentracdes iguais a 24% e 6 % respectivamente (Su
et al., 2000). Caracterizado também pela presenca de flavonoides equivalentes em quercetina
(Banov et al.; 2005).

Extratos preparados a partir de plantas medicinais, ou entdo de outras fontes naturais

possuem em sua composicdo uma grande variedade de moléculas com uma significativa



atividade bioldgica. Infelizmente, isso frequentemente é dificil de analisar, devido aos seus
compostos naturais e a possibilidade de terem ou ndo um efeito favoravel para o individuo.
(Watanabe et al., 2001).

O Ginkgo biloba é uma &rvore de origem asiatica, podendo alcancar 40 metros de
altura chega a sobreviver até 4 milhGes de anos, considerada sagrada no oriente desde os
tempos ancestrais, pode ser constantemente encontrada em templos japoneses e chineses
(Tyler, 1992).

Esse vegetal estd entre os produtos boténicos mais comercializados na Europa e nos
Estados Unidos, encontra-se na farmacopeia chinesa para o tratamento de disfungdes
cardiopulmonares. Sendo descrito também como agente terapéutico para doencas
cardiovasculares, e pelo seu possivel potencial em retardar os sintomas referentes & doencgas
relacionadas a perda de memoria (Lorenzi; Matos, 2000).

Em estudo realizado na Universidade do Sagrado Coragéo, constatou-se que esse
extrato é capaz de interferir na gestacdo reduzindo o nimero de fetos em fémeas de Rattus
norvegicus, o que indica uma possivel perda pré-implantacdo (Cuan; Pedroso; Heubel,
2009).



METODOLOGIA Delineamento experimental:

Neste estudo serdo utilizados 12 camundongos da linhagem suica, distribuidos em
dois grupos: grupo teste e grupo controle. Todos os animais serdo inoculados com 10*
células tumorais por via intraperitoneal e apds 24 horas do inoculo sera iniciado o
tratamento. Os animais serdo tratados com extrato de Ginkgo Biloba ou com solugdo
fisioldgica, por via intraperitoneal uma vez ao dia, 0,1 ml.

Apoés 6 dias os animais serdo eutanasiados com dose letal de ketamina e xylasina.
Serd recolhido o lavado peritoneal e posteriormente realizada: Avaliagdo do crescimento

tumoral e quantificacdo da producéo de 6xido nitrico.

Animais:

Foram utilizados camundongos suigos, machos, com idade entre 30 e 45 dias e
procedentes do Biotério Central da Universidade do Sagrado Coracdo. Durante o0s
experimentos, os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno. Foram tratados com
ingestdo de &gua e racdo comercial especifica para camundongos "ad libitum", em condic6es

controladas de luz e temperatura.
Neoplasia:

Foi empregado o tumor de Ehrlich (Ehrlich e Apollant, 1905) As células neopléasicas
foram mantidas in vivo por repiques semanais, através do implante de 10 células tumorais
por via intraperitoneal (i.p.). A determinacdo do ndmero total de células neoplésicas
inoculadas por animal foi realizada através da contagem em camara de Neubauer,
empregando-se apenas as suspensdes onde a viabilidade celular foi superior a 95% (teste de

exclusdo do Azul Trypan).

Tratamento:

Os animais foram tratados com extrato de Ginkgo Biloba (EGBv¢) diluido em etanol
e égua destilada na dose de 80mg/kg de peso uma vez ao dia, por via intraperitoneal, num

volume de 0,1ml.



Obtencdo do lavado peritoneal para avaliacdo da produgdo de Oxido nitrico e

contagem de células.

Com auxilio de seringa descartavel foram inoculados 3ml de solucéo fisiologica na
cavidade peritoneal. O abdome do animal foi massageado e posteriormente realizado uma
incisdo no abdome com o objetivo de se introduzir uma pipeta automatica e recolher o

lavado peritoneal. Todo este procedimento foi realizado apos a eutandsia do animal.

