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RESUMO

A radiacéo ionizante é um importante elemento incluido no cotidiano da sociedade
atual, seja para a medicina, industria alimenticia ou farmacéutica, esterilizacdo de
materiais e diversas outras aplicacfes. Devido a energia que transporta com
capacidade de ionizar elétrons de uma matéria, 0 seu uso pode produzir danos a
saude humana. Assim, além do emprego da protecéo e seguranca radioldgica, surge
a possibilidade do uso de radiomitigadores - substancias em estudo que reduzem os
danos causados pela radiacdo, como as alteracdes cromossOmicas que s&o
identificadas utilizando analises citogenéticas. O extrato de Ginkgo biloba é uma
dessas substancias que possui potencial radiomitigador gracas as substancias
presentes em suas folhas. Essas sequestram e neutralizam radicais livres que causam
prejuizo ao material genético e a outros componentes presentes nas células humanas.
Este estudo teve a finalidade de avaliar o efeito radiomitigador in vitro do extrato de
Gingko biloba em linfocitos humanos do sangue periférico expostos a radiacdo gama
por meio da técnica de micronucleos por bloqueio da citocinese celular. Um voluntario
saudavel e ndo fumante foi selecionado, apos assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. As amostras foram expostas a fonte de 6°Co (irradiador
Gammacel 220) a uma dose de 0,5Gy. As preparagdes citoldgicas para as analises
cromossOmicas foram obtidas a partir das culturas de linfécitos segundo protocolo
padrdo, onde o extrato de Ginkgo biloba em diferentes concentracdes foi aplicado
apos irradiacdo e antes do processo de cultura dos linfécitos. Para a dose e as
concentragcbes testadas ndo foi possivel confirmar a atividade radiomitigadora,
embora outros trabalhos com doses mais elevados conseguiram mostrar resultados
satisfatérios. O estudo da melhor concentracao radiomitigadora do extrato de Gingko
biloba podera beneficiar no futuro, ndo apenas individuos envolvidos em exposicéo
acidental, mas também, na medicina para os pacientes que vivenciam procedimentos

radiol6gicos médicos, terapias e diagndstico.

Palavras-chave: Radiacdo lonizante; Micronucleos; Dosimetria  Biologica;
Radioprotecéo e Ginkgo biloba.



ABSTRACT

lonizing radiation is an important element included in the daily lives of today's society,
whether for medicine, the food or pharmaceutical industry, sterilization of materials and
several other applications. Due to the energy it carries with the ability to ionize
electrons in a matter, its use can cause harm to human health. Thus, in addition to the
use of radiological protection and safety, the possibility of using radiomitigates arises
- substances under study that reduce damage caused by radiation, such as
chromosomal changes that are identified using cytogenetic analysis. Ginkgo biloba
extract is one of these substances that has radiomitigation potential thanks to the
substances present in its leaves. These sequester and neutralize free radicals that
cause damage to genetic material and other components present in human cells. This
study aimed to evaluate the in vitro radiomitigation effect of Gingko biloba extract on
human peripheral blood lymphocytes exposed to gamma radiation using the
micronucleus technique by blocking cellular cytokinesis. A healthy, non-smoking
volunteer was selected after signing the Informed Consent Form. The samples were
exposed to the 60Co source (Gammacel 220 irradiator) at a dose of 0.5Gy. Cytological
preparations for chromosomal analyzes were obtained from lymphocyte cultures
according to a standard protocol, where Ginkgo biloba extract in different
concentrations was applied after irradiation and before the lymphocyte culture process.
For the dose and concentrations tested, it was not possible to confirm the
radiomitigation activity, although other studies with higher doses managed to show
satisfactory results. The study of the best radiomitigation concentration of Gingko
biloba extract could benefit in the future, not only individuals involved in accidental
exposure, but also in medicine for patients undergoing medical radiological

procedures, therapies and diagnosis.

Keywords: lonizing radiation; Micronuclei; Biological Dosimetry; Radioprotection and
Ginkgo biloba.
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1 INTRODUCAO

A exposicdo a radiacdo ionizante (RI) € algo permanente na vida dos seres
vivos, seja através de fontes naturais ou artificiais, sendo as fontes artificiais
provenientes da atividade antropogénica como nos setores de medicina, industria e
producédo nuclear, incluindo também acidentes e testes nucleares. As fontes naturais
advém da radiacdo cosmogénica e de radionuclideos terrestres que sédo responsaveis
por 84% da exposicao dos seres vivos (Dos Santos Junior et al., 2017; Moreno Onofre
et al., 2020).

A RI é qualquer onda eletromagnética ou particula capaz de produzir ions que
pode causar alteracdes quimicas imediatas nos tecidos biolégicos, levando a danos
celulares. Isso ocorre, principalmente, devido a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS). Os radicais livres, por
consistirem de atomos com elétrons ndo emparelhados, sdo altamente reativos e
capazes de alterar todas as moléculas biolégicas, como o acido desoxirribonucleico
(DNA), proteinas e lipidios (Ping xu et al., 2014; Georgieva et al., 2013; Cirilo et al,
2021).

Ao depositar sua energia nas células, de forma parcial ou total, a radiacédo
ijonizante leva a um espectro de lesdes no DNA, dentre elas, a quebra da dupla fita
(DSBs). Os DSBs, por sua vez, se ndo reparados, ocasionam mutacfes genéticas,
alteragbes cromossdmicas ou morte celular.

As alteracbes cromossémicas sdo utilizadas como indicadores citogenéticos
para avaliar os efeitos da exposicdo a radiacdo ionizante, se destacando o
cromossomo dicéntrico, cuja técnica € considerada “padrdo ouro” na Dosimetria
Biol6gica, no que se refere a classe de indicadores citogenéticos especificos a
radiacdo ionizante, devido a sua especificidade a este agente clastogénico (IAEA,
2011).

