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RESUMO

Efeito do Extrato Bruto (EB) de Ginkgo biloba na parasitemia e mortalidade de
camundongos infectados experimentalmente com Trypanosoma cruzi.
O extrato de Ginkgo biloba vem sendo utilizado para as mais diversas enfermidades,

principalmente em disfungdes da memoria, além de aumentar a resposta imunolégica do
organismo. Diante das vérias atribuicoes farmacolégicas do mesmo, objetivou-se testar o
ofeito desse extrato na Doenca de Chagas. Foram utilizados dois extratos: feito com as folhas
no laboratério e o preparado comercial. As folhas da 4rvore de G. biloba foram lavadas e, em
seguida, imersas em uma solugao de dgua sanitaria 20%; foram novamente lavadas em agua
destilada e trituradas com &gua desionizada no ligiiidificador. A solugao obtida foi filtrada
em papel de filtro e algodao, e posteriormente liofilizada. Apés esse passo, o EBL de G.
biloba foi diluido nas concentracdes desejadas. O extrato obtido no comércio foi diluido nas
concentracoes desejadas e filtrado a vacuo. Os camundongos utilizados foram da raga Swiss
(machos, 28-32g, 5 semanas), mantidos em condicdes de ragdo e agua ad libitum e
temperatura ambiente. Estes foram separados em grupos de 5 animais para a montagem
dos experimentos. Utilizou-se o extrato nas doses de 200, 400 e 800mg/kg de animal pela
via orogastrica. Foi concluido que o EBL de G. biloba, nas doses de 200 e 400mg/kg - pre-
tratamento seguido de tratamento, atua diminuindo o namero de parasitos
significativamente (p<0,05) e aumentando o tempo de sobrevivéncia dos camundongos
infectados com T. cruzi, principalmente a dose de 400mg/kg. J4 o E B de G. biloba obtido no
comércio local ndo apresenta diferencas significativas (p>0,05) em relacdo ao grupo controle,
tanto no tratamento pés-infecgao como no pré-tratamento /tratamento. Para o experimento
in vitro utilizou-se as doses de 10, 20 e 30mg/ml no sangue contendo 7. cruzi, incubado com
EBL (24 e 48 horas), resultando na redugio das formas tripomastigotas. Verificou-se
também, que a concentragdo de 10mg/ml de EBL foi mais eficaz. A toxicidade aguda do
extrato também foi testada utilizando-se as seguintes doses para o EB obtido no comércio:
5mg/kg, 500mg/kg e 5g/kg de animal; e 5g/kg de animal para o EBL. Neste teste
observou-se que tanto o EB obtido no comércio quanto o EBL néo apresentaram toxicidade
aguda aparente. Conclui-se que o EBL de G. biloba atua reduzindo a parasitemia e
aumentando o tempo de sobrevivéncia dos camundongos infectados com T. cruzi

experimentalmente. O mesmo ndo ocorre com e extrato obtido no comércio.



I-INTRODUGCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas durante as varias
épocas da histéria humana, cujo acimulo de informacodes, obtido pela
experiéncia de cada civilizacao, constitui milénios de histoéria, desde
quando a maior parte dos recursos medicamentosos provinham dos
vegetais (MING, 1994).

Desde o inicio do século XX, com o advento da sintese quimica, os
quimioterapicos foram substituindo as plantas medicinais, sendo bem
aceitos pela populacao, mesmo que muitos causem a dependéncia
quimica e bloqueiem mecanismos imunolégicos, agredindo o organismo.
Por tais motivos, ha uma tendéncia ao retorno as plantas medicinais,
segundo pesquisas do Centro Internacional de Comeércio (ibid., 1994).

A pesquisa com plantas medicinais parte do conhecimento popular
acumulado e especifico, conforme cada situagao s6cio-cultural das
comunidades envolvidas. De acordo com a OMS (Organizacao Mundial
de Saade), 80% da populacio mundial utiliza principalmente a
medicina popular para solucionar as necessidades primarias de
assisténcia médica, dai a importincia desse passo na pesquisa
(ibid.1994).

Além disso, o levantamento desse patrimonio é fundamental e
deve ser realizado rapidamente pois, em geral, esse conhecimento estd
concentrado em populagdes isoladas ou rurais. Contudo, o estudo da

biologia floral, a correta identificacio da planta e o conhecimento de



seus nomes populares, sao fatores que permitem determinar praticas
mais adequadas para a produgao de principios ativos em quantidade e
qualidade desejadas (ibid., 1994).

Na Europa, Estados Unidos da América, China e India, o uso de
medicamentos de origem vegetal é maior do que os quimiossintéticos.
No Brasil, nao se dispoe de dados seguros, porém, a tendéncia em
acompanhar o restante do mundo é relevante (ibid., 1994). Portanto,
seria prejudicial a desvalorizacao do potencial deste pais, uma vez que
a regiao tropical brasileira contém uma grande variedade de plantas
medicinais, sendo algumas destas vindas de outros paises, como é o
caso da Ginkgo biloba.

A Ginkgo biloba é uma arvore oriental que pode chegar até a 40
metros de altura. E uma planta diéica, com folhas em formato de leques
e, no outono, adquire diversos tons de amarelo; e além de adaptar-se
bem ao clima temperado (FRANCO, 1997), de suas folhas se extraem
substincias que atuam sobre o metabolismo de varios 6rgaos. Tais
substancias, Ginkgolideos e Bilobaideos, sao utilizadas, principalmente,
em disfun¢des da memoéria, cerebrais e transtornos vasculares
periféricos.

Foi verificado que o extrato de G. bilobn (EGB) constitui um
potente antagonista do PAF (Fator de Ativacao de Plaquetas), melhora a
circulagao sangiiinea, reduz coceiras, varizes, vertigens e auxilia nas
dificuldades sexuais. Em contrapartida, pode provocar hematomas (se
usado continuamente) e associado a aspirina pode provocar
sangramentos espontaneos. Como o PAF vem sido caracterizado como
agente toxico em processos de isquemia-reperfusao intestinal, levantou-
se a possibilidade de atuar por meio da formacao de radicais livres.
Além disso, o EGB é muito rico em quercetina, destruidor de Radicais
Livres, mostrando uma acido anti-oxidativa (POVOA, 1993),
adstringente, antifungica, antibacteriana, antidepressiva, antidiabética,
antilabirintite, antiAIDS e rectinopatia, aumentando a resposta imune

(FRANCO, 1997).



Os ginkgolideos antioxidantes e neuroprotetores possuem
atividades colinérgicas relacionadas com os mecanismos da Doenca de
Alzheimer. A eficicia terapéutica do extrato nesta doenca foi
semelhante as drogas atualmente utilizadas, porém, com minimos
efeitos colaterais (PERRY ef al., 1998).

