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RESUMO

A acédo genotoxica da radiacdo ionizante (RI) ocorre devido a sua acédo direta e indireta
no meio celular, que induz a formacao de alteracbes cromossdmicas instaveis. O
Ensaio de Cromossomos Dicéntricos (DCA) € a técnica padrao ouro para identificacéo
de individuos radioexpostos e quantificar a dose absorvida por meio do dano
ocasionado no sistema biolégico. Devido ao aumento de instalacdes radioativas em
atividade, ha a necessidade de identificar mecanismos para proteger ou mitigar o dano
ocasionado pela radiacdo ionizante. A busca e estudos de radioprotetores e
radiomitigadores de origem natural é de extrema importancia, tendo em vista que 0s
atuais medicamentos e o0 uso de substancias sintéticas trazem efeitos colaterais aos
individuos. Com isso, produtos naturais, como a Ginkgo biloba, apontam-se como
opcOes devido as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, essenciais
para a identificacdo de um potencial radiomitigador/radioprotetor. Assim, este estudo
tem como objetivo avaliar o efeito radiomitigador in vitro de diferentes concentracdes
do extrato de Ginkgo biloba em linfécitos humanos irradiados com 2 Gy de radiacao
gama usando o Ensaio de Cromossomos Dicéntricos. A partir da selecdo de um
doador saudavel, foram coletadas amostras de sangue periférico, sendo dividido em
guatro grupos: um grupo controle ndo irradiado, um grupo irradiado sem tratamento e
dois grupos irradiados tratados com as concentragdes do extrato de Ginkgo biloba
(Merck) de 0,025 pg/mL e 0,05 ug/mL. Os grupos irradiados foram expostos a uma
dose absorvida de 2 Gy em uma fonte de %°Co (irradiador Gammacell 220) localizada
no Departamento de Energia Nuclear (DEN-UFPE). Os grupos seguiram para cultura
de linfécitos humanos seguindo o protocolo pré-estabelecido pela Agéncia
Internacional de Energia Atémica (IAEA), interrompendo o ciclo celular na fase
metafasica. Posteriormente, foram confeccionadas as laminas e coradas com Giemsa
a 5% para a analise microscopica. As frequéncias de alteracdes cromossdmicas
encontradas foram submetidas a uma anadlise estatistica por meio do teste U de
Papworth para verificar se as alteracfes cromossémicas seguiam a distribuicdo de
Poisson. Foi visto que extrato de Ginkgo biloba possui uma tendéncia radiomitigadora
tendo em vista ter produzido uma reducdo da frequéncia de alteracdes
cromossOmicas na concentracdo de 0,025 g/ml. Com isso, o extrato de Ginkgo biloba
demostra tendéncia a ter um efeito radiomitigador podendo estar relacionado com o
fato que suas moléculas antioxidantes conseguirem mediar 0 estresse oxidativo,
ocasionado pela radiacdo ionizante ou até mesmo estimular as vias de reparo de DNA
através da sua acio anticlastogénica. E necessario prosseguir com as analises para
uma quantidade maior de células, a fim de se poder confirmar de forma
estatisticamente significativa que o extrato de Ginkgo biloba consegue oferecer um
efeito radiomitigador para a dose absorvida utilizada.

Palavras-chave: Radiacdo lonizante. Radiomitigador. Ginkgo biloba. Citogenética.
Dosimetria Biologica.



Silva, Caio Victor Barros Gongalves. Evaluation of radiomitigating effect of Ginkgo
biloba extract in vitro on irradiated human peripheral blood lymphocytes using
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ABSTRACT