Outro tipo de bioindicador citogenético € o micronucleo (MN). Os MN consistem
em pequenos nucleos encontrados no citoplasma formados durante a anafase, onde
fragmentos cromoss6micos ou cromossomos inteiros ndo sdo inclusos em nenhum
dos nucleos filhos. Assim, se manifestam no interior do citoplasma das células filhas
como pequenos objetos esféricos que apresentam as mesmas propriedades e
coloracao que os nucleos, indicando quebra e perda de cromossomos. Embora os MN
nao sejam especificos a radiacdo, por ser produzido por outros agentes clastogénicos,



este bioindicador apresenta reprodutibilidade nas respostas diante da exposi¢do a RI.
A deteccdo de MN em células binucleadas, a partir do teste de Microndcleo com
Bloqueio de Citocinese (CBMN) confere, entdo, um método confiavel a exposicao
desse agente (Rastkhah et al., 2016; Nairy et al., 2017; Lusiyanti et al., 2016).

O estudo de substancias com potencial radioprotetor faz-se interessante, tendo
em vista a capacidade das mesmas em eliminar a formacdo de compostos reativos,
desintoxicar espécies induzidas por radiacdo e impulsionar a estabilizacdo de
biomoléculas vitais. Um exemplo de vegetal com possivel potencial radioprotetor e
radiomitigador é a Ginkgo biloba, uma arvore existente ha 200 milhées de anos, cujo
extrato de suas folhas possui compostos ativos, como flavonoides e terpendides que,
além de sequestrar radicais livres, atua como antioxidante e reduz quebras
cromossOmicas derivadas da radiacao ionizante (Grollino et al.,, 2017; Fang et al.,
2020; Cavalcanti, 2021).

Diante disso, este trabalho visou avaliar o potencial radiomitigador do extrato
de Ginkgo biloba, demonstrando a possibilidade da utilizacdo deste composto como
uma via que reduza os efeitos colaterais nos seres humanos expostos a radiacao

lonizante, principalmente no setor de medicina.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito radiomitigador in vitro do extrato de Ginkgo biloba em linfocitos
humanos do sangue periférico expostos a radiacdo gama por meio da técnica

citogenética de micronucleo por blogueio de citocinese.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar a frequéncia de micronucleos em linfocitos humanos irradiados in vitro por
radiacdo gama a uma dose absorvida de 0,5 Gy, envolvendo diferentes concentracdes

do extrato de Ginkgo biloba;

- Avaliar o indice de disperséo e a distribuicdo celular de micronacleos em linfocitos
humanos irradiados in vitro por radiagdo gama com dose absorvida de 0,5Gy,

envolvendo diferentes concentracdes do extrato de Ginkgo biloba;

- Analisar o efeito radiomitigador em linfécitos humanos irradiados in vitro por radiacao
gama a uma dose absorvida de 0,5 Gy, envolvendo diferentes concentracbes do

extrato de Ginkgo biloba;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Radiacao lonizante
Radiacbes podem ser conceituadas como uma energia emitida por

determinados elementos (naturais ou artificiais) ou equipamentos (Moreno Onofre et
al., 2020). Podem existir em forma de ondas eletromagnéticas ou particulas moveis,
tendo potencial energético variavel. Quando essa energia é grande o suficiente para
remover elétrons de um atomo de determinada matéria, transformando-os em ions,
essa radiacdo passa a ser classificada como ionizante, e ela segue ionizando atomos
gue encontra em seu caminho até que sua energia seja completamente absorvida
(Cirilo et al., 2021).

3.2 Interacdo da Radiacao lonizante com a Matéria

A radiacao ionizante, sendo uma energia que possui movimento e se difunde
em qualquer superficie, caso venha a colidir com um organismo vivo, essa ionizagao
pode causar o rompimento de moléculas ali presentes, induzindo aquele tecido a
mutacdes, cancer ou a propria morte celular, numa tentativa de recuperar o dano
causado (Okuno, 2018).

Os atomos do tecido humano se unem por forgas elétricas, formando diversos
componentes importantes, como a agua e DNA, por exemplo. Uma vez que a radiacéo
ionizante retire um atomo dessas substancias, elas vao se desestabilizar, podendo
perder sua capacidade funcional e se rearranjar em outros componentes quimicos,
causando prejuizo aguele organismo (Okuno, 2013; Palacio et al., 2014; Cirilo et al.,
2021).

3.2.1 Efetividade Biologica Relativa (RBE)
A efetividade biologica relativa (RBE) esta diretamente relacionada a

radiossensibidade de tecidos humanos, isto &, diz respeito a forma como ele reage a
radiacéo recebida, e pode ser descrita pela seguinte relagdo adimensional:

RBE (A) = Dose referéncia / Dose radiacao (A)
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A dose referéncia diz respeito & dose de radiacdo e seus efeitos causados
previamente definidos, enquanto a dose radiacéo (A) indica a dose de radiacdo que
causa 0os mesmos efeitos, porém ela ainda ndo € conhecida. A RBE possui fatores
influenciadores, tais como a transferéncia linear de energia, a dose e taxa de dose e
idade do individuo exposto (Tauhata et al., 2003; IAEA, 2011).

3.2.2 Transferéncia Linear de Energia (LET)

A definicdo do termo Linear Energy Transfer (LET) ou Transferéncia Linear de
Energia, pode ser dita como a quantidade de energia média depositada ao longo de
trajeto percorrido pela radiacdo um meio material (Salustiano, 2023), conforme se
pode observar na figura 1.

Radiacdes de baixa LET (particulas beta, raios — x e raios gama) vao interagir
de forma mais branda por depositarem sua energia de forma mais distribuida em uma
trajetéria mais longa ao incidir sobre o tecido humano, por exemplo. Ja as radiacdes
de alta LET (particulas alfa, néutrons e fragmentos de fissdo) sdo mais destrutivas por

produzirem numerosas ioniza¢des numa trajetéria menor (Nuszkiewicz et al., 2020).

Figura 1: Demonstracdo da Transferéncia Linear de Energia.

