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1. Resumo

Os efeitos benéficos potenciais do extrato de Ginkgo biloba (EGb) sobre o
desenvolvimento de hepatdcitos iniciados e de lesdes hepdticas pré-neopldsicas induzidas
pela dietilnitrosiamina (DEN) e expressando a enzima glutationa-S-transferase forma
placentaria (GST-P) foram investigados. Dois protocolos experimentais foram
desenvolvidos de acordo com a investigacdo das propriedades anti-carcinogénicas do EGb,
onde ratos Wistar machos com 6 semanas de idade foram iniciados para a
hepatocarcinogénese pela administragdao de uma dose unica i.p. da DEN e alimentados com
dieta basal ou suplementada com EGb durante os estdgios de iniciagdo ou pds-iniciagao.
Para a andlise de atividade anti-iniciadora (estudo de curta duragdo), os animais foram
alimentados com dieta basal ou suplementada com 500 ou 1000ppm de EGb duas semanas
antes a 24 horas apds dose unica de 100 mg/Kg de DEN (segunda semana experimental).
Os animais foram sacrificados 24 horas apés a DEN ou duas semanas depois (quarta
semana experimental) e amostras hepdticas foram coletadas para a andlise
imunoistoquimica de hepatdcitos isolados e mini-focos GST-P positivos, expressdo do fator
de crescimento e transformacdo alfa (TGF-a) e cédlculo dos indices de marcacdo para o
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), p53 e apoptose. Para a andlise de
atividade anti-promotora (estudo de média duracdo), os animais foram alimentados com
dieta basal ou suplementada com 500 ou 1000ppm de EGb administradas duas semanas
apo6s dose tnica de 200 mg/Kg de DEN e mantidos por 6 semanas. Todos os animais foram
submetidos a hepatectomia parcial de 70% e sacrificados nas semanas 3 e 8,
respectivamente. Amostras de tecido hepético foram coletadas para andlises do ndmero,
tamanho médio e darea agregada de focos GST-P positivos. O tratamento com EGb

(1000ppm) mostrou efeitos benéficos quando administrados antes ou concomitantemente a



DEN, como demonstrado pela reducdo dos hepatdcitos isolados e mini-focos GST-P
positivos (P< 1,001), expressdo de TGF-a e nos indices de proliferacdo celular, p53 e
apoptose (P=0,003; P= 0,049; P=0.001, respectivamente). Por outro lado, a administracdao
do EGD durante a etapa de pds-iniciacdo nao foi eficaz contra o desenvolvimento de focos
GST-P positivos induzidos pelo tratamento com a DEN. Esses dados sugerem que o EGb
(1000ppm) pode inibir a iniciagdio por DEN mas ndo a etapa posterior da
hepatocarcinogénese quimica no rato. Os mecanismos envolvidos na quimioprevencdo da

hepatocarcinogénese precisam ser ainda explorados.



2. Abstract

Potential beneficial effects of Ginkgo biloba extract (EGb) on development of
putative initiated hepatocytes and preneoplastic liver lesions induced by diethylnitrosamine
(DEN), both expressing the enzyme glutathione S-transferase P-form (GST-P), were
investigated. Two experimental protocols were designed according to anti-initiating or anti-
promoting properties of EGb where male 6-week-old Wistar rats were initiated for
hepatocarcinogenesis with a single i.p. dose of DEN and fed basal or supplemented diet
with EGb during the initiation or post-initiation stages. For anti-initiating screening (short-
term study), groups were fed basal diet or containing 500 or 1000ppm EGb during 2-week
before and 24 hours after a single i.p. injection of 100 mg/kg b.w. of DEN. All animals
were killed 24 hours or 2-week after DEN treatment and liver samples were collected for
the analysis of immunohistochemically detected single hepatocytes and minifoci positive
for GST-P, TGF-a expression and p53, PCNA and apoptosis indices. For anti-promoting
screening (medium-term study), groups were fed basal or 500 or 1000ppm EGb
supplemented diet 2-week after 200 mg/kg b.w. of DEN injection for 6 weeks. All animals
were subjected to 70% partial hepatectomy and killed at weeks 3 and 8, respectively. Liver
samples were collected for the number and area of GST-P positive foci analysis. The
1000ppm EGb treatment showed significantly chemopreventive effects when administered
before or during the DEN-treatment, as shown by significantly reducing GST-P positive
single hepatocytes and minifoci induction (P <0.001), TGF-o expression and cell
proliferation (P=0.003), p53 (P=0.049) and apoptosis rates (P=0.001). On the other hand,
dietary administration with EGb during post-initiation stage failed to show significant
chemopreventive effects against the development of preneoplastic GST-P positive foci

induced by DEN-treatment. The data suggest that the EGb (1000ppm) can inhibit DEN-



initiation but not the post-initiation stage of rat chemical hepatocarcinogenesis. The
underlying mechanism(s) of chemoprevention of DEN-induced hepatocarcinogenesis need

to be explored.

3. Introducao
3.1) Quimioprevencdo do Céancer

A quimiopreven¢do do cancer pode ser definida como a utilizagdo de compostos
quimicos especificos, naturais ou sintéticos, com a finalidade de prevenir, retardar ou
reverter o processo de carcinogénese, ou seja, o desenvolvimento de neoplasias
(Wattemberg, 1996; Kelloff et al., 2000). Vérios estudos pré-clinicos, clinicos e de
mecanismos de acdo sdo necessdrios para se identificar e confirmar a atividade
quimiopreventiva de um determinado composto quimico. Levando-se em consideraciao que
muitas alteracOes em genes e outros constituintes celulares tém sido relacionados com a
formacdo e crescimento de lesdes pré-neoplasicas e neopldsicas, possiveis mecanismos de
acdo para a quimiopreven¢do devem envolver estudos detalhados nas formas de se intervir
em vias intrinsecas especificas envolvidas na evolu¢do do processo carcinogénico (Kelloff
et al., 2000).

Alguns pontos-chave devem ser avaliados em estudos de identificacdo de agentes
quimioprotetores potenciais: (I) biomarcadores moleculares e gendmicos que representem
pontos de andlise em experimentos de curta duracdo; (II) modelos animais que mimetizem
o processo de carcinogénese humana (incluindo animais transgénicos e knock-out) e (I1I)
novos regimes de tratamento incluindo combinagdes de farmacos e doses

farmacodinamicas desses agentes (Kelloff et al., 2000).



z

Retardar o desenvolvimento de uma neoplasia é um processo que exige muitos
estudos minuciosos em cada uma das etapas da carcinogénese em andlisea. O controle do
ciclo celular (equilibrio entre proliferacio e morte celular); diferenciacdo celular e
angiogénese sdo fendmenos criticos a formacao tumoral e, portanto, sdo os principais alvos
dos estudos nessa drea. Uma droga capaz de inibir a formac¢do de novos vasos ou a
atividade de metaloproteinases de matriz, de induzir apoptose ou diferenciacdo celular e/ou
bloquear a proliferacdo celular certamente teria efeitos deletérios para as células tumorais
erradicando-as ou impedindo a sua multiplicacdo, invasdo local e formagdo de metéstases
(Kelloff et al., 2000; Kim et al, 2006; Rozanov et al, 2006; Vansaun et al, 2006).
Entretanto, esses efeitos desejdveis para uma sustancia quimiopreventiva ndo devem
interferir com a atividade das células normais do organismo, por isso varios estudos para a
comprovacdo da relacdo dose-eficacia-toxicidade de substancias quimicas que suprimiriam
o aparecimento de neoplasias devem ser desenvolvidos (Wattenberg, 1992).

A prevencdo do cancer tem impacto importante sobre a saide humana com
conseqiiéncias em nivel familial, social e econdmico. Combinagdes de substiancias com
comprovada eficdcia anti-tumoral poderiam ser administradas oralmente na forma de
capsulas ou como suplementos alimentares. Entretanto, inimeros testes de eficacia e testes
toxicoldgicos sdo necessdrios para averiguar os possiveis riscos potenciais do uso cronico
desses medicamentos e suas provaveis interacdes medicamentosas antes de sua
comercializa¢do (Crowel, 2005).

Existem trés niveis de prevencdo, dependendo do alvo da intervencdo: (a)
Prevencao Primaria — para individuos sadios; (b) Preven¢ao Secundaria — para pacientes
em estagio inicial da doenca; (c) Prevencao Terciaria — para evitar recidivas em pacientes

terapeuticamente curados (De Flora et al., 2001). Na preven¢do priméria, o



desenvolvimento de células neopldsicas € minimizado pela inibi¢cdo de mutagdes e redugdo
na formacdo de células iniciadas. A prevencdo secunddria explora uma série de
mecanismos direcionados a inibicdo da progressdo tumoral evitando que a malignidade se
instale entre as células transformadas. A prevencao tercidria deve levar em consideragcdo os
mecanismos tanto da prevencao primdria quanto os da secunddria.

O primeiro passo para a quimioprevencdo do cancer no homem € tentar reduzir a
exposicao a fatores de risco conhecidos como o cigarro, dlcool, poluentes ambientais, dietas
ricas em gorduras, etc. (Lyman, 1992; Wogan et al., 2004; Greenwald et al., 2001).
Entretanto, a maioria dos fatores de risco estd diretamente relacionada ao estilo de vida,
nivel de desenvolvimento sécio-econdmico ou fazem parte do dia a dia das pessoas como
os poluentes ambientais (exposicdo ambiental, acidental ou ocupacional) e os raios UV.
Nestes casos, a formacdo de células iniciadas € inevitavel e a interven¢@o deve ser realizada
pela orientacdo na reducdo dos niveis de exposi¢do, aplicagdo de agentes inibitdrios que
sejam capazes de impedir, conjuntamente com a atividade imunoldgica, a evolucdo das
células iniciadas para as etapas posteriores do desenvolvimento neopldsico. A
administracio dos agentes inibitérios geralmente ¢ realizada por via oral, em
suplementagdo dietética. Muitos compostos com essas caracteristicas inibitorias e 0s
respectivos mecanismos de a¢cdo sobre a evolucdo da carcinogénese vem sendo estudados e
detalhados (Tabela 1).