The genotoxic action of ionizing radiation (IR) occurs due to its direct and indirect action
on the cell, which induces the formation of unstable chromosomal changes. The
Dicentric Chromosome Assay (DCA) is the gold standard technique for identifying
radio exposed individuals and quantifying the absorbed dose through the damage
caused to the biological system. Due to the increase in active radioactive installations,
there is a need to identify mechanisms to protect or mitigate the damage caused by
ionizing radiation. The search for and actual studies of radioprotectors and
radiomitigaters of natural origin is indeed important, considering that current
medications and the use of synthetic substances bring side effects to individuals.
Therefore, natural products, such as Ginkgo biloba, are considered options due to their
antioxidant and anti-inflammatory  properties, essential for identifying
radiomitigating/radioprotective potential. Thus, this study aims to evaluate the in vitro
radiomitigation effect of different concentrations of Ginkgo biloba extract on human
lymphocytes irradiated with 2 Gy of gamma radiation using the Dicentric Chromosome
Assay. First, the selection of a healthy donor, peripheral blood samples were collected
and divided into four groups: a non-irradiated control group, an irradiated group without
treatment and two irradiated groups treated with concentrations of Ginkgo biloba
extract (Merck) of 0.025 ug/mL and 0.05 pg/mL. The irradiated groups were exposed
to an absorbed dose of 2 Gy in a 60Co source (Gammacell 220 irradiator) located at
the Department of Nuclear Energy (DEN-UFPE). The different groups proceeded to
culture human lymphocytes following the protocol pre-established by the International
Atomic Energy Agency (IAEA), interrupting the cell cycle in the metaphase phase.
Subsequently, slides were prepared and stained with 5% Giemsa for microscopic
analysis. The frequencies of chromosomal alterations found were submitted to
statistical analysis on Papworth U test to verify supposing the chromosomal alterations
followed the Poisson distribution. It was given that Ginkgo biloba extract has a
radiomitigating tendency by producing a reduction in the frequency of chromosomal
alterations at a concentration of 0.025 g/ml. Therefore, Ginkgo biloba extract shows a
propensity to have a radiomitigating effect, which may be related to the fact that its
antioxidant effects are able to mediate the oxidative stress, caused by ionizing
radiation or even stimulate DNA repair pathways through its action
anticlastogenic.Therefore, It is extremely necessary to continue the analyzes for a
larger quantity of cells, in order to confirm in a statistical significant way that the Ginkgo
biloba extract can provide a radiomitigating effect for the absorbed dose.

Key words: lonizing Radiation. Radiomitigador. Ginkgo biloba. Cytogenetics.
Biological Dosimetry.
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1 INTRODUCAO

A propagacao de energia no meio material em forma de onda ou particula é
conhecida como radiacdo, a qual pode ser classificada como nao ionizante ou
ionizante (Tauhata, et al., 2014). A radiacdo ndo ionizante € uma energia que nao
possui a capacidade de ionizar &tomos ou moléculas e interage com a matéria por
meio do aquecimento e excitacdo molecular, como por exemplo a radiacao
infravermelha, ultravioleta, entre outras (Omer, 2021). A Radiacao lonizante (RI)
possui energias mais elevadas, levando a ionizacdo, ou seja, a remoc¢ao de um elétron
do orbital de um atomo, onde essa radiacdo pode ser classificada como corpuscular
com a emissao de particulas nucleares (radiacdo alfa, beta ou emissédo de néutrons)
e eletromagnética (radiacdo gama e Raios X) (Kudrﬁ\Shov, 2008).

A RI estd empregada na sociedade em uma diversidade de setores, como na
medicina por meio da radiologia e radioterapia, no setor energético com a producéo
de energia nuclear, no ramo industrial para o controle de qualidade, inspecdo de
materiais e esterilizacdo de produtos e, até mesmo, na agricultura por meio da
irradiacédo de alimentos (Byun; Jo; Lee, 2006; Okuno, 2018). Desta maneira, 0 seu
manejo incorreto pode levar a cenarios de incidentes ou acidentes radioldgicos ou
nucleares com radioexposi¢cdes, acarretando danos ao organismo humano (Williams,
2008; Okuno, 2013).

A RI interage com o sistema biolégico por meio de duas vias principais: via
direta e indireta. Na via direta ocorre a interacdo da energia da radiacdo com o acido
desoxirribonucleico (DNA), resultando em quebras de fita simples (SSB) e de fita dupla
(DSB), uma vez que as bases pirimidicas, como a timina e a citosina, serem
radiossensiveis, 0 que pode resultar em ruturas (Dowlath, et al. 2021). Na via indireta
ocorre a radiolise da molécula de agua levando a producao de radicais livres que irdo
se estabilizar através da interacdo com outras biomoléculas fundamentais, o que
resulta em danos para as principais moléculas celulares, como, proteinas, lipidios e
novamente ao DNA (Le Caér, 2011).