=

- -------'-.
------ Tl

. = = =" " dB=Energia média cedida .
localmente num volume limitado

- para ceder a energia dE e

Fonte: Tauhata (2013).
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3.2.3 Dose e Taxa de Dose

Um dos efeitos da interacdo da radiagcdo com um meio € a transferéncia de
energia, que em alguns momentos nao é absorvida por completo, devido a variedade
de formas de interacdo e composicdo do meio em questdo. Esta quantidade de
energia absorvida pode gerar ioniza¢des dos atomos, quebra de ligac6es quimicas de
compostos e producdo de energia térmica. A relacdo entre a energia absorvida e a
massa do volume de material atingido diz respeito a grandeza dosimétrica Dose
absorvida, sendo sua unidade, no sistema internacional, o joule por quilograma (J/kg),
denominada gray (Gy). Ja4 a Taxa de Dose se refere a quantidade de dose absorvida
em um intervalo de tempo, sendo sua unidade Gy/s* (Tauhata, 2003; IAEA, 2011).

Assim, quanto maior a dose absorvida em um meio biol6gico, maior a
probabilidade ou severidade dos efeitos. Da mesma forma, se para uma determinada
dose absorvida definida, aquela que for depositada com uma taxa de dose maior, mais

severos serdo os danos (IAEA, 2011).

3.3 Dosimetria Bioldgica
A Dosimetria Biol6gica ou Biodosimetria é um método que busca investigar e

avaliar os efeitos biolégicos e, a partir de biomarcadores, estimar a dose absorvida
em individuos expostos a radiacao ionizante.

Para esta estimativa de dose absorvida em seres humanos, seja por acidente,
individuos ocupacionalmente expostos (IOE) ou pacientes que fazem uso de radiacao
para tratamento de doencas, sao utilizadas técnicas citogenéticas que relacionam a
guantidade de alteracdes cromossdmicas visualizadas com a dose absorvida de
radiacdo (Amaral, 2002; Wathen, 2021).

No que se refere a analise citogenética, varias técnicas foram desenvolvidas,
sendo a considerada “padrédo ouro” a técnica de cromossomos dicéntricos, por se
tratar de uma alteracdo sensivel e altamente especifica para exposicdo a radiacao
(Pujol et al, 2014). Além desta, outras técnicas também séo utilizadas, como a técnica
de CBMN, ideal para triagem em casos de exposicdo em massa; a técnica de
Hibridizac&o in situ por Fluorescéncia (FISH), que permite visualizar as alteracdes
cromossémicas em um periodo maior de tempo em relagdo ao momento de
exposicdo; e a técnica de PCC (Condensacdo Prematura de Cromossomos), ideal

para exposi¢des a altas doses absorvidas (>5Gy) (IAEA, 2011).
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3.3.1 Linfocitos Humanos

Linfécitos sao células de defesa presentes no sistema imune humano capazes
de atacar agentes infecciosos através de resposta humoral (com a producdo de
imunoglobulinas) ou citotoxicas (com o lancamento de substancias destrutivas).
Fazem parte do tecido sanguineo e séo originados na medula 0ssea, podendo ser
encontrados em sangue periférico (Beu et al., 2017).

Na biodosimetria, as células de escolha séo os linfocitos periféricos por cumprirem
alguns requisitos que os tornam ideais para esse tipo de analise, como sua alta
radiossensibilidade, circulacdo por todo o corpo, vida média relativamente extensa e
facilidade de obtencdo no sangue periférico (IAEA, 2011), conforme observado na
figura 2.

Figura 2 — Visualizacao de linfocito em sangue periférico.

/0

Fonte: Acervo pessoal.

3.3.2 Ciclo Celular
Cada célula humana possui seu proprio ciclo de vida, sendo de muita

importancia para sua formacao, reproducéo e reparo. Este ciclo possui duas fases: a
Interfase, que compreende os ciclos G1, S, G2 e a fase Mitética (Diaz, 2003; Jamasbi
et al., 2022).

Na Interfase, a célula esta em constante atividade metabdlica e de crescimento,
mais especificamente na etapa G1 observa-se a sintese de proteinas, acido

ribonucleico (RNA) e o acumulo de adenosina trifosfato (ATP). Na fase S, sendo a
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mais longa da interfase, o material genético € replicado. Por dltimo, na etapa G2, ha
a preparacao final para adentrar na fase mitética (Garcia, 2014).

Na mitose ha quatro etapas, sendo elas a préfase, onde a membrana nuclear
é desfeita; a metafase, onde os cromossomos se encontram altamente condensados
e localizados no plano equatorial da célula; a anafase, onde as crométides-irmas se
separam e cada uma vai para um extremo da célula; e por fim, a tel6fase, onde as
novas membranas nucleares se formam ao redor dos cromossomos filhos e, ao final
desta fase, o resultado sera duas células filhas com o material genético idéntico a
célula-mée (Diaz, 2003; Zatulovskiy, 2020).

Héa ainda a fase GO, onde as células se encontram em um estado de repouso
gue pode ter duracao variavel de tempo, desde dias até anos, podendo permanecer
nele até o fim de sua vida ou, se receber estimulos, voltar ao ciclo de reproducéo

celular novamente (Cruz, 2015).

Figura 3: Representacdo das fases do ciclo celular.

Fonte: National Human Genome Research Institute, 2020.

3.3.3 Stress Oxidativo e Antioxidantes
Para o funcionamento adequado do organismo, se faz necessario a atuacao de

moléculas antioxidantes, uma vez que o préprio metabolismo normal do oxigénio e do
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nitrogénio gera radicais livres - moléculas com elétrons instaveis que capturam outros
elétrons de compostos estaveis que prejudicam o funcionamento celular e geram uma
reacdo em cadeia, capazes de alterar todas as moléculas bioldégicas, como DNA,
proteinas e lipidios.

Ainda que seja notadvel os danos causados pelas espécies reativas de
nitrogénio, os efeitos bioldgicos das radiacdes ionizantes sdo intensificados na
presenca do oxigénio, jA que a maior parte dos radicais livres que sdo formados
ocorrem pela radidlise da agua, como os peroxidos livres, radicais organicos e radicais
hidroperoxidos, capazes de provocar a morte celular (Ferreira et al., 2007; Parece,
2022).

O sistema de defesa antioxidante auxilia na reducdo dos danos causados
promovendo o equilibrio homeostatico do corpo. Pode ser dividido em enzimatico
(superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e nao-enzimatico, sendo
este Ultimo proveniente de substancias enddgenas ou de substancias resultantes da
alimentacéo (Barbosa et al., 2010; Matos, 2020).