Diversos agentes quimiopreventivos em potencial possuem mais de um mecanismo
de acdo anti-carcinogénico. A interacao entre esses mecanismos pode resultar em uma agao
sinérgica da substancia em questdo (Kelloff et al., 1994). Desta forma, a administracao
simultanea ou seqiiencial de diferentes compostos poderia ser capaz de aumentar a eficcia

e reduzir a toxicidade do tratamento anti-neoplasico.



Tabela 1 — Mecanismos Gerais de Quimioprevencao.

MECANISMO DE ACAO

DESCRICAO DOS AGENTES QUIMICOS

Antimutagénese
Inibicdo da recarga de carcinégeno
Inibicdo da bioativag¢do do carcindgeno
Detoxificagc@o do carcinégeno
Bloqueio da ligacdo carcindgeno-DNA

Aumento dos niveis de reparo do DNA

Ligantes de 4cidos biliares

Inibidores da enzima Citocromo P450
Indutores dos sistemas GSH e GST hepéticos
Inibidores da enzima Citocromo P450

Indutores da enzima Poli (ADP-ribosil) transferase

Antiproliferacio / Antiprogressao

Modulacdo da atividade de fatores de

crescimento € hormdnios

Inibicdo da atividade de oncogenes
Inibi¢ao do metabolismo de poliaminas
Inducdo de diferenciagao

Recrutamento da resposta imunolégica

Aumento da intercomunicacao celular
Resgate da funcdo supressora tumoral

Inducdo de apoptose

Inibicdo da angiogénese
Inibicdo da degradacdo da MB'
Inibi¢do da sintese de DNA

Antagonistas de receptores hormonais, inibidores da aromatase
de esterodides, inibidores da esterdide a5-redutase e IGF-I?

Inibidores da transferase da proteina Farnesil

Inibidores da atividade da ODC”

Indutores de TGF-3

Inibidores de COX, indutores de linfécitos NK e células de
Langherans

Indutores de expressdo da conexina 43

Indutores da expressdo do gene p53

Indutores de TGF-B, inibidores de Telomerase, ativadores de
Caspases

Inibidores de COX-2 e Trombomodulina

Inibidores de Colagenases tipo IV

Inibidores de Glicose-6-fofato desidrogenase

"™MB = Membrana basal; *IGF-I = Fator de crescimento sérico andlogo a insulina; *0ODC = Ornitina

Decarboxilase. Adaptado de Kelloff et al. (1996).

Uma das formas mais simples de prevengao do cancer para a populagdo em geral € a

orientagdo nutricional sobre o controle na qualidade da ingestdo de alimentos. A menor

ingestdo de produtos sintéticos comprovadamente cancerigenos em roedores como

conservantes, corantes, pesticidas agricolas, dlcool, combinada com uma dieta rica em

alimentos funcionais como vitaminas do complexo B, folato, metionina, fendis, inddis,

terpendides e outros agentes antioxidantes poderia ser considerada uma das melhores
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formas de evitar o desenvolvimento de neoplasias (Wattenberg, 1990; Wang, 2005;
Boffetta, 2006; Boffetta & Hashibe, 2006; Slattery et al, 2000). Muitos produtos naturais e
alguns sintéticos podem ser utilizados com o objetivo de bloquear o desenvolvimento de
neoplasias na forma de suplementacdo alimentar (Wattenberg, 1990). Em geral, pela
seguranca e por nao serem enquadrados como medicamentos, o desenvolvimento de
agentes quimiopreventivos derivados de produtos naturais tem mercado crescente.

Existem alguns vegetais como raizes, legumes e frutas que possuem naturalmente
agentes que previnem a carcinogénese (Wattenberg et al, 1992; Kelloff et al, 2000). Muitas
substancias quimiopreventivas potenciais estdo presentes na dieta como polifendis,
isoflavonas, curcumina, fenetil isoiocianato, sulforafano, licopeno, indol 3-carbinol, dlcool
perilil, cidos salicilicos, cafeina entre outras (kelloff et al., 2000, Chuang et al, 2000).

Um dos mais impressionantes achados no campo da quimioprevengdo é o grande
nimero de compostos quimicos que apresentam atividade anti-tumoral. Atualmente, mais
de 20 classes diferentes de substancias tem demonstrado efeitos dessa amplitude. A fim de
melhorar a compreensdo da forma de atuagdo dos elementos quimiopreventivos, estes
foram classificados em grupos de acordo com a etapa da carcinogénese quimica sobre a
qual sdo eficazes. Duas categorias principais foram definidas: os agentes bloqueadores e
os agentes supressores (Wattemberg, 1985,1993). Os agentes bloqueadores devem
modular os processos de absorcdo intestinal, biotransformagdo/bioativacio microssomal,
excre¢do renal e interagdo com o material genético de substancias cancerigenas, impedindo,
dessa maneira, a formac¢do de células iniciadas (Figura 1). Os agentes bloqueadores mais
conhecidos sdo os compostos antioxidantes cuja eficdcia estd diretamente relacionada a
captura das formas reativas dos cancerigenos, impedindo sua interacdo com o DNA e outras

moléculas celulares (lipideos, proteinas e carboidratos). Os agentes supressores interferem
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em alguns eventos celulares criticos a promog¢ao e progressdo da carcinogénese (Figura 1)
e, conseqiientemente, previnem a evolugdo das células iniciadas a malignidade (Morse &
Stoner, 1993). Desta forma, os agentes quimiopreventivos podem ser classificados nessas
duas categorias considerando-se o fato de os bloqueadores serem efetivos quando
administrados antes ou simultaneamente ao cancerigeno, enquanto que os supressores, apos
a etapa de iniciagcdo da carcinogénese.

Durante os estudos de inibidores da carcinogénese, ficou claro que alguns agentes
inibidores agem em mais de um ponto-chave da carcinogénese. Esses agentes possuem
atividades tanto bloqueadoras como supressoras tumorais. Alguns constituintes especificos
de hortalicas, como o benzil isotiocianato, possuem essas caracteristicas de inibi¢do dupla
(Zhang & Talai, 1994). Os sucos de frutas citricas apresentam os mesmos efeitos sobre a
carcinogénese experimental. Em experimento de Wattemberg em 1983, o suco de laranja
mostrou atividade bloqueadora e supressora da tumorigénese induzida pelo 7,12
dimetilbenzilantraceno (DMBA). Além da atividade dupla de alguns ja citados, os extratos
de alguns vegetais especificos podem conter mais de um elemento quimiopreventivo
resultando em uma série de combinacdes de atividades bloqueadoras e supressoras que
interagem sinergicamente, potencializando o efeito quimiopreventivo final do substrato.
Isso os torna uns dos inibidores naturais de carcinogénese mais completos em modelos

experimentais € humanos.
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Figura 1 — Pontos-chave para a Quimioprevencao da Carcinogénese. Os Agentes Bloqueadores podem ser divididos em
trés categorias: A, B e C. Bloqueadores que evitam a bioativagdo do carcinégeno (A); Bloqueadores que
estimulam a atividade do sistema hepatico de detoxificagao (B) e Bloqueadores que impedem os efeitos do
carcindgeno ativo (C). Os Agentes Supressores podem ser divididos em duas categorias: D e E. Supressores que
interferem nos eventos celulares criticos da carcinogénese (promocao/progressao) (D) e Supressores que
estimulam mecanismos de imunovigilancia do hospedeiro (E).
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3.2) Lesoes hepdticas pré-neopldsicas e modelo do Ito.

O figado tem se destacado como um dos 6rgdos preferenciais para o estudo das
diferentes etapas da carcinogénese quimica e de substincias quimicas com potencial
cancerigeno, e em particular, pela facilidade de inducdo e deteccdo de lesdes pré-
neoplésicas (Farber & Sarma, 1987; Ito et al., 1988, 1989; Bannasch et al., 1989; Bannasch
& Zerban, 1992; Dragan et al., 1991; Hasegawa & Ito, 1992;).

A neoplasia hepdtica induzida quimicamente em roedores ocorre através do
desenvolvimento de alteragdes seqiienciais caracterizadas inicialmente por focos de
hepatdcitos alterados (FHA), seguidos pelo desenvolvimento de adenomas e do
hepatocarcinoma celular (HCC) (Bannasch et al., 1989, 2002; Bannasch & Zerban, 1992).
A demonstracdo de que estas alteracOes estdo seqiiencialmente associadas indica que os
FHA representam etapas pré-neopldsicas, podendo ser considerados biomarcadores
histolégicos da futura neoplasia hepdtica (adenomas e HCC) (Bannasch, 1986; Farber &
Sarma, 1987; Enzmann & Bannasch, 1987; Farber, 1988). Os FHA também foram
identificados em amostras coletadas de autdpsias e bidpias de figado e considerados lesdes
precursoras de adenomas € do HCC no homem (Su et al., 1997, 2003).

