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 1.RESUMO 

O presente estudo teve como objetivo avaliar as propriedades quimioprotetoras e 

terapêuticas do extrato de Ginkgo biloba (EGb) sobre o desenvolvimento de lesões 

mamárias neoplásicas induzidas pela dimetil(a)benzoantraceno (DMBA) em ratas da 

linhagem Sprague-Dawley. No artigo 1 (Quimioprevenção), os animais foram divididos 

aleatoriamente em quatro grupos experimentais, sendo dois grupos controles (Positivo e 

Negativo) e dois grupos teste. Aos 51 dias de idade, as fêmeas receberão por gavagem 

(i..g) dose única de 60mg/kg de DMBA ou de óleo de Canola (veiculo da DMBA) e 

receberam ou não a substância teste (EGb) misturada à ração basal nas concentrações de 

0,1 e 0,2%. Ao final da 18ª semana, todos os animais foram eutanasiados na câmara de 

CO2 e foram coletados ovários, úteros e tumores mamários, fixados em formalina 

tamponada 10% e processados histologicamente para as análises histopatológicas. 

Também foram coletadas e congeladas (nitrogênio líquido) amostras dos tumores 

mamários para a análise dos níveis protéicos de bax, bcl-2 e do receptor de estrógeno-

alfa (RE-α). O tratamento com EGb nas duas concentrações não modificou a latência,  

incidência, multiplicidade e tipos histológicos das neoplasias mamárias e não foi capaz 

de impedir o crescimento e malignidade dessas neoplasias. Além disso, o EGb não 

alterou os níveis das proteínas apoptóticas bax, bcl-2 e do RE-α nas neoplasias 

mamárias induzidas pela DMBA. 

No artigo 2 (Terapêutica), todos os animais foram iniciados pela DMBA 

(80mg/kg; i.g.). A partir do momento que apresentaram tumores mamários palpáveis, os 

animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais recebendo ou 

não o tratamento com Tamoxifeno (TAM) (10mg/kg; i.g.) e/ou EGb (50-100mg/kg; i.p.) 

durante 28 dias consecutivos. No início do tratamento os animais foram anestesiados 

com Pentobarbital sódico (30mg/kg, i.p.) para a realização de uma biópsia tumoral 

(positividade de RE e índice de proliferação celular). A eficácia terapêutica dos 

diferentes tratamentos foi avaliada pelas análises de redução no volume tumoral (cm3), 

análise morfométrica de áreas viva/degenerativa/necrótica (µm2) e análise 

imunoistoquímica de proliferação celular (PCNA), apoptose (caspase-3 clivada), 

receptor de estrógeno-alfa (RE), p63 e β-catenina. O tratamento com TAM 

significativamente reduziu o volume (77,9%) e induziu a regressão histológica dos 

tumores mamários. Por outro lado, nos animais tratados apenas com EGb o volume do 

tumor mamário aumentou durante o período experimental (178.7%) e o índice de 
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proliferação celular na área viva dos tumores foi maior quando comparado aos grupos 

tratados com TAM (G4>G1=G2=G3, p<0,001). A expressão imunoistoquímica de 

caspase-3 clivada, RE, p63 e β-catenina em áreas vivas tumorais não diferiram entre os 

tratamentos experimentais (G1=G2=G3=G4, p>0,05).  

Os resultados de ambos os artigos sugerem que o EGb não apresenta efeitos 

quimioprotetores, terapêuticos per si e/ou não altera os efeitos terapêuticos do TAM 

sobre a carcinogênese mamária induzida pela DMBA em ratas Sprague-Dawley. Outros 

trabalhos devem ser realizados para comprovar a segurança da utilização concomitante 

de EGb por pacientes em tratamento com TAM.  

 
 
 
 
Palavras-chave: carcinogênese química, planta medicinal, dimetil(a)benzantraceno, 

roedor, quimioterapia, ginkgo. 
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2. ABSTRACT 
 

The present study was designed to investigate the chemopreventive and 

therapeutic properties of Ginkgo biloba extract (EGb) on 7,12-dimethyl-

benz(o)anthracene (DMBA)-induced mammary tumors in female Sprague-Dawley rats 

(SD). In the manuscript 1 (Chemoprevention), the experimental design comprised of 

four experimental groups, including two control groups (positive e negative) and two 

test-groups. The 51 days-old female SD rats received a single dose of DMBA (60 

mg/kg, i.g.) or a single administration of Canola oil (DMBA vehicle) and were fed with 

basal diet or EGb supplemented diet at 0,1 or 0,2 %.  At 18th week, all animals were 

euthanized in CO2 atmosphere, the ovaries, uterus and mammary tumors were fixed in 

10% phosphate-buffered formalin and processed in order to provide 5-µm thick paraffin 

sections for histological analysis. Also, tumor samples were frozen in liquid nitrogen for 

the analysis of bax, bcl-2 and estrogen receptor alpha (ER-α) protein expression by 

Western blot. The EGb intake did not alter the latency, incidence, multiplicity and 

histological pattern, neither the growth and malignancy of the mammary tumors. 

Besides, the treatment with EGb did not modify the bax, bcl-2 and estrogen receptor 

alpha (ER-α) expression in the mammary neoplasm induced by DMBA. 

In the manuscript 2 (Therapy), the experimental design comprised of four 

experimental groups. Female SD rats bearing palpable mammary neoplasms induced by 

DMBA (80 mg/kg b.wt., i.g.) received (G1) TAM (10 mg/kg b.wt., i.g.); (G2 and G3) 

TAM + EGb (50 or 100 mg/Kg b.wt., i.p.) or (G4) EGb (100 mg/kg b.wt., i.p.) during 

28 days. The therapeutic effectiveness of different treatments were evaluated by 

measuring tumor volume regression (cm3), live/degenerative/necrotic area analysis 

(µm2) in tumor sections stained by HE and immunohistochemical analysis of cell 

proliferation (PCNA), apoptosis (caspase-3), estrogen receptor (ER), p63 and beta-
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catenin. The treatment with TAM (G1) significantly reduced the breast tumor volume 

(77.9% ratio) and induced markedly tumor regression (degenerative areas). In contrast, 

in the EGb-treated animals (G4) the mammary tumor volume increased during the 

experimental period (178.7% ratio). Cell proliferation index in tumor live area was 

higher in this latter group when compared to TAM-treated groups (G4>G1=G2=G3, 

p<0.001). Caspase-3, ER, p63 and beta-catenin immunohistochemical scores in tumor 

live area were not different among treatments (G1=G2=G3=G4, p>0.05). The present 

findings suggest that concomitant EGb treatment did not alter the therapeutic effects of 

TAM in female rat mammary tumors. In addition, EGb treatment alone was unable to 

block the mammary tumor growth and malignancy parameters.  

 

 

Key words: chemical carcinogenesis, herbal drug, dimethyl benz(a)anthracene, 

chemotherapy, rodent, ginkgo.  
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3. INTRODUÇÃO 

3.1. Câncer de mama 

Pesquisas recentes indicam crescimento nas taxas de morbidade e mortalidade 

relacionadas às neoplasias em nível mundial (Cuzik, 2010; Parkin et al., 2005). No 

Brasil, as estimativas de incidência de câncer para 2008 e 2009 são de 466.730 novos 

casos. Os tipos de câncer mais prevalentes no sexo masculino são os de próstata e 

pulmão. No sexo feminino, o câncer de mama e de colo do útero são os tipos mais 

prevalentes (Figura 1). O perfil de morbidade do câncer nos gêneros masculino e 

feminino na população brasileira é semelhante ao observado na população mundial 

(www.inca.gov.br). O número de novos casos de câncer de mama femininos esperados 

para o Brasil em 2008/2009 é de 49.400 (Figura 2), ou seja, um risco estimado de 51 

novos casos/100 mil mulheres. A estimativa é ainda pior para a região Sudeste, na qual 

o risco estimado é de 68 novos casos/100 mil mulheres (Figura 3).  

 

 

Figura 1 – Tipos de câncer com maior incidência na população brasileira feminina e 

masculina para o ano de 2008. 
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Figura 2 – Estimativas de número de casos novos por câncer para o ano de 2008/2009, 

em homens e mulheres, segundo localização primária da neoplasia.* 

 

 

 

Figura 3 – Representação espacial das taxas brutas de incidência de neoplasia maligna 

de mama por 100 mil mulheres, estimadas para o ano de 2008 segundo a 

Unidade da Federação. 
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Mundialmente, as taxas elevadas de morte relacionadas ao câncer podem ser 

atribuídas ao diagnóstico tardio e dificuldades no tratamento dessa doença genética 

crônico-degenerativa (Parkin et al., 2005). Em geral, a manifestação dos sintomas é 

observada apenas na fase terminal da doença, o que implica no diagnóstico tardio. 

Nesse estágio do desenvolvimento tumoral, as células transformadas possuem uma série 

de alterações gênicas que as tornam altamente invasivas e resistentes a medicamentos 

antitumorais. Essas características combinadas com outros mecanismos intrínsecos das 

células neoplásicas como o escape da vigilância imunológica (perda da expressão de 

moléculas de MHC, baixa expressão de antígenos tumorais, produção de citocinas 

inibitórias, etc) dificultam o sucesso dos tratamentos convencionais (Dierssen et al., 

2006; Parkin et al., 2005). Além disso, a radioterapia, quimioterapia/braquiterapia e 

remoção ou ressecção cirúrgica são procedimentos de tratamento do câncer 

extremamente invasivos que resultam em efeitos colaterais amplamente adversos a 

qualidade de vida do paciente sem, no entanto, serem eficazes em 100% dos casos 

(Dierssen et al., 2006; Parkin et al., 2005). Todos esses fatores ressaltam a importância 

da prevenção do câncer, justificando os financiamentos de estudos nessa área.  

 

3.2. Fatores de risco para a carcinogênese mamária, receptores de estrógenos e 

tamoxifeno. 

As neoplasias mamárias apresentam história natural diversa, histopatologia 

complexa e resposta variada às terapias anti-neoplásicas convencionais como 

quimioterapia, braquioterapia e radioterapia (Parkin et al., 2005). Atualmente, a 

freqüência de novos casos de câncer de mama tem aumentado exponencialmente nas 

mulheres em países desenvolvidos e em desenvolvimento (Jemal et al., 2002). Esse fato 

pode estar relacionado ao aumento da exposição contínua das mulheres a múltiplos 

fatores de risco como idade, estilo de vida (tabagismo), hábitos alimentares, história 

familiar e reprodutiva (menarca precoce, nuliparidade, anticoncepcionais orais, 

menopausa tardia e terapia de reposição hormonal), e exposição acidental ou 

ocupacional a contaminantes ambientais como cancerígenos químicos, corantes, 

conservantes, poluentes, praguicidas, drogas, radiação ultravioleta, radiações ionizantes 

(Snedeker, 2001; Wolf e Weston, 1997). A incidência de câncer de mama aumenta 

rapidamente até os 50 anos e, posteriormente, aumenta de forma mais lenta. Essa 

mudança pode ser atribuída ao início da menopausa em média aos 50 anos de idade 

(Cuzak, 2010).  
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Existem dois tipos de neoplasias de mama: receptor de estrógeno (RE) positivo e 

negativo (Weigel e Dowsett, 2010; Matthews e Gustafsson, 2003). Pacientes com 

tumores mamários RE-positivos têm pior prognóstico e por isso o tratamento das 

neoplasias mamárias deve ser específico para cada paciente, levando em consideração 

as características individuais de cada tumor como independência ou não ao estímulo 

estrogênico. Com essas informações em mente, o médico deve optar ou não pela 

mastectomia radical ou parcial e prescrever o tratamento adjuvante com um 

medicamento da família dos bloqueadores seletivos de receptores de estrógenos 

(SERMs). Os SERMs como tamoxifeno e raloxifeno têm eficácia restrita aos tumores 

mamários RE-positivos (Silverman, 2010). 

Os estrogênios e estrógenos endógenos como estrona (E1), estradiol (E2) e estriol 

(E3) são hormônios esteróides sintetizados nos ovários que exercem efeitos 

pleiotrópicos sobre a fisiologia de vários tecidos e sistemas de todo o organismo. No 

aparelho reprodutivo, esses hormônios modulam o crescimento, diferenciação e 

funcionamento de diversos tecidos, tornando uma mulher capaz de se reproduzir. Os 

estrógenos ainda exercem importantes efeitos fisiológicos em tecidos não-reprodutivos 

como fígado, ossos, sistemas cardiovascular e nervoso, ou patológicos no 

desenvolvimento de osteoporose, neoplasias malignas de mama, endométrio e ovário 

(Segars et al., 1993). Em tecidos normais (não-neoplásicos) a resposta biológica aos 

estrógenos é finamente controlada por mecanismos epigenéticos de regulação da 

expressão gênica intracelulares (Lo e Sukumar, 2008; Segars et al., 1993). Isso significa 

que as células não-neoplásicas não se dividem sempre que são expostas aos estrógenos. 

Por outro lado, até mesmo baixa exposição aos estrógenos estimula uma proliferação 

celular vigorosa e ilimitada nos tecidos tumorais (Morimoto et al., 2010).  

Nos mamíferos, a maioria dos feitos biológicos dos estrógenos é mediada por 

sua interação com dois subtipos de receptores de estrógenos (RE-α e RE-β) e seus 

respectivos co-fatores (Lo e Sukumar, 2008; Björnström e Sjöberg, 2005). Ambos os 

subtipos de RE são encontrados no núcleo (maioria), citoplasma e membrana de células 

amplamente distribuídas por quase todos os tecidos do organismo (Matthews e 

Gustafsson, 2003). Enquanto o RE-α predomina no útero e glândula mamária, o RE-β é 

encontrado principalmente no sistema nervoso central, cardiovascular, imunológico, 

trato urogenital, ossos, rins e pulmão (Matthews e Gustafsson, 2003). Os REs 

orquestram a resposta intracelular transcricional e não-transcricional aos estrógenos 

(Björnström e Sjöberg, 2005). A interação entre 17β-estradiol (E2) e o receptor de 
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estrógeno (E2-RE) libera o complexo inibidor de RE, formado por HSPs (Heat Shock 

Proteins), e induz a modificações conformacionais que permitem a complexação do RE 

com os elementos promotores de transcrição gênica (Figura 4). A atividade 

transcricional induzida pelos REs é afetada por inúmeros co-fatores regulatórios que 

incluem complexos remodeladores de cromatina, co-ativadores e co-repressores de REs. 

Os co-ativadores geralmente não se ligam ao DNA, mas são recrutados pelos 

promotores durante a interação com E2-RE. Os co-ativadores, como os membros da 

família p160/SRC (Steroid Receptor Coactivator), SRC1/NcoA1 (Nuclear Receptor 

Coactivator-1) e NcoA2, participam da transcrição gênica induzida pelo E2-RE (Xu et 

al., 2009). Os co-repressores, como o NCoR (Nuclear Receptor Co-Repressor) e a 

proteína MTA1 (Metastasis Associated-1) participam do silenciamento gênico. O 

balanço entre receptores, co-ativadores e co-repressores é determinante para iniciar a 

resposta ao estrógeno. 

 

Figura 4 – Mecanismo geral de ativação dos receptores de estrógeno. A resposta pleiotrópica 
poderia ser a produção endógena de proteínas (hormônio luteinizante em células da 
hipófise; inibina B em células de Sertoli), proliferação celular, produção das 
enzimas semelhante a β-galactosidade ou luciferase. ER= Receptor de Estrógeno. 
HSP= Complexo de Proteínas Inibidoras. LBD= Domínio de Acoplamento do 
Ligante. ERE= Elemento Responsivo ao Estrógeno. 

                     Fonte: http://www.andrology.be/life98/technical.php 
 



 

 

26 
 

Existem outras vias de resposta ao complexo estrógeno-receptor (E2-RE), além 

da via clássica de interação direta do E2-RE com o ERE (Dunn et al., 2010; Nilsson et 

al., 2001). Na Figura 5, foram descritos os quatro principais mecanismos de ação dos 

REs. Esses variam desde ativação ou repressão da transcrição gênica, integração de vias 

intracelulares de sinalização e controle da progressão do ciclo celular. Por depender 

apenas da interação do estrógeno com receptores de membrana celular e não depender 

dos mecanismos celulares de transcrição e tradução, a via não-genômica é a mais rápida 

das vias de resposta ao estrógeno (Gianciti et al., 2006). As cascatas de sinalização 

recrutam segundos mensageiros intracelulares, incluindo NO (óxido nítrico), proteínas 

quinases (PKA, PKC, PI3K), RTKs (receptores de tirosina quinases), GPCRs 

(Receptores acoplados à proteína-G), MAPK (Proteína quinase ativadora de mitose), 

serina-treonina quinase AKT (Simoncini et al., 2003). 