3.3.4 Danos Radioinduzidos na Formacé&o do Micronucleo
Os MN podem ser formados por fragmentos de DNA nao incorporados ao

nucleo durante a divisdo celular e podem surgir devido a exposicdo a agentes
clastogénicos. Esses podem resultar do DNA mal reparado ou de DSBs. Os MN
também podem ser formados a partir de cromossomos inteiros que nado foram
incorporados aos nucleos principais (Fenech, 2000; Thierens & Vral, 2009).

Os fragmentos ou cromossomos inteiros envolvidos por uma membrana
nuclear aparecem como pequenos nucleos no citoplasma de forma separada dos
nacleos das células-filhas, como pode ser observado na figura 4. Em casos de
acidentes envolvendo radiacdo ionizante, a estimativa de dose absorvida pode ser
baseada na analise desses marcadores biolégicos sensiveis que refletem os danos
causados (IAEA, 2011).
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Figura 4: llustracdo da formacgéo do Micronucleo.
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Fonte: Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), 2016.

3.3.5 Ensaio de Micronucleo por Blogueio de Citocinese
A técnica de CBMN foi desenvolvida em 1985 por Fenech e Morley, sendo um

método para quantificar quebras cromossémicas e perda de células nucleadas.
Devido a confiabilidade e reprodutibilidade, o ensaio de MN tornou-se um dos padrdes
de técnicas citogenéticas para testes de toxicologia genética em células humanas e
de mamiferos em geral. De acordo com a Agéncia Internacional de Energia Atémica
(International Agency Atomic Energy - IAEA), individuos saudaveis podem apresentar
micronucleos, onde os valores de background variam entre 0 a 40 MN a cada 1000
células analisadas (Thierens & Vral, 2009; IAEA, 2011).

Em termos de aplicagdo na area nuclear, o ensaio de CBMN é bastante versétil,
podendo, inclusive, ser aplicada como triagem em casos de grandes acidentes com
radiacdo ionizante envolvendo muitos individuos, onde é possivel identificar quais
foram os mais expostos a Rl para que possam obter atendimento médico de forma
prioritaria (IAEA, 2011).

Este ensaio também pode ser aplicado em biomonitoramento de pacientes
submetidos a radioterapia, na avaliagado do potencial de risco associado a exposi¢cao
interna a radiacéo, no estudo de inibigdo celular devido ao uso de radiofarmacos e na
avaliacdo do potencial de radioprotecdo de extratos vegetais, como o propolis e
Ginkgo biloba (Rodrigues et al., 2005).
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3.4 Radioprotetores e Radiomitigadores
Devido ao uso recorrente da radiagao ionizante pelos seres humanos e suas

consequéncias, fez-se necessario a realizacdo de estudos de substancias com
potencial radioprotetor que atuam inibindo ou reduzindo os efeitos derivados da RI.

Os radioprotetores sdo administrados antes da exposicao a radiagdo como uma
medida profilatica, enquanto os radiomitigadores sédo administrados apds a exposicao,
visando a reducéo dos efeitos radioativos (Ramalho et al., 2022).

Algumas caracteristicas devem ser consideradas para que uma substancia seja
elegivel como radioprotetora ou radiomitigadora, tais como: proporcionar protecao
para a maioria dos 6rgaos, possuir estabilidade e toxicidade aceitaveis, ter baixo efeito
adverso e ter compatibilidade farmacolégica com outras drogas. Embora seja dificil
encontrar substancias que atendam perfeitamente a todos esses requisitos, estudos
estdo sendo feitos para obtencdo de melhores resultados.

Os radioprotetores podem ser sintéticos ou naturais, sendo este Ultimo mais
vantajoso pela diminuigdo ou auséncia de efeitos colaterais derivados do seu uso
(Lopes et al., 2022).

3.4.1 Ginkgo biloba e suas propriedades
A Ginkgo biloba € uma arvore primitiva, existente ha 200 milhdes de anos e é

considerada um “féssil vivo”. As arvores de G. biloba possuem entre 20 e 30 metros
de altura. Suas folhas mais jovens adquirem uma coloracado verde clara e suas folhas
maduras exibem uma tonalidade verde mais escura, tomando um tom amarelo

dourado a medida em que envelhecem (Eisvand et al., 2020), conforme a figura 5.

Figura 5: Folha de Ginkgo biloba.




18

O extrato de folha de Ginkgo biloba (Egb), possui varias propriedades
farmacologicas por conter um grande numero de compostos ativos, cerca de
110 flavondides, incluindo flavonol e seus glicosideos, flavona e seus glicosideos,
flavanona e seus (glicosideos, isoflavona e seus glicosideos, flavan-3-éis,
bioflavondides e biginkgosideos. Nos ultimos anos, além de novos flavondides,
novos terpendides e lignanas também foram isolados do Egb, sendo amplamente
utilizados como fitoterapicos. Sua utilizacdo deve-se ao fato do seu extrato capturar
radicais livres e inibir a producdo de espécies reativas de oxigénio, assumindo assim
um papel protetor contra os radicais hidroxil, peroxil e superoxido (Liu et al., 2021).

Diante destas propriedades como: sequestrar radicais livres, atuar como
antioxidante, inibir a apoptose e a agregacao plaquetaria, sua caracteristica como um
potencial radiomitigador consiste na tendéncia em reduzir quebras cromossdmicas,

resultantes de exposicdo a radiagdo ionizante (Grollino et al., 2017; Fang et al., 2020).

3.5 Importancia do Profissional Biomédico na Radiobiologia

O profissional Biomédico atua em diversas areas, como analises clinicas,
estética, docéncia e pesquisa, analise ambiental, entre outras. Como profissional de
saude, um de seus focos é a prevencao da disseminacao de doencas, a capacidade
de entender como ela surge e o porqué (Da Silva, 2015).

