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1. INTRODUCAO:

A planta Ginkgo biloba L. € uma arvore nativa da China pertencente a familia Ginkgoaceae,
cultivada extensivamente na Europa, Australia, Japao, Coréia e Estados Unidos, que apresenta
constituicdo quimica rica em terpenos, flavondides, hidrocarbonetos de cadeia longa, derivados do
acido anacardico (ou ginkgolicos) e compostos nitrogenados de baixo peso molecular. (Feistel,
1994).

O Ginkgo biloba é utilizado na terapéutica em larga escala e varias propriedades ja foram
descritas tais como antioxidante,modulador da atividade neuronal, vasodilatador, protetor da
barreira hemato-cefalica, anticoagulante, antibacteriano, antiinflamatério, anticlastogénico e agente
protetor contra a lise de eritrécitos ( Emerit et al., 1999; Batistuzzo et al., 2000; Mazzanti et al.,2000;
Diamond et al.,2000; Goh et al., 2003; Wojtaszek et al., 2003).

A deteccgao de substancias que possam modular os efeitos genotdxicos de agentes quimicos e
fisicos é de grande importancia, pois pode auxiliar pelo menos parcialmente no entendimento dos
mecanismos de agao de agentes genotdxicos, bem como contribuem na diminuigdo das alteragoes
génicas que podem resultar no aparecimento de doengas (TAKAHASHI et al., 2001).

Assim, o objetivo do presente trabalho é detectar os possiveis efeitos antigenotdxicos do
extrato de Ginkgo biloba L., avaliando seu possivel efeito atenuante na agdo genotdoxica da MMC,
que é um agente sabidamente mutagénico, utilizando-se o teste de indugdo do profago A
(Induteste). A justificativa da avaliagdo da acdo genotoxica e antigenotoxica do G. biloba L. &
baseada na ampla distribuicdo dessa planta no mundo e sua larga utilizagao pela populagao.

Os resultados positivos dos testes de antigenotoxicidade podem levar a contribuir para uma

maior utilizacdo do extrato de Ginkgo biloba L. como fitoterapico, e protetor da agao de agentes
genotoxicos .

2. METODOLOGIA:

Materiais:

Foram utilizadas no presente trabalho as seguintes cepas bacterianas, todas derivadas de
Escherichia coli : cepa lisogénica ( WP»S(A)) e cepa indicadora (RJF013).0 extrato de Ginkgo

utilizado foi o extrato Egb 761 Lot. GB001128, original da China e obtido por intermédio da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias. Os Meios de cultura e Tampao



utilizados foram: Meio LB , Meio LB 72 maltose/ampicilina , Meio liquido LB ,TOP Agar e Tampao
Sulfato de Magnésio.

Procedimento experimental:
Sobrevivéncia bacteriana em funcio da dose de Ginkgo com doses constantes de MMC:

Com o intuito de determinar a acao anticitoxica do Ginkgo biloba L. foi realizada a curva de
inativagdo celular, utilizando-se tratamento simultdneo de diferentes doses de extrato com doses
constantes de MMC. O procedimento experimental resume-se da seguinte maneira: A cepa
WP,S(A), em fase exponencial de crescimento foi centrifugada a 5000 rpm, por 15 minutos e
ressuspensa em igual volume de tampéao sulfato de magnésio, 1 ml dessa cultura foi adicionada em
diferentes doses de extrato de ginkgo e dose contante de MMC e incubadas por 25 minutos a 37° C
no shaker. Apds,aliquotas dessas culturas foram convenientemente diluidas em tampéao sulfato de
magnésio e 0,1 mL das culturas diluidas foram espalhadas uniformemente sobre placas de Petri,
em duplicatas, contendo meio LB sdlido. As placas foram mantidas na estufa a 37° C, por 24 horas,
apods esse periodo, as coldnias serao contadas com o auxilio de um contador de coldnias.

