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Resumo: Ginkgo biloba L. é uma planta medicinal amplamente utilizada pela populacdo mundial para o
tratamento de insuficiéncia cerebral, doengas vasculares e outras enfermidades. No presente trabalho foi
avaliada a atividade clastogénica e/ou aneugénica do extrato das folhas de Ginkgo biloba L. (EGb 761)
pelo teste de micronlcleo em eritrécitos policromaticos da medula 6ssea de camundongos. Grupos de
cinco animais foram tratados com extrato EGb 761 por via gavage com doses de 50 mg/kg, 100 mg/kg
e 200 mg/kg. Para todas as doses utilizadas, a freqliéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados
(EPCMN) foi avaliada no tempo de 24 horas pds-tratamento. A preparagdo citoldgica foi realizada de
acordo com a metodologia de Heddle. A citotoxidade foi avaliada pela relagdo de eritrdcitos policroma-
ticos e normocromaticos (EPC/ENC). Os resultados mostraram que o EGb 761 ndo provocou aumento
significativo (p>0,05) na freqiiéncia de EPCMN em relacdo ao grupo controle negativo. Nao foi observada
citotoxicidade para todas as concentragdes utilizadas (P>0,01) em relagdo ao grupo controle negativo.
Dessa maneira, pode-se sugerir que EGb 761 ndo apresentou atividade mutagénica e/ou citotdxica nas
condigOes experimentais executadas.

PaLAvrRAs-cHAVE: camundongos, citotoxicidade, extrato Ginkgo biloba, mutagenicidade, teste do micro-
nucleo.

ABsTRACT: Ginkgo biloba L. is a medicinal plant widely used worldwide for the treatment of cerebral in-
sufficiency, vascular diseases and various other illnesses. In the present study, the clastogenic and/or
aneugenic activities of G. biloba L. leaf extract (EGB 761) were evaluated using mouse bone marrow
micronucleus assay in polycromatic erythrocytes. Groups of five animals were treated with EGB 761 by
gavage administration in doses of 50 mg/kg, 100 mg/kg, and 200 mg/kg. For all the doses, the micro-
nucleated polycromatic erythrocytes frequency (MNPCE) was evaluated after 24 hours of treatment. The
cytological preparation was carried out according to Heddle methodology. The cytotoxicity was evaluated
by the relationship between the polycromatic and normocromatic frequency (EPC/ENC). The results indi-
cated that EGb 761 did not provoke a significant increase of MNPCE (P>0.05) compared to the negative
control group. Cytotoxicity was not observed in all concentrations utilized (P>0.01) compared to the
negative control group. Thus, it can be suggested that EGb 761 did not present mutagenic nor cytotoxic
effects under these experimental conditions.

Key words: mice, cytotoxicity, extract Ginkgo biloba, mutagenicity, micronucleus test.

INTRODUGAO
AS plantas sempre foram empregadas mundial utiliza plantas como fonte priméria
como fonte comum de medicamentos. Atual- de diversos agentes medicinais (Cordell, 1995).

mente, estima-se que mais de 80% da populacao Entretanto, os compostos derivados de plantas



podem conter constituintes que exercem efeitos
colaterais indesejaveis (Shaw et al., 1997). Assim,
os fitoterdpicos devem ser avaliados sob diversos
aspectos, tais como eficacia, qualidade e segu-
ranca (Couzinier & Mamatas, 1986; Saller et al.,
1998; De Smet, 1995).

Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae) € uma arvo-
re de origem chinesa que tem sido extensivamen-
te cultivada na Europa, Australia, Japao, Coréia
e Estados Unidos (Kunitomo et al., 2002). O uso
medicinal dessa planta pode ser remontado ha
5000 anos, na tradicional medicina chinesa. O
extrato padronizado derivado dessa planta,
denominado Extrato de Ginkgo biloba (EGb 761),
¢ atualmente o fitoterapico mais receitado na
Inglaterra e Franga para tratamento de ma cir-
culacao cerebral e doencas vasculares, embora
muitos estudos sugiram que pode ser capaz de
atuar também na cogni¢do, memdria, ansiedade
e regulacdo génica (Auclair et al., 2004; Chen et
al., 2005).

Os principais constituintes ativos do ex-
trato medicinal de folhas de G. biloba incluem
22-27% de flavondides glicosidicos, 5-7% de
terpenos lactonas e menos que 5 mg/g de acidos
ginkgolicos (DeFeudis, 1998).