A Radiobiologia é a ciéncia que estuda os efeitos biologicos da radiacéo
ionizante, como alteracdes celulares e moleculares, sendo o DNA um dos mais
afetados. Este conhecimento leva a aplicacdo dos conceitos de radiobiologia para
o desenvolvimento de estratégias terapéuticas, como a radioterapia. Para a ampliar o
uso dessa ciéncia na medicina, se faz necessario a atuagdo de profissionais
biomédicos para realizar estudos e pesquisa cientifica na area, inclusive no fator
radioprotecdo, devido aos possiveis danos causados pela RI, a fim de que todo o
potencial positivo destes tipos de radiacbes possa ser aproveitado em beneficio da
sociedade (Arango et al., 2019; Sousa, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/flavonoid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/terpenoid
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4 DELINEAMENTO METODOLOGICO

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Dosimetria Bioldégica do Centro
Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste — CRCN-NE. O projeto passou por
avaliacdo do comité de ética do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
de Pernambuco (CCS — UFPE), (CAAE: 77151723.6.0000.5208 / Parecer: 6.702.069).

A metodologia se iniciou com a sele¢do de um doador voluntério de 27 anos de
idade e do sexo masculino saudavel e ndo-fumante, apds assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Segundo critério utilizado por GAJENDIRAN et al
(2001), foi realizada a anamnese por meio de questionario para verificar se nos ultimos
seis meses antes da coleta o voluntario ndo foi exposto a radiacéo terapéutica ou
diagnéstica, vacinagéo viral ou consumiu drogas ilicitas. Posterior a este questionario,
foram coletadas amostras de sangue periférico (5 ml cada), por coleta de sangue a

vacuo contendo heparina.

4.1 Grupos controles
Foram preparados trés grupos controles: controle ndo irradiado, controle do

extrato e controle irradiado.

O sangue controle (ndo irradiado) foi analisado para verificacdo do nivel de
background da frequéncia de micronucleos derivados dos agentes clastogénicos, no
gual foram adotadas as recomendacfes da Agéncia Internacional de Energia Atémica
(International Agency Atomic Energy - IAEA), onde o nimero de microndcleos deve
estar na faixa de 0 a 40 em mil células binucleadas (IAEA, 2011).

O controle do extrato foi verificado a partir da cultura de linfocitos nao
irradiados, contendo o EGB (Merck) nas concentracdes de 0,025 e 0,05 pg/ml, a fim
de verificar se o extrato leva a estimula¢cédo da formacao de micronucleos. As amostras
controles foram separadas em aliquotas de 5 ml para cada concentracao.

O controle irradiado foi utilizado para verificar a frequéncia de micronucleos
devido a exposicdo da amostra com a mesma dose absorvida que as amostras que
foram tratadas com a Ginkgo biloba. Com isso, por meio de comparacao, verificar a

existéncia do potencial radiomitigador no extrato.
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4.2 Grupo irradiado tratado com Extrato de Ginkgo biloba
No grupo irradiado tratado, o extrato foi adicionado as amostras 30 minutos

depois da irradiacdo das mesmas. Foram utilizadas duas diferentes concentracdes do
extrato, 0,025ug/ml e 0,05ug/ml, para verificar qual apresentaria o melhor efeito

radiomitigador.

4.3 Irradiacao das amostras
No processo de irradiacao, cada amostra de sangue foi separada em aliquotas

de 5ml, exposta a uma fonte de ®°Co (irradiador Gammacel 220) localizada no
Departamento de Energia Nuclear da Universidade Federal de Pernambuco (DEN-
UFPE), cuja sala de irradiacdo estava a uma temperatura de ~22 °C. As amostras
foram irradiadas em Kerma no ar e os valores foram convertidos em dose absorvida
de forma a resultar nas amostras o valor de dose absorvida de 0,5 Gy (IAEA, 2011).
Vale ressaltar que as amostras nao irradiadas foram coletadas no mesmo
instante das amostras a irradiar e mantidas no LDB/CRCN-NE também a uma

temperatura de ~22°C.

4.4 Cultivo celular
As preparacdes citolégicas para as analises cromoss6micas foram obtidas a

partir de cultura de linfocitos, onde foram adicionadas 0,5 ml de sangue total nos
frascos de cultura contendo 4 ml de meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 1 mi
de soro bovino fetal (Gibco) e 0,1 ml de fitohemaglutinina (Sigma). Em seguida, os
frascos foram mantidos na estufa a 37°C, por 68 horas. Apds 24 horas foi adicionado
0,02 ml de citocalasina B (Sigma) para interromper a citocinese e evitar que a célula
se divida em duas novas células. Ao completar 72 horas de cultivo, o material foi
centrifugado por 10 minutos a 180 g, o sobrenadante desprezado e adicionado 7 ml
de cloreto de potassio (KCI), para que ocorresse o choque hipoténico. Em seguida, os
tubos foram novamente centrifugados por 10 minutos a 180 g, o sobrenadante retirado
e adicionado o fixador metanol: &cido acético (10:1), diluidos em solu¢édo de Ringer
(1:1) até completar 7 ml. Para a preparacéo de laminas teste, foram realizadas tantas
centrifugacdes e trocas de fixador quanto o necessario para que o contetdo da cultura

estivesse transparente.
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4.5 Preparacdo das laminas e analise microscopica

As laminas foram confeccionadas a partir do precipitado de células
ressuspenso em 0,5 ml de solugéo fixadora. Este precipitado foi delicadamente
gotejado em dois pontos da lamina e colocado para secar a temperatura ambiente
durante 24h. Em seguida, as laminas foram coradas com Giemsa a 5% durante 20
minutos para posterior analise microscoépica.

A contagem de micronucleos foi realizada no microscopio 6ptico (Leica DM
500) e foram contabilizadas 3000 células binucleadas viaveis. Ha alguns critérios que
devem ser seguidos para considerar uma célula binucleada (BN) viavel, como: os dois
nucleos em uma célula BN devem ter membranas nucleares intactas; devem ter
aproximadamente o mesmo tamanho e padrdo de intensidade de coloracéo; entre
outros. Os MN, da mesma forma, para serem aceitos na contabilizacdo devem ter
didametro de 1/16 a 1/3 do diametro médio dos nucleos principais; podem se tocar,
mas nao sobrepor os principais nucleos; e o limite micronuclear deve ser distinguivel
do limite nuclear (Fenech, 2000; IAEA, 2011).