Em casos de acidentes envolvendo RI, a estimativa de dose absorvida e a
extensdo do dano podem ser baseadas na analise de marcadores biologicos sensiveis
e especificos a radiacédo, que reflitam os danos biolégicos causados. O Ensaio de
Cromossomos Dicéntricos (DCA) é considerado a técnica padrdo ouro para esta

analise uma vez que se mostra um bioindicador especifico da RIl. Apés as quebras
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das fitas de DNA e por meio de um reparo incorreto nessa molécula, é gerado um
cromossomo com dois centrémeros (IAEA, 2011; Ludovici, et al., 2021).

Os radioprotetores sao agentes que possuem a capacidade de minimizar os
efeitos bioldgicos ocasionados pela RI, onde a minimizacdo desses efeitos ocorrem
de acordo com o momento em que sdo administrados podendo ser antes e apés o
contato com este agente (Raviraj, et al., 2014). Os radioprotetores profilaticos séo
utilizados de forma preventiva, ou seja, antes do contato com a RI, enquanto os
radioprotetores terapéuticos possuem o efeito radioprotetor ao ser administrado apos
a radioexposicdo (Szejk; Kotodziejczyk-Czepas; Zbikowska, 2016). Dessa maneira,
essas substancias atuam estimulando a via de reparo do DNA e realizando a captacao
dos radicais livres formados através de uma acdo antioxidante. Assim, os efeitos
ocasionados direta e indiretamente pela Rl s&o minimizados (Yi, et al., 2021).
Entretanto, os radioprotetores comercializados na atualidade s&o isolados quimicos
gue apresentam alto potencial citotoxico e ndo podem ser utilizados por muito tempo
pelo fato de serem prejudiciais ao organismo humano (Ots, et al., 2004).

A Ginkgo biloba é uma planta endémica da Asia oriental pertencente a familia
da Ginkgoaceae, onde a sua datagao a caracteriza como um féssil vivo pelo fato dessa
espécie de planta permanecer praticamente inalterada por varios periodos geoldgicos
O extrato das folhas de Ginkgo biloba sdo popularmente conhecidos pelo fato de
possuirem propriedades anti-inflamatéria, antioxidante, entre outras (Samec, et al.,
2022). Além disso, a comercializa¢cdo do extrato de suas folhas ocorre pela fato de ser
bem caracterizada a sua acao neuroprotetora, a qual atua prevenindo ou retardando
os efeitos de doencas neurodegenerativas (Singh et al., 2019). Dessa forma, pelo fato
de ocorrer poucos registros cientificos identificando a sua acao antioxidante diante da
RI, o extrato da folhas das Ginkgo biloba desperta o interesse de estudos que

explorem o seu uso como potencial radioprotetor.



18

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RADIACAO IONIZANTE

A radiagdo é caracterizada como a propagacao de energia em forma de ondas
eletromagnéticas ou particulas. Dessa maneira, a radiacdo € classificada de acordo
com sua capacidade de ionizar atomos, sendo a Rl aquela que possui energia
suficiente para remover elétrons dos atomos, enquanto a radia¢cdo néo ionizante, por
possuir menor grau energia, nao tem esta capacidade. (Tauhata, et al., 2014). Desta
forma, a radiacdo ndo ionizante é uma forma de energia que ndo possui a capacidade
de ionizar atomos, interagindo com a matéria principalmente por meio de aquecimento
e excitacdo molecular. Exemplos dessa radiacdo incluem a radiacao infravermelha,
micro-ondas e ondas de radio. Embora a radiacdo ultravioleta também seja néo
lonizante, algumas de suas faixas, como os raios UV-C, podem causar danos
biolégicos significativos (Omer, 2021). Enquanto, A Rl possui energia suficiente para
ionizar atomos, removendo um elétron de seu orbital ao interagir com a matéria. Com
isso, essa radiacdo pode ser classificada em corpuscular, quando composta de
particulas nucleares, a exemplo da radiacdo alfa, beta ou emissdo de néutrons, e em
eletromagnética, que inclui radiacdo gama e raios X (Kudr/i\AShov, 2008).