Pelos relatos existentes de que a Ginkgo biloba aumenta a resposta
imune do organismo, pode-se dizer que, por tal motivo, ajuda no
combate das varias doencgas ja mencionadas e, talvez, de doencgas ainda
nao testadas com essa planta. Além disso, com o transcorrer dos
tempos, novas doengas de interesse mundial foram surgindo, como a
AIDS e canceres, aumentando cada vez mais o nimero de vitimas. Com
isso, o estudo das plantas medicinais aumentou.

Os quimioterdpicos muitas vezes ndo possuem efeitos satisfatérios
para determinadas patologias pois, além de ndo curarem, podem causar
graves efeitos colaterais. Dai a importincia de se estudar o efeito do
extrato de Ginkgo biloba sobre tais doencas, inclusive com a
tripanossomiase americana ou Doenca de Chagas, causada pelo
Trypanosoma cruzi.

O Trypanosoma cruzi, um flagelado da familia Trypanossomatidae,
parasita mamiferos e tem como hospedeiros invertebrados virias
espécies de hemipteros hematéfagos da familia Reduviidae. Esse
parasito apresenta diferencas morfolégicas, fisiolégicas e ecolégicas,
além de variagdes quanto a infectividade e patogenicidade. Ja foram
descritas mais de 60 linhagens ou cepas, segundo diferentes critérios,
sem se estabelecer uma sistematizagao entre elas. As cepas Y (mais
patogénica) e CL (menos patogénica), tém sido consideradas como tipos
“polares”, todas as demais variedades isoladas e caracterizadas estao
incluidas ou situadas entre esses dois extremos (REY, 1991).

No ciclo evolutivo do T. cruzi, ha multiplicacio de formas
epimastigotas no intestino posterior de triatomineos; na ampola retal,

os parasitos transformam-se em tripomastigotas metaciclicos que sao



eliminados com as fezes. Ao penetrar, através da pele lesada, no
hospedeiro vertebrado, os flagelados invadem células do Sistema
Fagocitico Mononuclear (SFM) cutineo onde, sob a forma amastigota,
voltam a multiplicar-se, indo para o sangue, como tripomastigotas, e
disseminam-se pelo organismo, atacando miusculo e outros tecidos. O
ciclo fecha-se quando o paciente é sugado por outro triatomineo e as
formas sangiiicolas chegam ao intestino do inseto (ibid., 1991).

A Doenca de Chagas é uma moléstia endémica na América Latina,
abrangendo uma area que vai desde o norte do México até o sul da
Argentina e Chile, e afeta cerca de 16 milhdes de pessoas. Estima-se que
no Brasil hd aproximadamente 8 a 9 milhdes de pacientes com essa
moléstia (PEDROSA et al., 1993), que causa mortes precoces em
populacdes adultas, gera perda na produtividade pessoal e absenteismo.
Além disso, o custo médico-social é alto, incluindo o tratamento
médico, internacoes hospitalares, cirurgias corretivas, marcapassos,
entre outros. E dentre as manifestagoes clinicas, a cardiopatia cronica é
a que causa o maior impacto devido sua incidéncia e gravidade (DIAS,
1994).

Segundo CUNHA-NETO e cols. (1995), estima-se que no Brasil
ocorram 2 a 3 milhdes de casos de cardiopatia chagasica crénica, com
evolugao de cerca de 30% dos infectados e, em humanos, o parasito
mostra preferéncia por células musculares cardiacas.

A parasitemia comeca a ser intensa apés 10 a 15 dias da
contaminagao, correspondendo a fase aguda da doenca. Neste periodo a
parasitemia pode crescer e levar o paciente a morte, ou diminuir, por
interferéncia do sistema imune e, assim, o paciente entra na fase
crénica, na qual pode permanecer durante anos (CUNHA, 1995).
BRENER apud SILVA (1999) complementa dizendo que a fase aguda é
inicial, rdapida e geralmente assintomatica, e se caracteriza por
apresentar uma curva parasitémica caracteristica, relacionada com a
proliferacao intracelular do T. cruzi, que sai para o meio extracelular,

permitindo a quantificacao dos parasitos.



De acordo com BARRETO e cols. apud SILVA (1999), a fase cronica
inicia-se ap6s a fase aguda da doenca na forma indeterminada ou
latente, que se identifica pela infeccao por T. cruzi, sem manifestagoes
clinicas, na maioria dos pacientes, sendo considerada o periodo mais
longo da doenca.

Em camundongos experimentais, a parasitemia é intensa, ou seja,
apresenta seu pico entre o 6° e o 10° dia, destacando-se, principalmente,
no 7° dia, constituindo a fase aguda da doenca, onde podem ocorrer
o6bitos e, apos esse periodo, a fase cronica se estabelece, podendo ou nao
levar os animais ao 6bito. Dentre todos os modelos experimentais, os
camundongos destacam-se por apresentarem maior nitidez no
desenvolvimento das fases caracteristicas da doenca ( SHERLOCK apud
MORONI, 1998).

A Doenca de Chagas humana, disseminou-se entre as populagoes
rurais, principalmente transmitida pelas fezes infectadas do inseto
vetor (triatomineos), no interior de habitacoes infestadas pelos mesmos.
Mas outras vias de transmissao sdo conhecidas como a transfusional e a
congénita (DIAS, 1994). Cabe também citar as infeccdes acidentais em
laboratério, consultérios odontolégicos, hospitais onde se manipula
material contaminado e em transplantes de 6rgaos.

O tratamento da Doenca de Chagas humana pode ser especifico ou
sintomatico. O especifico é justificivel para todos os casos agudos da
infeccao, com perspectiva de cura parasitologica oscilando entre 50 e
90% dos casos. Quando acompanhados por um longo periodo, os
individuos tratados, se curados na fase aguda, nao desenvolvem as
formas cronicas sintomaticas da doenca. Fsse tratamento também se
justifica aos casos congénitos da infeccao logo ap6s o nascimento. Ja o
tratamento sintomdatico é muito importante e pode prevenir e minorar 0s
danos tardios da doenca (DIAS, 1994).

Testes experimentais, com plantas medicinais, em camundongos
tém sido feitos com o objetivo de encontrar tratamentos mais eficazes

para a Doenga de Chagas. SILVA (1996) testou o extrato bruto
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liofilizado do rizoma de Mandevilla velutina em animais infectados com
T. cruzi e obteve resultados promissores no que diz respeito a redugao
da quantidade de parasitos e aumento da sobrevivéncia dos animais,
principalmente nos tratados com a dose do extrato de 200mg/kg de
animal.

Muito ainda deve ser feito no combate a essa doenca que acomete
centenas de pessoas a cada ano. Para tal, algumas medidas devem ser
tomadas como melhorar as habitacodes, evitar desmatamentos, controlar
o namero de insetos, entre outras. O tratamento das pessoas infectadas
¢ um passo importante no combate a doenca, apesar dos medicamentos
serem caros e com muitos efeitos colaterais. Isto justifica a importancia
da pesquisa de plantas que ajudem no tratamento da Doenca de Chagas,

com baixo custo e com efeitos colaterais minimos ou ausentes.