Diferentes tipos de FHA, induzidos por vérias classes de cancerigenos quimicos,
tém sido caracterizados no figado de roedores, em decorréncia de alteragcdes morfolégicas
nos hepatdcitos, mais especificamente, em seus componentes citoplasmaticos, como
glicogénio, reticulo endoplasmatico, ribossomos e peroxissomos (Bannasch et al., 1989;
Bannasch & Zerban, 1992). Assim, sob colorag@o de rotina, as alteracdes em componentes
citoplasmaticos e suas afinidades pela hematoxilina ou eosina permitem classificar os FHA
em: focos de células claras, focos de células acidéfilicas ou eosinofélicas, focos de células

intermediarias, focos de células anféfilas, focos de células xenomorficas, focos de células
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tigréides, focos de células basofilicas e focos de células mistas. Trés linhagens
hepatociticas podem-se identificadas durante a evolucdo dos FHA para tumores hepaticos
em roedores: glicogendlica-basofilica, anfofilica-basofilica e xenomdrfica-basofilica
(Bannasch et al., 2001, 2003). A demonstracdo de que os hepatécitos nos FHA exibem
atividade enzimatica diferente das células normais permite detectd-los imuno e
histoquimicamente através de marcadores enzimaticos como gama-glutamil transpeptidase
(y-GT), adenosiltrifosfatase (ATPase), glicose-6 fosfatase (G-6-Pase) e glutationa S-
transferase, forma placentaria (GST-P) (Satoh et al., 1985; Moore et al., 1987; Tatematsu et
al., 1988; Bannasch et al., 1989). A GST-P é reconhecida como um dos melhores
marcadores dos FHA no figado de rato (Satoh et al., 1985; Ito et al., 1989; Dragan et al.,
1991).

A expressio da GST-P é normalmente baixa em hepatdcitos fetais, adultos
quiescentes ou em regeneracdo, placenta, coragdo e outros 6rgdos de ratos machos, mas
significativamente elevada nos rins e pancreas (Satoh et al., 1985). Nédulos hiperplasicos e
tumores hepaticos induzidos quimicamente apresentam conteidos de GST-P cerca de 20 a
50 vezes e de 10 a 30 vezes, respectivamente, quando comparados aos valores do figado
normal do rato (em torno de 34 ug e 9,4 ug/g de tecido) (Satoh et al., 1985; Soma et al.,
1986). Esse aumento ¢ acompanhado pelo aumento da expressdo do mRNA da GST-P em
nodulos hiperplasicos e tumores hepaticos (Imai et al., 1997). A expressdao aumentada da
GST-P em FHA e nos tumores hepéticos pode ser conseqiiéncia, entre outros fatores, do
processo de hipometilagdo de sitios CpG da regido promotora do gene da GST-P, o que

contribuiria para aumento da expressao desse gene (Steinmetz et al., 1998).
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O significado biolégico da expressdo aumentada da GST-P em lesdes hepdticas pré-
neopldsicas e neoplasicas ndo foi, ainda, totalmente estabelecido. No entanto, este fato
parece ser importante nas etapas iniciais do processo de hepatocarcinogénese quimica,
assim como na adaptacgdo e crescimento seletivo de células iniciadas em ambiente quimico
téxico (Satoh et al., 1991; Satoh, 1998). A GST-P, contrariamente as demais glutationas,
parece ser mais eficiente na neutralizacdo de cancerigenos hidrossoliveis (fracos
eletréfilos), e sua expressdo é pouco sensivel a inibicdo por anions organicos ou induzida
de forma inespecifica por compostos quimicos e cancerigenos (Satoh et al., 1985,
1988,1991; Satoh, 1998). Da mesma forma, a expressdo da GST-P parece ser um bom
biomarcador de lesdes pré-neoplasicas durante a evolucdo da carcinogénese oral, em
especial da lingua em ratos, hamster e no ser humano (Li et al., 1997; Lin et al., 1999).

Os bioensaios de média-duracdo para o figado de ratos sao baseados na detec¢do de
FHA GST-P positivos (Ito et al., 1988; 1989; Hasegawa & Ito, 1992; Dragan et al., 1991,
Ito et al., 2003). Esses modelos experimentais sdo, operacionalmente, mais rapidos e de
menor custo, quando comparado ao modelo tradicional de longa-duragdo (dois anos), uma
vez que, a manutencdo dos animais em biotério por longos periodos implica em maiores
gastos com alimentacdo e cuidados gerais e demora na conclusdo do estudo (Ito et al.,
1988; 1989; Hasegawa & Ito, 1992; Ito et al., 2003). Por esse motivo, os protocolos de
carcinogénese quimica de média, em especial para o figado que utiliza a deteccao de FHA
como biomarcador, vem sendo considerado como complementar ao protocolo de longa
duracdo convencional (Ito et al., 1988, 1989; Hasegawa & Ito, 1992; Dragan et al., 1991;
Shirai, 1997, Ito et al., 2003).

O protocolo mais utilizado na deteccao de substincias cancerigenas foi proposto por

Ito et al. (1988), desenvolvido a partir do modelo de Solt & Farber (1976). A seqiiéncia de
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eventos envolvidos nesse protocolo experimental leva em consideracdo as etapas de
iniciagdo e promog¢do da carcinogénese quimica e estd estruturado para a deteccdo de
substancias quimicas promotoras da carcinogénese hepdtica (Ito et al., 1988, 1989;
Hasegawa & Ito, 1992; Shirai, 1997; Ito et al., 2003). Nesse modelo, os animais sdo
iniciados com dose unica intra-peritoneal de 200 mg/kg de peso corpéreo de
dietilnitrosamina (DEN). Apds duas semanas da iniciacdo os animais recebem a substancia-
teste (vias oral, subcutinea, intraperitoneal, intravenosa etc.) até o final do experimento.
Todos os animais sdo submetidos a hepatectomia parcial de 70% (retirada dos 16bulos
esquerdo e lateral direito) e sacrificados ao final da oitava semana do experimento. O
numero e drea agregada de FHA GST-P positivos sdo utilizados como parametros de
comparagdo entre o grupo controle iniciado com a DEN e os grupos iniciados e tratados
com diferentes doses da substancia teste. A substancia-teste pode potenciar (atividade
promotora) ou inibir (atividade quimiopreventiva) o desenvolvimento de lesdes pré-
neoplésicas iniciadas pela DEN (Ito et al., 1996; Shirai et al., 1997; Moore et al., 1999; Ito
et al., 2003).

No modelo do Ito ja foram testadas mais de 300 substincias quimicas pelo modelo
DEN-HP. Este se mostra adequado para a deteccdo de substancias hepatocancerigenas,
genotoxicas (97%) e ndo-genotdxicas (84%), mas apresenta baixa sensibilidade para
deteccao de cancerigenos que tem organotropismo diferente do figado (Ito et al., 2003).
Recentemente, este tipo de ensaio bioldgico vem sendo adaptado para outros propdsitos
como a detec¢do de substincias com potencial quimiopreventivo (Ito et al., 1996; Moore et
al., 1999). De acordo com a etapa da carcinogénese a ser estudada, a substancia-teste com
potencial quimiopreventivo é administrada concomitantemente ao iniciador (experimentos

de anti-iniciacdo, com a andlise de hepatdcitos iniciados e mini-focos GST-P positivos) ou
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apés a etapa de iniciacdo (experimentos de anti-promog¢do, com a andlise do nimero
(focos/cmz) e da drea agregada (mm2/crn2) de FHA GST-P positivos). Desta forma, a
substancia-teste pode ser classificada como bloqueadora ou supressora de acordo com seus

efeitos sobre a hepatocarcinogénese quimica.

3.3) Efeitos biologicos da Ginkgo biloba
3.3.1) Caracteristicas Gerais

A Ginkgo biloba (do chinés, ginkgo: damasco prateado e biloba: formato bilobado
de suas folhas) € uma gimnosperma didica da familia Ginkgoacecae que foi descrita
inicialmente pelo médico alemdo, Engelbert Kaelmpter, por volta de 1690. A Ginkgo
biloba ¢ um das espécies vegetais mais antigas e conhecidas pelo homem. No entanto,
despertou o interesse de pesquisadores somente apds a Segunda Guerra Mundial, quando os
mesmos perceberam que esta drvore tinha sobrevivido a radiacdo em Hiroshima. Apds a
explosdo da bomba nuclear, a espécies da familia Ginkgoacecae foram as primeiras a
reaparecer no solo da cidade devastada, sem apresentar sinais de alteragdes ou mutacoes
genéticas (Jacobs et al., 2000).

Nativa da Coréia, China e Japdo, essa arvore pode chegar a uma altura de até 30
metros e viver por cerca de quatro mil anos. A Ginkgo biloba tem sobrevivido sem grandes
alteracOes fenotipicas a mais de 200 milhdes de anos e, por esse motivo, € intitulada de
"fossil vivo" (Charles Darwin). Essa longevidade pode ser relacionada a grande capacidade

de suportar insultos toxicos e a resisténcia a infec¢cdes microbianas (Robbers et al., 1997).
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3.3.2) Composicdo bioquimica e indicac¢oes gerais da Ginkgo biloba

A Ginkgo biloba contém muitos compostos farmacologicamente ativos. O extrato
hidroalcodlico obtido das folhas dessa planta contém uma mistura complexa de
aproximadamente 300 elementos (Smith et al., 1996). Os principais componentes ativos sao
flavonodides e glicosideos de flavona, lactonas diterpénicas, ginkgolideos, sesquiterpenos,
superéxido dismutase ferro-dependente, &dcido p-hidroxibenzéico, &4cido ascérbico e
catequinas (Jacobs et al., 2000). Extratos hidroacetdnicos a Ginkgo biloba (EGb) sao
comercializados desidratados e ajustados para conterem aproximadamente 24% de
flavonoéides (glicosideos ginkgo-flavona) e 6% de terpendides (ginkgolideos e bilobalideos)
(Robbers et al., 1997).