A emissao da RI ocorre devido ao fenbmeno da radioatividade, o qual esta
diretamente ligado a instabilidade nuclear, relacionando-se com a proporcao entre
protons e néutrons presente no ndcleo de um elemento quimico. Dessa forma, a
instabilidade leva a emissdao de particulas, como as particulas alfa, para tentar
estabilizar o nucleo. Essa estabilizacdo pode ocorrer de duas formas, por meio da
emisséao de particulas alfa e beta ou através da liberacéo da radiacao eletromagnética,
como a radiacdo gama. Com isso, as radiacdes alfa e beta sdo consideradas
primarias, enquanto a radiagdo gama € secundaria, ocorrendo apos a emissao dessas
particulas. Assim, apos o nucleo instavel emitir uma particula, transforma-se em outro
elemento, que posteriormente pode liberar energia novamente na forma de radiacéo
gama para atingir a sua estabilidade nuclear (Cardoso, 2000; Tauhata, et al., 2014).

As radiacdes corpusculares e eletromagnéticas possuem caracteristicas

diferentes, as quais estédo diretamente ligadas com a sua forma de interagcdo com a
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matéria e, consequentemente, com a sua Transferéncia Linear de Energia (LET)
(IAEA, 2011). A radiacdo corpuscular € caracterizada por particulas altamente
ijonizantes, mas possuem baixa capacidade de penetracdo; enquanto a radiacao
eletromagnética, como a radiagdo gama e 0s raios X, ndo possuem massa, possui
uma menor capacidade de ionizacdo, porém maior poder de penetrancia. Ademais,
engquanto a radiacdo gama é emitida naturalmente por nucleos instaveis, com um
comprimento de onda muito curto, os raios X sdo produzidos artificialmente, sendo
gerados na eletrosfera ou pelo freio de particulas carregadas no campo
eletromagnético préximo ao ndcleo atdbmico ou aos elétrons (Okuno, 2013; Pereira,
2014).

2.2 INTERACAO DA RADIACAO IONIZANTE COM A MATERIA

A capacidade de transferir energia para um meio esta diretamente ligada a
forma como a RI interage com a matéria, e esses processos estao relacionados ao
poder de ionizac&o, no qual o atomo adquire carga elétrica positiva ao perder um ou
mais elétrons. Dessa maneira, as radiagdes corpusculares (alfa e beta) possuem um
maior poder de ionizacdo em comparacdo com as radiacdes eletromagnéticas
(radiacdo gama e raios-X) (Kudr’i,\AShov, 2008).

A particula alfa, ao encontrar um atomo, provoca a ionizacdo do meio pela
remocdao de elétrons de suas camadas eletronicas. A particula beta pode interagir com
0 atomo de diferentes maneiras, dependendo de sua carga: o négatron, por possuir a
mesma carga e massa que o elétron, repele-o do orbital, causando sua expulséo e,
consequentemente, ionizando 0 atomo; ja o poésitron, por possuir a mesma massa,
mas carga oposta ao elétron, interage com este, ocasionando a aniquilacdo de matéria
e resultando na emisséo de fotons na forma de radiagdo gama (Yoshimura, 2009).

As radiacfes eletromagnéticas (radiacdo gama e Raios-X) interagem com a
matéria de trés formas principais que sdo por meio do efeito fotoelétrico, efeito
Compton e formacao de pares, dependendo da quantidade de energia transportada
pelo féton e da forma de sua interacdo com os elétrons presentes nos atomos do meio
(Lima, 2014).

O efeito fotoelétrico ocorre quando um féton de radiacdo eletromagnética
transfere toda a sua energia para um elétron, geralmente presente em camadas mais

internas do atomo, causando sua ionizacéo (Figura 01). O elétron ejetado € chamado
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de fotoelétron, e ele é emitido com uma determinada Energia Cinética (EC), que pode,

por sua vez, ionizar outros atomos (Braunn; Larsen, 2019; Tauhata, et al., 2014).

Figura 1 — Caracterizacao do efeito fotoelétrico.
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Fonte: Tauhata, et al., 2014.

O efeito Compton ocorre quando um féton de radiacao eletromagnética colide
com um elétron da camada mais externa de um atomo (Figura 02). Nesse processo,
0 elétron absorve parte da energia do foton, sendo expulso da camada. O foton
remanescente, COm menos energia, continua a se propagar e pode interagir com
outros elétrons do mesmo atomo ou de outro &tomo (Silva; Freire Jr, 2014; Tauhata,
et al., 2014).

Figura 2 — Caracterizacdo do efeito Compton.