II-OBJETIVOS

Estudar a atuacao do extrato bruto de Ginkgo biloba na
sobrevivéncia e na parasitemia de camundongos infectados por
Trypanosoma cruzi.

Estudar a atuacdo do extrato bruto liofilizado (EBL) in
vitro em sangue contaminado com T. Cruzi.

Estudar a toxicidade aguda do extrato bruto (EB) de G.

biloba em camundongos.



III-MATERIAL € METODOS

3.1- Ginkgo biloba

Foram utilizados dois tipos de EB de G. biloba:

- Extrato bruto liofilizado (EBL); obtido a partir das folhas da
arvore de G. biloba coletadas no outono, de um dnico individuo, na
regiao da grande Sao Paulo.

- Extrato bruto obtido no comércio local, comprado em uma

farmacia de manipulagao de Uberlandia.

3.2- Trypanosoma cruzi

Utilizou-se a cepa Y de Trypanosoma cruzi proveniente da
Faculdade de Medicina do Triangulo, Uberaba-MG, que foi mantida no
Laboratério de Bioquimica (DEGEB-UFU) por repiques semanais

utilizando-se camundongos para inoculagao.

3.3 - Animais

Os camundongos raca Swiss, padrao sanitiario convencional, com

aproximadamente 5 semanas, peso médio de 30 gramas; foram



fornecidos pelo Biotério do Vallée S/A ou Pentapharma. No laboratério
de Bioquimica do DEGEB-UFU foram mantidos em condicdes
apropriadas com racao e dagua filtrada ad Ilibitum, em temperatura

ambiente e gaiolas desinfetadas contendo maravalha.

3.4- Extrato Bruto Liofilizado (EBL) de Ginkgo biloba

3.4.1- Trituracdo das folhas com dgua e filtra¢io

As folhas foram selecionadas, ou seja, as contaminadas por fungos
ou muito danificadas foram excluidas. As folhas em boas condicoes
foram entao lavadas com 4dgua desionizada, tomando-se o cuidado de
limpa-las bem.

Em seguida, estas foram mergulhadas em uma solucao de agua
sanitaria a 20%, durante 20 minutos para a desinfeccao.

Novamente, as folhas foram lavadas com agua desionizada
retirando-se todo o residuo de 4dgua sanitaria. Apods esse passo,
distribuiu-se as mesmas em uma superficie e levou-as a estufa para
secar em temperatura de, aproximadamente, 40°C. Depois de secas, elas
foram pesadas e trituradas no liqiiidificador com agua desionizada,
numa proporgao de 15g para 250ml. Essa solugao foi armazenada em um
recipiente opaco de plastico ou em um vidro escuro a fim de nao entrar
em contato direto com a luz, evitando a perda de principio ativo.

A solucao foi coada em uma peneira com gaze e, em seguida,
filtrada a vacuo, onde utilizou-se o Kitassato com funil de porcelana e,
neste dltimo, colocou-se duas folhas de papel de filtroqualitativo. A
solucgao foi armazenada para posterior liofilizacao.

As folhas trituradas, utilizadas para se obter a solucdo acima
referida, foram ressuspendidas em outros 250ml de dgua desionizada,

para a producao de mais EBL.
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3.4.2- Extrato aquoso

A solugao obtida foi distribuida em frascos, congelada e,
posteriormente, levada ao liofilizador. Os frascos foram vedados com
“Parafilm M (Sigma)”, que recebeu perfuragdes com agulha.

Depois de liofilizar a solugao, o material obtido foi pulverizado
com Grau e Pistilo e pesado. O p6 obtido foi armazenado no freezer em
um recipiente opaco ou escuro para, posteriormente, ser utilizado nas

concentragoes desejadas, ressuspendido em agua filtrada.

3.5- Extrato Bruto (EB) de Ginkgo biloba Obtido no Comércio

3.5.1- Extrato aquoso

O extrato de Ginkgo biloba obtido no comércio local ja estava na
forma de p6, necessitando-se apenas ressuspendé-lo nas concentracodes
desejadas para os experimentos e filtra-lo a vacuo.

Para tal, utilizou-se o funil de porcelana e o Kitassato. No funil
foram colocadas duas camadas de papel de filtro qualitativo iniciando-
se a filtracao.

Cabe ressaltar que esse extrato foi filtrado, apés ser diluido nas
concentracdes a serem utilizadas, por possuir uma consisténcia
diferente do extrato preparado no laboratério, sendo mais grosso e

menos soldavel.

3.6- Determinacao da Parasitemia

Para tal atividade, preparou-se a bancada forrando-a com papel,
colocando dgua sanitaria para descarte de materiais, laminas, laminulas,
pipetador manual, ponteiras, suporte para camundongo, copo de

garrafa térmica, alcool iodado, tesoura cirdargica, algodao, contador de
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células manual e microscépio optico. Em seguida, pegou-se as gaiolas
dos grupos experimentais e 0s camundongos, um a um, foram contidos
no copo de garrafa térmica com a cauda exposta. Foi realizada uma
seccao minima na extremidade distal de cauda, e coletou-se, com a
pipetador manual, 5,0ul de sangue que foi acondicionado entre lamina e
laminula. A ferida cirurgica foi cauterizada com alcool iodado,
retornando-se o animal a gaiola. A lamina foi levada ao microscopio
6ptico para a contagem dos parasitos, utilizando o Método de Brener.

Neste método, a laminula é dividida em cinco campos, ou seja, as
quatro extremidades e o centro da mesma. Cada um dos cinco campos &
dividido em outros dez campos, de tal forma que formem cinco pares,
ou seja, um ao lado do outro cinco vezes (BRENER, 1979).

Apo6s realizar a contagem, com © contador, dos cinco campos da
laminula, cada um dividido em 10 campos menores (ao todo 50 campos),

obteve-se o numero aproximado de parasitos em 5,0ul (ibid., 1979).

3.7. Coleta de Sangue Para Repique e Montagem dos

Experimentos

Tendo em vista a manutencao dos parasitos, utilizou-se PBS
(solucao tampao fosfato) com 10% de soro fetal bovino como diluente de
sangue. A quantidade desta solucao depende do numero de parasitos
encontrados e do numero de camundongos a serem inoculados pois,
cada camundongo recebeu cerca de 50.000 parasitos num volume de
0,2m! de sangue. Entao, em 1ml de sangue continha 250.000
tripomastigotas, aproximadamente.

Um camundongo de repique foi utilizado em cada experimento. O
animal foi sacrificado por meio de anestesia profunda prolongada com
éter de Petroleo e afixado sobre o suporte de cortica, utilizando-se
alfinetes nas patas, para realizar a puncao cardiaca. Apos heparinizar a

seringa, o sangue foi rotirado do coracao e colocado junto ao PBS com
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10% de Soro Fetal Bovino no tubo de ensaio. Dai entao, inoculou-se, nos
camundongos normais, 0,2ml dessa solugao por via intraperitonial,

iniciando-se os experimentos.