As curvas de sobrevivéncia foram construidas a partir das fracbes de sobrevivéncia celular
que sao a razao entre o numero de células viaveis apés uma determinada dose[N] e 0 numero
inicial de células [NO] no eixo das ordenadas, em escala logaritmica, em funcédo da dose de extrato
de ginkgo no eixo das abscissas.

Avaliacio do efeito antigenotdxico do Ginkgo biloba L.

O procedimento experimental resume-se da seguinte maneira: 0,4 mL da cepa lisogénica
WP,S(A) foram diluida em 40 mL de meio LB, mantendo uma proporgéo de 1/100. Essa cultura foi
levada ao shaker para incubagédo a 37°C com agitagdo constante por 2 horas e 30 minutos. Apos
terem atingido a fase exponencial de crescimento, sdo centrifugadas a 3800 rpm, por 15 minutos, e
ressuspensas em igual volume de tampao sulfato de magnésio.

Amostras de 1 mL dessa cultura sdo adicionadas a tubos contendo uma dose constante de
MMC e diferentes concentragdes de extrato de ginkgo Egb 761. Os tubos séo incubados a 37°C em
shaker por 25 minutos com agitagdo. Apds o periodo decorrido, as culturas sao convenientemente
diluidas em tamp&o sulfato de magnésio e 0,1 mL de cultura da bactéria lisogénica WP>S(A) &
adicionada a 0,3 mL da cultura da bactéria indicadora (RJF013) e em seguida s&o misturadas a 2,5
mL de meio gelosado liquefeito (Top-agar), homogeneizado. O conjunto foi vertido sobre placas, em
duplicatas, contendo LB 2 maltose/ampicilina. As placas sado incubadas em estufa a 37°C por 24
horas. Decorrido esse periodo sera realizada as contagens dos centros infecciosos, em contador de
colbnias. Os resultados sdo computados fazendo-se uma média aritmética entre as duas placas e
multiplicando-a pelo fator de diluigéo.

A curva de indugao, representada pelo fator de indugcdo em fungao da concentracéo de extrato
de ginkgo e é feita em escala semi-logaritmica, de modo que o fator de indugdo € colocado no
eixo das ordenadas em escala logaritmica, e as diferentes concentragdes de ginkgo no eixo das
abscissas. O fator de indugao é expresso pela razao entre o numero de centros infecciosos, obtidos
a partir da cultura tratada [N] e o numero de centros infecciosos a partir da cultura ndo tratada [NO]
(Inducgao lisogénica espontéanea).

O controle positivo da indugéao lisogénica é realizado com Mitomicina C, em uma concentragao
de 2 ug. O controle negativo é realizado com agua destilada ou diluente especifico.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

Na avaliagdo da anticitotoxicidade, utilizou-se um tratamento simultdneo de MMC com
diferentes doses de extrato. Esta demonstrou que o Ginkgo ndo apresentou efeito modulador na
acao inativadora da MMC. Nas doses mais elevadas ( 2500 e 5000 ng ) o extrato chegou a
apresentar um efeito sinérgico com a MMC, aumentando a inativagéo celular.

Posteriormente, foi realizada a avaliagdo do efeito antigenotoxico do Ginkgo e este
apresentou atividade antigenotoxica, reduzindo a agao indutora da MMC. Comparando-se 0s
tratamentos ( extrato de Ginkgo + MMC ) com o controle positivo ( MMC) foi observado uma
protecdo da ordem de 10 vezes para todas as doses ministradas.

4. CONCLUSAO:

A proposta do presente trabalho foi avaliar os possiveis efeitos antigenotdxicos do extrato de
Ginkgo Biloba L., utilizando o teste bacteriano de indugao do profago A em cepas de Escherichia
coli.

Na avaliagdo de anticitotoxicidade, o resultado mostrou que o extrato ndo apresentou um
efeito modulador na taxa de inativacdo celular provocada pela MMC e dessa maneira péde se
concluir que o extrato de Ginkgo biloba L. ndo apresenta efeito anticitotoxico .

Na avaliagao de antigenotoxicidade, o extrato de Ginkgo apresentou ag¢ao antigenotoxica quando
comparada a do controle positivo ( MMC).
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