Varios estudos realizados anteriormente
mostraram que as folhas de G. biloba desem-
penham papéis importantes no melhoramento
da circulagao, particularmente a circulagao
cerebral. (Kleijnen & Knipschild, 1992; Oken et
al., 1998; Wadsworth & Koop, 2001). Também
desempenham fungdes importantes na circulagao
vascular, memoria, fungao cognitiva, ansiedade
e regulacdo génica (Cohen-Salmon et al., 1997;
Elovic & Zafonte, 2001; Thiagaraja et al., 2002;
DeFeudis, 2003; Rioufol et al., 2003). Muitos dos
efeitos farmacologicos de G. biloba sao atribuidos
aos flavonodides e terpenos presentes em seus
extratos (Porsolt et al., 1990; Rapin et al., 1994;
Amri et al., 1996; Bastianetto & Quirion, 2002;
Zhao & Li, 2002).

Entretanto, o EGb 761 pode conter consti-
tuintes que apresentam agdes citotdxicas, genoto-
xicas, alergénicas e imunotoxicas (Jaggy & Koch,
1997; Siegers, 1999; Westen-dorf & Regan, 2000;
Koch et al., 2000; Ahlemeyer et al., 2001). Assim,
¢ de grande interesse que se consiga identificar
compostos com propriedades farmacoldgicas e
que nao apresentem atividade genotdxica.

Tendo em vista a ampla utilizacao do G.
biloba como fitoterapico pela populagao mundial,
torna-se importante avaliar possiveis efeitos

adversos que o extrato possa vir causar a saude
humana. No presente trabalho foi avaliado o
potencial mutagénico e citotoxico do extrato
de folhas de G. biloba (EGb 761) pelo teste do
microntcleo em eritrocitos de medula 6ssea de
camundongos.

O teste do micronticleo em medula 6ssea
de roedores in vivo visa detectar e quantificar a
a¢ao mutageénica e/ou anti-mutagénica de agen-
tes indutores, sendo amplamente aceito pelas
agencias internacionais e institui¢des governa-
mentais como parte de uma bateria de testes
recomendada para se estabelecer a avaliagao e
o registro de novos produtos quimicos e farma-
céuticos que entram anualmente no mercado
mundial (Choy, 2001). Esse ensaio apresenta
algumas vantagens em relacao aos outros, entre
as quais podem ser citadas sensibilidade, custo
e confiabilidade. Esse teste pode ser executado
praticamente em qualquer populagao de células
que esteja em constante divisao, sendo a me-
dula 6ssea de mamiferos uma das regides mais
adequadas, visto que suas células levam de 22
a 24 horas para completar um ciclo de divisao
(Heddle, 1973).

MATERIAL E METODOS

CAMUNDONGOS

No presente estudo foram utilizados 25
camundongos machos, saudaveis, da espécie
Mus musculus out bred, linhagem Swiss Webster,
procedentes do Biotério Central da Universidade
Federal de Goids, Goiania, pesando entre 30 e
40 g, com idade de 8 a 12 semanas. Os animais
foram trazidos 5 dias antes da realizacao do ex-
perimento para o laboratdrio, onde foram manti-
dos a temperatura ambiente, que ficou em torno
de 25 + 2 °C. Durante esse periodo, os camun-
dongos foram mantidos em gaiolas de plastico
com dimensoes de 40x33x16 cm, forradas com
serragem de madeira trocada diariamente. Os
animais foram alimentados com racao comercial
e agua oferecidas “ad libitum”. Em cada gaiola
foram colocados no maximo cinco animais e pelo
menos apos cinco dias de permanéncia no local
¢ que foram iniciados os experimentos.

ExTrATO DE GinkGo BiLosa (EGs 761)

Oextrato de G. biloba EGb 761 (lot. niumero:
GB001128) foi obtido na India por intermédio
da Faculdade de Farmacia da Universidade



Federal de Goias.