3.8- Atuacao do Extrato Bruto Liofilizado (EBL) de Ginkgo
biloba em Camundongos Infectados Experimentalmente

com T. cruzi no Pré-Tratamento Seguido de Tratamento

Foram formados trés grupos compostos por cinco animais em
cada, de tal forma que dois, GA e GB, receberam pré-tratamento 24
horas antes da infeccao e tratamento pos-infeccao, durante 45 dias, com
o EBL nas seguintes doses: 200 e 400mg/kg do peso do animal,
respectivamente; e o terceiro grupo (GC - grupo controle) nao recebeu
tratamento com EBL, mas recebeu agua filtrada para ser submetido as
mesmas condicoes de stress que os demais animais.

A administracao oral do EBL aquoso, bem como da agua filtrada,
iniciou-se 24h antes da infeccao com T. cruzi e foi realizada por sonda
orogastrica (sonda de polietileno, acoplada a agulha de metal,
introduzida diretamente no esdfago) num volume fixo de 0,6ml por

animal. O tratamento foi realizado em intervalos regulares de 24 horas.

3.9- Atuacao do Extrato Bruto (EB) de G. biloba Obtido no
Comércio Local, em Camundongos Infectados

Experimentalmente com T. cruzi

Para este experimento foram formados 4 grupos de 5 animais.
Estes receberam tratamento, apds a infecgao por T. cruzi, com o EB nas

seguintes doses: 200mg/ kg (GA), 400mg/kg (GB) e 800mg/kg (GC) de



animal; GD - grupo controle, recebeu agua filtrada. O extrato e a agua
foram administrados por via orogastrica, num volume fixo de 0,5ml por
animal. O tratamento foi realizado em intervalos regulares de 24 horas

durante 20 dias e iniciou-se ap6s a infeccao por T. cruzi.

3.10- Atuacio do EB de G. biloba Obtido no Comércio Local,
em Camundongos Infectados Experimentalmente com T.

cruzi no Pré-Tratamento Seguido de Tratamento

Neste experimento foram formados trés grupos compostos por
cinco animais em cada, de tal forma que dois, GA e GB, receberam pre-
tratamento 24 horas antes da infecgao e tratamento poés-infeccdo com o
EB nas seguintes doses: 200 e 400mg/kg do peso do animal,
respectivamente; e 0 terceiro grupo, GC - grupo controle, nao recebeu
tratamento com EB, mas recebeu agua filtrada.

A administracao oral do EB aquoso, bem como da agua filtrada,
iniciou-se 24h antes da infeccao com T. cruzi e foi realizada por sonda
orogastrica num volume fixo de 0,5ml por animal, em intervalos

regulares de 24 horas, durante 20 dias.

3.11- Acompanhamento dos Animais Infectados por T. cruzi

3.11.1- Mortalidade

A mortalidade dos camundongos de cada grupo foi acompanhada
e comparada entre os grupos que receberam tratamento e o grupo
controle, em cada experimento. Os camundongos que sobreviveram ateé

o 60° dia foram sacrificados.
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3.11.2 - Curva Parasitémica

A quantificagao dos parasitos circulantes no sangue foi realizada
entre o 6° e 10° dia apds a inoculacao de tripomastigotas, em todos os
camundongos dos experimentos.

Para cada experimento foram calculadas as médias parasitémicas
de cada grupo e, com base nas mesmas, foram tracadas as curvas de

parasitemia.

3.12 - Efeito tripanomicida do EBL de G. biloba, in vitro

Seguindo a metodologia de Cover & Gutteridge apud SILVA (1999)
desenvolveu-se o ensaio tripanomicida in vitro.

Em dez tubos Eppendorf de 1,5ml, separados em 5 lotes de dois
tubos, colocou-se 0,9ml de sangue heparinizado. Em trés lotes (T1, T2 e
T3) foi colocado 0,1ml do EBL de Ginkgo biloba nas seguintes
concentracoes: 10, 20, 30mg/ml. No quarto lote (T4) colocou-se 0,Iml de
sangue com 50.000 tripomastigotas de T. cruzi, aproximadamente, € no
quinto (T5) 0,1ml de sangue sem T. cruzi, ambos serviram como controle
positivo e negativo, respectivamente. Todos os lotes foram
homogeneizados por 1 hora em temperatura ambiente e, em seguida,
adicionou-se aos lotes 1 a 3 0,1ml de sangue contendo em torno de
50.000 tripomastigotas de T. cruzi, com excecao dos lotes quatro e cinco
que receberam agua desionizada no mesmo volume. Novamente, todos
os lotes foram homogeneizados por 10 minutos e incubados a 4°C.

As amostras de sangue foram examinadas ao microscopio optico
(aumento 400x), entre lamina e laminula, apés 24 e 48 horas de
incubacao a 4°C, de acordo com a metodologia descrita no item 3.6,
utilizando-se o sangue dos tubos. Verificou-se alteracdes nas hemacias,

a mobilidade e quantidade das formas tripomastigotas.



As amostras com auséncia de parasitos foram submetidas ao teste
do microhematécrito. Neste teste, 0 sangue a ser testado foi coletado
por meio de um tubo capilar (1,2x75mm) néo heparinizado. Logo apos,
o mesmo foi centrifugado em 30.000 rpm por 10 minutos numa
centrifuga de hematocrito (laboratdrio de Biofisica - DEFIS) e, em
seguida, levado ao microscopio Optico (aumento 400x com o6leo de
imersao) para a deteccao de tripomastigotas de T. cruzi. A observacao
foi realizada na regiao leucocitaria (intermediaria) do sangue

centrifugado (LAFUENTE apud SILVA, 1999).

3.13 - Teste da Toxicidade do EB de Ginkgo biloba

3.13.1 - Extrato Obtido no Comércio Local

Para tal estudo utilizou-se como modelo a metodologia aplicada
por SILVA (1999). Foram formados trés grupos de cinco camundongos
em cada, com peso entre 26-28 gramas, 0s quais foram mantidos em
jejum por 12 horas antes de receberem o extrato vegetal. Apés este
periodo, receberam doses do EB, via orogastrica, nas seguintes
concentracoes: 5Smg/kg, 500mg/kg e 5g/kg de animal.

Os animais foram observados a cada 2 horas ate completar 12
horas. Em seguida, os animais foram observados a cada 12 horas, até
atingir 48 horas apos a administracao do extrato bruto. Apods este
periodo, os animais foram observados em intervalos aleatérios por mais

13 dias seguidos.