  Os receptores RE-α e RE-β são fatores de transcrição protéicos regulados pelo 

componente ligante (Nott et al, 2008; Nilsson et al., 2001). Ambos são produtos da 

expressão de genes diferentes, apresentam distribuição tecidual específica e funções 

biológicas diferentes, como pode ser comprovado pela expressão protéica específica 

induzida por esses genes e fenótipos completamente distintos em camundongos 

knockouts αERKO and βERKO (Hewitt et al., 2009). Em alguns tecidos, no entanto, 

ambos os receptores RE-α e RE-β são co-expressos e formam heterodímeros funcionais. 

Quando co-expressos, o RE-β exibe um efeito inibitório sobre a expressão gênica 

dependente de RE-α e, em muitas ocasiões, exerce ações antagônicas ao RE-α 

(Matthews e Gustafsson, 2003). Embora sejam duas moléculas protéicas diferentes, 

provenientes de genes diferentes e com funções biológicas diferentes, os receptores ER-

α e ER-β apresentam alto grau de parentesco na seqüência genética codificadora do sítio 

de ligação ao DNA (DBDs) e têm a mesma afinidade molecular pelos estrógenos 

endógenos como o 17β-estradiol (E2) (Ikeda e Inoue, 2004). A descrição dos 

mecanismos moleculares de regulação da expressão dos receptores RE-α e RE-β e como 

ambos afetam direta ou indiretamente as funções um do outro, é essencial para a 

compreensão dos eventos biológicos celulares de regulação genética dependente dos 

estrógenos em tecidos normais e doentes (Matthews e Gustafsson, 2003; Nilsson et al., 

2001).  
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Figura 5 – Ilustração esquemática dos mecanismos de sinalização do receptores de estrógeno 

(ERs). 1. Mecanismo de ação clássico: o estrógeno ligado ao receptor (E2-RE) 

ativa diretamente os EREs (Estrogen Responsive Elements) localizados em regiões 

promotoras específicas no interior do núcleo celular. 2. Mecanismo de ação 

indireto: o E2-RE se complexa a um fator de transcrição (TF), como o NF-kappa β, 

que contata os EREs em promotores específicos. 3. Mecanismo de ação 

independente do ligante: Fatores de crescimento (GF) ativam cascatas 

intracelulares de proteínas quinases que fosforilam (P) e ativam ERs sem a 

necessidade do ligante. 4. Mecanismos de ação não-genômicos: o estrógeno se 

liga a receptores localizados na membrana celular iniciando uma cascata de 

resposta intracelular via ativação de proteínas quinases que resulta em funções 

alteradas de proteínas citoplasmáticas (p.ex. ativação de eNOS, regulação da 

expressão gênica pela fosforilação e ativação de um fator de transcrição).        

     Fonte: Bjomstrom and Sjoberg, 2005. 
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O RE-α é um importante regulador do desenvolvimento fisiológico da glândula 

mamária. A estimulação estrogênica desse receptor resulta na transcrição de vários 

genes, inclusive genes reguladores do ciclo celular (Feng et al., 2007; Nilsson et al., 

2001). As células que contém esse receptor bem expresso (15-30% das células do tecido 

mamário normal) produzem fatores de crescimento que induzem a proliferação de 

células vizinhas RE negativas. No tecido tumoral a porcentagem de células RE-α 

positivas aumenta sob estimulação autóloga ao invés da parácrina (Welboren et al., 

2009).  

O RE-β coexiste com o RE-α nas células epiteliais mamárias, no entanto em 

maiores quantidades, e também em outras células como as mioepiteliais e as estromais 

do tecido mamário (Ikeda e Inoue, 2004; Matthews e Gustafsson, 2003). Apesar de não 

se conhecer a função exata desses receptores nos tecidos mamários normais, o RE-β 

parece ser essencial para a diferenciação da glândula mamária normal no rato (Riggins 

et al., 2007; Nilsson et al., 2001). Em ratos knockout RE-β-/- as glândulas mamárias se 

desenvolvem normalmente até a puberdade (Riggins et al., 2007). Contudo, diversas 

anormalidades são notadas durante o período gestacional e lactacional, incluindo 

secreção incompleta de lipídeos, aumento do lúmen ductal e alveolar e uma redução no 

número total de alvéolos (Riggins et al., 2007). Além disso, a perda do RE-β provoca 

uma formação inadequada de junções de adesão intercelulares e expressão anormal de 

β-catenina, características freqüentemente associadas ao fenótipo maligno tumoral 

(Riggins et al., 2007). Numerosos experimentos têm descrito a perda da expressão de 

RE-β durante o processo de carcinogênese mamária (Bierie e Moses, 2009; Nott et al., 

2008), indicando uma possível função supressora tumoral desse receptor.  

Com essas informações, fica claro que um potencial alvo para terapia do câncer 

de mama é o bloqueio funcional da resposta estrogênica proliferativa da via RE-α nos 

tumores mamários. Atualmente, existem dois tipos de medicamentos que bloqueiam a 

resposta estrogênica: agentes antiestrogênicos que se ligam nos REs e bloqueiam a sua 

interação com os estrógenos endógenos como os SERMs (Tamoxifeno e Raloxifeno); e 

os inibidores de aromatases (Lestrozol e Anastrozol) que bloqueiam a transformação de 

andrógenos em estrógenos ativos pela célula mamária tumoral (Park e Jordan, 2002; 

Bush, 2004). Os SERMs e os inibidores de andrógenos são utilizados no coquetel de 

quimioterapia em pacientes com câncer de mama agressivo ressecado cirurgicamente 
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(mastectomia radical) com o objetivo de reduzir a recorrência da doença (Bush, 2004; 

Katzenellenbogen e Katzenellenbogen, 2000).  

O tamoxifeno ou [trans-1-(4βdimetilaminoetoxifenil)-1,2-difenil-1-buteno], 

também conhecido comercialmente por NOLVADEX (citrato de tamoxifeno), é uma 

droga antagonista de estrógenos da família dos moduladores seletivos dos receptores de 

estrógenos (SERMs) (Jordan, 2006). Esse medicamento tem sido utilizado com sucesso 

a mais de 30 anos para prevenir e tratar neoplasias de mama dependentes do estímulo 

estrogênico. Estudos epidemiológicos demonstram que, quando o tratamento oral com 

tamoxifeno é aplicado a muheres com câncer de mama RE-positivo por 5 anos após a 

ressecção cirúrgica do tumor, as chances de recorrência tumoral anual caem pela metade 

e as taxas de mortalidade pós-cirúrgica são reduzidas a um terço (Lien et al., 1991).  

Os SERMs se ligam com alta afinidade ao domínio de ligação (LBD) dos REs, 

impedindo a sua ativação ao bloquear a interação desse receptor com os estrógenos 

(Kojetin et al., 2008). Esse efeito antiestrogênico é conhecido como antagonização por 

competição pelos receptores de estrógenos (Figura 6). Por esse motivo, a presença do 

tamoxifeno bloqueia os REs e impede a propagação do estímulo proliferativo, além de 

estimular a apoptose para as células mamárias. Em um experimento realizado com 

células tumorais mamárias humanas MCF-7, o tratamento com tamoxifeno estimulou a 

apoptose pela via mitocondrial por aumentar a concentração de Ca+2 ionizado intra-

mitocondrial e atividade da enzima óxido nítrico sintase mitocondrial (mtNOS) 

(Nazarawicz et al., 2007). Ao estimular a mtNOS, o tamoxifeno desacopla a respiração 

mitocondrial, libera citocromos C ao citoplasma, eleva a lipoperoxidação mitocondrial, 

reduz a atividade catalítica da succinil-CoA:3-oxoacil CoA-transferase e induz a 

agregação mitocondrial, resultando em apoptose da célula em questão (Nazarawicz et 

al., 2007). Portanto, a combinação dos efeitos anti-proliferativos e pró-apoptóticos 

induzidos pelo tamoxifeno resulta em uma regressão no número total de células e taxa 

de proliferação celular nos tumores mamários estrógeno-dependentes em mulheres 

tratadas com esse SERM (Nazarawicz et al., 2007; Mandlekar et al., 2000).  
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Figura 6 – Mecanismos de ação do estradiol (E2) e dos SERMs tamoxifeno (TAM) ou 4-

hidroxitamoxifeno (OHT), resultando em redução de proliferação celular e indução 

de apoptose, respectivamente.                                                                                                                       

                          Fonte: http://www.life.uiuc.edu/shapiro/TamoxifenApoptosis.html 

 

A metabolização primária e secundária do tamoxifeno é extremamente complexa 

e depende da atividade de múltiplas enzimas do complexo citocromo P450 (CYPs) nos 

tecidos animais (Figura 7). Uma grande variedade de metabólitos pode ser detectada no 

soro humano de pacientes tratadas com tamoxifeno (Lien et al., 1991). A metabolização 

dessa droga tem papel fundamental em sua eficácia, visto que os metabólitos 

hidroxilados como o 4-hidroxitamoxifeno (OHT) têm 100 vezes maior afinidade pelos 

ERs que os demais metabólitos, embora corresponda a apenas 10% do volume total de 

metabólitos (Lien et al., 1991). Os metabólitos formados pela demetilação do 

tamoxifeno são predominantes em relação aos formados pela hidroxilação do composto 

primário. O endoxifeno (4-hidroxi-N-demetil tamoxifeno), o mais abundante metabólito 

com atividade anti-tumoral, é formado pela oxidação do N-desmetil tamoxifeno em uma 

reação catalizada pela enzima CYP2D6(Wu et al., 2009). Estudos clínicos recentes 

demonstraram que polimorfismos genéticos associados a atividade reduzida ou ausente 

de CYP2D6 implicam em níveis menores de endoxifeno em mulheres com câncer de 

mama e, consequentemente, menor tempo de recorrência tumoral e pior taxa de 

sobrevida pós-cirúrgica (Abraham et al., 2010; Schroth et al., 2009).  

A distribuição tecidual e viabilização do tamoxifeno às células alvo são fatores 

determinantes para a eficácia antiestrogênica da droga (Lien et al., 1991). Apenas 0,1% 

do tamoxifeno é detectado no soro, sugerindo uma extensa distribuição tecidual da 
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droga. Essa descrição da propriedade farmacocinética do tamoxifeno explica porque não 

existe uma correlação entre níveis séricos e resposta clínica nas pacientes (Ingle, 2007). 

Contudo, em ratos de laboratório existe correlação entre concentração intratumoral de 

tamoxifeno e regressão dose-dependente (Lien et al., 1991).  

 

 

Figura 7 – Vias celulares para a biotransformação do tamoxifeno dependente das 

enzimas do complexo citocromo oxidase (CYPs).                                                                              

                          Fonte: http://sitemaker.umich.edu/rae/home 

 

Embora a utilização do tamoxifeno para o tratamento do câncer de mama seja 

aprovada pela US-Food and Drug Administration (FDA) desde 1998, alguns efeitos 

colaterais graves limitam sua uttilização. O aumento no risco de câncer hepático e de 

endométrio (sarcoma uterino) é um grave efeito colateral do tamoxifeno (Brown, 2009; 

Ting et al., 2008; Kim et al., 2005). O aumento no risco é associado a um bloqueio 

múltiplo de ERs que resulta em danos mutagênicos/genotóxicos nesses órgãos-alvo 

(White, 1999; Kim et al., 2005). De fato, adutos de DNA foram detectados 
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principalmente no fígado de ratos tratados com tamoxifeno e iniciados para a 

hepatocarcinogênese (Kim et al., 2005; Brown, 2009). A extensão dos danos ao DNA 

das células depende diretamente da dose e do tempo de exposição dos animais ao 

tamoxifeno (Brown, 2009). Seis doses semanais de tamoxifeno administradas a ratos 

isogênicos F344 resultaram em aumento dose-dependente da freqüência de mutações 

(LacI) no tecido hepático desses animais (Davies et al., 1997). Em outro experimento, 

camundongos recém-nascidos da linhagem CD-1 receberam tamoxifeno por um período 

pós-natal de cinco dias. Aos 14-17 meses de vida, aproximadamente 50% desses 

animais desenvolveram adenocarcinomas uterinos (Newbold et al., 1997).  

Outros efeitos colaterais frequentemente relatados por pacientes em tratamento 

com tamoxifeno são a anorexia, plaquetopenia, leucopenia, neutropenia, anemias, 

hemorragias, endometriose, distúrbios gastrintestinais, pancreatite, hepatite esteatorréica 

e hipercalcemia (López et al., 2006; ANVISA, 2005).  

 

3.3. Efeitos biológicos da Ginkgo biloba 

3.3.1. Aspectos gerais e potencial quimiopreventivo 

A Ginkgo biloba (do chinês, ginkgo: damasco prateado e biloba: formato 

bilobado de suas folhas) é uma gimnosperma dióica da família Ginkgoacecae que foi 

descrita inicialmente em 1690 pelo médico alemão Engelbert Kaelmpter (Jacobs e 

Browner, 2000). Nativa da Coréia, China e Japão, essa árvore pode chegar a uma altura 

de até 30 metros e viver por cerca de quatro mil anos. A Ginkgo biloba tem sobrevivido 

sem grandes alterações fenotípicas a mais de 200 milhões de anos e, por esse motivo, 

foi intitulada de "fóssil vivo" por Charles Darwin. Essa longevidade pode ser 

relacionada à sua capacidade de suportar insultos tóxicos e resistir a infecções 

microbianas (Jacobs e Browner, 2000). Apesar de ser uma das mais antigas espécies 

vegetais conhecidas pelo homem, a Ginkgo biloba só despertou o interesse dos 

pesquisadores após a Segunda Guerra Mundial. Após a explosão da bomba nuclear em 

Hiroshima, as espécies da família Ginkgoacecae foram as primeiras a reaparecer no solo 

da cidade devastada, sem apresentar sinais de alterações ou mutações genéticas (Jacobs 

e Browner, 2000).  

O extrato hidroalcoólico das folhas de Ginkgo biloba (EGb) é uma mistura 

complexa de mais de 300 componentes farmacologicamente ativos (Smith et al., 1996). 

Os principais são os flavonóides, glicosídeos de flavona, lactonas diterpênicas, 
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ginkgolideos, sesquiterpenos, superóxido dismutase dependente de ferro, ácido p-

hidroxibenzóico, ácido ascórbico e catequinas (Jacobs e Browner, 2000). 

Comercialmente, o extrato de Ginkgo biloba contendo 24% de flavonóides (glicosídeos 

ginkgo-flavona) e 6% de terpenóides (ginkgolideos e bilobalideos) ocupa o primeiro 

lugar no ranking mundial de vendas de plantas medicinais e medicamentos naturais 

(Jacobs e Browner, 2000). Essa planta medicinal tem sido utilizada na medicina chinesa 

por mais de quatro mil anos para o tratamento de disfunções cardiopulmonares, e para 

promover a longevidade. Na Europa (principalmente França e Alemanha) e nos Estados 

Unidos, o EGb figura entre os produtos naturais mais comercializados, embora nem 

sempre sob fiscalização de agências governamentais reguladoras (Jacobs e Browner, 

2000). 

A interação sinérgica entre os diferentes princípios ativos presentes no EGb 

resulta no incremento do suprimento sangüíneo (pela redução da viscosidade do sangue) 

e redução da concentração de radicais livres de oxigênio (ROS) em diferentes tecidos 

animais como o tecido nervoso (Birks et al., 2002). Por isso, as indicações mais comuns 

da Ginkgo biloba são para o tratamento e prevenção de disfunções relacionadas ao 

envelhecimento como distúrbios de memória e funções cognitivas correlatas, 

labirintopatias (zumbidos e vertigens), Alzheimer, doenças vasculares periféricas e 

distúrbios circulatórios do cérebro e do sistema arterial periférico (DeKosky et al., 2008; 

Sierpina et al., 2003; Jacobs e Browner, 2000).  