DroGAs E REAGENTES

Neste estudo foram utilizados os se-
guintes reagentes e drogas : Mitomicina C
(MMC) - C ,H N,O, (Bristol-Myers Squibb),
giemsa (Doles), metanol P.A. - CH,O (Ecibra),
soro bovino fetal inativado/estéril (Nutricell),
fosfato de sodio dibasico - Na,HPO, 7H,O P.
A. (Vetec), fosfato de sédio monobasico P. A.
- NaH,PO,H,O (Vetec).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Grupos de cinco animais foram tratados,
via gavage, com doses de 50 mg/kg, 100 mg/kg
e 200 mg/kg de EGb 761. No controle negativo
foi utilizada H,O destilada esterilizada e no
controle positivo, 4 mg/kg de MMC. Decorridas
24 horas o tratamento, os animais foram sacri-
ficados por deslocamento cervical e tiveram
ambos os fémures retirados. As epifises dos
fémures foram entao cortadas e a medula dssea
aspirada com 1 mL de soro bovino fetal (SBF).
Apods completa homogeneizagao da medula no
soro, esta foi centrifugada a 300xg por 5 min. O
sobrenadante foi parcialmente descartado e o
precipitado de células foi homogeneizado com
pipeta Pasteur. Uma gota de suspensao celular
foi transferida para uma lamina de vidro, onde
foi feito o esfregaco. Apds secagem das laminas,
estas foram fixadas em metanol absoluto du-
rante 5 min. e coradas em corante Giemsa por
15 minutos. Posteriormente, as laminas foram
lavadas em agua corrente e secas em condigdes
ambientais per noite. Para cada animal foram
confeccionadas quatro laminas, das quais duas
foram utilizadas na contagem.

ANALISE CITOGENETICA

Para a avaliagao da atividade mutagénica
do extrato, foram analisados micronucleos
de eritrocitos policromaticos em 2000 EPC,
conforme Schmid (1975). Para a determinacao
da atividade citotoxica, foram computados
2000 EPC e determinada simultaneamente a
freqiiéncia de ENC. A confeccao das laminas e
a contagem foram realizadas pelo procedimento
duplo-cego e as laminas foram examinadas no
microscopio Olympus BH-2 em objetivo de
imersao (10x100), utilizando-se duas laminas
para cada animal.

ANALISE EsTATiSTICA

Na andlise da atividade mutagénica da
planta, os resultados da freqiiéncia da EPCMN
induzidos com diferentes doses do EGb 761
foram comparados com o do grupo controle
negativo (agua destilada) e o do grupo controle
positivo pelo t-Student, tendo sido considerados
significativos valores de P<0,05. Na avaliacao
da citotoxicidade da planta, a relacao EPC/ENC
com diferentes doses do extrato foi comparada
com a do grupo controle negativo e a do grupo
controle positivo utilizando-se o teste Qui-qua-
drado, tendo sido considerados significativos os
valores de P<0,01.

REsuLTADOS

Os resultados das freqiiéncias de EPCMN
e darelagao EPC/ENC estao apresentados na Ta-
bela 1. Pode-se verificar que os resultados obtidos
com o tratamento usando EGb 761 na dose de 50
mg/kg do peso corpdreo do animal apresentaram
média de 7,6 EPCMC/2000. Observou-se que com
essa dose, a quantidade de EPCMN obtida foi
similar a encontrada no controle negativo (6,6
EPCMN/2000) (P>0,05). Do mesmo modo, nas
doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg , foram obtidas,
respectivamente, médias de 6,8 EPCMN e 6,8
EPCMN. Esses resultados também nao mostra-
ram diferencga significativa (P>0,05) em relagao
ao controle negativo (X=6,6). Assim, pode-se
sugerir que o EGb 761 nao apresentou agao
genotoxica nas doses utilizadas. Todas as doses
utilizadas de EGb 761 (50 mg/kg, 100 mg/kg e
200 mg/kg) apresentaram diferenga significativa
em rela¢ao ao grupo controle positivo MM(4 mg/
kg) (P<0,05).

Em relagdo a citotoxicidade (Tabela 1),
para todas as doses utilizadas (50 mg/kg, 100
mg/kg e 200 mg/kg), ndo foi constatada diferenca
significativa da relagdo EPC/ENC em relagao ao
grupo controle negativo (P>0,01). Todas as doses
utilizadas apresentaram diferenca significativa
darelagao EPC/ENC em rela¢ao ao grupo contro-
le positivo (P<0,01). Assim, pode-se sugerir que
o EGb 761 nao exibiu atividade toxica.