3.13.2 - Extrato Bruto Liofilizado
Neste experimento somente um grupo (n=5) foi formado pois
testou-se apenas a dose de 5g/kg de animal do EBL de Ginkgo biloba, via

orogastrica, num volume de 0,5ml.
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Os animais foram monitorados a cada 2 horas até completar 12
horas. Em seguida, foram observados a cada 12 horas, até atingir 48
horas poés-administragao do extrato bruto. Apos este periodo, os animais

foram observados em intervalos aleatérios por mais 13 dias seguidos.

3.14- Analise Estatistica

Com as variaveis obtidas - mortalidade e namero de parasitos -
aplicou-se a estatistica paramétrica, com 0S testes ANOVA e Tukey
(Programa SYSTAT - Windows). Se P<0,05, ha diferenca significativa

entre os grupos.
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IV-RESULTADOS

4.1 - Extrato Bruto Liofilizado

Com base no relato do item 3.4.1, a partir de 15 gramas de folhas
trituradas em 250ml de agua desionizada, obteve-se em torno de 7,0g do

EBL. Ao ressuspender as folhas trituradas em agua desionizada, mais

7,0g do EBL foram obtidas.

4.2- Atuacio do EBL de Ginkgo biloba na Mortalidade de
Camundongos Infectados com Trypanosoma cruzi no Pré-

tratamento Seguido de Tratamento

Neste estudo investigou-se o efeito do pré-tratamento/tratamento
com o EBL de G. biloba na mortalidade de camundongos infectados com
T. cruzi , de acordo com os itens 3.7 ¢ 3.11.1. Foi observado que 0s
camundongos pré—tratados/tratados com o EBL de G. biloba nas doses
de 200 e 400mg/kg de animal mostraram um tempo de sobrevivéncia
significativamente maior (p<0,05 - teste Anova) que os camundongos do
grupo controle. No 20° dia haviam morrido 60% de GA, 40% de GB e
100% de GC. Enquanto os individuos dos grupos GA e GC haviam todos
morrido até o 25° dia, no grupo tratado com a dose de 400mg/kg (GB),



18

trés dos cinco camundongos sobreviveram até o dia do sacrificio (60°),
(tabela 01, figura 01).

Cabe ressaltar que o numero de parasitos encontrado na
parasitemia de cada grupo esta diretamente relacionado com a
mortalidade, pois os que apresentaram mais parasitos morreram
primeiro. E os dois animais de GB morreram por causa desconhecida,

com o aparecimento de feridas no corpo dos mesmos.
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Grupo Mortalidade (dia ap6s infecgao)
(n=5) 10° 15° 20° 25° 60°*
GA - 02 01 02 -
GB - 02# - - -
GC - 04 01 - -

Tabela 01: Efeito do EBL de G. biloba no pré-tratamento/tratamento por

administracao orogastrica em intervalos regulares de 24 h na
mortalidade de camundongos infectados com tripomastigotas de
T. cruzi. GA e GB, pré-tratados 24h antes da infeccao com as
doses do EBL: 200mg/kg e 400mg/kg de animal,
respectivamente; GC, grupo controle, recebeu agua filtrada.

(*) Os camundongos sobreviventes até esse dia foram
sacrificados.

(#) - Camundongos com morte desconhecida (feridas).
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Figara 01: Taxa de sobrevivencis de camundongos inoculados com

5x 104 tripowastigotas de 7. orozd, iratados com EBL de G

7

biloba., 200my/ky (GA) e 400mg/kg (GB) de animal. GC,
grupoe controle, recebeu dgua filtrada., Os grupos foram

tormados  com 5 animais ¢ apresentaram  diferenga

significativa no tempo de sobrevivéncia {(p<0,05).
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4.3- Atuacao do EBL de G. biloba na Parasitemia de
Camundongos infectados por T. cruzi no Pré-Tratamento

Seguido de Tratamento

Neste estudo acompanhou-se o efeito do EBL de G. biloba na
parasitemia de camundongos infectados com T. cruzi conforme os itens
37 e 3.11.2. Foi observado que houve diferenca significativa entre os
grupos no numero de parasitos entre o 6° e 80 dia (p<0,05 - teste
Anova), sendo que 0s grupos tratados mostraram menor quantidade de
parasitos.

Quando se comparou a parasitemia entre os grupos, foi possivel
verificar que o grupo tratado com a dose de 400mg/kg apresentou uma
diferenca significativa (p<0,05 - teste Tukey) em relagao ao grupo
controle nos 6°, 7° e 8° dias p6s-infeccao, respectivamente. Ja o grupo
tratado com a dose de 200mg/kg mostrou diferenca significativa em
relacao ao grupo controle apenas no 7° dia pos-infeccao (p<0,05 - teste
Tukey).

Estes dados podem ser observados na figura 02.
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4.4- Atuacio do Extrato Bruto (EB) de Ginkgo biloba, Obtido
no Comércio, na Mortalidade de Camundongos infectados

com Trypanosoma cruzi

4.4.1- Tratamento pés infec¢do com T. cruzi

A investigacao do efeito do EB de G. biloba na mortalidade de
camundongos infectados com T. cruzi, conforme itens 3.8 e 3.11.1,
mostrou que nao houve diferenca significativa (p>0,05 - teste Anova )
na mortalidade entre os camundongos tratados com extrato e os do
grupo controle. Foi constatado que: o grupo tratado com a maior dose -
800mg/kg (GC) - teve 100% de mortalidade até o 20° dia; o tratado com
a menor dose - 200mg/kg (GA) - teve 100% de mortalidade até o 35°
dia. Os anicos grupos que continham animais vivos no dia do sacrificio
(60°) foram o grupo controle e o tratado com a dose 400mg/kg de
animal, sendo que o primeiro continha maior nimero de animais (60%)

e o segundo apenas um animal (tabela 02, figura 03).
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Grupo Mortalidade (dia apds infecgao)
(n=5) | 10° | 15° | 20° | 25° | 30° | 35° | 60°%
GA - 02 01 01 - 01 -
GB - - 03 - - 01 -
GC - 03 02 - - - -
GD 01 01 - - - - -

Tabela 02:. Efeito do EB de G. biloba obtido no comércio local, por administragao

orogastrica, em intervalos regulares de 24h, na mortalidade de
camundongos infectados experimentalmente com tripomastigotas de T.
cruzi. Tratados pés-infecgao por 20 dias nas seguintes doses: 200mg/kg
(GA), 400mg/ kg (GB) e 800mg/kg (GC) de animal. GD- grupo controle -
recebeu agua filtrada.