@ Q

]
O ’
(¢ ] o Q > By
6 N
Q ‘ g s y
Ey o Efeito Compton
j 7 \
(€]
9 E

= A
Fonte: Tauhata, et al., 2013.

A formacdo de pares acontece quando um féton de radiacéo eletromagnética
passa proximo ao nucleo e interage com seu campo eletromagnético, transformando
sua energia em massa (Figura 3). Esse processo resulta na criagdo de um par

particula-antiparticula (um elétron e um pdésitron). Entretanto, para que esse fenbmeno
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ocorra, é necessario que o féton tenha uma energia minima de 1,02 MeV (Tauhata, et
al., 2014).

Figura 3 — Caracterizacao da producéo de Pares.
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2.2.1 TRANSFERENCIA LINEAR DE ENERGIA - LET

Um dos principais fatores que influenciam a acdo da RI sobre o sistema
biolégico esta relacionado a forma como a energia é transferida para o meio. A LET é
definida como a quantidade de energia cedida por unidade de comprimento
percorrido, medida em keV/um. A energia entregue por unidade de comprimento é
explicada pela densidade linear de todas as formas de energia transferida, seja por
excitacdo ou ionizacdo de elétrons. Durante a passagem da RI por um sistema
biol6gico, essa energia € gradualmente perdida ao longo de sua trajetéria e a taxa
desta perda depende do tipo de radiacdo e da densidade do material (IAEA, 2011).

A LET é classificada de acordo com o poder de ionizacéo gerado pela RI, sendo
gue radiacdes corpusculares (como particulas alfa e néutrons) possuem altos valores
de LET, enquanto radiacbes eletromagnéticas (como raios-X e raios gama)
apresentam baixos valores de LET. RadiagOes de alto LET atuam de forma mais
concentrada e menos dispersa sobre o tecido biologico, resultando em uma
distribuicdo ndo randémica de alteracbes citogenéticas, onde regifes especificas
apresentam muitas alteracdes, enquanto outras permanecem inalteradas (IAEA,
2011; Rodrigues 2015).

Por outro lado, radiagdes de baixo LET interagem com o material biolégico de

maneira randémica, ja que a energia é distribuida de forma menos concentrada e mais
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dispersa. Como resultado, todas as regibes do tecido possuem a mesma
probabilidade de serem atingidas por um ou varios fotons, gerando uma distribuicéo

randémica de alteracdes citogenéticas (IAEA, 2011; Milian, 2006).

2.2.2 EFETIVIDADE BIOLOGICA RELATIVA - RBE

A razéo existente entre uma dose absorvida de uma radiacdo de referéncia
(geralmente raios X de 250kVp) e uma dose absorvida de uma radiagédo em estudo
gue venha a produzir o mesmo efeito é chamada Efetividade Bioldgica Relativa (RBE)
(IAEA, 2011).

A RBE ¢ influenciada por varios fatores, dentre eles o principal € a LET uma
vez que quanto maior for esta transferéncia de energia maior sera a RBE, onde o seu
pico 6timo € atingido em aproximadamente 100 keV/um (Figura 04). Neste ponto
otimo, as ionizacfes estdo ocorrendo de forma a produzir lesdes nas duas fitas do
DNA, e as consequentes alteracbes cromossOmicas, sem “desperdicar” energia.
Acima deste valor, serdo geradas mais ionizacbes do que as necessarias para
produzir danos e, consequentemente, gerar as alteracdes, resultando numa reducao
da RBE (IAEA, 2011; Rodrigues 2014).

Figura 4 — Representacao gréafica da relacéo entre RBE x LET.
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Fonte: IAEA, 2011.

Outros fatores que influenciam séo a dose absorvida total, a taxa de dose

absorvida, o fracionamento desta dose, o tipo de célula ou tecido exposto, a fase do
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ciclo celular, a concentracdo de oxigénio, as condi¢fes fisiologicas e nutricionais, a

temperatura e o tipo de lesédo induzida (Campos, et al., 2017).

2.2.3 DOSE ABSORVIDA E TAXA DE DOSE ABSORVIDA

A energia média depositada pela Rl na matéria € definida como dose absorvida.
Assim, a taxa de dose absorvida € a energia média absorvida no meio em um
determinado intervalo de tempo (IAEA, 2011).