O EGb é um dos medicamentos mais vendidos em lojas de produtos naturais em
todo o mundo (Brevoort, 1998). Extratos das folhas de Ginkgo biloba tém sido utilizados
na medicina chinesa por mais de quatro mil anos para o tratamento de disfun¢des
cardiopulmonares, e para promover a longevidade. Na Europa (principalmente Franca e
Alemanha) e nos Estados Unidos, os extratos dessa planta figuram entre os produtos
naturais mais comercializados, embora nem sempre sob a fiscalizacdo de agéncias
governamentais reguladoras (Robbers et al., 1997). A a¢do combinada final da interacdo
sinérgica entre os diferentes principios ativos presentes no EGb resultam no incremento do
suprimento sangiiineo (reducdo da viscosidade do sangue) e na reducdo da densidade de
radicais livres de oxigénio em diferentes tecidos animais, sendo o tecido nervoso o mais
estudado (Birks et al., 2002).

As indica¢des mais comuns da Ginkgo biloba sdo no tratamento e na prevengdo das
disfunc¢des relacionadas ao envelhecimento, em particular para distdrbios de memoria e as

funcOes cognitivas correlatas, bem como no tratamento de labirintopatias (zumbidos e
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vertigens) e cefaléias e doencas vasculares periféricas, sobretudo nos distirbios
circulatérios do cérebro e do sistema arterial periférico (Robbers et al., 1997; Luo, 2001;
Bartolo, 1973). O EGb apresenta eficidcia moderada para essas doencas do sistema nervoso
central e poucos efeitos colaterais descritos, tais como alteracdes gastrintestinais leves e
cefaléia (Karnowski et al., 1996; McKenna et al., 2001).

Os glicosideos de flavona do tipo rutinico (flavondides), em geral, reduzem a
fragilidade vascular podendo evitar a lesdo cerebral isquémica. Os ginkgolideos A, B, C e
M sdo as principais lactonas diterpénicas do EGb. Estes sdo capazes de inibir o fator de
ativacdo plaquetaria (PAF) e assim, conseqiientemente, inibir a broncoconstricdo, a
vasodilatacao periférica, a agregacdo plaquetdria, a quimiotaxia de fagdcitos e a liberagdao
de compostos inflamatdrios. Os efeitos bioldgicos finais bloqueados pelos ginkgolideos
resultam em aumento na fluidez e na circulagdo sanguinea local (Ahlemeyer et al., 2003;
Robbers, 2003). O ginkgolideo B é um antagonista do receptor do PAF, o que caracteriza
suas propriedades de antiagregacdo plaquetdria uteis no tratamento de algumas doencas
como a inflamac¢do aguda, rejeicdo tecidual, asma e lesdo isquémica (Zhu et al., 2005).
Além de todos esses efeitos sobre a circulacido sangiiinea, o EGb exerce efeitos sobre o
SNC, atuando contra danos neuronais, alterando niveis de neurotransmissores, de 6xido
nitrico e o sistema antioxidante celular (Ahlemeyer & Krieglstein, 2003; Yang et al., 2005).
O EGb protegeu células neuronais em cultura da morte celular induzida por estimulos
nocivos como a hipoxia (Klein et al., 1997), per6xido de hidrogénio (Guidetti et al., 2001) e
oxido nitrico (Bastianetto et al., 2000). Além disso, o bilobalideo isolado do EGb protegeu
as células neuronais PC12 em cultura do estresse oxidativo induzido pela indu¢do da via
xantina oxidase (Zhou & Zhu, 2000) e reduziu os niveis de danos neuronais (reducdo de

apoptose) induzidos por oclusdo da artéria média cerebral em ratos (Zhang et al., 2000). Em
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contrapartida, 100uM de dacidos ginkgdlicos, isolados a partir da ginkgo, induziram a
apoptose de células neuronais (Ahlemeyer & Krieglstein, 2001). Contudo, a proporcao de
acidos ginkgodlicos no EGb é menor que 0,0005% e, portanto, efeitos toxicos para 0 homem
nio sdo esperados (Ahlemeyer & Krieglstein, 2000). Provavelmente, os efeitos
neuroprotetores do EGb possam estar associados com a capacidade de modulag¢do do fluxo
sanguineo cerebral e o antagonismo de PAF, combinados com a amplificacdo do sistema
antioxidante e modulacdo da homeostase idnica, niveis de glicocorticdides e fatores de

crescimento (Ahlemeyer & Krieglstein, 2003).

3.3.3) Propriedades anti-carcinogénicas da Ginkgo biloba

Estudos recentes tém demonstrado que extratos da folha de Ginkgo biloba
apresentam propriedades quimiopreventivas potenciais (anticarcinogénicas) que podem ser
relacionadas a presenca de moléculas com atividades antioxidantes, anti-proliferativas, pro-
apoptoticas, indutoras de enzimas hepéticas de detoxificacdo, anti-angiogénicas e de
regulacdo génica (DeFeudis et al., 2003).

Muitos extratos diferentes e componentes purificados da folha e casca da Ginkgo
biloba tém sido testados e avaliados para determinar os seus efeitos sobre a carcinogénese
experimental e humana. A interacdo dos efeitos presentes nesses extratos tem mostrado
eficacia anti-tumoral em culturas de células tumorais, em diferentes modelos animais, € em
estudos em humanos. Alguns deles serdo citados a seguir.

Papadopoulos et al. (2000) demonstraram que o EGb e a ginkgolida B (componente

purificado) foram capazes de inibir, de forma dose-dependente, a proliferacdo de células
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tumorais MDA-231 de mama com caracteristicas altamente agressivas (i.e., elevado grau de
anaplasia e displasia, associados com alta capacidade de invasdo e infiltracao tecidual). Do
EGDb foram extraidos acidos organicos denominados de dcidos ginkgdlicos capazes de inibir
seletivamente (50%) o crescimento em cultura de células tumorais LTEP-a-2 de
adenocarcinoma pulmonar humano (Yang et al., 2004). Polissacaridedos extraidos da casca
dessa drvore modularam negativamente a expressdo do oncogene c-Myc e gene anti-
apoptético Bcl-2 e, conseqiientemente, exerceram efeitos anti-proliferativos sobre células
HL-60 em cultura (Xu et al., 2004). Outros estudos confirmaram os efeitos anti-
proliferativos do EGb observados em cultura de células de hepatoma SMMC-7721 e cultura
de células de carcinoma oral SCC 1483 (Chen et al., 2002; Kim et al., 2005).

Em outro trabalho, foram analisados os efeitos quimiopreventivos do EGb em dois
estudos: um epidemioldgico e outro com cultura de diversas linhagens de células epiteliais
e mucinosas de cancer de ovério. No estudo epidemioldgico foi observado que o uso
regular do EGb como unico suplemento dietético foi relacionado a reducdo dos riscos de
desenvolvimento de neoplasia ndo-mucinosa de ovdrio em mulheres portadoras dessa
neoplasia (Ye et al., 2006). Além disso, a Ginkgo biloba mostrou efeitos anti-proliferativos
significativos (~40%) nas células epiteliais em cultura de cancer ovariano (HOSE-E6E7,
OVCA429, OVCA433 e OVCA420) e menor eficacia nas células mucinosas (RMUG-S e
RMUG-L) de cancer ovariano. A combinacdo e andlise dos dados epidemioldgicos e
bioldgicos obtidos nesse estudo evidenciaram os potenciais efeitos quimiopreventivos e
terapéuticos da ginkgo sobre a carcinogénese ovariana humana (Ye et al., 2006).

Efeitos terapéuticos da administracdo oral de cdpsulas de extratos da casca
polissacaridica da Ginkgo biloba foram obtidos e bem definidos para pacientes com

neoplasias maligna do trato digestdrio superior (faringe, esdfago e estbmago) (Chen et al.,
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2003; Xu et al., 2003). Em outro estudo foi determinada a existéncia de uma estrita relagao
entre esses efeitos e a modulacdo da expressdo dos genes c-myc, Bcl-2 e c-fos cujas
funcdes sobre a proliferacao, apoptose e diferenciacdo celulares sdao bem descritas (Xu et
al., 2003).

Alteragdes de expressdo génica em resposta ao estimulo pelo EGb tem sido
observadas em diferentes sistemas, o que indica que esta planta pode ser capaz de alterar
atividades intrinsecas ao genoma de células de mamiferos. Esses dados fornecem o
conceito de que as agdes da Ginkgo biloba sao mediadoras nos processos de transcri¢ao
génica, implicando em grande potencial para o tratamento de doengas cronicas (Gohil et al.,
2002). Em estudo utilizando a técnica de cDNA microarray, foi demonstrado que o EGb ¢é
capaz de alterar a expressdo de genes envolvidos na regulacdo da proliferacdo celular,
diferenciacdo e apoptose em células de cancer de mama humano em cultura (Li et al.,
2002). Esse efeito pode auxiliar na elucidacao do(s) mecanismo(s) pelo qual(is) a Ginkgo
biloba inibe a proliferacdo celular e, conseqiientemente, reduz a deterioracdo de funcdes
cerebrais que sdo dependentes da perda de neurdnios, presumivelmente através da indugdao
de apoptose. Evidéncias de redugdo da expressdao dos genes controladores da apoptose Bax
e Bcl-2 pelo EGb foram obtidas e confirmadas por andlises de Wertern-blotting em modelo
experimental de rato SAMP8 (Mak et al, 2000).