Os glicosídeos de flavona do tipo rutínico (flavonóides), em geral, reduzem a 

fragilidade vascular podendo evitar a lesão cerebral isquêmica. Os ginkgolídeos A, B, C 

e M, principais lactonas diterpênicas do EGb, inibem o fator de agregação plaquetária 

(PAF). Consequentemente, os ginkgolídeos inibem a agregação plaquetária, 

broncoconstrição, vasodilatação periférica, quimiotaxia de fagócitos e também inibem a 

liberação de compostos pró-inflamatórios. O resultado final da combinação desses 

efeitos biológicos induzidos pelos ginkgolideos é o aumento na fluidez e circulação 

sanguínea nos tecidos (Ahlemeyer e Krieglstein, 2003). Além disso, a inibição da 

agregação plaquetária é útil para o tratamento de inflamação aguda, rejeição tecidual, 

asma e lesão isquêmica (Zhu et al., 2005). No sistema nervoso central (SNC), o EGb 

apresenta propriedades neuroprotetoras (evita danos neuronais) por modular o fluxo 

sanguíneo cerebral, amplificar o sistema antioxidante das células e alterar os níveis de 

neurotransmissores, óxido nítrico, glicocorticóides e fatores de crescimento (Ahlemeyer 
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e Krieglstein, 2003). In vitro, o EGb foi capaz de proteger neurônios da morte celular 

induzida por estímulos nocivos como a hipóxia (Klein et al., 1997) peróxido de 

hidrogênio (Guidetti et al., 2001). Além disso, o bilobalídeo isolado do EGb protegeu as 

células neuronais PC12 do estresse oxidativo induzido pela indução da via xantina 

oxidase (Zhou e Zhu, 2000). 

Efeitos potencialmente anticarcinogênicos da Ginkgo biloba tem sido descritos. 

Esses efeitos são atribuídos a componentes do extrato que apresentam atividade 

antioxidante, anti-proliferativas, pró-apoptóticas, indutoras de enzimas hepáticas de 

detoxificação, anti-angiogênicas e de modulação da expressão gênica (DeFeudis et al., 

2003). Estudos recentes têm demonstrado que extratos da folha, casca e raízes da 

Ginkgo biloba apresentam propriedades anticarcinogênicas potenciais que podem ser 

relacionadas à presença de moléculas com atividades antioxidante, anti-proliferativa, 

pró-apoptótica, indutora de enzimas hepáticas de detoxificação, anti-angiogênicas e de 

regulação gênica (DeFeudis et al., 2003). Pretner et al. (2006) demonstraram que o EGb 

e a ginkgolida B foram capazes de inibir de maneira dose-dependente a proliferação das 

células tumorais mamárias MDA-MB-231 que apresentam características altamente 

agressivas . Efeitos anti-proliferativos do EGb também foram observados em células de 

hepatoma SMMC-7721 e células de câncer oral SCC 1483 (Chen et al., 2002; Kim et 

al., 2005).  

Em outro trabalho, foram analisados os efeitos quimiopreventivos do EGb em 

dois estudos: epidemiológico e em cultura de células tumorais de câncer ovariano 

humano (OVCA429, OVCA433, OVCA420 e  HOSE-E6E7). No estudo 

epidemiológico foi observado que o uso regular da Ginkgo biloba como único 

suplemento dietético pode ser relacionado à redução dos riscos para o desenvolvimento 

de neoplasia não-mucinosa de ovário (Ye et al., 2007). No estudo in vitro, a Ginkgo 

biloba mostrou efeitos anti-proliferativos significativos (~40%) nas células epiteliais de 

câncer ovariano e menor eficácia nas células mucinosas de câncer ovariano. A análise 

dos dados obtidos nesse estudo evidenciou os potenciais efeitos quimiopreventivos e 

terapêuticos da EGb sobre a carcinogênese ovariana humana (Ye et al., 2006). Efeitos 

terapêuticos também foram observados em pacientes com tumores malignos do trato 

digestório superior (faringe, esôfago e estômago) através da administração oral do 

extrato polissacarídico da casca da Ginkgo biloba (Xu et al., 2003), mediante a 

modulação da expressão de c-myc, bcl-2 e c-fos (Xu et al., 2003).  
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Propriedades quimiopreventivas do EGb também têm sido observadas em 

experimentos com roedores. Os tratamentos com EGb ou bilobalídeos purificados 

reduziram a formação de lesões pré-neoplásicas intestinais (focos de criptas aberrantes) 

induzidas pelo azoximetano (AOM) em ratos F344 machos (Suzuki et al., 2004). Em 

ratos Wistar, o EGb aumentou a atividade anti-oxidante e inibiu a progressão de lesões 

gástricas pré-neoplásicas através da regulação da proliferação celular e apoptose (Jiang 

et al., 2009). Em um trabalho prévio, nosso grupo de pesquisa identificou um potencial 

quimiopreventivo do extrato hidroalcoólico da folha da Ginkgo biloba sobre a etapa de 

iniciação da carcinogênese hepática em ratos da linhagem Wistar (Dias et al., 2007).  

Os efeitos antioxidantes, anti-proliferativos, anti-angiogênicos e indutores 

enzimáticos apresentados pelo EGb são mecanismos de ação importantes para a 

prevenção da carcinogênese (De Feudis et al., 2003). O EGb possui diversos elementos 

químicos com propriedades antioxidantes, sendo os flavonóides e os terpenóides os 

mais estudados (Smith et al., 1996). A simples presença de agentes antioxidantes 

naturais proporciona um potencial quimiopreventivo importante ao EGb. A combinação 

dos agentes antioxidantes com outros elementos quimioprotetores como polissacarídeos 

estimulantes do sistema antioxidante das células (enzima superóxido dismutase) 

aumenta a capacidade quimiopreventiva do EGb em ratos (Smith et al., 1996). Além 

disso, o EGb possui compostos químicos anti-angiogênicos que inibem a enzima óxido 

nítrico sintase (De Feudis et al., 2003).  

O extrato de Ginkgo biloba exerce efeitos anti-carcinogênicos também por 

modular a expressão de genes controladores do crescimento e proliferação celulares. 

Alguns componentes do EGb são mediadores químicos da transcrição gênica e podem 

ser utilizados potencialmente para o tratamento de algumas doenças crônicas (Gohil et 

al., 2002). Em um estudo com cDNA-microarray foi demonstrado que o EGb foi capaz 

de alterar a expressão de genes envolvidos na regulação da proliferação celular, 

diferenciação e apoptose em células de adenocarcinoma mamário humano (Li et al., 

2002). Evidências na redução da expressão gênica e protéica dos controladores da 

apoptose bax e bcl-2 pelo EGb foram obtidas em modelo experimental de rato SAMP8 

(Mak et al, 2006).    

Outro efeito quimiopreventivo potencial do EGb é a sua capacidade de modular 

o crescimento de neoplasias hormônio-dependentes como mama e próstata. 

Recentemente, pesquisadores chineses descreveram atividades estrogênicas em alguns 
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flavonóides presentes no EGb como kampferol, quercetina e isoramnetina 

(fitoestrógenos) (Oh et al., 2004). Os fitoestrógenos são estrógenos vegetais que se 

ligam aos ER-α e β presentes nas células animais, atividade semelhante à dos 

moduladores seletivos dos receptores de estrógenos (SERMs), estimulando uma 

resposta estrogênica fraca na célula-alvo (Henley e Korach, 2010). Fitoestrógenos 

isolados do EGb induziram a proliferação seletiva de células tumorais mamárias MCF-7 

ER-positivas com aumento da transcrição dos genes pS2 (responsivo de estrógeno) e PR 

(receptor de progesterona). O mesmo não aconteceu nas células tumorais mamárias 

MDA-MB-231 ER-negativas em resposta aos fitoestrógenos isolados do EGb, 

indicando uma provável atividade quimiopreventiva do EGb para a carcinogênese de 

mama in vivo (Oh e Chung., 2004). Alguns autores têm sugerido a utilização do EGb 

como um método alternativo à terapia de reposição hormonal (HRT) em mulheres na 

pós-menopausa. Segundo esses pesquisadores, o efeito estrogênico fraco induzido pelos 

fitoestrógenos do EGb provavelmente são suficientes para reduzir o impacto de alguns 

sintomas da menopausa como osteoporose e doença cardiovascular, sem aumentar o 

risco de desenvolver câncer de mama nessas mulheres (Oh et al., 2004). 

 

3.3.2. Interação da Ginkgo biloba com tamoxifeno 

Interações medicamentosas são frequentemente relatadas, estudadas e evitadas 

pelos órgãos governamentais reguladores na medicina humana. As enzimas do 

citocromo P450 (CYPs) são uma família de enzimas essenciais para a metabolização de 

drogas e outras moléculas exógenas, bem como a biossíntese de esteróides e 

prostaglandinas (VandenBrink e Isoherranen, 2010). A interação medicamentosa é o 

resultado direto da inibição ou indução da atividade das CYPs pelos medicamentos 

ingeridos. Assim, pode ocorrer uma potencialização ou atenuação da biodisponibilidade 

e eficácia dos medicamentos utilizados concomitantemente pelo paciente (VandenBrink 

e Isoherranen, 2010). O álcool é um indutor de CYPs muito frequentemente associado à 

interação medicamentosa (Seitz e Poschl, 1997) com antibióticos (p.ex. sulfametoxazol 

e trimetoprima), cloranfenicol, dimenidrinato (dramin), metoclopramida (Plasil), ácido 

acetil salicílico (aas), propanolol, barbitúricos (pentobarbital), antidiabéticos 

(sulfoniluréias) e outros medicamentos (Agência nacional de vigilância sanitária - 

ANVISA). Em relação às plantas medicinais, a interação medicamentosa ocorre nos 

pacientes que estão sendo tratados com medicamentos como os quimioterápicos e 
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utilizam medicamentos naturais sem o conhecimento do médico. Nesse caso, os 

pacientes entendem que os extratos de plantas naturais são inócuos e particularmente 

benéficos ao tratamento que estão sendo submetidos. O grande problema é que os 

extratos de numerosas plantas medicinais apresentam princípios farmacológicos ativos 

que induzem ou inibem as CYPs, caracterizando um potencial para a interação 

medicamentosa (Mendes et al., 2010).  

Alguns constituintes do EGb são potentes inibidores de enzimas do complexo 

citocromo P450 em humanos (Gaudineau et al., 2004; Von Moltke et al., 2004). Assim, 

o EGb interage farmacologicamente com drogas anti-plaquetárias, antidepressivas, 

diuréticas e antiinflamatórias não-esteroidais (Jiang et al., 2005; Lei et al., 2009; Aruna 

e Naidu, 2007; Fontana et al., 2005; Zhao et al., 2002). Estudos recentes in vitro 

demonstraram que os flavonóides isolados do EGb reduziram a toxicidade de 

cancerígenos através da inibição da expressão e atividade da CYP1A2 e CYP1A1 

(Lautraite et al, 2002). Estudos in vivo têm demonstrado a capacidade do EGb em 

induzir CYPs como a CYP2B1, CYP2B2 e CYP3A1 (Taki et al., 2009; Zhao et al., 

2002). Em modelos humanos, o EGb é capaz de inibir significativamente a atividade da 

CYP1A2, CYP2C9, CYP2E1 e CYP3A4 (Gaudineau et al., 2004).  

  

3.4. Modelo experimental de carcinogênese mamária 

Os modelos experimentais de neoplasias mamárias induzidas pela administração 

de cancerígenos químicos em roedores são ferramentas extremamente úteis para o 

estudo das múltiplas etapas da carcinogênese mamária (Anderson, 1992; Thompson e 

Singh, 2000; Boone et al., 1992) e estudos de quimioprevenção da carcinogênese 

mamária (Mehta, 2000; Boone et al., 1992).  

Os modelos experimentais de carcinogênese mamária induzida quimicamente 

em fêmeas das linhagens de ratos Sprague-Dawley e Wistar-Furth são os mais bem 

aceitos pela comunidade científica internacional. Os animais de ambas as linhagens são 

os mais susceptíveis ao desenvolvimento de lesões neoplásicas de mama induzidas por 

cancerígenos químicos específicos como o 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) e a N-

metil-N-nitrosoureia (MNU) (Russo e Russo, 2000; Mehta, 2000). Em geral, as 

neoplasias mamárias induzidas quimicamente pelo DMBA são carcinomas agressivos 

hormônio-dependentes (RE-positivos). A incidência, multiplicidade e tipos de tumores 

mamários podem ser influenciados por fatores como idade do animal, tempo de 
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exposição ao cancerígeno, história reprodutiva, desregulação endócrina, dieta e outros 

fatores que alteram o desenvolvimento e o grau de diferenciação da glândula mamária 

(Russo e Russo, 1994).  

A DMBA é um poderoso cancerígeno sintético órgão-específico utilizado por 

pesquisadores do mundo todo para elaboração de modelos experimentais de 

cârcinogênese de mama. Esse composto químico é enquadrado na classe dos 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos  (Figura 8). Muitas classes de cancerígenos 

químicos possuem mecanismos de ação derivados de interações covalentes de seus 

metabólitos com o DNA como nitrosaminas, aminas aromáticas, micotoxinas e 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (Loeb e Harris, 2008). A metabolização da 

DMBA pelas células animais resulta em um metabólito reativo carcinogênico com sítio 

reativo diidrodiol epóxido (Macejová e Brtko, 2001). De fato, os diidrodióis epóxidos 

tem potencial químico para formar íons carboxi-benzílicos, intermediários eletrofílicos 

que se ligam avidamente a sítios nucleofílicos celulares (Macejová e Brtko, 2001). A 

DMBA modifica covalentemente o DNA celular pela reação do sítio diidrodiol epóxido 

presente em seu metabólito com grupamentos amino-exocíclicos de desoxiguanosina e 

desoxiadenosina presentes nos ácidos nucleicos celulares (Macejová e Brtko, 2001).  

In vivo, as células epiteliais mamárias presentes no broto terminal metabolizam o 

DMBA resultando em metabólitos com radicais diidrodiois epóxidos altamente reativos 

que causam danos irreparáveis no DNA dessas células. Esse efeito carcinogênico é 

seletivo para as células do broto terminal em comparação às demais células epiteliais 

mamárias, em decorrêcia da incapacidade dessas células de remover completamente os 

adutos de DNA induzidos pelos epóxidos reativos derivados da metabolização do 

DMBA (Macejová e Brtko, 2001). Assim, os animais são suceptíveis ao 

desenvolvimento de adenocarcinomas mamários apenas enquanto os brotos terminais 

estiverem presentes (aproximadamente após 5 semana de vida).  
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Durante a exposição ao DMBA, alguns brotos terminais aumentam de tamanho e 

formam uma pequena massa de células denominada de proliferação intraductal que 

pode progredir a microtumores em 35 dias (Russo e Russo, 2000; Russo e Russo, 1996; 

Calaf e Russo, 1993). Os microtumores evoluem a carcinomas in situ e posteriormente a 

adenocarcinomas invasivos que rompem a membrana basal e invadem tecidos 

adjacentes como tecido conjuntivo, adiposo, derme e epiderme. Contudo, nem todos os 

brotos terminais expostos ao DMBA originam neoplasias malignas. A maioria dos 

brotos terminais não se converte a microtumores. Esse fenômeno explica o 

aparecimento de 1 a 5 tumores em cada rata iniciada com a DMBA em contraste à 

presença das 12 cadeias mamárias presentes nesse animal (Russo e Russo, 1996; Calaf e 

Russo, 1993).   

O primeiro modelo experimental para o estudo de câncer de mama que utiliza o 

cancerígeno DMBA foi utilizado no ano de 1961 por Huggins. Em 1987, Russo e Russo 

caracterizaram os mecanismos de ação do DMBA. Os tumores experimentais mamários 

induzidos pelo DMBA mimetizam o comportamento de neoplasias malignas humanas, 

embora ambos não possam ser comparados em termos de latência relativa, parâmetros 

histopatológicos e endócrinos (Loeb e Harris, 2008; Costa et al., 2002; Russo e Russo, 

2000). Assim, mesmo que a DMBA não seja um fator de risco para o câncer de mama 

humano, compostos com estrutura similar (p.ex. hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos) tem sido constantemente relacionados ao desenvolvimento de neoplasias 

malignas experimentais e humanas. O grande número de publicações internacionais 

comprovam a valiosa importância prática da utilização experimental de DMBA em 

estudos que mimetizem o adenocarcinoma mamário humano. Atualmente, o uso de 

quimioterápicos como os SERMs (tamoxifeno de raloxifeno) para inibir o crescimento 

 
 
Figura 8 – Representação da estrutura química do 

hidrocarboneto policíclico aromático 
7,12-dimetilbenz(o)antraceno (DMBA), 
de fórmula molecular C20H16. 

 
                      Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html 
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de tumores malignos de mama ER-positivos é baseado científicamente em modelos 

experimentais de câncer de mama induzidos pela DMBA (Kim et al., 2006).  