Em situacdes de exposicao envolvendo baixa taxa de dose, o tecido biol6gico
tem maior capacidade de reparar os danos. Isto se d4, no caso de radiacdes de baixa
LET, porque as lesdes necessarias para produzir a alteracdo sao consequéncia de
trajetorias distintas. Assim, é possivel que a lesdo produzida pela primeira trajetoria
seja reparada antes que a zona de interacdo seja atravessada pela segunda trajetoria
e se produza uma segunda lesdo, ndo resultando em uma alteracdo cromossdmica.
Por outro lado, no caso de uma exposicao a alta taxa de dose, o tempo uma trajetéria
e outra é menor, favorecendo a formacéao das altera¢cdes (IAEA, 2011; Silva; Da Costa;
Dos Santos, 2015).

O sistema bioldgico ndo absorve toda a energia transferida pela RI. Portanto,
guantificar a dose absorvida é de extrema importancia. O célculo da dose absorvida é
feito dividindo-se a energia absorvida, medida em joules, pela massa do material em
quilogramas, resultando na dose absorvida em gray (Gy). Uma vez que o dano
biolégico esté diretamente relacionado a dose absorvida e ndo a quantidade total de
energia pela qual o individuo foi exposto (IAEA, 2011; Pedroso, 2011).

2.3 EFEITOS BIOLOGICOS DA RADIACAO IONIZANTE

A interagdo RI com o organismo humano ocorre por meio de duas vias, sendo
estas a via direta e indireta (Figura 05) (Elgazzar; Kazem, 2006). A via direta ocorre
guando RI interage com as moléculas do sistema biologico, depositando a sua energia
e levando a desestabilizacao das ligagdes quimicas, sendo seu efeito mais prejudicial
as ruturas de fita simples (SSB) e de fita dupla (DSB) na molécula de DNA (Santivasi;
Xia, 2014). A via indireta ocorre por meio da radidlise da molécula de agua, onde essa
biomolécula, que corresponde a 70% do organismo humano, sédo hidrolisadas e os

radicais livres formados tendem a se estabilizar através da interagdo com outras
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biomoléculas fundamentais que consequentemente serdo degradadas (Le Caér,
2011; Okuno, 2013).

Figura 5 — Efeito direto e indireto da Radiacdo lonizante.
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Fonte: Adaptada de Hall, et al., 2006.

Nesta via indireta, devido a radidlise da agua, had a produgcdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que sdo radicais livres altamente reativos e instaveis
devido a energia armazenada. O mesmo ocorre com 0 nitrato, nitrito e oxido nitrico,
gue séo naturalmente produzidos no organismo e ao interagirem com a RI resultam
na formacdo do radical peroxinitrito, que € uma espécie reativa de nitrogénio (RNS).
Diferentemente dos ions, os radicais livres possuem elétrons desemparelhados e,
devido a sua producéo desordenada e instabilidade, ndo séo facilmente neutralizados
pelos seus carreadores dentro do organismo. Como resultado, esses radicais tendem
a se estabilizar por meio de danos as moléculas bioldgicas (Dowlath, et al., 2021; Hall
et al., 2006).

A producéao de estresse oxidativo € prejudicial ao organismo, pois os radicais
livres tendem a se estabilizar ao interagir com a membrana plasmaética, resultando em
peroxidacao lipidica ou até mesmo no desarranjo da estrutura dessa membrana. A
interacdo com proteinas e enzimas pode levar a modificacdo de grupos funcionais ou
até mesmo a desnaturacdo dessas moléculas. O principal dano ocorre quando 0s
radicais livres interagem com o DNA, o qual também pode ter sido afetado pela via
direta da radiacdo (Aggarwal, 2014; Dowlath, et al., 2021).

Como consequéncia dos danos gerados apos a radioexposi¢ao, os individuos
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expostos podem apresentar efeitos bioldgicos deterministicos ou estocasticos
(Akushevich, et al., 2010; Baverstock; Karotki, 2011).

2.3.1 EFEITOS ESTOCASTICOS E DETERMINISTICOS

A carcinogénese é definida como o processo pelo qual células saudaveis
sofrem mutacdes genéticas que podem resultar em cancer. O efeito estocastico esta
diretamente relacionado ao céncer radioinduzido, que ocorre de forma aleatéria e
probabilistica. Esse tipo de cancer pode surgir com baixas doses de radiacao, pois
ndo ocorre um limiar minimo de dose bem definido. A probabilidade de
desenvolvimento do cancer esta diretamente ligada com o aumento da dose, mas o
efeito é imprevisivel e ndo depende de uma dose especifica para ocorrer (Costa; Do
Val letsugu; 2024).