Dois experimentos em roedores foram realizados para averiguar os efeitos
quimiopreventivos do EGb sobre a carcinogénese quimica. Os tratamentos com EGb ou
bilobalideos purificados inibiram significativamente a formacdo de lesdes pré-neoplésicas
intestinais (focos de criptas aberrantes) induzidas pelo azoximetano (AOM) em ratos F344

machos (Suzuki et al., 2004). A administracdo de EGb, antes e durante iniciacdo da
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carcinogénese gastrica pelo benzo(a)pireno reduziu a multiplicidade de tumores no
estdmago anterior de fémeas de camundongos Swiss (Agha et al., 2001).

Os efeitos antioxidantes, anti-proliferativos, anti-angiogénicos e indutores
enzimaticos apresentados pelo EGb sdo importantes para a preven¢cdo da carcinogénese,
como previamente citado. A propriedade antioxidante desses extratos é devida a presenca
de compostos que capturam os radicais livres formados pela interacio de agentes
cancerigenos eletrofilicos com sitios nucleofilicos celulares, bloqueando a mutagenicidade
e genotoxicidade desses elementos (Bickers & Athar, 2006; Briganti & Picardo, 2006). O
EGb possui diversos elementos quimicos com propriedades antioxidantes, sendo os
flavonodides e os terpendides os mais bem descritos (Smith et al., 1996). Esses elementos
antioxidantes encontrados na ginkgo sdo capazes de proteger o figado contra o dano
oxidativo induzido pela administragdao de acetaminofeno, dlcool e tetracloreto de carbono
(Senner et al., 2006; Yuan et al., 2006; He et al., 2006). Essa caracteristica biol6gica de
possuir agentes antioxidantes naturais poderia conferir a Ginkgo biloba potencial
quimiopreventivo contra o cancer (Xu et al., 1998; DeFeudis et al., 20003).

A atividade anti-angiogénica do EGb € resultante da presenga de compostos capazes
de inibir a enzima 6xido nitrico sintase (Boveris et al., 2000; De feudis et al., 2003). O mais
importante flavondide presente na ginkgo, o ginkgolideo B, modula negativamente a
expressao génica de fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (Zang et al., 2002),
além de ser um potente antioxidante.

Muitas interagdes perigosas entre plantas medicinais e drogas tém sido reportadas.
Os principais efeitos colaterais s@o a potencializacdo ou atenuacdo dos efeitos de cada uma
das drogas co-administradas. O EGb pode interagir com produtos farmacéuticos como

drogas anti-plaquetarias, antidepressivos, diuréticos e antiinflamatérios ndo esteroidais
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(Sorensen, 2002; Brazier et al., 2003; Valli et al., 2002). As enzimas do citocromo P450 sédo
uma familia de enzimas necessdrias ao metabolismo de drogas e outras moléculas
exdgenas, bem como para a biossintese de esterdides e prostaglandinas. No homem, as
P450 sdo concentradas principalmente nos sistemas microssomais dos hepatdcitos, sob as
isoformas de CYPs (Ortiz de Montelano, 1995). Devido ao papel critico sobre o
metabolismo de drogas das CYPs, a inibicdo ou inducdo dessas enzimas freqlientemente
leva a interacdes medicamentosas. Alguns constituintes do EGb sdo potentes indutores e
inibidores de enzimas do complexo citocromo P450, em humanos (Sugiyama et al., 2004;
Yang et al., 2003; Gaudineau et al., 2004; Von Moltke et al., 2004; Chang et al., 2006).
Estudos “in vitro” demonstraram que os flavondides presentes no EGb reduziram a
toxicidade genética de cancerigenos via inibi¢do dos citocromos CYP1A2 e CYP 1Al
(Lautraite et al, 2002). Em outro estudo, o EGb potencializou a toxicidade do
acetaminofeno em cultura de hepatdcitos de rato pela inducdo da CYP3A (Rajaraman et al.,
2006). Estudos “in vivo” também tém sido realizados para demonstrar a capacidade do
EGb em modular a atividade de importantes enzimas do sistema microssomal hepdtico
como a indug¢do das citocromos CYP1A2, CYP2B1, CYP2B2 e CYP3Al (Ryu et al., 2003;
Shinozuka et al., 2002). Em modelos humanos, o EGb é capaz de inibir significativamente
a atividades das CYP1A2, CYP2C9, CYP2EI e CYP3A4 (Gaudineau et al., 2004). Todos
esses dados ressaltam a idéia de que o EGb € capaz de interferir no metabolismo de
diversas drogas podendo modificar o balanco entre ativagdo de prd-cancerigenos ou a
excrecdo de cancerigenos potenciais ou de drogas utilizadas no tratamento do cancer.
Outros efeitos quimiopreventivos potenciais da Ginkgo biloba sdo os efeitos de
modulagdo do crescimento de algumas neoplasias hormonio-dependentes como a de mama

e a de prostata. Recentemente, pesquisadores descreveram atividades estrogénicas fracas de
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alguns flavondides extraidos da ginkgo como a quercetina e isoramnetina (fitoestrogenos)
com efeitos potenciais como moduladores seletivos dos receptores de estrégeno (RE) (Oh
et al., 2004). Essas moléculas foram capazes de induzir a proliferacdo seletiva de células
MCE-7 RE-positivas, mas ndo de células MDA-MB-231 RE-negativas. Além disso, o EGb
induziu a transcricio dos genes pS2 (responsivo de estrogeno) e PR (receptor de
progesterona) em células MCF-7. Esses resultados comprovam atividade anti-estrogé€nica
do EGb pela antagonizacdo por competicao seletiva pelos receptores de estrogenos em
experimentos com células em cultura (Oh et al., 2004; Oh et al., 2006). Portanto, esses

estudos sugerem uma atividade quimiopreventiva potencial para a carcinogénese de mama.

4. Consideragoes finais e Objetivos

Em vérios modelos experimentais, os extratos dessa gimnosperma tém mostrado
uma série de propriedades quimiopreventivas potenciais como propriedades antioxidantes,
antiproliferativas, anti-angiogénicas, antiestrogénicas e atividades moduladoras da
expressdo de genes controladores do ciclo celular. Poucos estudos “in vitro” e “in vivo”
tém sido realizados para avaliar os efeitos hepatoprotetores da Ginkgo biloba. Os extratos
nas concentragdes de 50 a 1000 mg/L sdo capazes de inibir a proliferacdo de células das
linhagens HepG2 e Hep3B de hepatocarcinoma humano e aumentar a liberagdo de LDH
(lactato desidrogenase), um indicador de citotoxicidade (Chao et al., 2004). A
administracdo de Ginkgo biloba previne o processo de fibrose hepdtica em ratos senis
(Huang et al., 2005) e também ¢é capaz de reverter a fibrose hepética induzida pela

administracdo de tetracloreto de carbono (CCl4) (Luo et al., 2004; He et al, 2006) ou

induzida pela obstrucdo de ducto biliar (Sener et al., 2005) .
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Em vista de todos os efeitos bioldgicos e, principalmente, os efeitos anti-
carcinogénicos da Ginkgo biloba para a carcinogénese experimental de célon e estomago
citados acima, este trabalho teve como objetivos avaliar as atividades quimiopreventivas do
extrato hidroalcodlico das folhas da Ginkgo biloba sobre as etapas de iniciacdo € promog¢ao
hepatocarcinogénese quimica induzida pela dietilnitrosamina (DEN) em ratos Wistar
machos. Para determinar possiveis propriedades bloqueadoras e/ou supressoras tumorais
desse extrato, foram realizadas as seguintes anélises:

1) Avaliar a resposta hepdtica frente a toxicidade induzida pela DEN por meio de
determina¢do dos niveis de transaminases séricas (ALT e AST), determinacdo da resposta
proliferativa pela andlise do antigeno nuclear de proliferacio celular (PCNA) e do fator de
crescimento e transformacao alfa (TGF-a), determinacdo da resposta hepdtica apoptética e
da expressdo da proteina p53 (selvagem).

2) Avaliar o desenvolvimento e as atividades toxicas e/ou genotdxicas da DEN.

3) Avaliar o potencial quimiopreventivo do extrato por meio de determinagdes
imunoistoquimicas de Lesdes GST-P* (hepatdcitos isolados, mini-focos e focos) que podem
ser utilizadas, com elevada confiabilidade, como biomarcadores da hepatocarcinogénese

quimica em roedores.
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Abstract

Potential beneficial effects of a Ginkgo biloba extract (EGb) on development of
putative initiated hepatocytes and preneoplastic foci of altered hepatocytes, expressing the
enzyme glutathione S-transferase P-form (GST-P), were investigated. Male 6-week-old
Wistar rats were initiated for liver carcinogenesis with a single dose of diethylnitrosamine
(DEN) and fed a basal diet or supplemented diet with 500 or 1000ppm EGb in the initiation
(2-week before and 24 hours after 100 mg/kg of DEN) or post-initiation stages (6-weeks
after 200 mg/kg of DEN). In the short-term study, the animals were killed 24 hours and 2-
week after DEN-initiation and liver samples were collected for the analysis of proliferating
cell nuclear antigen (PCNA), transforming growth factor alpha (TGF-), p53, apoptosis
and induction of single hepatocytes and minifoci positive for GST-P, respectively. In the
medium-term study, the animals were subjected to 70% partial hepatectomy at week 3,
killed at week 8 and liver samples were colleted for the analysis of development of GST-P
positive foci. Pre-treatment of rats with 1000ppm EGb decreased the PCNA, apoptosis,
TGF-alpha and p53 liver responses and induction of GST-P positive hepatocytes. However,
EGb treatment during post-initiation stage failed to reduce the development of GST-P
positive foci induced by DEN. The data suggest that the EGb can inhibit DEN-initiation but

not the post-initiation stage of rat liver hepatocarcinogenesis.