 

3.5. Considerações finais  

Os extratos das folhas verdes e casca da Ginkgo biloba têm demonstrado 

potencial anti-tumoral em modelos experimentais e em cultura de células. O potencial 

quimiopreventivo desses extratos é mediado pela presença de moléculas com atividade 

antioxidante, antiproliferativa, antiangiogênica, antiestrogênica e moduladoras da 

expressão de genes controladores do ciclo celular (Masteikova et al., 2007; Dias et al., 

2008; DeFeudis et al., 2003; Sagar et al., 2006; Oh e Chung, 2006). Portanto, a nossa 

hipótese inicial era de que o EGb poderia retardar o crescimento de neoplasias 

mamárias RE-positivas induzidas pela DMBA em fêmeas SD com ou sem interação 

com tamoxifeno.  
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4. JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 

O câncer é umas das doenças mais prevalentes no mundo contemporâneo. O 

estilo de vida industrializado da sociedade humana atual têm favorecido o crescimento 

nas taxas de morbidade e mortalidade relacionadas às neoplasias (Parkin, 2005). A 

elevada taxa de mortalidade está diretamente associada a um diagnóstico tardio e 

dificuldades no tratamento dessa doença crônico-degenerativa. Por isso, a prevenção da 

carcinogênese com a utilização de compostos químicos é a melhor estratégia indicada 

para os humanos. Diversos compostos naturais capazes de prevenir ou auxiliar o 

tratamento da carcinogênese ainda não foram estudados e nem mesmo identificados na 

natureza. 

O extrato de Ginkgo biloba (EGb) tem demonstrado ação quimioprotetora em 

diversos trabalhos com células tumorais e modelos experimentais, inclusive em um 

trabalho previamente realizado pelo nosso grupo de pesquisa com ratos iniciados pela 

DEN. No trabalho de doutorado atual investigamos pioneiramente a atividade 

quimiopreventiva do EGb sobre a carcinogênese mamária em ratos Sprague-Dawley.  

 

 

5. OBJETIVOS GERAIS 

O presente projeto teve como objetivo avaliar a ação moduladora da Ginkgo 

biloba sobre o processo de carcinogênese química na mama de ratos. Assim, dois 

trabalhos independentes foram desenhados com objetivos e metodologias específicos: 

 

- Artigo 1. Avaliar os efeitos quimioprotetores do extrato de Ginkgo biloba sobre a 

carcinogênese mamária induzida pela 7,12-dimetilbenz(o)antraceno (DMBA) em ratas 

da linhagem Sprague-Dawley.  

 

- Artigo 2. Avaliar os possíveis efeitos terapêuticos e sinérgicos obtidos pela interação 

entre o extrato de Ginkgo biloba e o tamoxifeno em modelo experimental de 

carcinogênese mamária induzida pela 7,12-dimetilbenz(o)antraceno (DMBA) em ratas 

da linhagem Sprague-Dawley. 
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Resumo 

O presente estudo teve como objetivo determinar a possível atividade 

quimioprotetora do extrato de Ginkgo biloba (EGb) sobre o desenvolvimento de 

tumores mamários induzidos pela 7,12-dimetilbenz(o)antraceno (DMBA) em ratas da 

linhagem Sprague-Dawley (SD). Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro 

grupos experimentais, sendo dois grupos controles (positivo e negativo) e dois grupos- 

teste. As fêmeas SD foram iniciados aos 51 dias de idade com dose única i.g. de 60 

mg/kg p.c. de DMBA ou receberam dose única de óleo de girassol (5m/kg p.c. veículo 

da DMBA). Então os animais receberam ou não a substância teste (EGb) misturada à 

ração basal nas concentrações de 0,1 e 0,2%. Ao final da 18ª semana, todos os animais 

foram eutanasiados em câmara de CO2 e coletados ovários, útero e tumores mamários. 

As amostras foram fixadas em formalina tamponada 10% e processadas para análise 

histopatológica. Amostras tumorais foram coletadas e armazenados a -70C para análise 

da expressão protéica apoptóticas bax, bcl-2 e do receptor de estrógeno alfa (RE-α). O 

tratamento com EGb por 18 semanas não modificou a latência, incidência, 

multiplicidade, tipo histológico nem foi capaz de impedir o crescimento e malignidade 

das neoplasias mamárias induzidas pela DMBA. Além disso, o tratamento com EGb 

não alterou a expressão protéica de bax, bcl-2 e do RE-α nas amostras tumorais. Esses 

resultados indicam que o EGb não altera o processo de carcinogênese mamária induzida 

pela DMBA em ratas SD, nas condições experimentais empregadas.  

 

Palavras-chave: Neoplasias, Ginkgo biloba, ratas Sprague-Dawley, quimioprevenção.   
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Introdução 

O extrato de Ginkgo biloba (EGb) é um dos produtos naturais mais vendidos e 

consumidos em todo mundo (Jacobs and Browner, 2000). O EGb é uma mistura 

complexa de mais de 300 elementos químicos como flavonóides, lactonas diterpênicas, 

ginkgolideos, sesquiterpenos entre outros (Smith et al., 1996; Jacobs and Browner, 

2000). Os componentes do EGb apresentam atividades antioxidantes, antiproliferativas, 

antiangiogênicas, antiestrogênicas e moduladoras da expressão de genes controladores 

do ciclo celular e apoptose (De Feudis et al., 2003; Sagar et al., 2006; Oh and Chung, 

2004, 2006; Masteikova et al., 2007; Dias et al., 2008). A Ginkgo biloba têm sido 

utilizada no tratamento e prevenção de distúrbios circulatórios do cérebro e sistema 

arterial periférico, memória, Alzheimer entre outros (Jacobs et al, 2000; Sierpina et al., 

2003; Dekosky et al., 2008). Além disso, existe uma grande expectativa da utilização do 

EGb na prevenção e tratamento do câncer, mas o corpo de evidencias científicas ainda é 

insuficiente para garantia de sua eficácia (De Feudis et al., 2003). 

Estudos epidemiológicos com relação ao potencial benéfico do EGb na 

prevenção do câncer são controversos, embora eficácia anti-tumoral tenha sido 

verificada em vários estudos in vitro e in vivo. Efeitos terapêuticos foram observados 

em pacientes com tumores malignos do trato digestório superior (faringe, esôfago e 

estômago) com a administração oral de extrato polissacarídeo da casca da Ginkgo 

biloba (Chen et al., 2002; Xu et al., 2003). Ye et al. (2007) observaram redução no risco 

de desenvolvimento de neoplasia não-mucinosa de ovário em pacientes que fizeram o 

uso regular de EGb como suplemento. Biggs et al. (2010) observaram redução do risco 

de desenvolvimento de neoplasias de próstata mas aumento no risco de 

desenvolvimento de neoplasias de mama e cólon em pacientes que fizeram uso regular e 

prolongado de EGb.  
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O EGb e alguns de seus componentes isolados foram capazes de inibir de 

maneira dose-dependente a proliferação de células tumorais humanas como a MDA-

MB-231 de adenocarcinoma mamário (Pretner et al., 2006), HL-60 de leucemia 

mielóide (Xu et al., 2004), OVCA429, 433 e 420 de adenocarcinoma ovariano não 

mucinoso (Ye et al., 2007), PaCa-2 and Panc-1 de adecarcinoma de pâncreas (Zang et 

al., 2008), SMMC-7721 de hepatoma humano (Chen et al., 2002) e SCC-1483, 25 e 

SCC-QLL1 de carcinoma oral (Kim et al., 2005). 

Em modelos experimentais de carcinogênese química em roedores, o tratamento 

oral com EGb reduziu a formação de focos de criptas aberrantes induzidos pela 

azoximetano no cólon de ratos F344 (Suzuki et al., 2004), a multiplicidade de tumores 

gástricos induzidos pelo benzo(a)pireno em camundongos Swiss (Jiang et al., 2009), a 

formação de focos de hepatócitos alterados com expressão da glutationa S-transferase 

forma placentária induzidos pela dietilnitrosamina em ratos Wistar (Dias et al., 2008) e 

a incidência de lesões pré-neoplásicas no estomago de ratos tratados com a N-metil-N'-

nitro-N-nitrosoguanidina (Jiang et al., 2009).  

O câncer é umas das doenças mais prevalentes no mundo contemporâneo e 

responsável por altas taxas de morbidade/mortalidade entre as doenças crônico-

degenerativas (Parkin et al., 2005). Atualmente, a freqüência de novos casos de câncer 

de mama tem aumentado exponencialmente em mulheres mais jovens em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento (Jemal et al., 2002; Parkin et al., 2005). Esse fato, 

pode estar relacionado a fatores genéticos e ao aumento da exposição contínua das 

mulheres a múltiplos fatores de risco como idade, estilo de vida (tabagismo), hábitos 

alimentares, história familiar e reprodutiva (menarca precoce, nuliparidade, 

anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia de reposição hormonal), e exposição 

acidental ou ocupacional a contaminantes ambientais (Wolf and Weston, 1997; 
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Snedeker, 2001). Por outro lado, existem diversos compostos químicos naturais com 

potencial para prevenir, retardar ou até mesmo auxiliar no tratamento dessa doença 

(Kelloff et al 2006; De Flora and Ferguson, 2005). Considerando-se que muitos desses 

compostos naturais ainda não foram avaliados, fortalece-se a importância de se 

investigar o potencial quimiopreventivo do extrato de Ginkgo biloba na prevenção do 

câncer de mama visto ser um dos produtos herbais mais consumidos no mundo (Oh and 

Chung, 2006; Jacobs and Browner, 2000).  

O presente estudo investigou o potencial quimiopreventivo do EGb sobre a 

carcinogênese mamária induzida quimicamente pela 7,12-dimetilbenz(o)antraceno 

(DMBA) em modelo experimental de média duração em ratas da linhagem Sprague-

Dawley. 
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Material e Métodos 

Animais e ambiente de experimentação 

Ratas da linhagem Sprague-Dawley com 21 dias de idade foram adquiridas do 

Centro de Investigações Biológicas (CEMIB) (UNICAMP, Campinas-SP) e mantidas 

no biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu – 

UNESP. Durante toda a fase de adaptação e experimentação foram controladas as 

condições ambientais do biotério como temperatura (22 ± 2 oC), umidade relativa do ar 

(55 ± 10%), período de luz (12 horas claro/12 horas escuro) e exaustão contínua do ar.  

Todos os animais receberam ração comercial ad libitum (Nuvilab CR1 – 

Nuvital, Pr, Brasil) e água filtrada. Os animais foram pesados e passaram por avaliações 

clínicas semanais, e o consumo de ração e água avaliados três vezes por semana ao 

longo do experimento.  

 

Preparo da Ração comercial com extrato de Ginkgo biloba 

O extrato hidroalcoólico liofilizado de Ginkgo biloba (EGb) utilizado nesse 

trabalho foi fornecido gentilmente pela empresa Centroflora do Brasil S.A., Botucatu-

SP, Brasil. O controle de qualidade do extrato foi realizado por cromatografia líquida de 

alta pressão (HPLC) para assegurar a presença de cerca de 24% de flavonóides (ginkgo-

flavona) e 6% de terpenóides (ginkgolídeos e bilobalídeos) (Dias et al., 2009). O extrato 

em pó foi misturado à ração comercial nas concentrações finais de 0,1 e 0,2%, baseado 

em estudos experimentais de quimioprevenção em ratos (Suzuki et al., 2004; Dias et al., 

2008).  
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Delineamento Experimental e Processamento de Amostras Tumorais. 

Todos os procedimentos realizados nesse trabalho estão de acordo com os 

pricípios éticos de experimentação animal adotados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal do IBB-UNESP (Protocolo nº 51/08-CEEA).  

Fêmeas da linhagem Sprague-Dawley com 51 dias de idade foram divididas 

aleatoriamente em quatro grupos experimentais. Os animais dos grupos G1 a G3 

(n=20/grupo) foram iniciados com dose única de 7,12-dimetilbenzo(a)antraceno 

(DMBA, 60 mg/kg p.c., i.g.) e os animais do grupo G4 (n=5) receberam apenas o 

veículo (óleo de girassol, 5 ml/kg, i.g.). Então, os animais dos grupos G2, G3 e G4 

receberam EGb acrescido à ração basal nas concentrações de 0,1 e 0,2% e no grupo G1 

apenas ração basal durante 18 semanas.  

Durante todo o período experimental, as fêmeas foram examinadas 

semanalmente para a detecção de massas tumorais nas cadeias mamárias, sendo 

registrado o dia de aparecimento e sua localização anatômica. Após a eutanásia em 

câmara de CO2, foram coletadas amostras das cadeias e tumores mamários, ovários e 

útero. Essas amostras foram fixadas em formalina tamponada 10%, processadas e 

embebidas em parafina, cortadas a 5 µm de espessura e coradas por hematoxilina-eosina 

(HE). Fragmentos dos tumores mamários com 300 mg foram coletados e armazenadas a 

-700C para a análise semi-quantitativa das proteínas apoptóticas bax, bcl-2 e do receptor 

de estrógeno-α (RE-α).  

Durante a necropsia dos animais foi calculado volume tumoral pelo método de 

determinação do volume de elipses (largura x altura x profundidade x 0,75 x 3,141592) 

(Chatterjee et al., 2010). Os tumores mamários induzidos pela DMBA foram agrupados 

em três categorias levando-se em consideração seu volume médio em cada um dos 
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grupos experimentais: pequeno (0,37 a 5,30 cm3), médio (5,31 a 20 cm3) ou grande 

(20,01 a 146,57 cm3). Os valores foram definidos de acordo com a mediana dos tumores 

mamários. O diagnóstico e características histopatológicas das neoplasias mamárias 

foram analisados em cortes histológicos corados por HE, com base em critérios 

histopatológicos pré-estabelecidos (Costa et. al., 2002; Russo and Russo, 2002). 

 

Western Blot 

A técnica de Western Blot foi realizada com algumas adaptações seguindo o 

protocolo estabelecido por Zhou et al (2010). As amostras tumorais foram 

homogeneizadas em tampão de extração (Tris-HCl 500mM pH 7,6; NaCl 0,2 M; Triton 

X-100 1%; CaCl2 10mM; inibidor de protease 2µl/100ml) na proporção de 30 mg de 

tecido/100µl de tampão e mantidos a 4 ºC durante duas horas. Após este procedimento, 

o material extraído foi centrifugado a 4000 rpm por 20 minutos a 4 ºC. O sobrenadante 

foi coletado para dosagem de proteínas totais, realizada pelo método de Bradford em um 

leitor de Elisa a 495 nm (Spectra Max 190). 

Em seguida, as amostras foram fervidas a 95 ºC por 1 minuto e submetidas à 

eletroforese (100V) no gel de poliacrilamida (12 - 15%) em torno de 2h sob condições 

redutoras (betamercaptoetanol). Após a corrida, foi montado o sanduíche (esponja, 2 

folhas de papel filtro grosso Whatman, gel, membrana de nitrocelulose, 2 folhas de 

papel filtro grosso Whatman, esponja) em uma cuba contendo tampão de transferência 

(Tris, glicina, metanol 20% e SDS 10%). Então foi realizada a transferência a 4 ºC 

durante 1 hora e 30 minutos a 300 mA. Em seguida, a membrana foi bloqueada por 1h 

com leite desnatado (5%) e albumina bovina (3%) em TBS-T (Tris 0,05 M, NaCl a 0,15 

M, pH 7.2, acrescido de Tween 20 a 1%), incubada com anticorpo primário específico 

anti-bax (1:200), anti-bcl-2 (1:200) e RE-α (1:200) e β-actina (1:500) (Santa Cruz 
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Biotechnology, EUA) durante 16 h, lavada com TBS-T (5x de 20 min.), incubada por 

1h com anticorpo secundário (1:1000 anti-IgG de coelho, camundongo ou cabra, Santa 

Cruz Biotechnology, EUA) marcado com peroxidase e revelada com 3,3-

diaminobenzidina (DAB). O peso molecular relativo das bandas foi determinado de 

acordo com o padrão de peso molecular introduzido durante a eletroforese (Precision 

plus-protein Kaleidoscope Standards, BIORAD, EUA). As análises semi-quantitativas 

relativas (em relação ao grupo G1) das bandas foram realizadas por densitometria 

através do software ImageMaster VDSTM (©2010 GE Healthcare, Alemanha), segundo 

protocolo operacional padrão do Departamento de Biofísica do Instituto de Biociências 

de Botucatu-UNESP. Os dados de densidade ótica (IOD) das bandas foram 

normalizados através da divisão do IOD da amostra pelo IOD da β-actina na mesma 

amostra para cada um dos parâmetros avaliados. 

 

Análise Estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software Sigma Stat (Jandel 

Corporation, San Rafael, CA, USA). Os dados de peso corpóreo e ganho de peso, 

consumo de ração e água, multiplicidade de tumores e análises da expressão de 

proteínas por western blot foram analisados pelos testes ANOVA ou Kruskal-Wallis. 