(*) - Os camundongos que sobreviveram até o 60° dia foram sacrificados.
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Figura 03: Efeito do EB de . A/loba obtide no comércio focal, por

administragdn orogdsltrica em intervalos regutares de 24h, na

porcentagem de sohrevivéncia dos camu ndongos. As doses do

extrato foram de 200, 400 e 800mg/kg de animal para GA, GB

e GO, respectivamente. GD), grupo controle, recebeu aguna
..

filtrada. Nio houve diferenca significativa entre os grupos

{p>0,05 - teste Anova).
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4.4.2- Pré-tratamento 24 horas antes da infeccido com T. cruzi,

seguido por tratamento pos-infec¢io

No estudo do efeito do EB de G. biloba no pré-tratamento sobre a
mortalidade de camundongos infectados com T. cruzi (itens 3.9 e
3.11.1), nao foi possivel observar diferenca significativa (p>0,05 - teste
Anova) na mortalidade entre os animais do grupo controle e os grupos
tratados. Contudo, foi verificado que 80% (4 animais) dos camundongos
do grupo tratado com 200mg/kg (GA) morreram até o 25° dia; 100% dos
animais do grupo de maior dose - 400mg/kg (GB) - morreram até o 35°
dia; e o restante dos animais do grupo GA (20%) sobreviveu até o 60°
dia. No grupo controle (GC), 80% morreu até o 20° dia, o restante (20%)
sobreviveu até o 60° dia.

Os animais sobreviventes foram sacrificados, pois nao morreram
até o 60° dia; sendo que o GC tinha um camundongo e o GA também
(tabela 03, figura 04).

Cabe ressaltar que dois camundongos de GB morreram por causa

desconhecida, logo apés a infeccao por T. cruzi.



Grupos Mortalidade (dia apos infec¢ao)
(n=5) | 10° | 15° | 20° | 25° | 30° | 35° | 60°*
GA - 02 01 01 - - -
GB | 02 - 01 - 01 ol -
GC 01 02 01 - - - -
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Tabela 03:. Efeito do EB de G. biloba obtido no comércio local, por administracao

orogastrica, em

intervalos

regulares

de 24h,

na mortalidade de

camundongos infectados experimentalmente com 5x10* tripomastigotas de

T. Cruzi. Pré-tratados/tratados por 20 dias nas seguintes doses: 200mg/kg

(GA) e 400mg/ kg de animal (GB). GC - grupo controle que recebeu apenas

agua filtrada.

(*) Dia do sacrificio - Camundongos que sobreviveram até o 60" dia foram

sacrificados.

(#) - Camundongos com causa de morte desconhecida (logo ap6s infeccao).
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cruzi. Us animais que ndo morreram até o 60° dia foram
sacrificados. Ag doses do extrato toram de 200 e 400mg/ kg de
animal para GA ¢ GB, respectivamente, GU, grupo contrele,
recebeu agua filirada. Nao houve diferenga signilicativa entre

os grupos (p>0,05).
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4.5- Atuacao do E B de G. biloba Obtido no Comércio Local, na

Parasitemia de Camundongos Infectados com T. cruzi.

4.5.1- Tratamento pos-infeccdo com T. cruzi.

Ao investigar o efeito do tratamento com EB de G. biloba na
parasitemia de camundongos infectados com T. cruzi, conforme itens 3.9
e 3.11.2, nao foi possivel observar diferenca significativa entre os
grupos (p>0,05 - testes Anova e Tukey), cujos resultados estao

apresentados na figura 05.
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Figura 05: Ffeito do EB de (. b&ifoba obtido wno comercio, uaa
parasitemia de camundongos infectados experimentalments
com lripomastigotas de 7. ¢rusr Tratados por via orogastrica
em intervalos regulares de 24h com as seguintes doses do
cextrate: 200mg/ky (GA), 400me/ ke (GB) e 800mg/kg (GU) de

animal. GI - grupo controle - receben dgua filtrada.
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4.5.2- Pré-tratamento 24 horas antes da infeccio com T. cruzi

seguido de tratamento pos infecgdo.

No estudo da parasitemia de camundongos infectados com T. cruzi
pré-tratados/tratados com EB de G. biloba (itens 3.10 e 3.11.2) também
nao foi possivel observar diferenca significativa (p > 0,05 - testes Anova
e Tukey), embora os grupos tratados com as doses de 200mg/kg (GA) e
400mg/kg (GB), tenham apresentado menor ntimero de parasitos em

relacao a GC, conforme resultados apresentados na figura 06.
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4.6- Estudo do Efeito Tripanomicida in vitro do EBL de
Ginkgo biloba

O estudo da atividade tripanomicida in vitro do EBL de G. biloba
foi realizado conforme descrito no item 3.12 A amostra T1 foi submetida
ao teste do microhematoécrito e nao apresentou parasitos no 2° dia de
observagao. Quanto a mobilidade, os parasitos foram classificados em
rapidos ou normais (++), lentos (+) e auséncia de mobilidade (0).

O lote Tl (10mg/ml do extrato) apresentou maior efeito
tripanomicida e, apesar de os lotes T2 (20mg/ml) e T3 (30mg/ml) nao
mostrarem efeito tripanomicida tao evidente, apresentaram um namero
menor de parasitos em relagdo a T4 (controle). Quanto a mobilidade, os
lotes com EBL de G. biloba apresentaram menor mobilidade, apesar de
T3 ter se aproximado de T4 (nao recebeu o EBL) nas primeiras 24 h
(tabela 04).

O lote TS5 (sangue com agua desionizada) estava com amostras
perfeitas de sangue, ou seja, os elementos componentes do mesmo,

como as hemacias, estavam em boas condicdes, assim como nos demais

lotes.
Lotes Mobilidade N.° parasitos (x20.000) por ml de sanguc
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
T1 + 0 1 0
T2 + + 6 3
T3 ++ + 25 10
T4 ++ ++ 36 24

Tabela 04: Efeito tripanomicida in viiro do EBL de G. biloba em sangue
contaminado e incubado com EBL (T1-10, T2-20, T3-30 mg/ml e T4
somente T. cruzi), 24 e 48 horas a 4°C, observado e avaliado ao

microscoépio 6ptico quanto a mobilidade e quantidade de parasitos.
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4.7 Teste da Toxicidade do EB de G. biloba

4.7.1 = Extrato Obtido no Comércio Local

A toxicidade do EB foi realizada segundo a metodologia descrita
no item 3.13.1, onde observou-se que nio ocorreram mortes durante as
48 horas de experimento. No entanto, no 5° dia apés a administracao do
EB, 1 animal do grupo tratado com a dose de 5g/kg foi a 6bito. 80% dos
camundongos deste grupo sobreviveram até o término do periodo do
experimento (15 dias). Nos demais grupos (500mg/kg e 5mg/kg) houve
100% de sobrevivéncia.

Também nao ocorreram alteracoes fisiolégicas aparentes nos

animais, como diarréia e regurgitagao.

4.7.2 = Extrato Bruto Liofilizado

Neste teste realizado conforme a metodologia do item 3.13.2, nao
ocorreram Obitos nas primeiras 48 horas de experimento. Apenas um
camundongo morreu, no 6° dia. 80% dos camundongos do grupo
experimental permaneceram vivos até o 15° dia de experimento, e
também nao foi observado casos de diarréia e regurgitacao.