Running title: Ginkgo biloba and rat liver carcinogenesis
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Introduction

Ginkgo biloba extract (EGb) is a commercial medicinal herb which comes from the
green leaves of the ginkgo tree, one of the oldest living plant species (Jacobs and Browner,
2000). EGb is a mixture mainly composed of flavonoid glycosides and terpenoides
(ginkgolides and bilobalide) that has been shown to exhibit various pharmacological
activities (Ahlemeyer and krieglstein, 2003; De Feudis et al., 2003; Boonkaew and Camper,
2005). This extract has shown several in vivo effects, including the increases of blood flow,
acts as platelet activating factor antagonist, prevents the cell membrane against the damage
caused by free radicals and has protective effects against myocardial and brain
ischemia/reperfusion injury (Zhang, 2000; Ahlemeyer and krieglstein, 2003), and has been
clinically used in the treatment of neurological (i.e., Alzheimer, dementia, labirintopathies
and other cognitive misfunctions) and cardiovascular diseases (Ahlemeyer et al., 2001;

Luo, 2001).

EGb has shown protects hepatic tissue against chemically-induced oxidative injury
and fibrosis (Ding et al., 2005, He et al., 2006; Yuan et al., 2006; Sener et al., 2006; Tozan
et al., 2007). Also, EGB has been shown to modulate the phase I enzymes, including the
induction or inhibition of specific cytochrome P450 (CYP) isozymes, and phase II
enzymes, including the induction of glutathion S-transferases, DT-diaphorase and quinine
reductase (Sasaki et al., 2002; Suzuki et al., 2004; Ryu et al., 2003; Gaudineau et al., 2004;
Sugiyama et al., 2004; Von Moltke et al., 2004; Monn et al., 2006). In this form, changes in
metabolizing phase I and phase II enzymes by EGb can alter the balance between the

activation of procarcinogens or the detoxification of potential carcinogens



45

There are few in vivo and in vitro studies on potential anti-carcinogenic effects of
EGb. Crude EGb or their specific compounds induced cellular death or anti-proliferative
activities against HepG2, Hep 3B, and SMMC -7721 human hepatocellular cancer cell lines
(Chao & Chu, 2004; Chen et al., 2002), OVCA429, OVCA433, OVCA420 and HOSE-
E6E7 human serous and epithelial ovarian cancer cells (Ye et al., 2006) and SCC 1483
human oral cavity cancer cell line (Kim et al., 2005). EGb orally given to female Swiss
mice, before and during benzo(a)pyrene administration (BP), reduced the forestomach
tumor multiplicity induced by BP(Agha et al., 2001). EGb and bilobalide orally given to
male Fischer 344 rats, before, during and after azoxymethane administration (AOM),
inhibited the development of aberrant crypt foci induced by AOM, probably associated to
reduction of colonic cell proliferation activity and drug metabolizing enzymes activities

(Suzuki et al., 2004).

Foci of altered hepatocytes (FAH) have been described as putative preneoplastic
lesions detected in various experimental models of chemical hepatocarcinogenesis
(Bannasch and Zerban, 1992). More recently, different types of FHA with similar
morphological and biochemical changes of the hepatocellular phenotype were identified in
chronic human liver diseases associated with, or predisposing to, development of
hepatocellular carcinoma (Su et al., 1997; 2003). Glutathione S-transferase P-form (GST-P)
expression is a useful marker for preneoplastic and neoplastic liver lesions (Tatematsu et
al., 1988). Single hepatocytes and mini-FHA heavily positive for GST-P develop very early
in carcinogen-treated rat liver, and are considered precursors large FHA and nodules
(Moore et al., 1987; Satoh et al., 1989). The detection of GST-P positive single, mini-FHA

or large FHA is an important tool for analyzing relevant carcinogenic or anti-carcinogenic



46

responses on initiation and promotion stages of rat liver carcinogenesis (Moore et al., 1999;

Tsuda et al., 2003; Ito et al., 2003; Pinheiro et al., 2003).

The present study was designed to investigate the modifying influence of a Ginkgo
biloba extract (Egb) on the initiation and post-initiation phases of rat liver carcinogenesis
induced by diethylnitrosamine (DEN). The inhibitory potential of EGb on DEN-induced
liver damage and the development of putative initiated hepatocytes and FHA expressing the

enzyme marker GST-P were investigated.

Material and Methods
Animals and treatment

Four-week-old male Wistar rats were obtained from CEMIB (UNICAMP
Campinas, SP, Brazil). The animals were kept in polypropylene cages (five animals/cage)
covered with metallic grids in a room maintained at 22 + 2 °C, 55 + 10% humidity and with
a 12-hr light-dark cycle. They were fed with commercial NUVILAB-CR-1 chow
(NUVITAL, Curitiba, PR, Brazil) and water ad libitum for a 2-week acclimation period
before beginning the experiment. Samples of lyophilized extract of Ginkgo biloba leaves
(EGb) were obtained from hydroalcoholic extraction by spray dryer system and supplied
generously by CentroFlora Group (Botucatu-SP, Brazil). The EGb used in our study
contained known amounts of approximately 24% flavonol glycosides (i.e., those of
quercectin, kaempferol and isorhamnetina) and 6% terpene trilactones (i.e., ginkgolide A, B
and C, bilobalide) as determined by HPLC method. Based on food consumption, EGb was

supplemented to basal diet at 500 and 1000ppm which correspond to 1 and 2 times the dose
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commonly used for beneficial health effects estimated for a 70 kg individual (~180 mg/day)
(Ernst, 2002).

The protocols used were consistent with Ethical Principles for Animal Research
adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and approved by
the Bioscience Institute/UNESP Ethical Committee for Animal Research (CEEA) (Protocol

No. 22/05).

Experimental design

The animals were randomly allocated to two experimental protocols: a short and
medium-term liver bioassay, respectively (Figure 1). In the short-term bioassay, the animals
were randomly allocated into four experimental groups: Groups 1A to 3A were given single
i.p. injection of 100 mg/Kg b.w. of diethylnitrosamine (DEN) and Group 4A (Control) was
treated with 0.9% NaCl (DEN vehicle) at the beginning of the experiment. Two weeks
before and 24 hours after initiation of liver carcinogenesis with DEN, the animals were fed
with basal diet (groups 1A and 4A) or with supplemented diet with 500 or 1000ppm EGb
(Group 2A and 3A), respectively. Twenty-four hours after DEN administration, groups
GI1A to G3A were fed with basal diet ad libitum. The animals were killed 24 hours and two
weeks after DEN treatment (end of week 4)

In the medium-term bioassay, the animals were randomly allocated to five
experimental groups. Groups 1B to 3B received single i.p. injection of 200 mg/kg b.w. of
DEN and Groups 4B and 5B received 0.9% NaCl. Two weeks after DEN treatment the
animals from G2B, G3B and G5B were allowed with 500 or 1000ppm EGb supplemented

in the diet until the end of experiment at 8-week. The other animals from groups G1B and
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G4B were maintained on the basal diet until the end of experiment at 8-week. All animals
were submitted to 70% partial hepatectomy at week 3 and killed at week 8.In both
experimental protocols, food and water consumption were measured twice a week and the

animals were weighted once a week during all the experimental period.

Tissue processing, histology and immunohistochemical proceedings

Immediately before necropsy, whole blood was collected and serum enzyme
analyses for alanine amino transferase (ALT) and aspartate amino transferase (AST) were
carried out spectrometrically (Ortho-Clinical Diagnostics, Johanson & Johanson Co., SP,
Brazil) to monitor hepatocellular injury.

At sacrifice, the liver was removed, weighted and samples of liver lobules were
fixed in 10% phosphate-buffered formalin solution, embedded in paraffin and sectioned (5
pm thickness) for hematoxylin and eosin (H&E) staining and immunohistochemical
demonstration of placental form of glutathione S-transferase (GST-P), transforming growth
factor alpha (TGF-a), p53 and proliferating cell nuclear antigen (PCNA) expression.
Briefly, deparaffinated 5-um-thick serial liver sections on poly-L-lysine coated slides were
treated with 3% H,0, in phosphate-buffered saline for 15 min, nonfat milk for 60 min,
polyclonal anti-rabbit GST-P (Medical and Biological Laboratories Co., Tokyo, Japan,
clone 311, 1:1000 dilution), monoclonal anti-mouse TGF-a (Oncogene Science Inc., New
York, USA, clone Ab-2, 1:200 dilution), monoclonal anti-mouse PCNA (Dako
Corporation, Carpinterie, CA, USA, clone PC10, 1:200 dilution), polyclonal anti-sheep p53
(Roche, Mannheim, Germany, clone BGM-1B1) antibodies, biotinylated anti-rabbit, anti-

mouse or anti-sheep IgG antibodies (Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA, USA,
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1:200 dilution) for 60 min, and streptavidin-biotin-peroxidase solution (TissuGnost Kit was
from Merck, Darmstadt, Germany, 1:1:50 dilution). Antigen retrieval with 0.25% tripsin
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis Mo, USA) for 15 minutes and 0.05% saponin (Calbiochem,
La Jolla, CA, USA) solution for 30 minutes or 0.01M citrate buffer (pH 6.0) heated in a
microwave oven two times for 5 min each were done in slides submitted to TGF-o and p53
immunoreactivity, respectively. Chromogen color development was accomplished with
3,3’-diaminobnzidine tetrahydrochroride (DAB, Sigma-Aldrich Co., St. Louis Mo, USA) as
the substrate to demonstrate the sites of peroxidase binding. The slides were counterstained

with Harris s hematoxilin.