Incidência de tipos, padrões e características histológicas das neoplasias mamárias 

foram analisadas pelo teste de Qui-quadrado ou teste exato de Fischer. O nível de 

significância adotado foi de p< 0,05.  
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Resultados 

Achados Gerais 

Sete animais morreram durante o período experimental em decorrência da 

agressividade das neoplasias mamárias malignas induzidas pela DMBA (03 do grupo 

G1, 02 do grupo G2 e 03 do grupo G3, Figura 1). Esses animais não foram necropsiados 

em decorrência do avançado estado de autólise e de canibalismo pelos outros animais da 

caixa. 
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Figura 1 - Gráfico de sobrevida dos animais nos diferentes grupos experimentais ao longo das 

18 semanas do estudo. DMBA= 7,12-dimetilbenz(o)antraceno (dose única de 60 

mg/kg p.c., i.g.), EGb= extrato de Ginkgo biloba (0,1 e 0,2 % na ração comercial). 

 

Todos os grupos experimentais apresentaram ganho de peso corpóreo 

progressivo durante o período experimental, sem diferença estatística entre eles (ver 

Anexo 1). Não houve diferença estatística em relação aos pesos corpóreos inicial, final e 

ganho de peso entre os grupos experimentais. O consumo médio de água e ração e os 

pesos relativos dos ovários e útero foram semelhantes entre os diferentes grupos 

experimentais (ver Anexo 2).  
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Desenvolvimento de Tumores Mamários e Analise Histopatológica 

A Figura 2 apresenta o número cumulativo de tumores palpáveis detectados ao 

longo das 18 semanas do estudo e mais os tumores pequenos detectados durante  

necropsia. Os tumores mamários começaram a aparecer nos animais iniciados com a 

DMBA em torno da 5ª semana do estudo (Tabela 1). Esse número aumentou 

progressivamente no decorrer do estudo e, nas quatro últimas semanas, houve um 

aumento significativo de tumores, mas semelhante nos três grupos experimentais. Os 

animais tratados apenas com EGb a 0,2% não desenvolveram neoplasias mamárias 

durante o período experimental. O tratamento com EGb (0,1 e 0,2%) não alterou a 

latência, incidência ou multiplicidade de tumores mamários detectados nesse período 

(Tabela 1) (G1=G2=G3, p > 0,05). 
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Figura 2 - Gráfico que representa o número cumulativo e a semana de detecção de tumores 

mamários palpáveis nos diferentes grupos experimentais ao longo do estudo mais 

os tumores identificados na necropsia (18ª. semana). DMBA= 7,12-

dimetilbenz(o)antraceno (dose única de 60 mg/kg p.c., i.g.), EGb= extrato de 

Ginkgo biloba (0,1 e 0,2 % na ração comercial). 
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Tabela 1 – Dados de latência, incidência, multiplicidade e tipos histológicos das neoplasias mamárias 

induzidas pela DMBA nos diferentes grupos experimentais. 

 

Parâmetros 

 

Grupos Experimentais3 

   DMBA       DMBA+EGb 0,1%       DMBA+EGb 0,2% 

       (G1)                      (G2)                            (G3) 

Número de animais  17 18 17 

Latência Tumoral (dias)1 

Primeiro Tumor (dia) 

84.00 ± 27.26 

35º 

87.50 ± 25.23 

42º 

80.50 ± 29.28 

28º 

Incidência Tumoral (%) 16/17 (94) 15/18 (83) 17/17 (100) 

Multiplicidade1,2 2,75 ± 1,83 2,46 ± 1,66 2,88 ± 1,76 

Número de Tumores 44 37 49 

Tipo histológico (%):    

     Adenocarcinoma papilar 8 (40) 12 (40) 23 (49) 

     Adenocarcinoma papilar/ cribiforme 0 (0) 2 (6) 0 (0) 

     Adenocarcinoma tubular 8 (40) 5 (16) 19 (40) 

     Adenocarcinoma tubular/ cribiforme 0 (0) 2 (6) 2 (4) 

     Adenocarcinoma tubular/papilar 4 (20) 5 (16) 3 (6) 

1Dados expressos na forma de média ± SD; 2Número médio de tumores em animais com neoplasia; 

3DMBA= 7,12-dimetilbenz(o)antraceno (dose única de 60 mg/kg p.c., i.g.), EGb= extrato de Ginkgo 

biloba (0,1 e 0,2 % na ração comercial). 
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O volume médio (cm3) dos tumores mamários nas três faixas de tamanho 

analisadas (pequeno, médio e grande) não diferiu entre os três grupos experimentais, 

mesmo nos tratados com EGb (G1=G2=G3, p> 0,05) (Figura 3). Um grande desvio 

padrão foi observado nos tumores entre os animais que receberam tratamentos 

semelhantes, até mesmo nos tumores de um mesmo animal. 
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Figura 3 - Gráfico que representa o volume médio dos tumores mamários nos diferentes grupos 

experimentais ao final da 18ª semana do estudo. Os tumores foram classificados 

como pequeno (0,37-5,3 cm3), médio (5,31-20 cm3) ou grande (20,1-146,57 cm3). 

DMBA= 7,12-dimetilbenz(o)antraceno (dose única de 80 mg/kg p.c., i.g.),  EGb= 

extrato de Ginkgo biloba (0,1 e 0,2 % na ração comercial). 

 

A maioria dos tumores mamários induzidos pela DMBA foram diagnosticados 

como adenocarcinomas invasivos com padrão histológico papilífero ou tubular (Tabela 

1, Figura 4). O tratamento com EGb não interferiu na evolução morfológica dos 

tumores induzidos pela DMBA, sendo os tumores mamários de padrão papilífero os 

mais freqüentes nos diferentes grupos iniciados com a DMBA (40%, 46% e 49%, G1, 

G2 e G3, respectivamente).  
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 A Tabela 2 apresenta os principais parâmetros morfológicos analisados nos 

cortes histológicos dos tumores mamários corados pela HE. Os achados histológicos 

foram semelhantes entre os grupos experimentais para cada parâmetro analisado 

(G1=G2=G3; p> 0.05). O infiltrado inflamatório (linfócitos, plasmócitos, e em menor 

proporção neutrófilos) foi classificado como leve a moderado na maioria dos 

adenocarcinomas nos três grupos experimentais. Uma grande proporção dos tumores 

não mostrou a presença de necrose intratumoral (50%; 65,4%, 63,8% para os grupos 

G1, G2 e G3, respectivamente). Quando presente e, especialmente de maneira extensa, a 

necrose foi associada ao padrão comedo (Figura 4-D).  

 A grande maioria dos adecarcinomas apresentou menos que 10 mitoses/campo 

(85%, 76,9% e 74,5% nos grupos G1, G2 e G3, respectivamente). Em relação à 

atividade apoptótica, os adenocarcinomas com menos de 6 células apoptóticas/campo 

predominaram em todos os tratamentos experimentais (75%, 88,5% e 76,6% nos grupos 

G1, G2 e G3, respectivamente). A reatividade estromal foi predominantemente 

classificada como leve nos adenocarcinomas em todos os grupos experimentais (45%, 

69,2%, 48,9% nos grupos G1, G2 e G3, respectivamente).  
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Figura 4 – Padrão histológico dos tumores mamários induzidos pela DMBA mostrando: (A) 

adenocarcinoma papilar (ou papilífero); (B) adenocarcinoma tubular; (C) 

adenocarcinoma tubular cribiforme; (D) adenocarcinoma tubular comedo. 

Coloração histológica de HE, objetiva de 10x. 

 

 

Análise de Expressão das Proteínas bax, bcl-2 e RE-α 

A Figura 5 indica a variação da expressão protéica de bax, bcl-2 e RE-α 

analisados pela técnica semi-quantitativa de Western blot. Os anticorpos específicos 

para bax e bcl-2 apresentaram reatividade cruzada provavelmente porque ambas são 

proteínas da grande família Bcl. As bandas corretas foram detectadas com base no peso 

molecular (em kDa) obtido pela comparação com o padrão caleidoscópio (não 

mostrado). A banda referente à proteína estrutural constitutiva β-actina foi utilizada para 

a normalização dos dados em cada um dos grupos experimentais.  
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Tabela 2 - Análise dos parâmetros histológicos (dos tumores mamários induzidos pela 

DMBA nos diferentes grupos experimentais. 

 

Parâmetros 

Grupos Experimentais1 

          DMBA              DMBA+EGb 0,1%      DMBA+EGb 0,2%                               

             (G1)                             (G2)                             (G3)                     

Número de tumores  20 26 47 

Infiltrado de Mastócitos 

0 

1 

2 

3 

 

4/20 (20) 

5/20 (25) 

9/20 (45) 

2/20 (10) 

 

4/26 (15) 

7/26 (27) 

15/26 (58) 

0/26 (0) 

 

8/47 (17) 

17/47 (36) 

17/47 (36) 

5/47 (10) 

Infiltrado Inflamatório2 

0 

1 

2 

3 

 

0/20 (0) 

6/20 (30) 

11/20 (55) 

3/20 (15) 

 

1/26 (4) 

10/26 (39) 

11/26 (42) 

4/26 (15) 

 

1/47 (2) 

15/47 (32) 

25/47 (53) 

6/47 (13) 

Necrose 

Ausente 

Focal 

Difusa 

 

10/20 (50) 

6/20 (30) 

4/20 (20) 

 

17/26 (65) 

7/26 (27) 

2/26 (8) 

 

30/47 (64) 

11/47 (23) 

6/47 (13) 

Secreção  

Ausente 

Focal 

Difusa 

 

6/20 (30) 

10/20 (50) 

4/20 (20) 

 

8/26 (31) 

11/26 (42) 

7/26 (27) 

 

10/47 (21) 

31/47 (66) 

6/47 (13) 
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Continuação da Tabela 2 

Reação Estromal 

0 

1 

2 

3 

 

 

6/20 (30) 

9/20 (45) 

5/20 (25) 

0/20 (0) 

 

 

4/26 (15) 

18/26 (69) 

4/26 (15) 

0/26 (0) 

 

 

17/47 (36) 

23/47 (49) 

6/47 (13) 

1/47 (2) 

Mitose/ 10 campos 

≤ 3 

4-6 

7-9 

10-19 

≥ 20 

 

13/20 (65) 

2/20 (10) 

2/20 (10) 

3/20 (15) 

0/20 (0) 

 

11/26 (42) 

6/26 (23) 

2/26 (8) 

5/26 (19) 

2/26 (8) 

 

17/47 (36) 

9/47 (19) 

7/47 (15) 

8/47 (17) 

3/47 (6) 

Apoptose/ 10 campos 

1-3 

4-9 

≥ 20 

 

5/20 (25) 

9/20 (45) 

2/20 (10) 

 

10/26 (38) 

7/26 (27) 

1/26 (4) 

 

21/47 (45) 

15/47 (32) 

6/47 (13) 

1DMBA= 7,12-dimetilbenz(o)antraceno (dose única de 60 mg/kg p.c., i.g.), EGb= extrato 

de Ginkgo biloba (0,1 e 0,2 % na ração comercial ). 2 Dados expressos em porcentagem. 
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O gráfico da Figura 5 representa o valor numérico e a porcentagem de aumento 

ou redução de IOD normalizados dos grupos G2 e G3 em relação ao grupo controle 

(G1). O tratamento com EGb não modificou a expressão protéica de bax, blc-2 e RE-α 

nos tumores mamários induzidos pela DMBA (G2=G3=G1, p>0,05). 

 

 

                                    

 

 

 

A 

                                                                          B 

Figura 5 – Variação na expressão protéica de Bax, bcl-2 e receptor de estrógeno (ER) em 

relação ao grupo controle positivo (G1), com valor estipulado em 1, normalizados 

pela proteína estrutural β-actina. O gráfico representa o valor numérico e a 

porcentagem de aumento ou redução na expressão dos marcadores em cada um dos 

grupos experimentais ao final da 18ª semana do estudo. A imagem representa as 

bandas (setas) referentes à expressão protéica nos diferentes grupos experimentais. 
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Discussão 

Os resultados do presente estudo indicam que o tratamento com extrato de 

Ginkgo biloba (EGb) não retardou o aparecimento e desenvolvimento de neoplasias 

mamárias induzidas pela 7,12-dimetilbenz(o)antraceno (DMBA) em ratas da linhagem 

Sprague-Dawley (SD). Modelos experimentais in vivo que mimetizem a doença humana 

são necessários para elucidar a natureza do processo de carcinogênese e a influência de 

fatores endógenos e externos para o desenvolvimento neoplásico (Costa et al., 2002). As 

neoplasias mamárias induzidas pela DMBA ou N-metil-N-nitrosoureia (MNU) em ratas 

da linhagem SD apresentam padrões e comportamentos biológicos semelhantes às 

neoplasias mamárias humanas (Russo and Russo, 2000; Mehta, 2000). Nesse contexto, 

o modelo experimental de neoplasias mamárias induzidas pela administração da DMBA 

em ratas SD é uma ferramenta útil para estudos de prevenção da carcinogênese mamária 

(Boone et al., 1992; Mehta, 2000). 

A ingestão média estimada de EGb pelas fêmeas SD, durante as 18 semanas do 

experimento, foi em torno de 70 mg e 150 mg/Kg/dia para as concentrações de 0,1 e 

0,2%, respectivamente. Comparada com a dose clínica de 180-220 mg/dia ou 2,85 

mg/kg/dia calculada para um indivíduo de 70kg (Singh et al., 2008; Mahadevan and 

Park, 2008), a dose estimada diária das fêmeas SD foi em torno de 25 (0,1%) e 50 

(0,2%) vezes maior que a recomendada para o homem. As concentração de EGb 0,1% e 

0,2% foi escolhida com base em relatos anteriores de efeitos benéficos do EGb na 

carcinogênese química em outros modelos experimentais com roedores (Suzuki et al., 

2004; Dias et al., 2008). Assim, mesmo em altas doses comparada com a da clínica, o 

EGb não foi capaz de modular o aparecimento e crescimento de neoplasias mamárias 

induzidas pela DMBA.  
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Por estimativa média, as fêmeas consumiram cerca de 16,8 (0,1%) e 32 (0,2%) 

mg/kg/dia de flavonóides presentes no EGb, baseado na concentração de ~24% 

flavonóides no extrato. Os flavonóides são componentes importantes da dieta humana 

embora não sejam considerados nutrientes, ou seja, substâncias sem valor nutritivo 

(Havasteen, 2002; Brownson et al., 2002). Os flavonóides existem como agliconas, 

glicosídeos ou como outras estruturas que contenham flavonóides, como as 

flavolignanas (Bravo, 1998; Havasteen, 2002; Brownson et al., 2002). Embora esses 

compostos apresentem atividade antioxidante importante para a prevenção de doenças, 

alguns estudos indicam que flavonóides em doses elevadas podem apresentar ação pró-

oxidante com ação deletéria para as células (Decker, 1997; Galati et al., 2002). O EGb 

utilizado neste estudo possui como principais flavonóis glicosilados a quercitina e 

kampferol (Dias et al., 2008). Estudos experimentais indicam que a ingestão de 

quercetina nas concentrações de 2,5 ou 20 g por kg de ração (0,25 e 20%, 

respectivamente) reduziu a latência tumoral em fêmeas iniciadas com cancerígenos 

químicos, indicando potencial carcinogênico, principalmente em tumores mamários 

estrógenos positivos (Pereira et al., 1996; Singh et al., 2010). Nesse estudo, o EGb não 

reduziu significativamente o tempo de latência nem a incidência e multiplicidade dos 

tumores mamários, indicando ausência de efeito carcinogênico desse extrato, apesar de 

o mesmo conter grandes concentrações de flavonóides. 

Nesse estudo, realizamos uma análise histopatológica detalhada dos tumores 

mamários induzidos pela DMBA. Essa análise, adaptada da classificação 

histopatológica de tumores humanos, é uma ferramenta útil para o diagnóstico e 

graduação da agressividade dos tumores mamários induzidos quimicamente (Costa et 

al., 2002). A maioria das neoplasias induzidas pela DMBA foi diagnosticada como 

invasiva e de origem epitelial. De fato, outros trabalhos da literatura têm demonstrado 
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resultados semelhantes em modelos experimentais com roedores e DMBA com 

incidência superior a 90% de adenocarcinomas mamários (Costa et al., 2002; Russo and 

Russo, 1996).  