Contagem de células tumorais:

Apbs a obtengdo do lavado peritoneal, foi realizada a contagem de células em

camara de neubauer.

Quantificacdo da producéo de N.O:

A determinagdo da concentragdo de nitrito € uma forma indireta de se determinar a
concentracdo de 6xido nitrico (NO). Este procedimento foi feito utilizando-se o método de
Griess, este método quantifica indiretamente a producéo de NO pela determinacdo de nitritos
e nitratos acumulados no sobrenadante das células, apds o tratamento (Moshage, 1995).Para
tanto a cada 0,2ml de lavado peritoneal foi acrescido de 1,8ml do reativo de Griess
(sulfanilamida a 1% em 4&cido fosférico a 5% e Naphtylenediamina a 0,1% em &gua
destilada). Como branco do teste empregamos 1,8ml de solucdo fisiolégica acrescido de
0,2ml do lavado peritoneal. A reagdo ocorreu num periodo de 20min, ap6s o qual foi realizada
a leitura em espectrofotdmetro (CELM) em comprimento de onda 540nm. O calculo dos
resultados foi realizado através da comparagdo do comprimento de onda dos testes com o

comprimento de onda de um padrdo com 100ug de nitrito/ml.

Analise estatistica:

Foi empregado o Teste T de student na comparagdo da varidvel tratamento sobre os
pardmetros crescimento tumoral e a producdo de 6xido de nitrico. O estudo estatistico foi

realizado com auxilio do software Sigma Stat, versdo 3.1 (Jandel Scientific).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento com o extrato (EGBys;)
em animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich. Para tanto, foram avaliados os seguintes
pardmetros: crescimento tumoral e produgdo de éxido nitrico.

Apo6s a anélise, constatamos que, em nossas condi¢cBes experimentais, o tratamento
com o extrato favoreceu significativamente o crescimento tumoral. Resultados demonstrados
na tabela 01 e grafico 01.

O crescimento neoplasico ¢ acompanhado da produgdo de uma resposta imune
antitumor. Porém a medida que o tumor evolui esta resposta deixa de ser eficaz e células de
defesa sdo “recrutadas” para trabalhar a favor do tumor. Esta resposta é modulada positiva
ou negativamente por uma grande variedade de mediadores quimicos, a maioria de natureza
proteica e de baixo peso molecular. Dentre eles se destaca o TNF-a (fator de necrose
tumoral-a) € produzido por diversos tipos de células, incluindo: macrofagos, linfocitos T e
linfocitos natural killer (NK). Além de também apresentar uma atividade estimulante em
relacdo a essas células imunoldgicas (Sharon, 1998) (Roitt; Brostoff; Male, 1999).

A imunidade celular exerce papel fundamental no controle do crescimento neoplésico,
com participacdo principal de linfécitos T, linfocitos NK e macréfagos. Linfécitos T,
quando expostos a células tumorais liberam linfocinas e inibem crescimento de células
neoplasicas, as células NK sdo capazes de provocar a lise de células tumorais, e os
macrdfagos as eliminam de nosso organismo pelo mesmo mecanismo que utilizam para
eliminacdo de microrganismos (Lamano, 2008) (Roitt; Brostoff; Male, 1999), ou seja,
através da lise induzida por enzimas digestivas e pela producdo de substancias toxicas
derivadas do oxigénio (EROs).

Comprovadamente, o0 (EGBz;:) levou a reducdo dos niveis de TNF-o em
experimento realizado com ratos Wistar (Jiao et al.; 2005) (Yan-Hong et al.;2006). Além
disso, (Kotakadi et al., 2008) demonstrou que o (EGB-761) suprime a ativagdo de macrdfagos
e causa a apoptose em células T citotoxicas. Outros experimentos realizados com o extrato
demonstram também uma diminuicdo dos niveis de TNF-a (Chen et al.; 2003).