Analysis of GST-P, TGF-a and p53 immunoreactivity.

Single hepatocyte and mini-foci positive for GST-P (short-term bioassay) and GST-
P positive FHA larger than 0.15 mm in diameter (medium-term bioassay) were measured
using a Nikon photomicroscope (Microphot-FXA) connected to a KS-300 apparatus
(Kontron Elektronic, Germany). The liver areas were analyzed in a special Macro-Stand
device (support with Canon TV zoom lens V6x16/16-100 mm plus a Canon 58 mm close-
up 240 lens connected to a CCD black-and-white video camera module with a Sony DC-
777 camera unit) connected to a KS-300. Data were expressed as number (single
hepatocytes, minifoci or FHA per cm?) and mean size (mm?) and aggregated area
(mm*/cm?) for GST-P positive FHA.

Immunereactivity for TGF-a was semiquantitatively analyzed in the hepatocytes
from zone 3 (-/+ or +) or zone 2 (++) of the liver acinus. The positivity of hepatocytes for

PCNA S-phase (PCNA LI%) and p53 (p53 LI%) labeling indices were determinated as the
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percentage of labeled hepatocyte nuclei by the total number of cells scored (~ 2000
hepatocytes). The apoptosis index (Al%) was considered as the number of hepatocytes in
apoptosis by the total number of cells scored (~ 2000 hepatocytes). Al% criteria for
identification and quantification of hepatocytes in apoptosis and of apoptotic bodies in liver
sections stained by HE were taken from the literature (Goldsworth et al., 1996; Levin et al.,

1999).

Statistical Analysis

The statistical analysis was done using the Jandel Sigma Stat software (Jandel
Corporation, San Rafael, CA, USA). Body-weight and body-weight gain, absolute and
relative liver weights, food consumption, number of putative hepatocytes and FHA positive
for GST-P, mean size and aggregated area of FHA and serum biochemistry data were
analyzed by the ANOVA or Kruskal-Wallis tests. PCNA labeling and apoptosis data were
analyzed by the ANOVA or Kruskal-Wallis tests (short—term study) or Student T or Mann-

Whitney tests (medium—term study). Significant differences were assumed when p< 0.05.

Results
Short- term bioassay (anti-initiating screening)

No significant alterations in body weight, body-weight gain or food consumption
associated to EGb treatments were observed on weeks 1 and 2, before DEN-treatment
(Table 1). In contrast, body weight and food consumption were significantly reduced after

DEN initiation (100 mg/kg b.w.) when compared to the non-initiated group (G1A to G3A
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vs. G4A, P< 0.001) (data not shown). At the end of week 4, body weight and food
consumption of DEN-initiated groups returned to normal levels (data not shown).

In animals killed 24 hour after DEN-initiation, serum transaminases (AST and
ALT) levels, cell proliferation and apoptosis rates and TGF-a expression were significantly
increased when compared to the non-initiated group (G1A to G3A vs. G4A, P < 0.001)
(data not shown). Hepatocytes with p53 and TGF-o@ immunoreactivity were observed in
zone 3 and 2 of liver acinus in DEN-initiated animals (Figure 2) while no staining for wild-
type p53 protein and a few centrilobular hepatocytes TGF-a positive were observed in liver
parenchyma of the non-initiated group (data not shown). A lower extension of TGF-a
expression, mean number of PCNA S phase-positive (P= 0.003) and p53-positive (P=
0.049) hepatocytes and of hepatocytes in apoptosis (P= 0.001) were observed in liver
parenchyma of 1000ppm EGb DEN-treated animals than in the liver from the only DEN-
treated animals (Figure 3, Table 1). Serum ALT and AST levels were lower in the1000ppm
EGb DEN-treated group than in the group only treated with DEN (P= 0.065 and P= 0.075,
respectively) (Table 1).

In the animals killed 2 weeks after DEN-initiation, single hepatocytes and mini-foci
positive for GST-P were mainly located in the zones 3 and 2 and to a lesser extent in zone 1
of liver acinus in all DEN-initiated groups (Figure 3 A and B). At the end of week 4, the
1000 ppm EGb treatment, administered before and during DEN-initiation, significantly
decreased (P< 0.001) the mean number of GST-P positive single hepatocytes and minifoci
per liver area when compared to only DEN-treated group (Table 1). This reduction was

observed mainly at induction of initiated hepatocytes located at zones 3 and 2 of liver
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acinus (P=0.009 and P= 0.003, respectively) and to a lesser degree at zone 1 of liver acinus

(P=0.075).

Medium- term bioassay (anti-promoting screening)

The 6-week post-initiation treatment with EGb did not cause any significant
alterations in body weight, body-weight gain or food consumption in both non-initiated and
DEN-initiated groups. At the end of experiment, neither liver weights (absolute and
relative) nor serum ALT and AST levels, cell proliferation and apoptosis and the
development of DEN-induced GST-P positive liver foci (Figure 3 C) were modified by
EGb treatment (Table 2). Non-initiated animals (groups G and G) did not develop any
GST-P positive liver foci.

To analyze a possible modifying effect of EGb treatment per se, cell proliferation
and apoptosis were evaluated only in groups 4B and 5B. Dietary 1000ppm EGB dose level
did not change these non-DEN-treated control groups (G4B and G5B) PCNA labeling and

apoptotic indexes in the liver parenchyma.

Discussion

The results described here indicate that the dietary administration with EGb
inhibited the initiation but not the post-initiation stage of rat liver hepatocarcinogenesis
induced by DEN and therefore, EGb acted as a blocking agent but did not present any
suppressing effect on promotion step of chemically-induced rat hepatocarcinogenesis
(Watenberg, 1992). Importantly, rats fed 1000ppm EGb showed no adverse effects after 6-

week exposure period, as indicated by unaltered body and liver weights, liver morphology
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and growth (cell proliferation and apoptosis rates) and transaminases levels. This absent of
toxicity should be taken into consideration if safety measures for public health are to be
implemented in response to incremented ingestion of this herbal drug by human
populations since that EGb has been clinically indicated to various diseases (Ahlemeyer et
al., 2001; Luo, 2001).

The hepatoprotective effect of dietary administration with EGb against early phase
of rat liver -carcinogenesis could be due to a modifying influence on
biotransformation/detoxification of DEN, thus, reducing its liver toxicity, mutagenicity, and
carcinogenicity. Changes in phase I or II enzyme can result in either bioactivation or
detoxification, depending on the toxicity of the metabolites (Sturgell and Lambert, 1997).
CYP2EI is mainly known to be associated with the biotransformation of a range of
compounds, including the DEN in liver, but other P450 isozymes have been found to be
bioactivating as well (Swenberg et al, 1991). It has been reported that their
biotransformation produces the promutagenic adducts 06—ethy1deoxyguanosine, O* and O°-
ethyldeoxythymidine and 8-hydroxyguanine (8-OHG) formation that play a role in the
initiation step of rat liver carcinogenesis (Swenberg et al., 1991; Dragan et al., 1994; Verna
et al, 1996; Nakae et al., 1997).

Various works indicate that EGb increase liver rat but not human CYP2EI1 activity
(Gurley et al., 2002, 2005; Yang et al., 2003; Suzuki et al., 2004; Sugiyama et al., 2004,
Gaudineau et al., 2004) while the treatment with EGb or their specific compounds have
shown also cause a elevation in glutathione S-transferase, DT-diaphorase and quinine
reductase activities and in glutathione contents in liver mice and rat (Sasaki et al., 2002,
Yang et al., 2003; Suzuki et al., 2004). Contrarily to CYP2EI induction, the increase of

phase II enzymes could implicate in elimination of electrophilic metabolites of DEN which
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would be capable of covalently binding to DNA (DNA alkylation) and generating
mutations (Sturgell and Lambert, 1997). Additionally, EGb containing various antioxidants
agents with free radicals scavenger proprieties, like flavone glycosides and terpene lactones
(DeFeudis et al., 2003), that could explain the protective action this herbal drug on the
consequences of oxidative DNA damage induced by DEN biotranformation and, therefore,
reducing the deleterious effects induced in liver by this hepatocarcinogen. Therefore, an
association between the phase II enzyme induction and their antioxidant properties rather
than CYP2EI induction by EGb treatment could be responsible by reduction of liver
response and induction of GST-P positive hepatocytes induced by DEN.

The beneficial influence of EGb in tissue repair due to hepatocytic loss by DEN
exposure was characterized by reduced PCNA, TGF-a and p53 down regulation. After
DEN exposure, a liver response to DNA damage and centrilobular cytotoxicity/necrosis is
characterized by regenerative cell proliferation (Kato et al., 1993; Willians et al., 1996). A
response to hepatocytic damage in both non-initiated and initiated hepatocytes is associated
to expressing of oncogenes/suppressor tumor genes and growth factors, including TGF-a
and p53 (Lennartsson et al., 1998, 1999, Finberg et al., 2000). Hepatocytes with p53 and
TGF-o immunoreactivity were observed in zone 3 and 2 of liver acinus in DEN-initiated
animals while no staining for wild-type p53 protein and a few centrilobular hepatocytes
TGF-a positive were observed in liver parenchyma of the non-initiated group, as
previously described (Burr et al., 1996; Lennartsson et al., 1998). The p53 positivity in rats
treated with DEN may be attributed to the toxic environment induced by this
hepatocarcinogen dosage, resulting in delayed entrance into critical phases of the cell cycle

such as early S or M in presence of DNA lesions (Kaufmann et al., 1991, Dragan et al.,
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1994; Lennartsson et al., 1998). TGF-a is a growth factor that activates the protein tyrosine
kinase activity of the epidermal growth factor receptor and plays an important role in the
liver regeneration and progression of rat liver carcinogenesis (Mead and Fausto, 1989; Pitot
et al., 1996). The increased TGF-a expression in DEN-treated animals could be associated
the increase of cell proliferation as seen after tissue deficit created by partial hepatectomy
(Mead and Fausto, 1989). Thus, the inhibitory effect of EGb may be in part due to its
modulation on DEN-induced cell proliferation/death in response to DNA damage.