Os efeitos deterministicos ou ndo estocéasticos estédo relacionados a taxa de
morte celular, quando ultrapassa o limite de compensacdo do organismo humano.
Esta relacionado a um limiar de dose, onde podem aparecer de forma imediata (até
60 dias apOs a exposi¢do) ou ndo com diferentes sintomas, tais como eritemas
cutaneos, nauseas, vomitos, diarreia, fadiga, entre outros que podem ser identificados
na Sindrome Aguda da radiacao por meio da Tabela 1 (Navarro, et al., 2008; Okuno,
2013).

Tabela 1 — Relac&o entre o limiar de dose absorvida e os sintomas da Sindrome
Aguda da Radiacéao.

Dose Absorvida Sindrome Aguda da Radiacéo

(Gy)
Alteracdes hematoldgicas leves (queda temporaria nos
0,1-0,5 el
linfécitos)
10-20 Nauseas, fadiga, dor de (;abe(_;a, reducao significativa dos
’ ’ linfécitos
20-50 Sindrome hematopoiéti_ca: leucopenia, trombocitopenia,
' ' infeccoes
50-7,0 Sindrome gastrointestinal: diarreia, vomitos, desidratacao
50-70 Danos graves ao sistema gast_rointestinal, potencialmente
’ ’ letais
> 10,0 Sindrome neurovascular: danos irreversiveis ao sistema

nervoso, coma, morte dentro de horas a dias
Fonte: Adaptada de Okuno, 2013.
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2.3.2 VIAS DE REPARO AO DANO RADIOINDUZIDO

A morte celular programada, ou apoptose, € o ultimo recurso utilizado pela
célula qguando o dano ocasionado pela Rl na molécula de DNA é irreparavel (Verheij;
Bartelink, 2000). Dessa forma, antes que esse estado ocorra, 0 organismo humano
utiliza diferentes mecanismos para reparar o dano radioinduzido nessa molécula.
Esses mecanismos de reparo dependem do tipo de dano e da fase do ciclo celular em
gue a célula se encontra (Nepomuceno, et al. 2017).

A acao de radicais livres provenientes da molécula de agua juntamente com a
acdo da direta que age principalmente sobre as bases pirimidicas pode levar o
aparecimento de sitios apuricos ou apirimidicos. Dessa forma, o0 reparo por excisao
de base (BER) € um mecanismo importante para minimizacdo deste efeito uma vez
gue leva a formacéao de sitios puricos e pirimidicos. Esse mecanismo ocorre por meio
de processos multienzimaticos, o qual atua substituindo a base nitrogenada danificada
(Lutz, 2017).

A acéo da via direta é mais significativa em levar alteragcdes que modificam a
estrutura da molécula de DNA, que em geral resultam na producédo de dimeros de
timina e consequente distorcdo dessa molécula. Dessa forma, a acdo do reparo por
excisdo de nucleotideos (NER), onde o dano é reconhecido pela juncéo incorreta das
fitas de DNA, ocorrendo também a formacdo de um fragmento acéntrico, porque as
partes do DNA que ndo possuem centrdmero sao excisadas e separadas do restante
do cromossomo. Assim, a DNA helicase atua recortando a dupla hélice de DNA e
permitindo que enzimas nucleares realizem a excisdo da molécula danificada. Apés
esse processo, a DNA polimerase atua produzindo o nucleotideo devido para o local
de excisdo. Por fim, a DNA ligase atuara conectando o seguimento produzido com a
fita (Cortez, 2018; Sharma, Dianov, 2007).

A formacdo de DSB durante a via direta pode ser reparada por meio de trés
vias, que ocorrem durante o ciclo celular, sendo elas: a unido de extremidades ndo
homologas (NHEJ), a recombinacdo homéloga (HR) e o anelamento de fita simples
(SSA). Vale ressaltar que a HR e o SSA ocorrem nas fases S e G2 do ciclo celular,
necessitando de suas extremidades homdélogas, enquanto a NHEJ ocorre durante a
fase G1 e inicio da fase S (Huang; Zhou, 2021).