4.6 Analise estatistica

Apos a andlise microscopica, foram realizados célculos estatisticos, onde foi
observado se a distribuicdo de células com MN se ajusta ou nao a distribuicdo de
Poisson a dose utilizada. Para tal verificacao, foi aplicado o teste u de Papworth (AIEA,
2011; Acharya; et. al., 2009). A estatistica do teste u € uma unidade normalizada do
indice de dispersdo (02/y), onde valores de u superiores a 1,96 indicam
sobredispersao significativa e os valores de u <-1,96 indicam a subdispersao
significativa (AIEA, 2011).

Para avaliar o comportamento entre os diferentes tipos de amostras e validar a
atuacao do radiomitigador, foi utilizado o teste de ANOVA, Tukey e qui-quadrado
(valor de p <0,005). (Dardano, 2017 e Georgieva, 2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises em sua totalidade somaram 18.038 binucleadas viaveis. A
frequéncia de micronucleos nas células do grupo controle néo irradiado e ndo tratado
(0.006) se encontraram dentro do padréo recomendado pela Agéncia Internacional de
Energia Atbmica - 40 MN em até 1.000 BN (IAEA, 2011).

Os valores de u presentes na Ultima coluna da tabela 1 se encontraram acima
do valor de referéncia (1,96), indicando uma sobredispersdo. Este comportamento ja
€ esperado na analise de micronucleos, uma vez que podem estar presente por

diversos fatores.

No que diz respeito a frequéncia de MN no grupo controle nao irradiado e
tratado com o Egb nas concentracées de 0,025 e 0,05 pg/ml (0,005 e 0,004,
respectivamente), foi possivel observar que o extrato ndo causou estresse significativo
nos linfécitos, ja que a frequéncia de MN se encontrou dentro do valor de referéncia,
indicando assim uma néo toxicidade as células nessas concentracfes, conforme

demonstra a tabela 1.

TABELA 1: Frequéncia e distribuicdo de micronucleos em linfécitos humanos
irradiados com 0,5 Gy em radiacdo gama, tratados e ndo tratados com Egb nas

concentracdes de 0,05 e 0,025 pg/ml.

Dose Distribuicéo celular
C BN MN vy var varlY u

(Gy) OMn 1Mn 2Mn 3Mn 4Mn

0 0O 3036 17 0,006 3021 14 O 1 0 0,008 1,348 13,965
0 0,025 3000 14 0,005 2987 12 1 0,005 1,139 5,568
0 0,05 3002 12 0,004 2990 12 O 0,004 0,996 -0,148
0,5 0 3000 88 0,029 2929 57 11 0,042 1,426 16,579
0,5 0,025 3000 78 0,026 2928 68 3 0,031 1,205 7,996

0,5 0,05 3000 85 0,028 2925 67 6 0,036 1,254 9,911

N O W O O
O O O O

*Legenda: C: Concentragdo; BN: Binucleadas; MN: micronucleos; y: frequéncia de

micronucleos; var: Variancia; varly: indice de disperséo; u: Teste u.
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Ja a frequéncia de MN nas células do grupo controle irradiado e nao tratado
obtiveram uma frequéncia de 0,029, uma vez que a radiacdo ionizante induz o
aumento de MN em linfocitos humanos. Ao comparar os valores das frequéncias de
MN do grupo controle com as do grupo irradiado, foram obtidas diferencas estatisticas
através do teste de qui-quadrado (valor de p <0,001).

Por fim, nos grupos irradiados e tratados com Egb nas concentracfes de 0,025
e 0,05 pg/ml, a frequéncia de MN resultou em 0,026 e 0,028, respectivamente. Esses
valores de frequéncias de MN quando comparados estatisticamente (teste qui-

guadrado) ndo apresentaram diferencas, ja que foram muito préximos.

Ao comparar os resultados deste trabalho com os estudos de Silva (2023),
pode-se observar que o extrato de Ginkgo biloba em ambas as concentra¢gdes 0,025
e 0,05 ug/ml obtiveram uma funcdo radiomitigadora ao diminuir eficientemente a
frequéncia de micronucleos nos linfocitos irradiados com dose absorvida de 2Gy,

conforme mostra a tabela 2.

TABELA 2: Comparacao entre as frequéncias de micronucleos em linfocitos humanos
irradiados com 0,5 Gy e 2 Gy em radiacdo gama, nos grupos irradiados e nao tratados

e irradiados e tratados com Egb nas concentragdes de 0,05 e 0,025 pg/ml.

Dose Distribuicéo celular
C BN Mn vy var var/Y u
(Gy) OMn 1Mn 2Mn 3Mn 4Mn 5Mn
0 0 3036 17 0,006 3021 14 O 0 0,008 1,348 13,965
0 0,025 3000 14 0,005 2987 12 1 0,005 1,139 5,568
0 0,05 3002 12 0,004 2990 12 O 0,004 0,996 -0,148
0,5 0 3000 88 0,029 2929 57 11 0,042 1,426 16,579
0,5 0,025 3000 78 0,026 2928 68 3 0,031 1,205 7,996
0,5 0,05 3000 85 0,028 2925 67 6 0,036 1,254 9,911
2 0 2000 477 0,239 1599 339 52 0,278 1,165 5,209
2 0,025 3000 274 0,091 2755 218 25 0,104 1,135 5,250

2 0,05 3000 277 0,092 2747 230 22 0,101 1,089 3,435

=
o

P N O N O w o o
O O O Ok OO O
O O N O O O O O

*Legenda: C: Concentracdo; BN: Binucleadas; MN: micronudcleos; y: frequéncia de
micronucleos; var: Variancia; varly: Indice de dispersao; u: Teste u.

Estes resultados mostram uma possivel melhor resposta do extrato de Ginkgo

biloba & exposi¢cdo com doses mais altas. Este comportamento também foi observado
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nos resultados de Montoro (2005), que utilizou extrato de prépolis como radiomitigador
utilizando a analise citogenética de cromossomos dicéntricos para avaliar os danos

celulares causados pela exposicao a radiagdo, como mostra a tabela 3.