Vale lembrar que foi montado somente um grupo, tratado com a

dose do EBL de 5g/kg de animal.



DISCUSSAO E CONCLUSAO

Como descrito na introducgao deste trabalho, SILVA (1996) testou o
efeito do extrato bruto liofilizado de Mandevilla velutina em
camundongos inoculados com T. cruzi, obtendo resultados satisfatérios
no que diz respeito a redugao da parasitemia e mortalidade. Em estudos
posteriores, SILVA (1999) comprovou que a acdao do extrato de M.
velutina é atenuada com a administracao de inibidores da Oxido Nitrico
Sintase, mostrando o envolvimento do Sistema Oxido Nitrico (NO).

O Sistema Oxido Nitrico é um entre os varios mecanismos de
defesa do organismo (sistema imune) que age contra invasoes de
microorganismos, produzindo o 6xido nitrico (NO). Este é produzido
por ativagao de macréfagos inflamatérios do sangue, que convertem a
L-arginina em L-citrulina por acao da NO sintase induzida, com a
participacao de NADPH e Tetraidrobiopterina (ROITT et al., 1997). O
NO promove a transformagao radicais livres, como perdéxinitrito
(ONOO-), em ion hidroxilico (OH) e diéxido de nitrogénio (NO»),
compostos altamente toxicos para os microorganismos invasores
(HOLSCHER et al., apud FREITAS, 1999).

No que diz respeito a terapia da Doenca de Chagas, inumeras
pesquisas estao sendo realizadas, mas os avangos ja alcangados, tanto
para o tratamento especifico como para o sintomaéatico ainda nao sao
suficientes, pois conta-se com poucos recursos terapéuticos disponiveis

no mercado (AMATO-NETO, 1998).
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Diante da importancia médica, sé6cio econdmica da Doenca de
Chagas e da necessidade de novos medicamentos que possam ser
empregados na terapéutica, surge a necessidade de testar outras plantas
que possivelmente possam atuar em decorréncia da ampliacao da
resposta imune do organismo, ou por outro mecanismo. Por
conseqiiéncia, houve o interesse de estudar o extrato bruto (EB) de G.
biloba por ser uma planta que pode trazer muitos beneficios contra
diversas enfermidades.

A partir do estudo das diversas propriedades medicinais da
Ginkgo biloba iniciou-se a pesquisa onde se testou a atuacao do extrato
bruto das folhas desta planta in vivo e in vitro em tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi; além do teste de toxicidade.

Segundo os relatos existentes, as folhas de G. biloba sao utilizadas
em chds e em capsulas na forma de pé6. No presente trabalho,
padronizou-se a utilizacao do extrato em p6 obtido no comércio e o
extrato bruto liofilizado (EBL) produzido a partir das folhas no
laboratério de Bioquimica (DEGEB-UFU), também na forma de po.

A primeira etapa deste trabalho consistiu no estudo da atuacao do
EBL de G. biloba, no pré-tratamento/tratamento, em camundongos
infectados com T. cruzi. Ao analisar o tempo de sobrevivéncia dos
animais deste experimento, percebe-se que o grupo tratado com a dose
de 400mg/kg de animal (GB) mostrou 60% de sobrevivéncia até o dia
do sacrificio quando os animais dos demais grupos ja haviam morrido.
Pode-se dizer também que os animais do grupo tratado com a dose de
200mg/kg (GA) morreram depois do grupo controle (item 4.1; Tab. 01;
Fig 01).

Apesar de 02 camundongos do grupo GB terem morrido por causa
indeterminada; pela infecgao, pelas feridas que surgiram no corpo dos
mesmos depois de montado o experimento, ou outra causa
desconhecida; o EBL de G. biloba mostrou ser eficiente principalmente

na dose de 400 mg/kg, aumentando a sobrevivéncia dos animais
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tratados e reduzindo o numero de tripomastigotas no sangue. Em
qualquer dose de EBL utilizada neste ensaio foi observado um tempo de
sobrevivéncia maior em relacao ao grupo controle e menor ntimero de
parasitos. Provavelmente, o pré-tratamento ativou o sistema imune
anteriormente a infeccao, ja que é uma planta imuno-estimuladora.

E possivel que o sistema Oxido Nitrico (NO) esteja sendo
estimulado proporcionando maior resisténcia contra o parasito como foi
mostrado por SILVA (1999), ja que estudos realizados nestes altimos
anos tém demonstrado que o Oxido Nitrico (NO) produzido pelos
macréfagos ativados sao citostaticos ou citotéxicos para uma variedade
de patégenos, incluindo o T. cruzi.

Com relagdo aos camundongos de morte desconhecida, a causa
mais provavel é o aparecimento de grandes feridas no corpo dos
mesmos, podendo ser sarna ou outro patégeno desconhecido.

Efeitos benéficos como os que foram observados no pré-tratamento
com EBL de G. biloba (item 4.2) nao foram observados nos experimentos
onde se utilizou o extrato obtido no comércio. Possivelmente, existam
outras partes da planta além das folhas, como casca e galhos, ou mesmo
algum outro composto junto ao contetido, como o amido, por exemplo,
detectado com o teste de lugol. A forma com que o extrato é
manipulado também pode causar a perda de algum principio ativo. Por
tal motivo, deve-se pesquisar outros extratos obtidos comercialmente
que mostrem resultados semelhantes aos obtidos pela utilizacdo do EBL
preparado a partir das folhas.

Primeiramente, quando se utilizou o extrato comercial no
tratamento pods-infeccao, foi verificado um fato interessante. Os animais
do grupo controle, que s6 receberam agua filtrada, mostraram 60% de
sobrevivéncia até o dia do sacrificio; enquanto que, nos grupos tratados
com o extrato, apenas um camundongo do grupo tratado com 400mg/kg
sobreviveu até esse dia (Figura 03). Pode ter sido coincidéncia ou
devido ao fato de os camundongos serem geneticamente diferentes, pois

apresentaram parasitemia semelhante (figura 05). Além disso, o extrato



comercial pode estar agindo diferentemente do EBL, de maneira ainda
desconhecida.

No experimento onde utilizou-se o EB obtido no comércio no pré-
tratamento/tratamento de animais infectados com T. cruzi, também foi
observado que o 6bito de 02 camundongos, no inicio do ensaio, foi por
causa indeterminada (tabela 03, figura 04) e nao pela infeccio por T.
cruzi, pois morreram logo apés a infeccao. Assim, tanto neste como no
experimento onde se utilizou o EBL no pré-tratamento houve a perda de
dois camundongos em cada, os quais nao puderam ser analisados. O
fato de nao se saber a causa das mortes é um problema para o estudo,
pois pode interferir na analise dos resultados. A solucdo seria o uso de
animais isogénicos e condicoes ideais para experimentacao.