Discussio

O consumo de produtos naturais, incluindo
extratos de plantas medicinais, tem aumentado
acentuadamente nas ultimas décadas. Apesar da
ampla utilizacdo desses medicamentos naturais,
pouca informagao encontra-se disponivel sobre



os riscos que oferecem a satide humana. Sabe-
se que as plantas nao sao tao “indcuas” como
parecem, pois, durante o processo evolutivo, as
plantas desenvolveram mecanismos naturais
de defesa contra ataques de microrganismos,
fungos, insetos e outros animais predadores
(Pereira, 1999). No presente trabalho foi avaliada
a atividade mutagénica e citotoxica do EGb 761
pelo teste do micronticleo em eritrocitos policro-
maticos da medula 6ssea de ca-mundongos. O
referido teste é um ensaio de curta duragao que
tem sido amplamente empregado para avaliar o
potencial mutagénico (clastogénico e/ou aneu-
génico) e citotoxico de substancias in vivo. Esse
ensaio tem sido amplamente utilizado por ser de
execugao rapida, de grande sensibilidade e por
utilizar animais vivos, o que inclui fatores como
absorc¢ao, distribuicao e metabolismo da substan-
cia a ser avaliada (Sei-Ichi & Isao, 2001). Como os
camundongos apresentam padrdes metabolicos
similares aos humanos (Boone et al., 1990), a via
de administragao escolhida para a substancia teste
foi oral (v.0.). O tempo de tratamento escolhido
foi de 24 horas, pois, segundo Heddle (1973), as
células da medula dssea de mamifero levam de 22
a 24 horas para completar um ciclo de divisao.
Os resultados do presente estudo mos-
traram, conforme o esperado, que a freqiiéncia
de eritrécitos policromaticos micronucleados
(EPCMN) foi elevada nos animais tratados com
MMC (controle positivo) e baixa nos tratamentos

com agua destilada estéril (controle negativo).
O EGb 761, nas doses de 50 mg/kg, 100 mg/kg e
200 mg/kg, nao provocou aumento significativo
(p>0,05) na freqiiéncia de EPCMN em relagao
ao grupo controle negativo. Dessa maneira, nao
se observou a presenca de agao genotdxica do
extrato nas condigOes experimentais executadas.
Todas as doses utilizadas do EGb 761 (50 mg/kg,
100 mg/kg e 200 mg/kg) apresentaram diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle positivo
MMC (4 mg/kg) (P<0,05). Esses resultados estao
de acordo com o esperado.

Sabe-se que a relacao entre EPC e ENC pode
indicar a toxicidade de uma substancia em ensaio.
Segundo Mavournin et al. (1990), a razao entre
a freqtiéncia de EPC e ENC decresce quando a
substitui¢ao dos EPC originados dos eritroblastos
¢ deprimida. Pelos resultados obtidos, verificou-se
que ndo houve decréscimo estatisticamente signi-
ficativo da relacao EPC/ENC em comparacao ao
controle negativo em todas as doses (P>0,05). As-
sim, foi observado que o EGb 761 nao apresentou
atividade citotdxica nas condi¢des experimentais
utilizadas.

ConNcLusAO

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir
que o extrato de folhas de G. biloba. (EGb 761)
nao apresentou atividade mutagénica e citoto-
xica para todas as doses testadas nas condi¢oes

Tabela 1. Freqiiéncia de microntucleo (MN) em eritrécitos policromaticos (EPC) da medula 6ssea de
camundongos e a relagdo EPC/ENC ap6s 24 horas de tratamento com extrato de Ginkgo biloba (EGb761)

em diferentes doses.

Eritrécitos policromaticos micronucleados (EPC- EPC/ENC
Tratamento MN/2000)
Dados Individuais X+S X+S
50 mg/kg EGB p.o 9,95,8,7 7,6 +1,67 ab 1,120 £ 0,073 cd
100 mg/kg EGB p.o. 8,6,8,8, 4 6,8+1,78 ab 0,971+0,15 cd
200 mg/kg EGB p.o. 3,9,7,87 6,8 +2,28 ab 0,987 +0,254 cd
C(+): MMC 4 mg/kg i.p. 30, 36, 31, 42, 33 34,4+4,82b 0,483 +0,110d
C(-): HZO destilada 8,59,4,7 6,6+2,07 a 0,987 +0,254 ¢

a- Nao foi constatada diferenca significativa em relagdo ao grupo controle negativo pelo teste t-Student

(P>0,05);

b- Difere estatisticamente em relacdo ao grupo controle positivo (MMC) pelo teste t-Student considerando

significativos valores de P<0,05;

c- Ndo foi constatada diferenca significativa em relacdo ao grupo controle negativo pelo teste Qui-

quadrado (P>0,01);

d- Foi constatada diferenca significativa em relagao ao grupo controle positivo pelo teste Qui-quadrado

(P<0,01).



experimentais utilizadas.
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