TABELA 3: Comparacdo entre as frequéncias de alteracBes citogenéticas em
linfécitos humanos irradiados com 0,5 Gy e 2 Gy em radiacdo gama utilizando extrato

de prépolis como radiomitigador.

Grupo tratado 0,5 20 824 0,02
com o extrato
de propolis 2 101 649 0,15
G -
rupo n=o 0,5 49 1501 0,03
tratado com o
extrato de
2 127 440 0,28

propolis

*Legenda: Y: frequéncia de alteragdes citogenéticas.

Foi possivel verificar que o efeito radiomitigador do extrato de propolis foi
observado nas amostras irradiadas com 2 Gy, diferente das amostras irradiadas com
0,5 Gy, onde demonstrou ndo possuir efetividade.

Alguns autores realizaram estudos para verificar o efeito radioprotetor da
Ginkgo biloba, como Cavalcanti et al. (2021), que demonstrou a forma significativa
gue o Egb atuou no cérebro de camundongos expostos a radiacao ionizante reduzindo
apoptose no tecido cerebral e minimizando danos que foram visualizados no grupo
controle de camundongos irradiados e n&o tratados com Egb.

No experimento de Lu et al. (2024), os efeitos atenuantes do extrato de Ginkgo
biloba nos danos induzidos pela radiacdo ultravioleta (UV) foram estudados em
fémeas de Drosophila melanogaster, conhecida como “mosca da fruta”. O extrato foi
adicionado ao meio alimentar, e o resultados indicaram que a expectativa de vida
média de D. melanogaster alimentada o extrato aumentou 5,80% em comparacao
com o grupo controle. Além disso, o extrato também promoveu a fertilidade da D.
melanogaster.

Também estdo presentes na literatura estudos com outros radioprotetores,
como Lopes et al. (2022), que utilizou o suco de uva derivado da Vitis labrusca L.,

demonstrando que a mesma nao interfere nos efeitos citotoxicos da dose terapéutica
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de lodo-131 em células tumorais em tratamento oncolégico, mas protege as células
nao tumorais, devido ao seu potencial antioxidante, sendo interessante realizar
estudos in vivo para comprovar seu potencial radioprotetor.

A tese de Salgado (2020) investiga a influéncia do azul da Prassia (AzP)
(composto quimico com acdo medicamentosa empregue em contaminagdes com
Talio, Césio e Rubidio) em diferentes etapas da reproducdo de camundongos
irradiados. Em seus ensaios in vitro com os embrides, foi observado que o composto
possui baixa toxicidade, ndo impediu a gestacdo e o parto, nao interferiu nos
parametros zootécnicos tais como primeiro parto em semanas e tamanho médio da
ninhada, ndo apresentou efeito teratogénico e atuou ainda protegendo contra os raios

gama de %°Co.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com este trabalho foi possivel observar que:

1. O extrato de Ginkgo biloba demonstrou nao elevar a frequéncia de
micronucleos em linfocitos humanos do sangue periférico nas concentracdes
estudadas (0,05 e 0,025 pg/ml);

2. O extrato de Ginkgo biloba ndo apresentou significancia estatistica na reducao
de micronucleos em linfécitos humanos do sangue periférico apos irradiacao

com 0,5 Gy por radiacdo gama,;

3. O extrato de Ginkgo biloba n&do apresentou comportamento radiomitigador as
frequéncias do dano radioinduzido pela dose de 0,5 Gy;

4. Mais estudos devem ser feitos com outros individuos e ampliando o numero de
células analisadas para confirmar este comportamento, incluindo diferentes

doses absorvidas e diferentes tipos de radiagao.

5. E importante continuar as pesquisas por radiomitigadores que sejam eficientes
para exposicdo de baixas doses de radiacdo, tendo em vista que certos
individuos sdo expostos a estes niveis de doses, como pacientes em

radioterapia, em procedimentos médicos ou trabalhadores da area nucelar.
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ANEXO C — Modelo do Questionario de Sele¢do de Doadores

1= DADDS PESSOALS
1.2 N* do Voluntirio:
L3Sexoe M[OJF[1] 14 Datade Nascimento___f___f
hoje___J___
1.6 Estado civil:

1.5 Data de

Solveara] O 3 Casado| | |; Vidve] 2 1; Davorcimio] 3 1; Separaco] 4 ]
Outros [ 5]
1.7 Cargo: Fugiio:

1.8 Graw de Instrogio (escolaridade);

[ 1] niio estwdow £ Prindrio Incompleto

[ 2 | primdirio Completo § Ginasial Incompleto

[ 3] gindsio Complets / Colegial Incomplets

[ 4] colegial Completn / Superior Incompletas

[ 5] superior Completo / Pés-Graduagio Incompleta
[ 6 ] pis-Graduacio Complera

1.9 Indigue nos espagos abaixo a QUANTIDADE de itens que exisicm cm sua residéncia:
Cuaneas Quantos Quamios
[ ] automidvel [ ] widic
[ 1 banheiro
[ 1aspirador de pé [ | geladeira
Total de Pessoas na Familia: [ ]
11 - INDICADORES GERAIS DE SAUDE
2.1 Com relagio ao fumo, marque o resposta apropriada para o seo caso:

[ 1 miquina de lavar roupa
[ ] videocassete [ 1 empregada mensalisia

[1TV em cores

[ 1] nrcs fume [ 5] fumo de dez a vinte cigasmos pos dia

[ 2] purei de fumar hi mais de dois anos [ 6 ] fumo mais que vinte cigarros por dia
[ 3] parei de fumar a menos de dois anos [ 71 s fumo charuto ou cachimbao
[ 4] fumo menos de dex cigarmos por dia

2.2 Quantos “dringues” vocd woma POR SEMANA: (um dringue = 1/2 garrafa de cerveja, um
cogo de vinho ou uma dose de destilado)

[ 1] nenham
s que dez

[ 2 ] menos que trés [ 3] cinco o dex [4]