Neste mesmo experimento, nio houve diferenga significativa entre
0s grupos, tanto no tempo de sobrevivéncia como na parasitemia (itens
4.4.2 e 4.5.2) talvez devido ao tipo de extrato, que foi o obtido no
comércio. Novamente foi comprovado que, enquanto o EBL atuou
reduzindo a parasitemia e aumentando a sobrevivéncia, o extrato
comercial nada fez semelhante a isto, niao sendo significativo. A dose de
200mg/kg (menor dose) foi mais eficiente do que a dose 400mg/kg,
diferindo do experimento com o EBL, assim como o experimento in
vitro, mencionado posteriomente, onde a melhor dose (10mg/ml)
também foi a menor.

Com isso, pode-se lancar a hipétese de que, mesmo sem os efeitos
observados com o EBL, o extrato obtido no comércio atua de alguma
forma ainda nao identificada, que pode ser diferente da maneira pela
qual o EBL atua. Pode ser que algum outro composto presente no
extrato comercial também esteja agindo, devendo-se pesquisar a causa
dos resultados e buscar o novos extratos vegetais de boa qualidade.

Mesmo que nédo tenha ocorrido diferenca significativa entre os
grupos, o fato de um animal do grupo tratado com 200mg/kg do EB e
um do grupo controle sobreviverem até o 60° dia, necessitando

sacrifica-los, pode ter ocorrido por esses animais terem apresentado
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menor parasitemia em relacao aos demais, provavelmente porque o
sistema imune proporcionou maior resisténcia ao parasito, ja que nao se
trata de camundongos isogénicos. Tais hipoteses também podem ser
empregadas para o pré-tratamento/tratamento com o EBL discutido
anteriormente.

O efeito tripanomicida (item 4.6) do EBL de G. biloba foi um dos
topicos abordados onde, pelo fato da menor dose ter sido mais eficaz,
pode-se sugerir que as doses maiores estio em excesso e, com isso,
tornam-se menos efetivas (tabela 04). Assim como em farmacos
utilizados como medicamentos que, quando em excesso, tornam-se
maléficos, prejudicando o organismo (GOODMAN et al., 1996).

A menor dose utilizada neste teste (10mg/ml) pode estar
estimulando algum mecanismo contra o T. cruzi que atue de melhor
maneira com esta concentracao de EBL, e que provavelmente é a ideal.
Além desse limite, o principio ativo torna-se gradativamente ineficaz,
nao combatendo o parasito de maneira satisfatéria.

Cabe ressaltar que o EB comercial nao foi utilizado neste
experimento por nao ter mostrado resultados satisfatérios nos demais
ensaios.

Levando em consideracao que uma grande parte dos vegetais
produzem metabolitos que podem ser téxicos para animais, foi
necessaria a investigacao da toxicidade do extrato de G. biloba,
administrado oralmente.

Neste estudo foi observado que o extrato obtido no comércio (item
4.7.1) ndo mostrou toxicidade aguda, nem efeitos colaterais como
diarréia, irritabilidade, regurgitacao no periodo de observacao. O fato
de um camundongo tratado com a dose de 5g/kg ter morrido, nao
implica que o extrato seja téxico, mas que apresenta baixa toxicidade,
pois, é considerado normal a perda de até 25% dos animais. Com
excecao dessa morte, todos os demais camundongos sobreviveram até o

fim do periodo de observacao (total de 15 dias).
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Este fato nos leva a crer que os camundongos infectados por
tripomastigotas de T. cruzi nos experimentos onde se testou o EB
comercial, nao morreram devido a concentracao do extrato, mas pela
doenca, mesmo que este ndo tenha mostrado efeitos benéficos
consideréaveis, lembrando que a maxima dose usada desse extrato foi a
de 800mg/kg.

No que se refere ao EBL (item 4.7.2), este também nio mostrou
toxicidade aguda e péde diferir do anterior por ser o extrato bruto
puro, sem nenhum outro componente da planta além das folhas. Apenas
a dose de 5g/kg de animal foi testada por nao dispormos de quantidade
suficiente do mesmo para testes de outras concentracdes. Péde-se
perceber entao, que o EBL nao apresenta toxicidade aguda nem efeitos
colaterais. Um camundongo do grupo morreu no sexto dia, o que
também nao comprova a toxicidade aguda do extrato.

Nos dois experimentos de toxicidade, coincidentemente ou nio, os
animais que morreram, um em cada experimento, foram dos grupos
tratados com a maior dose (5g/kg). Com isso, mesmo sendo considerado
normal a perda de um animal e, portanto, a nao toxicidade, nao se deve
dizer que o extrato vegetal nao é totalmente atéxico, ja que ocorreram
obitos. Entdo, por menor que seja, a toxicidade de certa forma existe
quando o extrato vegetal é utilizado em altas doses como foi realizado,
caso contrario nao ocorreriam Obitos.

De acordo com o CEME, quando a dose letal mediana é maior que
5g/kg de peso, a determinag¢ao da mesma nido deve ser realizada por
nao apresentar pardmetro fidedigno. Embora nao tenham sido
realizados outros testes ou exames especificos para a avaliacio dos
efeitos téxicos, a baixa toxicidade do extrato provavelmente exista,
como foi descrito acima.

Inameros sao os fatores que podem influenciar no
desenvolvimento da infecgao por T. cruzi, como variagao da resposta
imunoldégica do organismo infectado por nao se utilizar camundongos

isogénicos SPF (livre de patégenos especificos), a interacao parasito-
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hospedeiro e pela auséncia de monitoramento da temperatura. O extrato
de G. biloba poderia estar atuando de diversas maneiras no hospedeiro,
assim como poderia estar agindo diretamente sobre o parasito.

Os possiveis mecanismos especificos de atuagao do EBL de G.
biloba nao foram pesquisados no presente trabalho. Com isso, surge a
necessidade de novos testes que possam comprovar como o EBL estd
agindo nos organismos infectados com T. cruzi.

Com base nos resultados dos experimentos realizados, podemos
concluir que o EBL de Ginkgo biloba mostrou resultados satisfatérios por
reduzir a parasitemia e aumentar a sobrevivéncia de camundongos
infectados com T. cruzi, experimentalmente, principalmente com a dose
de 400mg/kg de animal no pré-tratamento/tratamento. Além disso, é
um extrato vegetal que nao mostra toxicidade aguda e pode possuir
efeito tripanomicida, principalmente na concentracao de 10mg/ml.
Mesmo com estas vantagens, muitos testes ainda devem ser feitos para
comprovar se tal extrato é realmente eficaz

Com relacao ao EB obtido no comércio, nao foi possivel observar a
atuacao do mesmo no que diz respeito a reducio da parasitemia e
aumento da sobrevivéncia dos camundongos infectados com T. cruzi,
experimentalmente. Dai a necessidade de pesquisar outros produtos
disponiveis no comércio que possuam melhor qualidade e quantidade

de principio ativo garantindo maior eficdcia do extrato.
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