O extrato de Ginkgo biloba apresenta um efeito bifásico podendo ser agonista 

e/ou antagonista dos estrógenos endógenos como o E2, dependendo da concentração dos 

estrógenos e da dose de EGb utilizada (10-1000 µg/ml) em ensaios de proliferação com 

células MCF-7 (Oh and Chung, 2004; Oh and Chung, 2006). O EGb exerce efeitos anti-

estrogênicos diretos através da competição com os estrógenos endógenos pelos 

receptores de estrógenos-α e β mas induzindo uma resposta pleiotrópica fraca 

estrógeno-dependente na célula e indiretos pela indução da metabolização e inibição da 

biosíntese de E2 resultando em uma depleção sérica desse hormônio (Oh and Chung, 

2006). Esses efeitos detectados in vitro se devem principalmente à presença de 

fitoestrógenos como os flavonóides kaempferol, quercetina, e derivados de isoramnetina 

em sua composição (Oh et al. 2004). A depleção dos estrógenos endógenos (E2) 

também ocorre pela indução de feedback negativo pelos fitoestrógenos presentes no 

EGb (Oh e Chung, 2006). Apesar da descrição completa dos efeitos anti-estrogênicos 

do EGb in vitro, efeitos semelhantes na prevenção da carcinogênese mamária não foram 

detectados em nosso trabalho in vivo.  

O estrógeno estimula o crescimento e proliferação das células além de induzir a 

expressão genética de c-fos, erbB2, receptor de estrógenos (REs), catepsina D, pS2 e 

receptor de progesterona (Oh and Chung, 2004). Em nosso estudo, analisamos a 

expressão protéica de RE-α para identificar uma possível atividade anti-estrogênica 

indireta do EGb. Entretanto, nas condições experimentais empregadas, o EGb não foi 
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capaz de bloquear os efeitos deletérios induzidos pelos estrógenos endógenos nos 

tumores mamários pelo bloqueio da expressão de RE-α.  

A proteína anti-apoptótica bcl-2 está localizada na membrana externa 

mitocondrial, onde previne a apoptose por inibir a ativação dos membros da família pro-

apoptótica Bax e Bak (Bishay et al., 2000; Lindsay et al. 2010). A interação entre essas 

proteínas é fundamental para a transdução dos sinais apoptóticos à mitocôndria, 

induzindo a permeabilização de sua membrana, liberação das proteínas do complexo 

citocromo oxidase no citoplasma e posterior clivagem/ativação dos fatores ativadores de 

caspases que induzem a célula à morte celular programada. O extrato de Ginkgo biloba 

pode exercer efeitos anti-carcinogênicos por modular a expressão de genes 

controladores do crescimento e proliferação celulares, como evidenciado em ensaios in 

vitro. Evidências de redução da expressão gênica e protéica dos controladores da 

apoptose bax e bcl-2 pelo EGb com efeito neuroprotetor foram observadas em 

camundongos (Mak et al, 2006). Em um trabalho publicado em 2010, Zhou et al. 

observaram efeitos antitumorais dos ácidos ginkgólicos (AGs) sobre células tumorais 

hepáticas humanas Hep-2 e atribuíram esse efeito a redução da relação bax/bcl-2 

induzida pelos AGs. Entretanto, em nosso estudo, o EGb não apresentou propriedade 

indutora de apoptose via modulação da expressão de bcl-2 e/ou bax.  

No modelo experimental utilizado nesse trabalho, a DMBA induziu tumores 

malignos de forma não sincronizada (heterogêneos quanto a latência, incidência, 

multiplicidade, volume e padrão histopatológico). Isso significa que a resposta animal 

ao cancerígeno foi individual, sendo que uns animais desenvolveram rapidamente 

múltiplos tumores e outros não desenvolveram nenhum tumor até o final do 

experimento. Por isso, a utilização de outros modelos experimentais de carcinogêse 

mamária mais sincronizados (Woditschka et al., 2009) poderiam detectar com maior 
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sensibilidade a atividade carcinogênica ou anti-carcinogênica do EGb, reduzindo essa 

variabilidade de resposta, típica de animais não-isogênicos (Festing, 1992).  

Em conclusão, os resultados deste estudo indicam que o extrato de Ginkgo 

biloba, sob as condições experimentais utilizadas, não apresentou efeito 

quimiopreventivo contra a carcinogênese mamária em ratas da linhagem Sprague-

Dawley. 
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Resumo 

O presente estudo foi desenhado para investigar a possível interação entre o 

Tamoxifeno (TAM) e o extrato de Ginkgo biloba EGb sobre a regressão de tumores 

mamários induzidos pela 7,12-dimetil-benz(o)antraceno (DMBA) em ratas da linhagem 

Sprague-Dawley (SD). As fêmeas SD com tumores mamários palpáveis foram divididas 

em quatro grupos experimentais e tratadas diariamente por um período de 28 dias: (G1) 

TAM (10 mg/kg p.c., i.g); (G2 e G3) TAM (10 mg/kg p.c., i.g) + EGb (50 ou 100 

mg/Kg p.c., i.p.) ou (G4) EGb (100 mg/kg b.wt., i.p.). A eficácia terapêutica dos 

diferentes tratamentos foi avaliada pelas analises de redução no volume tumoral (cm3), 

análise morfométrica de áreas viva/em regressão/ em necrose (mm2) e análise 

imunoistoquímica de proliferação celular (PCNA), apoptose (caspase-3-clivada), 

receptor de estrógeno alfa (RE-α), p63 e β-catenina. O tratamento com TAM (G1) 

significativamente reduziu o volume tumoral (77,9%) e induziu a regressão histológica 

dos tumores mamários. Por outro lado, nos animais tratados apenas com EGb (G4) o 

volume do tumor mamário aumentou durante o período experimental (178.7%) e o 

índice de proliferação celular em área viva dos tumores foi maior quando comparado 

aos grupos tratados com TAM (G4>G1=G2=G3, p<0,001). Os índices de 

imunoexpressão de caspase-3, RE, p63 e β-catenina em áreas vivas tumorais não 

diferiram entre os tratamentos experimentais (G1=G2=G3=G4, p>0,05). Os resultados 

sugerem que o tratamento simultâneo com EGb não altera os efeitos terapêuticos do 

TAM em ratas SD. Além disso, o tratamento com EGb per se não foi capaz de reduzir o 

crescimento dos tumores mamários, indicando ausência de efeitos terapêuticos.  

 
Palavras-Chave:carcinogênese química, planta medicinal, tumores mamários,  roedor, 

quimioterapia, ginkgo.   
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Introdução 

O câncer de mama é uma doença crônico-degenerativa de bases genéticas cujas 

taxas de morbidade e mortalidade tem aumentado nos últimos anos, principalmente em 

países industrializados [1-3]. Além de fatores genéticos como os genes BRCA1 e 

BRCA2, outros fatores influenciam o risco para o desenvolvimento de câncer de mama 

como os reprodutivos (idade avançada, gravidez tardia, ausência de gravidez), 

obesidade, alcoolismo, sedentarismo, hormônios exógenos (contraceptivos orais, terapia 

de reposição hormonal), menopausa, hábitos alimentares e estilo de vida [1-3]. As 

modalidades terapêuticas habituais como ressecção cirúrgica parcial ou total 

(mastectomia), radioterapia, quimioterapia, anticorpos monoclonais e terapias 

endócrinas apresentam impacto negativo sobre a qualidade de vida dos pacientes [4].   

As drogas antiestrogênicas são capazes de bloquear a resposta intracelular aos 

receptores de estrógenos (RE) de maneira direta (bloqueio de REs) ou indireta 

(inibidores de aromatase), melhorando o prognóstico e a qualidade de vida das pacientes 

com câncer de mama [5,6]. Os bloqueadores diretos de REs como Tamoxifeno (TAM) e 

Raloxifeno, conhecidos como moduladores seletivos dos receptores de estrógeno 

(SERMs), foram estabelecidos como drogas terapêuticas de primeira linha para o 

tratamento de tumores mamários dependentes do estímulo estrogênico [7]. O 

Tamoxifeno (TAM) reduz a incidência de câncer de mama em mulheres com alto risco 

pré e pós-menopausa, com aumento da sobrevida livre de doença e diminuição das 

recorrências observadas em pacientes com tumores hormonalmente dependentes [8]. 

Contudo, uma avaliação criteriosa do uso do TAM revelou alguns efeitos colaterais 

importantes como o aumento do risco para desenvolvimento de câncer de endométrio, 

trombose venosa profunda, embolia pulmonar e desenvolvimento de resistência 
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adquirida [9-11]. Assim, os efeitos colaterais indesejáveis obtidos nos tratamentos com 

SERMs têm estimulado o uso de técnicas alternativas como a medicina complementar e 

alternativa (MCA). Na última década, o interesse em MCA tem crescido rapidamente no 

mundo capitalista. Anúncios comerciais têm estimulado a aquisição e consumo em 

massa de ervas e plantas medicinais, vitaminas e suplementos nutricionais como 

medicamentos promissores para a prevenção e cura do câncer. Por isso, o uso de MCA é 

mais comum entre os pacientes com câncer do que na população sadia [12]. De fato, 

estimativas recentes sugerem uma prevalência de 7-64% para o uso de plantas 

medicinais pelos pacientes em 26 estudos realizados em todo o mundo [13,14] e até 

72% dos pacientes não informam seu médico do consumo simultâneo de MCA [15]. 

Apesar do entusiasmo da sociedade pelas ervas ou remédios "naturais", para a maioria 

delas não há evidências científicas concretas que garantam a eficácia e segurança desses 

medicamentos. Além disso, na maioria dos casos os efeitos adversos e interações 

medicamentosas não foram bem estudadas e catalogadas [16]. Assim, a avaliação da 

atividade farmacológica de cada MCA em combinação com outros medicamentos em 

bioensaios in vivo de curto e médio prazo e estudos clínicos devem ser realizados. 

A Ginkgo biloba é um dos medicamentos naturais utilizados como MCA mais 

vendidos e consumidos por mulheres com câncer de mama em todo o planeta [17]. O 

extrato hidroalcoólico das folhas verdes da Ginkgo biloba (EGb) é uma mistura 

complexa de mais de 300 elementos químicos como flavonóides, lactonas diterpênicas, 

ginkgolideos, sesquiterpenos e outros [17,18]. Os componentes do EGb apresentam 

características antioxidantes, antiproliferativas, anti-angiogênicas, antiestrogênicas e 

moduladoras da expressão de genes controladores do ciclo celular [19]. A Ginkgo 

biloba têm sido utilizada para o tratamento e prevenção de distúrbios circulatórios do 

cérebro e sistema arterial periférico, memória, Alzheimer e outros [17, 20, 21]. Por 
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outro lado, o EGb tem demonstrado a capacidade de modular a atividade e expressão 

das enzimas de Fase I (CYPs) e Fase II (Glutationa-S-transferase, DT-diaforase e 

quinina redutase) [22-24]. A alteração da função dessas enzimas metabolizadoras de 

drogas pela ingestão simultânea de EGb pode ser perigosa para o paciente [24].  

A combinação de plantas medicinais com terapia anti-neoplásica pode implicar 

em um aumento ou redução dos efeitos farmacológicos desejados de ambas as drogas 

[13]. Assim, o presente estudo investigou a potencial interação medicamentosa entre o 

EGb, um dos produtos herbais mais consumidos no mundo, e o Tamoxifeno na 

regressão de tumores mamários induzidos pela 7,12-dimetil-benz(o)antraceno (DMBA) 

em ratas da linhagem Sprague-Dawley (SD). 

 

Material e Métodos 

Animais e ambiente de experimentação 

Ratas fêmeas da linhagem Sprague-Dawley com 21 dias de idade foram 

adquiridas do CEMIB-UNICAMP (Campinas-SP) e mantidas no biotério do 

Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP por um 

período de aclimatação de duas semanas antes de serem iniciadas com o DMBA. 

Durante toda a fase de experimentação foram controladas as condições ambientais do 

biotério como temperatura (22±2 oC), umidade relativa do ar (55±10%), período de luz 

(12 horas claro/12 horas escuro) e exaustão contínua do ar.  

Todos os animais receberam ad libitum ração basal (NUVILAB CR1 – 

NUVITAL, PR) acrescida ou não com a substância teste e água filtrada. Os animais 

foram pesados e passaram por avaliações clínicas semanalmente, e o consumo de ração 

e água avaliados três vezes por semana ao longo do experimento. 
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Tratamentos experimentais com DMBA, extrato de Ginkgo biloba e Tamoxifeno 

O cancerígeno 7,12-dimetilbenzo(a)antraceno (DMBA, Sigma-Aldrich do Brasil 

S.A., Alemanha) foi diluído em óleo de girassol e aplicado (dose única) nos animais 

com 51 dias de idade pela via intra-gástrica na dose de 80 mg/kg p.c.  

O extrato hidroalcoólico liofilizado de Ginkgo biloba (EGb) utilizado nesse 

trabalho foi fornecido gentilmente pela empresa Centroflora do Brasil S.A., Botucatu-

SP. Os controles de qualidade periódicos realizados frequentemente pela empresa por 

cromatografia líquida de alta pressão (HPLC) nos assegura a presença de 24% de 

flavonóides (ginkgo-flavona) e 6% de terpenóides (ginkgolídeos e bilobalídeos). Devido 

a sua característica parcialmente solúvel em água, o EGb foi diluído em etanol 10% e 

posteriormente aquecido a 40 ºC por 3 minutos. Após a evaporação do etanol, a solução 

aquosa de EGb foi injetada nos animais pela via peritoneal nas doses de 50 e 100 mg/kg 

p.c. diariamente pelos 28 dias de tratamento experimental.  

O citrato de tamoxifeno (Nolvadex) foi adquirido do laboratório AstraZeneca 

UK Limited Macclesfield, Cheshire, Reino Unido. Os comprimidos de tamoxifeno 

foram completamente triturados, diluídos em óleo de canola (3mg/ml) e aplicados nos 

animais via gavagem na dose de 10 mg/Kg p.c. diariamente pelos 28 dias de tratamento 

experimental. Essa dose foi adaptada do tratamento indicado pela FDA em humanos 

[25]. 

 

Delineamento Experimental e Processamento de Amostras Tumorais. 

Todos os procedimentos realizados nesse trabalho estão de acordo com os 

princípios éticos de experimentação animal adotados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da UNESP (Protocolo nº 51/08-CEEA).  
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Fêmeas da linhagem Sprague-Dawley com 51 dias de idade foram iniciadas com 

dose única de 7,12-dimetilbenzo(a)antraceno (DMBA, 80 mg/kg p.c., i.g.). Os animais 

que apresentaram tumores maiores que 1 cm de diâmetro foram divididos 

aleatoriamente em quatro grupos experimentais (10 ratos/grupo), com duração de 28 

dias: (G1) TAM (10 mg/kg p.c., i.g.), (G2) TAM + EGb (50 mg/Kg p.c., i.p.), (G3) 

TAM + EGb (100 mg/Kg p.c., i.p.), (G4) EGb (100 mg/Kg p.c., i.p.). Os animais do 

grupo 4 receberam injeções diárias (i.g.) do veículo do TAM (óleo de canola). Antes de 

entrarem nos tratamentos experimentais, os tumores dos animais foram biopsiados sob 

anestesia com pentobarbital sódico (45 mg/kg p.c., i.p.). Durante esse procedimento um 

pequeno fragmento de cada tumor foi coletado, fixado em formalina tamponada 10% e 

processado para as análises histológicas. 

Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2 ao final dos 28 dias de 

tratamento experimental. Após a eutanásia, foram coletadas amostras de soro (dosagens 

bioquímicas de ALT e estradiol), fígado, rins direito e esquerdo, ovários direito e 

esquerdo, útero, cadeias mamárias laterais e tumores mamários (análises). Essas 

amostras foram fixadas em formalina tamponada 10%, processadas para histologia, 

embebidas em parafina, cortadas a 3-5 µm e coradas pela hematoxilina-eosina (HE). Os 

tumores mamários foram corados imunoistoquimicamente para PCNA, caspase-3-

clivada, p63, receptor de estrógeno (RE) e β-catenina. 