Em nosso modelo iniciamos o tratamento tumoral com EGB-761 em uma fase de
seu desenvolvimento onde ha participacdo efetiva de macrofagos e linfocitos NK no
controle do crescimento tumoral.

Além disso, o desenvolvimento neopladsico, nem sempre € constante, sendo



frequentemente modificado por alguns fatores, entre eles: suprimento sanguineo (Porth, 2004).

Podemos afirmar que um ambiente altamente vascularizado é ideal para esse
crescimento. Dessa forma, atribuimos também, que esse aumento neoplasico deve-se a
intensificacdo do fluxo sanguineo, pois o (EGB 76;) além de causar vasodilatacdo auxilia
também no aumento da circulacdo do hospedeiro (Wu et al., 2007).

Através do experimento realizado com o extrato de (EGB7s1) em animais portadores do
tumor ascitico de Ehrlich, obtivemos resultados os quais nos levam a afirmar que: esse
composto aplicado dentro de nossas condigdes experimentais efetivamente auxiliou no
desenvolvimento neopldsico dos animais. Crescimento esse que podemos atribuir a
possivel reducdo das células de defesa do hospedeiro e também devido ao fato de Ginkgo
biloba aumentar a circulagdo sanguinea, o que proporciona um ambiente bastante
vascularizado que é considerado extremamente favordvel para o desenvolvimento de células
tumorais, pois é certo que essas novas células necessitem de energia e alimentacdo para
sobreviverem e se desenvolverem adequadamente.

O Oxido nitrico possui uma grande complexidade de efeitos, podendo contribuir
para a regressdo de tumores, ou até mesmo auxiliar em seu desenvolvimento (Costa et
al.,2003). Neste trabalho observamos que ele ndo esta relacionado com a facilitagdo do
crescimento tumoral, pois ndo constatamos diferengas significativas entre o grupo teste e o

controle. Resultados descritos na tabela 02 e gréafico 02.

Tabela 01. Efeito do tratamento com (EGB 761) sobre o nimero de células tumorais

presentes no lavado peritoneal de animais portadores do TAE.

Tratamento® N células tumorais (x10°/mL)
Soro Fisioldgico 13,80 + 5,17 °°
Gingko biloba 50,00 + 15,25~

a- animais tratados com solugdo fisiologica (0,1ml, ip, 1x/dia), ou com GB (80mg/kg de peso, 0, 1 ml, ip,
1x/dia).

b- Resultados expressos em media + desvio padrao;

C- n= 6 animais por grupo;

* P<0,005 na comparagao com o grupo tratado com soro fisiologico.
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Gréfico 01. Efeito do tratamento com (EGB 761) sobre o n° de células tumorais.

Tabela 02. Efeito do tratamento com (EGB 761) sobre a producédo de 6xido nitrico (NO) no

lavado peritoneal de animais portadores do TAE.

Tratamento® NO (ug/100mL)
Soro Fisiolégico 1,13 +0,17°°
Gingko biloba 0,99 + 0,16

a- animais tratados com solugdo fisioldgica (0,1ml, ip, 1x/dia), ou com GB (80mg/kg de peso, 0, 1 ml, ip,
1x/dia).
b- Resultados expressos em media + desvio padrao;

c-n=6 animais por grupo.
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Gréfico 02. Efeito do tratamento com (EGB 761) sobre a producao de 6xido nitrico.




CONCLUSAO:

Concluimos que o extrato de Ginkgo Biloba (EGB761) dentro de nossas condicfes
experimentais aumentou significativamente o nimero de células neoplésica, atribuindo um
crescimento tumoral nos animais tratados com essa substancia em relacdo aos do grupo
controle.

O oOxido nitrico ndo foi alterado significativamente dentro desse experimento,
permanecendo similar em ambos os grupos avaliados, constatamos dessa forma, que essa

espécie reativa de oxigénio ndo teve influéncias sobre o aumento neoplésico do estudo.
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