2.3 Com que frequéneia vocé consegue dormir "bem” (7 - 8 horas por noite):

[ 1) sempre
[ 2 Vmaboria das veres

2.4 Voué aconda descansado?

[ 2 ] enhe dificubdsde par dormir "bem”

[ 4] rarwmente consige dormir "hem”

[ 1 1sim [ 2] ndn
2.5 No final da jornada de trabulho vocé se sente (fisica e mentalmente)?

| 1 ]bem | 2 ] canspdo | 3] povco cunsado

2.6 Voo esti satisfeito com o seu peso?

[ 1]sim [ 2 ] niio ( gostaria de aumentar) [ 3 ] ndo {gostaria de diminuir)
111 - ATIVIDADE FISICA HABITUAL

Para cada questio, responda somentc UMA alicmativi

ATIVIDADES OCUPACIONALS DIARIAS

3.1 Eu geralmente vou e volto do trabalho caminhando ou de bicicleta (pelo menos 800
metros cida percurse):

[ 1]sim [2] ndo

1.2 Eu geralmente vou ¢ volto do trabalho de carmo: [ 1] sim [ 2] niio

1.3 Eu geralmente uso escadas ao invés do elevador: [ 1 ] sim [ 2] nia

3.4 Minhas atividades flsicas didrias podem ser descritas como:

[ 1] Passo a maior parte do tempo sentadoda) e, quando muito, caminho de wm lugar préximo
[T O OALTC.

[ 2] Ma maior parte do dia realizo atividades fisicas moderadas, come caminhar rdpido,
exccutar tarefis que requerem movimentagso,

[ 3 ] Diariamente executo atividades fisicas intensas por virias horas (rabalho pesado, como
jurdinagem. construgdo, limpeza, transporte de cargas. esportes. cte..)

32

IV - QUESTIONARIO DE SAUDE FISICA

4.1 Como vock classificaria seu estado de saide atual?

7.28 Histdria Familiar:

! Regular 2 Bom 3 Excelente 4
4.2 Queixa Principal: 1]
Antecedentes Pessoais:
Ji sofre Desde hil Sob Tratamento
nunca | sofrew | atual-
ANOS /! =
antes | mente MESES SIM NAD
3
4.6 Gustrite/Uleers o] 2| —a—n N
4.7 Bronguite/ Asma o ! B 4_m A 4
3
4.9 Dor no peito aos esforgos o ! 2 4_m 4
410 o 1 2 a__m 3 4
Infarto/Revascularizaco/Angioplastia
2 ; 3 4
4.11 Hipertensdo o 1 —_
2 P
412 AVC (dermame) K ! P—wm 4
o 1 2 a___m 3 4
e ua . 1 | m 3 4
Infecgdes urindrias de repetigiio
3
4.16 Incontinéncia uriniria o] | —— N
4.20 Dores ou rigidez anticulares. o ! 2| —t—m ] 4
4.21 Diabetes mellitus L B e B
4.22 Alergias 0 ! 2 Ao 3 4
2 4
4.23 Convalsdes oot w3
2 p
4.24 Depressin o ! e 3 4
2 H El 4
425 Ciincer 0 1 —m
7.27 Ciiries a tratar 7 Sim [ 1] Nio[2]

Possui na familia PAL MAE ou IRMAOS que apresentam ou apresentaram;

[ 1] Angina, Infarto ou more sibita antes dos 50 amos [ ]

[ 2] Angina, Infarto ou more subita apas os 50anos [ ]

[ 4] Pressiio alta ou AVC [ ]
Nenbum

[T 0ntros:

[ 3] Diabetes [ ]
[ 5 | Mo sabe 6]

© Sr°(a) foi submetido a quakquer |
seis meses? Sim [1]  Nio [2]

| lov o wso dle radizgSo nos dltimos

O 5r°(a) receben qualquer tipo de vacinagio nos dlimos seis meses? Sim [1] Nio [2]

Gual?,

V - QUESTIONARIO DE ESTRESSE FISIOLOGICO

Os sintomas fisicos do estress

siio excelentes indicadores numa avaliagio, O seguinte

questiondirio nos ajudard a ter uma idéia da.

que vocd estii

na sua vida didria, gerando al foes no fi
cada nimero entre O ¢ 5, usando a escala abaixo;

O=nunca | =wmaa 2 veres a0 ano

normal de seu organismo, Responds

2= guase 1odos 05 meses 3 = quase wdas as semanas.

4= uma ou mais vezes por semana 5 = diariamente

SINTOMAS CARDIOVASCULAR
_taquicardia

 batidas vigomsas & descompassadas do
coragilo

—_ mdins suadss e frias

| dores ou pontadas na cabega
NTOMAS RESPIRATORIOS
 respiragio ripida ou irregular, ou curta

___falta de ar
_ ataque de s

__ dificuldde de falar, por pouco controle da
respiruglo

SINTOMAS GASTROINTESTINAIS

___ indisposigio estomacal, niuscas ¢ vomitos
___ constipagio

_ diaméia

___ dor abdominal aguda

SINTOMAS MUSCULARES

| dor de cabega (dor continuay
tremores musculares ¢ das mios

L arriles

SINTOMAS DA PELE

acne

caspa

eranspiragio

Fessceamento excessivo da pele ou cabelo
SINTOMAS IMUNOLOGICOS

coceirafardéncia

resfriado

gripes fortes

rachaduras na pele

|SINTOMAS METABOLICOS

aumento do apetite
aumento da ansiedade por fumo ¢ doces

preocupagio gencralizada ¢ dificuldade para
dormir



	035ff8e39394dd525d28fc1513d394faf2f8c0701d43108df707ec306626af73.pdf
	43dc771e443519f9161acc74e9b4f38aacb359585e4fa8aa7e3002bdf8a1e404.pdf

	FICHA CATALOGRÁFICA - Avaliação do efeito radiomitigador do extrato de ginkgo biloba em linfócitos humanos irradiados por meio do ensaio de micronúcleos
	035ff8e39394dd525d28fc1513d394faf2f8c0701d43108df707ec306626af73.pdf
	43dc771e443519f9161acc74e9b4f38aacb359585e4fa8aa7e3002bdf8a1e404.pdf