 

Imunoistoquímica dos tumores mamários 

As lâminas histológicas dos tumores mamários pré-tratadas com solução de 

poly-D-lisina passaram pelos seguintes processos: desparafinização, recuperação 

antigênica (3 minutos a 120 ºC na panela de pressão Pascal), bloqueio de peroxidases 

endógenas (10 minutos no peróxido de hidrogênio 3%), bloqueio de ligações 
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inespecíficas (60 minutos no leite desnatado 1%), conjugação over-night com anticorpo 

primário específico (1:200 monoclonal anti-PCNA, clone PC10, DakoCytomation; 1:50 

anti-caspase-3-clivada; 1:75 monoclonal anti-p63, DakoCytomation; 1:50 monoclonal  

anti-ER-α, clone 6F11, BioCare Medical; 1:200 monoclonal anti-β-catenina, Santa Cruz 

Biotechnology Inc.), conjugação com anticorpo secundário biotinilado (1:200 por 60 

minutos, Vector Laboratories Inc.) e solução de estreptavidina-biotina-peroxidase (1:50 

por 45 minutos, Merck), revelação com o cromógeno  3,3´-diaminobenzidina 

tetraclorido (DAB, Sigma-Aldrich do Brasil, por 10 minutos), contra-coloração 

(Hematoxilina de Harris), desidratação e montagem. Controles negativos para cada uma 

das reações imunoistoquímicas foram realizadas em lâminas paralelas pela omissão do 

anticorpo primário. 

 

Medidas de volume e área dos tumores mamários 

 O volume em cm3 foi calculado a partir de três medidas externas de acordo com 

o método de determinação do volume das elipses (largura x altura x profundidade x 

0,75 x 3,141592) [26]. As medidas foram obtidas com auxílio de um paquímetro após a 

anestesia dos animais com pentobarbital sódico (45 mg/kg p.c.) no início 

(imediatamente antes da biópsia) e no final dos tratamentos. O crescimento ou regressão 

tumoral foram calculados pela subtração do volume final pelo inicial. 

 As lâminas tumorais coradas por H.E. foram analisadas morfometricamente no 

sistema analisador de imagens Nikon (Microphot-FXA) conectado ao KS-300 (Kontron 

Elektronic, Germany), na objetiva de 20x. As porcentagens de áreas viva, em regressão 

e necrótica foram determinadas em relação à área total do corte (µm2/cm3x100). A área 

total dos tumores mamários foi medida no sistema Macro-Stand device (com vídeo 

câmera CCD black-and-white, Sony DC-777 acoplada ao KS-300).  
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Índices de proliferação celular e apoptose e análises de RE-α, p63 e β-catenina 

Essas análises foram realizadas apenas nas áreas vivas dos tumores mamários. 

Os índices de proliferação celular e apoptose foram determinados pela porcentagem de 

células nuclearmente marcadas pelo PCNA (fase “S” do ciclo celular) e caspase-3-

clivada, respectivamente, em relação ao número total de células analisadas em 10-20 

campos visuais na objetiva de 40x (~135 células/campo). As porcentagens de células 

marcadas pelo RE-α (núcleo), proteína p63 (núcleo) e β-catenina (núcleo e citoplasma) 

foram determinados em relação ao número total de células analisadas em 10-20 campos 

visuais na objetiva de 40x. 

 

Análise Estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software Sigma Stat (Jandel 

Corporation, San Rafael, CA, USA). Os dados de peso corpóreo, análises bioquímicas,  

volume tumoral (cm3), área tumoral viva/em regressão/em (cm2), índices de proliferação 

celular  e apoptose e índices de marcação de RE-α, p63 e β-catenina foram analisados 

pelos testes ANOVA ou Kruskal-Wallis. A comparação de dados entre a biópsia (antes) 

e o tumor (depois) foi feita através do teste de T para amostras dependentes. O nível de 

significância adotado foi de p< 0,05.  

 

Resultados 

Achados gerais 

 Após o início dos tratamentos experimentais com EGb e TAM durante 28 dias, 

todos os animais apresentaram perda de peso corpóreo (ver Anexo 3). Os animais 

tratados apenas com TAM (G1) apresentaram perda média de 23,43 ± 14,48 gramas, 
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calculado pela diferença de pesos finais e iniciais desses animais (ver Anexo 4). Os 

animais tratados com TAM + EGb 50 ou 100 mg/kg (G2 e G3, respectivamente) 

apresentaram perdas médias de 41,17±12,48 e 38,8± 25,84 gramas, respectivamente. Os 

animais tratados apenas com EGb 100 mg/kg (G4) apresentaram perda média de 20± 

17,78 gramas. Apesar da aparente diferença entre os tratamentos experimentais, 

nenhuma diferença significativa foi observada nos dados referentes a pesos corpóreos 

médios iniciais e finais em decorrência do alto desvio padrão entre eles (G1=G2=G3, 

p>0,05). Os consumos médios de ração e água também foram semelhantes entre os 

grupos experimentais durante os tratamentos experimentais (dados não mostrados). 

 O peso hepático relativo médio não diferiu entre os três grupos tratados com 

TAM independente do tratamento com EGb (G1=G2=G3, p>0,005). O grupo tratado 

apenas com EGb (G4) apresentou maior peso hepático relativo médio em relação ao 

grupo tratado apenas com TAM (G1) (G4>G1, p=0,0234) (ver Anexo 5). Os pesos dos 

ovários esquerdos e direitos não apresentaram diferença estatística entre os diferentes 

tratamentos experimentais (G1=G2=G3=G4, p>0,05).  

 

Dosagens bioquímicas de ALT e estradiol 

 A Tabela 1 indica os valores das dosagens bioquímicas médias de alanina 

aminotransferase (ALT) e estradiol no plasma dos animais dos diferentes grupos 

experimentais. Os valores de ALT e estradiol não diferiram entre os grupos 

experimentais tratados ou não com TAM e EGb (G1=G2=G3=G4, p>0,05).  
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Tabela 1 – Dosagens bioquímicas de alanina-aminotransferase (ALT) e estradiol nos 

diferentes grupos experimentais.1  

Grupo/Tratamento2                 ALT (u/l)                          Estradiol (ρg/ml) 

(G1) TAM 39,17 ± 10,78  57,80 ± 13,26  

(G2) TAM+EGb50 47,83 ± 11,25  42,83 ± 8,59  

(G3) TAM+EGb100 47 ± 14,51  34 ± 16,80  

(G4) EGb100 35,75 ± 17,21  38,00 ± 14,90  

1Dados expressos na forma de média ± desvio-padrão; TAM = Tamoxifeno (10 mg/Kg 

p.c., i.g.), EGb = extrato de Ginkgo biloba (50-100 mg/Kg p.c., i.p.).  

 

Medidas de volume e área dos tumores mamários 

 A Figura 1 demonstra os volumes tumorais médios antes e após o tratamento 

experimental por 28 dias. No início do experimento, o volume dos tumores mamários 

não diferiu significativamente entre os grupos (G1=G2=G3=G4, p>005). Por outro lado, 

ao final do experimento, os animais que receberam TAM (G1, G2 e G3) apresentaram 

volumes tumorais médios bem menores em relação aos que receberam apenas EGb 

(G1=G2=G3<G4, p<0,001). Nos três grupos experimentais que receberam tamoxifeno, 

os tumores mamários sofreram uma regressão média de 83%. Não houve diferença 

estatística na redução do volume tumoral entre os três grupos tratados com TAM 

independentemente do tratamento simultâneo com EGb (G1=G2=G3, p>0,05). 

Entretanto, uma diferença significativa foi observada entre os três grupos que receberam 

TAM (G1, G2 e G3) em relação ao que recebeu apenas EGb (G1=G2=G3>G4, 

p=0,0008). No grupo 4, os tumores mamários dos animais sofreram um aumento médio 

de 178,7% em seu volume (Figura 1). 

As medidas morfométricas das áreas específicas (viva/em regressão/em necrose) 

dos tumores mamários estão apresentadas na Figura 2 e exemplos fotográficos estão 
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apresentados na Figura 3. Os tumores dos animais que não receberam TAM (G4) 

apresentaram grande parte de área viva (80,86%), moderada necrose (18,67%) e pouca 

área em regressão (0,47%) (Tabela 2 e Anexo 6). O tratamento com TAM modificou a 

expressão morfológica dessas áreas (48,83%; 1,49% e 36,35% respectivamente). Os 

animais que receberam o tratamento combinado com TAM e EGb 100mg/kg (G3) 

apresentaram a maior taxa de redução na área viva  (G3<G4, p=0,0457), na área 

necrótica (G3<G4, p=0,0376) e aumento na área em regressão (G3>G4, p=0,0042) em 

relação aos animais que não receberam tamoxifeno (G4) (ver Anexo 7).    
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Figura 1 – Gráfico que representa o volume em cm3 dos tumores mamários no início e final 

dos 28 dias de tratamento. TAM = tamoxifeno (10 mg/Kg p.c., i.p.); EGb = Extrato 

de Ginkgo biloba (50 ou 100 mg/Kg p.c., i.g.). a,b,cDiferenças significativas 

representadas por letras diferentes (p<0,05). 
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Figura 2 – Análise morfométrica que representa a porcentagem média de área viva, área em 

regressão e área em necrose nos tumores mamários distribuídos pelos grupos 

experimentais ao final dos 28 dias de tratamento. TAM = tamoxifeno (10 mg/Kg 

p.c., i.p.); EGb = Extrato de Ginkgo biloba (50 ou 100 mg/Kg p.c., i.g.). 
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Figura 3 – Cortes histológicos de tumores mamários corados pela técnica de 

HE. (A) Região de limite entre área viva (av) e área em 

regressão com deposição hialina estromal (ad), objetiva 40x. 

(B) Área viva tumoral evidenciando uma mitose anômala (seta), 

objetiva de 100x. (C) Área viva tumoral evidenciando 

apoptoses (setas) no meio do parênquima preenchido por 

células neoplásicas, objetiva de 100x. (D) Tumor mamário vivo 

com áreas de necrose focais (n), objetiva de 20x. (E) Área 

necrótica com debris celulares em grande aumento, objetiva de 

100x. 
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Índices de proliferação celular e apoptose e análises de RE-α, p63 e β-catenina 

Nos fígados dos animais distribuídos pelos grupos experimentais, os índices de 

mitose e apoptose foram contados nos cortes histológicos corados por HE (Tabela 2). 

Não houve diferença estatística entre os grupos experimentais quando comparamos os 

índices mitótico e apoptótico (G1=G2=G3=G4, p>0,05).  

 

 Tabela 2 – Índices de mitose e apoptose no fígado nos diferentes grupos experimentais 

ao final dos 28 dias de tratamento experimental.1 

Grupo/Tratamento2               Mitose (%)                    Apoptose (%)            

(G1) TAM 0,010 ± 0,02 0,037 ± 0,05  

(G2) TAM+EGb50 0,005 ± 0,01  0,095 ± 0,08  

(G3) TAM+EGb100 0,032 ± 0,06  0,067 ± 0,10  

(G4) EGb100 0,053 ± 0,09  0,164 ± 0,10  

1Dados expressos na forma de média ± desvio-padrão; TAM = Tamoxifeno (10 

mg/Kg p.c., i.g.), EGb = extrato de Ginkgo biloba (50-100 mg/Kg p.c., i.p.). 

 

 

A cinética de proliferação celular nas biópsias e áreas vivas dos tumores 

mamários (ver Anexo 9) foi avaliada pelos índices de proliferação celular (%) e 

apoptose (%), determinados a partir da expressão imunoistoquímica de células marcadas 

por PCNA e caspase-3 clivada (Figuras 4-A e 4-B, respectivamente Os três grupos que 

receberam TAM (G1, G2 e G3) apresentaram redução significativa na porcentagem de 

células em proliferação nas áreas vivas após os tratamentos quando comparamos aos 

valores de referência para as biópsias (p<0,05). O tratamento com o EGb não alterou 

essa propriedade terapêutica anti-proliferativa do TAM (G1=G2=G3, p>0,05). Por outro 

lado, nos tumores dos animais tratados apenas com EGb (G4), o índice de proliferação 
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foi relativamente maior nos tumores quando comparado à biópsia (p<0,001).  Quando 

comparamos os tumores nos quatro grupos, a porcentagem média de células em 

proliferação (PCNA+) foi significativamente maior nos tumores dos animais que foram 

tratados apenas com EGb (~6%) em relação aos demais grupos experimentais que 

receberam TAM e EGb (<1%) (G4>G1=G2=G3, p<0,005). A porcentagem de células 

em apoptose (caspase-3-clivada+) não diferiu no início do experimento (biópsia) nem 

foi modificada pelo tratamento com TAM independente da presença ou não do EGb 

(G1=G2=G3=G4, p> 0,05).  

A Figura 5 representa a marcação imunoistoquímica de todos os parâmetros 

avaliados nas áreas vivas dos tumores mamários (PCNA, caspase-3 clivada, RE, p63 e 

β-catenina). A porcentagem de células marcadas imunoistoquimicamente para ER, p63 

e β-catenina (intracitoplasmática e intranuclear) nas áreas vivas das neoplasias 

mamárias não foram modificadas pelos tratamentos experimentais (G1=G2=G3=G4, p> 

0,05) (Tabela 3).  

 

Tabela 3 – Porcentagem de células marcadas na área viva dos tumores mamários nos 

diferentes grupos experimentais ao final dos 28 dias de tratamento experimental.1 

 ER3 P63 β-catenina (%) 

Grupos2 (%) (%) Citoplasma+ Núcleo+ 

(G1) TAM 4.2 ± 4.45 3.2 ± 3.56 0.9 ± 0.9 6.0 ± 15.54 

(G2) TAM+EGb50 9.57 ± 7.86 2.23 ± 1.93 0.54 ± 0.52 6.1 ± 14.7 

(G3) TAM+EGb100  4.92 ± 5.79 3.14 ± 1.19 1.4 ± 1.14 20.0 ± 22.39 

(G4) EGb100  10.06 ± 5.7 3.42 ± 2.69 1.5 ± 0.92 0.37 ± 0.74 

1Dados expressos na forma de média ± SD. 2DMBA = 7,12-dimethil-benz(a)antraceno (80 

mg/Kg p.c., i.g.); TAM = tamoxifeno (10 mg/Kg p.c., i.p.); EGb = Extrato de Ginkgo biloba (50 

or 100 mg/Kg, i.g.). 3ER = receptor de estrógeno. 
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Figura 4 – Gráfico que representa a porcentagem de células em proliferação (PCNA+) e em 

apoptose (caspase-3-clivada+) na área viva dos tumores mamários antes (biópsia) e 

após (tumores) os tratamentos experimentais. TAM = tamoxifeno (10 mg/Kg p.c., 

i.p.); EGb = Extrato de Ginkgo biloba (50 ou 100 mg/Kg p.c., i.g.). a,b,cLetras 

diferentes correspondem a médias diferentes (p<0,05). 
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Figura 5 – Exemplos da marcação imunoistoquímica dos biomarcadores utilizados nesse 

trabalho nas áreas vivas dos tumores mamários induzidos pela DMBA em fêmeas 

SD. Objetiva de 400x. 
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Discussão 

Os resultados descritos nesse estudo indicam que o tratamento i.p. com EGb não 

interferiu nas propriedades anti-carcinogênicas do quimioterápico tamoxifeno (TAM) 

no modelo de carcinogênese mamária induzida quimicamente pela DMBA em ratas 

Sprague-Dawley. O tratamento com TAM mostrou-se eficiente na redução do volume 

tumoral com indução de regressão tumoral detectada histologicamente nas neoplasias 

mamárias induzidas pela DMBA. Esses efeitos terapêuticos da TAM tem sido relatos na 

literatura [27, 28]. 

Os dados de ganho de peso corpóreo, consumo de ração e água, pesos relativos 

hepático, uterinos, ovarianos não foram alteradas pelo tratamento com o EGb. Alguns 

animais tratados com EGb morreram no decorrer do estudo em decorrência da 

agressividade dos tumores induzidos pela DMBA, mesmo nos animais que receberam o 

agente quimioterápico TAM. A resposta dos animais ao iniciador foi individual sendo 

que alguns animais desenvolveram tumores logo no início do protocolo de iniciação e 

outros apenas próximo do término do estudo. Alguns animais iniciados não 

desenvolveram tumores durante todo o período experimental enquanto outros 

desenvolveram até seis tumores, sendo variável também o volume desses tumores no 

mesmo animal. De fato, a individualidade de resposta foi observada para o DMBA, 

TAM e EGb e ocorreu em praticamente todos os parâmetros avaliados, como pode ser 

observado pelo alto desvio padrão nas análises em geral. 