The treatment with 1000ppm EGb reduced the induction of putative GST-P positive
single cells and mini-foci in liver of DEN-initiated rats. As the initiation is a rare event
affecting only few hepatocytes, the number of initiated hepatocytes is a major determinant
of the risk of liver cancer development and could be used to prevention strategies. GST-P
expression is a useful marker for most (pre)neoplastic lesions in rat hepatocarcinogenesis
(Tatematsu et al., 1988). Single hepatocytes and mini-foci positive for GST-P develop very
early in carcinogen-treated rats by both epigenetic and genetic events (Grasl-Kraupp et al.,
2000, Satoh et al., 2002; Higashi et al., 2004) and were mainly located in the zones 3 and 2
and of liver acinus after single DEN dosage (Moore et al., 1987; Satoh et al., 1989).
However, not all GST-P-positive single hepatocytes are considered to give rise to putative
preneoplastic foci and liver tumors and supposing that individual cells are essentially
heterogeneous, only subgroup of such cells having altered regulation of growth control step
up to development of preneoplastic and neoplastic liver lesions (Higashi et al., 2004). Thus,
an effective influence of EGb on initiating step of liver carcinogenesis should continue to

be investigated mainly in long-term treatments.
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There is any report on protective effects of EGb treatment during the promotion step
of chemical carcinogenesis in rodents. Our data suggest that EGb meal did not modify the
development GST-P positive foci used as end-points in our medium-term bioassay.
Perhaps, higher doses of EGb could be more efficient to reduce the clonal expansion of
initiated hepatocytes induced by DEN or the possibility exists that the anti-promoting
potential of EGb may be manifested in target organs other than liver. As the oxidant stress
is potentially deleterious to cells and to associated to progression of many diseases,
including cancer (Hwang and Kim, 2007; Halliwell, 2007), the antioxidant effects derived
of crude EGb or their specific constituents would be a potential mechanism of
chemoprevention of chemical carcinogenesis.

In conclusion, the data suggest that the previous and simultaneous treatment with
EGb can reduces liver toxicity and initiation by DEN but not the post-initiation stage of
rat liver hepatocarcinogenesis. The underlying mechanism(s) of chemoprevention of DEN-

induced hepatocarcinogenesis need to be explored.
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Table 1 — General, liver, biochemical and GST-P positive hepatocytes data for 24 hours and 2 weeks,
respectively, after DEN initiation in short-term bioassay'.

64

Groups® DEN DEN+500ppm DEN+1000 EGb Control
m (G1A, n=10) (G2A, n=10) (G3A, n=05) (G4A, n=05)
General data

Final body weight (g) 255.8 + 23.91 265.0 +30.13 270.00 +22.44  280.40 +22.44
Body weight gain (g) 88.60 + 18.89 97.60 + 10.74 104.20 +12.73  113.60 £ 7.70
Food consumption (g/rat/day) 243 +£2.05 23.70 £ 2.32 2391218 24.30 £ 2,65
EGb consumption (mg/rat/day) 0 11.85+£1.16 23.91+2.18 0
Liver and biochemical data
Liver absolute weight (g) 10.05 +1.36 10.57 £1.78 10.79 £ 0.79 12.62 £ 0.93
Relative liver weight (%) 3.93+0.24 3.98 +0.39 4.00 +0.40 4.50 +0.40
6.88 + 1.45* 6.70 + 1.85* 2.59 + 0.95* ** 1.48 £0.24
2.36 + 0.95* 1.74 £ 0.32* 0.63 + 0.28*,** 0.04 +0.05
p53 4.80 + 2.54 4.34+273 1.72 £ 0.70** 0
TGF-aIpha3 ++ ++ + -/+
AST 215.60 +43.26*  196.40 +31.66*  155.0 +38.39*°%  91.80 + 20.91
ALT 123.80 + 8.87* 124.60+ 14.55* 106.4 + 9.02* % 81.60 +8.20
GST-P positive hepatocytes data
Zone 1/ cm? 17.32+ 4.40 13.74 + 6.68 10.42 + 3.38° ND
Zone 2/ cm® 23.23 +4.38 19.21 £ 5.49 11.51 £ 2.22** ND
Zone 3/ cm” 6.33 +0.78 8.31 +3.77 2.79+1.18* ND
All zones/ cm” 46.84 +7.38 41.24 +8.36 24.76 + 5.24** ND

'Values are means + SD; DEN= diethylnitrosamine (100 mg/kg b.w., i.p.), EGb= Ginkgo biloba extract at 500 and 1000ppm in basal diet

during six weeks; 8 Semiquantitative analyses. * Different from Group G4A, 0.05 < P < 0,001; ** Different from G1A, 0.05 < P < 0.03;
$Trend from G1A, 0.05 < P < 0.08; ND = Not determined.
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Table 2 — General, liver and biochemical and GST-P positive foci data 8 weeks after DEN initiation in medium-term bioassay'.

Groups” DEN DEN+500 EGb  DEN+1000 EGb 1000 EGb Control
$ (G1B, n=10) (G2B, n=10) (G3B, n=10) (G4B, n=05) (G5B, n=05)
General data

Final body weight (g) 35898 +30.82  357.89+33.12  367.22+2971  380.68+17.00  371.88 + 18.42
Body weight gain (g) 10506 +21.75 10248 +2529 110302229  126.68+21.58  122.10% 14.39
Food consumption (g/rat/day) 27.01 +2.58 26.70 +2.84 27.27+2.52 27.20 +3.30 27.46 +3.10
EGb consumption (mg/rat/day) 0 1335 + 1.42 27.27+2.52 27.20 +3.30 0
Liver and biochemical data
Liver absolute weight (g) 9.33 +1.33 9.55 + 1.07 9.37 +0.83 10.12 £ 0.90 9.08 + 1.09
Relative liver weight (%) 259 +0.22 2.66+0.11 255+0.11 2.66+0.18 248 +0.25
PCNA L1% ND ND ND 0.33 +0.05 0.42 +0.15
Al% ND ND ND 0.07 +0.08 0.08 + 0.08
AST 85.33 + 14.6 91.92+22.2 83.58 = 16.30 83.00 +7.71 82.57+9.54
ALT 66.75 + 16.1 69.00 + 14.1 61.17 + 8.89 55.80+10.18  58.43 +11.84
GST-P positive foci data
Number (foci/cm?) 0.21 + 4.44 12.1 +4.53 11.65 +2.96 0 0
Mean size (mm?) 0.03 +0.01 0.02 +0.01 0.02 +0.01 0 0
Area (mm®/cm’) 0.23+0.14 0.27 +0.15 0.33+0.17 0 0

'Values are means *+ SD; DEN= diethylnitrosamine (200 mg/kg b.w., i.p.), EGb= Ginkgo biloba extract at 500 and 1000ppm

in basal diet during six weeks; n= number of rats/group; ND= Not determinated.
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Legend for figures

Figure 1- Schematic representation of the design of short-term and medium-term liver
bioassays. ¥= 100 or ¥200 mg/kg body weight of diethylnitrosamine (DEN);
V =0.9% NaCl; = 70% partial hepatectomy, [1 = Diet containing 500ppm
of EGb; [ = Diet containing 1000ppm of EGb; n = number of animals/group;

S1 103 = sacrifice 24 hours, 2 and 8 weeks after DEN-treated, respectively.

Figure 2- Rat liver of control only DEN-initiated group: A, C, E and G; and 1000ppm EGb
plus DEN-initiated ginkgo treated group: B, D, F and H; showing the apoptosis
indices (A versus B), PCNA indices (C versus D), p53 nuclear expression (E
versus F) and TGF-a expression (G versus H) used as end-points for short-term

bioassay. Arrows= apoptotic hepatocytes, TV= Terminal venule.

Figure 3- Immunohistochemistry for GST-P putative single cell (A), hepatocyte minifoci
(B) and foci of altered hepatocytes (FAH) (C) used as end-points for short-term

and medium-term bioassays.
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Conclusoes

1y

2)

3)

O tratamento por seis semanas com o extrato de Ginkgo biloba (EGb), administrado
por via oral, ndo induziu toxicidade geral ou hepdtica aos animais.

O EGb na concentracao 1000ppm, quando administrado antes € concomitantemente
ao agente quimico iniciador, foi eficaz em reduzir os efeitos deletérios (toxicidade e
carcinogenicidade) da administracio da dietilnitrosamina (DEN). Entretanto,
quando administrado apds a etapa iniciagdo pela DEN, o extrato nao foi capaz de
suprimir a expansao clonal de hepatdcitos iniciados.

Concentragdes maiores de EGb na alimentacdo dos animais poderiam resultar em
inibicao da promogdo da carcinogénese hepdtica (inibicdo do crescimento de FHAs
GST-P positivos) ou efetivamente, a atividade anti-promotora do EGb poderia ser

caracterizada em outro 6rgao-alvo.