A alanina-aminotransferase (ALT) é um biomarcador sérico muito utilizado na 

rotina laboratorial para identificar danos hepáticos. Aumentos nos níveis séricos de 

ALT podem estar diretamente relacionados à hepatite, cirrose hepática, tumores de 

fígado, icterícia obstrutiva, miocardite, infarto do miocárdio e outras patologias [29]. A 

dosagem bioquímica sérica de ALT realizada nesse trabalho sugere que o TAM, 
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administrado na dose de 10mg/kg (semelhante à dose terapêutica humana) [25], não 

induziu danos hepáticos agudos nos três grupos tratados com esse quimioterápico. De 

fato, a arquitetura hepática manteve-se preservada em todos os fígados dos animais 

tratados e não-tratados com o TAM e nenhuma lesão histológica foi detectada nos 

cortes em HE. O tratamento com TAM também não induziu aumento no número de 

mitose e apoptose no fígado desses animais. Por outro lado, achados recentes da 

literatura indicam que o TAM induz câncer de fígado em ratos e aumenta a incidência 

de câncer de endométrio em mulheres [30]. Dependendo da dose e do tempo de 

exposição, o TAM se liga covalentemente ao DNA e induz a formação de adutos de 

DNA no genoma de hepatócitos in vitro [31]. Apesar disso, adutos de DNA induzidos 

pelo TAM não têm sido detectados em todos os experimentos com animais e humanos 

[32, 33]. Neste trabalho, a ausência de lesões e preservação da arquitetura normal e dos 

níveis séricos de ALT demonstraram que a exposição de curta-duração (28 dias) à dose 

terapêutica humana de TAM não causou efeito tóxico evidente no fígado das fêmeas 

SD. Além disso, o EGb também se mostrou seguro para o fígado mesmo quando 

administrado por um curto período de tempo nas doses utilizadas nesse trabalho.  

O extrato de Ginkgo biloba apresenta um efeito bifásico podendo ser agonista 

e/ou antagonista dos estrógenos endógenos como o E2, dependendo da concentração dos 

estrógenos e da dose de EGb utilizada (10-1000 µg/ml) em ensaios de proliferação com 

células MCF-7 [34, 35].Os fitoestrógenos presentes no EGb se ligam com alta afinidade 

e competem com os estrógenos endógenos pelo REs (competição por antagonização) e 

induzem a depleção de E2 via feedback negativo. Nesse estudo, o EGb não induziu 

alterações nos níveis séricos de E2, mesmo sendo administrado pela via peritoneal e em 

uma dose elevada quando comparado à dose comercial oral humana de 180-220 mg/dia 

[36-38]. A manutenção dos níveis séricos de E2 nos animais que receberam o EGb 
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explica, em parte, a ausência de efeito terapêutico do EGb (G4) sobre as lesões tumorais 

induzidas pela DMBA. São necessários novos estudos experimentais para se detectar a 

possível depleção de E2 pela presença de fitoestrógenos no EGb, embora dificilmente 

doses menores de EGb exerçam efeitos antiestrogênicos nesse modelo de carcinogênese 

mamária induzida pela DMBA. Talvez outros modelos experimentais que induzam o 

desenvolvimento de tumores mamários menores e menos agressivos que os induzidos 

pela DMBA possam relatar com maior clareza a atividade anti-estrogênica do EGb 

através da depleção de E2. 

O antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) é uma molécula (36 kDa) 

que atua como co-fator para a DNA-polimerase durante a replicação do material 

genético da célula (principalmente na fase “S” do ciclo celular) [39]. Por isso, a PCNA 

é comumente utilizada como um biomarcador específico de proliferação celular em 

diversos modelos experimentais de carcinogênese química [39-42]. Nesse trabalho, o 

índice de proliferação celular (porcentagem de células PCNA+) foi nitidamente reduzido 

pelo quimioterápico TAM (G1, G2 e G3) quando comparamos antes (biópsias) e após 

tratamentos (tumores). Esse resultado pode ser explicado pelo bloqueio do estímulo de 

proliferação estrógeno-responsivo através da acoplagem e inutilização dos REs pelas 

moléculas de TAM [43]. Os fitoestrógenos presentes no EGb não apresentaram a 

mesma eficácia anti-estrogênica e não modularam os efeitos terapêuticos do TAM.  

As caspases são proteases cistenil-aspartato específicas que pertencem à Família 

C14 [44]. As caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9, e 10 clivadas proteoliticamente estão envolvidas 

diretamente na regulação e execução da apoptose. Assim, a caspase-3-clivada é uma 

caspase efetora frequentemente utilizada como biomarcador para a morte celular [45]. 

Nesse trabalho, os índices de apoptose (porcentagem de células caspase-3-clivada+) não 

diferiram entre os grupos experimentais antes e após os tratamentos experimentais. 
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Provavelmente, as células transformadas presentes nos tumores malignos induzidos pela 

DMBA sejam resistentes à apoptose ou os tratamentos com TAM e EGb não 

apresentam a capacidade de indutora de apoptose. Outros trabalhos experimentais in 

vitro e in vivo voltados para os componentes envolvidos na apoptose são necessários 

para investigar potenciais mecanismos envolvidos em ambas as possibilidades citadas. 

 A p63 é uma proteína análoga à p53 expressa no núcleo de células basais 

regenerativas de numerosos tecidos epiteliais como pele, tecido mioepitelial mamário, 

epitélio da cavidade oral, prostático e urotelial [46]. Em contraste à função supressora 

tumoral da p53, a hiperexpressão de variantes de p63 tem sido observada em numerosos 

carcinomas escamosos sugerindo que essa proteína atue como um oncogene [47]. De 

fato, ensaios “in vitro” com transfecção gênica demonstraram que variantes da p63 são 

capazes de modular a transcrição de alguns genes regulados pelo p53 [46]. Por isso, 

trabalhos recentes têm demonstrado que o ‘status’ funcional das células mioepiteliais 

pode ser associado à agressividade/invasividade tumorais [48]. Em nosso estudo, os 

tratamentos com TAM e EGb não interferiram na porcentagem de células p63+ na área 

viva dos tumores mamários, indicando ausência de efeitos benéficos pela modulação do 

funcionamento do sistema p63. Os tumores mamários malignos induzidos pela DMBA 

são inicialmente originados das células epiteliais dos brotos terminais (TEBs) devido à 

sua incapacidade de remover completamente os adutos de DNA induzidos pelos 

epóxidos reativos derivados da metabolização do DMBA. A baixa porcentagem de 

células p63+ nos tumores analisados no nosso estudo comprova a manutenção da origem 

em TEBs nos tumores induzidos pela DMBA. 

 Está bem estabelecido que a β-catenina funciona como um oncogene quando 

está translocada para o núcleo das células [49]. Em situações normais, a β-catenina 

regula a adesão célula a célula por ligar as caderinas ao citoesqueleto. Além disso, essa 
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molécula participa da regulação da transdução de sinais de transcrição dependentes dos 

fatores de ligação ao DNA Tcf/Lef [50]. Recentemente, o papel da β-catenina para a 

alveologênese mamária foi bem estabelecida. Em camundongos com o fenótipo 

MMTV-∆N89β-catenin foram detectadas erupções hiperplásicas ao longo do duto 

mamário em fêmeas jovens, representando uma alveologênese precoce [51]. De fato, 

supressores da sinalização β-catenina inibem a alveologênese em camundongos [52]. 

No nosso trabalho, a porcentagem de células que expressam a β-catenina translocada 

para o citoplasma e principalmente para o núcleo foi utilizada como um biomarcador de 

malignidade dos tumores induzidos pela DMBA. Ambos os tratamentos com TAM e 

EGb não modificaram o padrão de marcação da B-catenina indicando ausência de 

modulação dessa via oncogênica por esses tratamentos. 

Em conclusão, os resultados deste estudo indicam que o EGb, sob as condições 

experimentais utilizadas, não apresenta efeitos terapêuticos contra a carcinogênese 

mamária em fêmeas da linhagem Sprague-Dawley. A administração concomitante do 

EGb não potencializou os efeitos benéficos do TAM em todos os parâmetros avaliados. 

O quimioterápico Tamoxifeno se mostrou muito eficaz para reverter o quadro 

neoplásico induzido pela DMBA no tratamento de 28 dias. Esses dados são relatos in 

vivo importantes que comprovam a eficácia do Tamoxifeno e refutam a hipótese dos 

efeitos quimiopreventivos e quimioterápicos do EGb sobre a carcinogênese mamária.   
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7. Conclusões 

 

1) O tratamento por 18 semanas com o extrato de Ginkgo biloba (EGb), administrado 

pela via oral (acrescida na ração comercial), não induziu toxicidade geral e hepática 

nos animais.  

2) O tratamento com EGb nas concentrações de 0,1 e 0,2% não foi eficaz em prevenir 

o desenvolvimento de neoplasias mamárias induzidas pela DMBA em fêmeas SD. 

Existe a atividade quimiopreventiva do EGb possa ser melhor analisada em outros 

modelos experimentais que induzam tumores mamários de forma mais sincronizada. 

3) O TAM na dose clínica humana (10 mg/kg, i.g.) é um medicamento quimioterápico 

eficaz contra a carcinogênese mamária induzida no modelo experimental com a 

DMBA.  

4) O tratamento com EGb per se nas doses de 50 e 100 mg/kg (i.p.) não foi eficaz em 

reduzir o crescimento de tumores mamários induzidos pela DMBA em fêmeas SD. 

5) Em geral, o EGb não potencializou e nem reduziu as propriedades terapêuticas do 

TAM sobre a carcinogênese mamária. Portanto, a interação medicamentosa entre 

ambos não foi significativa nesse modelo experimental.  

6) O EGb (100 mg/kg) apresentou um efeito potencializador das propriedades 

terapêuticas do TAM por reduzir as áreas viva e necrótica, e aumentar a área em 

regressão dos tumores mamários induzidos pela DMBA em ratas SD. Entretanto, 

esse resultado não se refletiu nas análises de regressão do volume tumoral, 

proliferação celular, apoptose e demais biomarcadores utilizados nesse trabalho. 
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ANEXO 1 

 

 

Figura 1 - Gráfico da evolução do peso corpóreo médio dos diferentes grupos 

experimentais ao longo das 18 semanas do estudo. DMBA= 7,12-

dimetilbenz(o)antraceno (dose única de 60 mg/kg p.c., i.g.), EGb= extrato 

de Ginkgo biloba (0,1 e 0,2 % adicionados na ração basal). 



 

 

112 
 

ANEXO 2 

 

Tabela 1 - Dados de peso corpóreo, consumo de ração, água e de EGb e peso 

relativo dos ovários e útero nos diferentes grupos experimentais. 

 

Parâmetros1 

Grupos Experimentais 

      DMBA     DMBA+EGb 0,1% DMBA+EGb 0,2%     EGb 0,2%                           

        (G1)                  (G2)                    (G3)                   (G4) 

Peso Corpóreo:  

Inicial (g) 

Final (g) 

Ganho (g) 

 

222,12 ± 21,81 

308,90 ± 25,23 

86,90 ± 31,87 

 

220,67 ± 25,37 

300,44 ± 44,81 

79,78 ± 32,25 

 

222,67 ± 16,65 

312,78 ± 38,29 

90,11 ± 30,53 

 

220,10 ± 21,58 

349,20 ± 31,18 

129,20 ± 32,93 

Consumo: 

Ração (g/rato/dia) 

Água (ml/rato dia) 

EGb (mg/kg/dia) 

 

18,82 ± 1,50 

31,87 ± 2,91 

0 

 

19,89 ± 2,58 

34,14 ± 3,60 

72,83 ± 17,07 

 

20,27 ± 1,97 

36,64 ± 3,40 

147,03 ± 32,68 

 

19,92 ± 2,25 

35,20 ± 6,59 

148,92 ± 36,17 

Peso Relativo: 

Ovário D (%) 

Ovário E (%) 

Útero (%) 

 

0,0210 ± 0,008 

0,0193 ± 0,007 

0,172 ± 0,049 

 

0,0190 ± 0,006 

0,0196 ± 0,005 

0,197 ± 0,099 

 

0,0195 ± 0,004 

0,0199 ± 0,006 

0,144 ± 0,044 

 

0,0170 ± 0,005 

0,0173 ± 0,004 

0,167 ± 0,020 

1Dados expressos na forma de média ± SD; 2DMBA= 7,12-dimetilbenz(o)antraceno 

(dose única de 80 mg/kg p.c., i.g.), EGb= extrato de Ginkgo biloba (0,1 e 0,2 % 

adicionados na ração basal). 
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ANEXO 3 

 

 

 

 

Figura 2 - Gráfico de evolução do peso corpóreo médio dos animais nos diferentes 

grupos experimentais, ao longo dos 28 dias de tratamento 

experimental. DMBA = 7,12-dimetilbenz(o)antraceno (dose única de 

80 mg/kg p.c., i.g.), TAM = Tamoxifeno (10 mg/Kg p.c., i.g.), EGB 

= extrato de Ginkgo biloba (50-100 mg/Kg p.c., i.p.). 
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ANEXO 4 

 

Tabela 2 – Peso corpóreo inicial (PCi), peso corpóreo final (PCf) e ganho de peso 

corpóreo (GPC) dos animais distribuídos pelos diferentes grupos experimentais.1  

Grupo/Tratamento2           PCi (g)        PCf (g)                    GPC (g) 

(G1) TAM 291,33 ± 12,56 267,67 ± 9,75 -23,43 ± 14,48 

(G2) TAM+EGb50 277,17 ± 21,19 247,25 ± 12,97 -41,17 ± 12,48 

(G3) TAM+EGb100 287,17 ± 29,59 251,80 ± 20,9 -38,8 ± 25,84 

(G4) EGb100 293,40 ± 8,32 283 ± 2,83 -20 ± 17,78 

1Dados expressos na forma de média ± desvio-padrão; 2DMBA = 7,12-

dimetilbenz(o)antraceno (dose única de 80 mg/kg p.c., i.g.), TAM = Tamoxifeno (10 

mg/Kg p.c., i.g.), EGb = extrato de Ginkgo biloba (50-100 mg/Kg p.c., i.p.). 
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ANEXO 5 

 

 

Tabela 3 – Pesos hepáticos final (HF) e relativo (HR), pesos ovarianos esquerdo (OE) e 

direito (OD) distribuídos pelos grupos diferentes experimentais.1  

Grupo/Tratamento2   HF (g)          HR (g)                  OE (%)              OD (%) 

(G1) TAM 9,67 ± 2,01 5,53 ± 0,57 0,02 ± 0,006 0,019 ± 0,005 

(G2) TAM+EGb50 8,78 ± 2,94 3,38 ± 1,24 0,017 ± 0,07 0,013 ± 0,008 

(G3) TAM+EGb100 10,76 ± 1,21 4,15 ± 0,67 0,013 ± 0,007 0,019 ± 0,015 

(G4) EGb100 13,20 ± 2,41 4,53 ± 0,24* 0,019 ± 0,007 0,017 ± 0,004 

1Dados expressos na forma de média ± desvio-padrão; 2DMBA = 7,12-

dimetilbenz(o)antraceno (dose única de 80 mg/kg p.c., i.g.), TAM = Tamoxifeno (10 

mg/Kg p.c., i.g.), EGb = extrato de Ginkgo biloba (50-100 mg/Kg p.c., i.p.). *Diferença 

significativa em relação ao grupo G1 (G4 < G1, p = 0,0234). 
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ANEXO 6 

 

                

                      

Figura 3 - Cortes histológicos corados em HE de um tumor mamário antes e após o 

tratamento experimental com EGb (G4). No início do tratamento o tumor 

apresentava características histológicas de neoplasias agressivas com 

100% de área viva, como pode ser observado panoramicamente no corte 

histológico de biópsia (A), objetiva de 10x. Com a ausência de 

tamoxifeno no tratamento experimental, o mesmo tumor apresentou 

maioria de sua área total constituída por área viva ao final do (B), 

objetiva de 20x. Em maior aumento, observa-se a presença de numerosas 

células neoplásicas e mitose (seta (C), objetiva de 100x. 
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ANEXO 7 

 

                      

Figura 4 - Cortes histológicos corados em HE de um tumor mamário antes e após o 

tratamento experimental com tamoxifeno (G1). No início do 

tratamento o tumor apresentava características histológicas de 

neoplasias agressivas com 100% de área viva, como pode ser 

observado panoramicamente no corte histológico de biópsia (A), 

objetiva de 10x.  Após o tratamento experimental, o mesmo tumor 

apresentou maioria de sua área total constituída por área em 

degeneração com hialinização estromal (B), objetiva de 10x. Em 

maior aumento, claramente observa-se a hialinização estromal e a 

reduzida espessura epitelial desse tumor (C), objetiva de 20x. 
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ANEXO 8 

 

                  

Figura 5 – Corte histológico de tumor mamário corado pela técnica de 

imunoistoquímica para PCNA. Nitidamente ocorre uma 

predominância de células marcadas (núcleos intensamente corados em 

marrom) nas áreas vivas tumorais. As áreas em necrose não 

expressam esse marcador (n), objetiva de 20x. 
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