Dos mecanismos mencionados, o0 HR é o mecanismo de reparo capaz de

restaurar totalmente a molécula de DNA por meio de sua cromatide irma (Huang;
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Zhou, 2021; Isbir, et al., 2015). Entretanto, os mecanismos SSA e NHEJ resultam em
reparos incorretos, formando as alteracbes anel cromossémico € Cromossomo
dicéntrico. O SSA ocorre por meio de grandes delecdes que resultam em sequéncias
repetitivas que se anelam formando uma estrutura complementar. A NHEJ ocorre pelo
reconhecimento da quebra através da proteina Ku70/Ku80, as quais se ligam as
extremidades quebradas do DNA e, como essas extremidades possuem nucleases
compativeis e por meio da DNA ligase, ocorre uma unido que resulta num

cromossomo com dois centrdmeros (Huang; Zhou, 2021; Zhao et al., 2020).

2.4 RADIOSSENSIBILIDADE E RADIORRESISTENCIA

A Lei de Bergonie & Tribondeau ou Lei da Radiossensibilidade foi descrita em
1906, estabelece critérios para a identificar os provaveis comportamentos das células
humanas ao serem irradiadas. Dessa forma, a radiossensibilidade de uma célula esta
ligada ao tipo de tecido, taxa de proliferacdo da célula, atividade metabdlica e a sua
capacidade de diferenciacdo. Ou seja, a sensibilidade a radiacdo € diretamente
proporcional com o seu processo de diferenciacdo ou estado de maturidade (Vogin;
Foray, 2013).

Com isso, células que ainda se encontram indiferenciadas, apresentam alta
taxa de proliferacdo celular e alta atividade metabdlica, irdo apresentar um
comportamento radiossensivel. Enquanto células mais especializadas e diferenciadas
serdo mais radioressistentes. Isso ocorre para a maioria das células, entretanto,
ocorrem excecoes, exemplo disso é visto em melanomas, onde apresentam células
com alta taxa de proliferacdo e alta atividade metabdlica, porém apresentam-se
radiorresistentes. Ademais, outras células que fogem a esse comportamento sao 0s
linfocitos que mesmo sendo células especializadas ou diferenciadas apresentam um

comportamento de radiossensibilidade (Trappetti, et al., 2021; Vogin; Foray, 2013).

2.4.1 LINFOCITOS

A Célula Tronco Hematopoiética (CTH) € responsavel pela produgdo dos
linfécitos, que se dividem em trés grupos, sendo eles o Natural-Killer (NK), B e T. Cada
tipo de linfécito apresenta um processo de especializacdo, onde os linfocitos B e NK

compartilham do mesmo progenitor linfoide e s&o produzidos e maturados na medula
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0ssea. Durante a maturacao, os linfocitos B expressam receptores de células B (BCR)
na membrana plasmatica, que sdo imunoglobulinas essenciais para o reconhecimento
de antigenos. Além disso, eles expressam varias proteinas de superficie, conhecidas
como Clusters de Diferenciacéo (CD), como o CD19, que séo importantes para sua
identificagdo e fung&o. O linfocito T sai da Medula Ossea (MO) durante sua fase de
maturacao e ao entrar em contato o timo, transforma-se em timdcito e ird passar pelo
seu processo de diferenciagéo até os clusters CD4 ou CD8 (Moreira, 2014).

Em geral, os linfécitos humanos desempenham papel fundamental no sistema
imunoldgico e compdem tanto a imunidade inata quanto a imunidade adaptativa.
Compdem a imunidade inata por meio dos linfocitos NK que realizam o controle de
células que sao proprias ou impréoprias ao organismo, e sdo especialmente eficazes
no combate a células neoplasicas e células infectadas por virus. J& os linfocitos Be T
sdo fundamentais na imunidade adaptativa. Os linfocitos B sdo responsaveis pela
producao de anticorpos e aumentam em numero quando ativados. Os linfécitos T sao
encontrados em maior concentragcao no sangue em comparacao aos linfocitos B. Isto
se deve a diversidade de funcbes desempenhadas pelos linfocitos T no sistema
imunolégico, como a destruicdo de células infectadas e a coordenacao da resposta
imune. Os linfocitos T possuem duas classes principais, os CD4+ (linfécitos T
auxiliares) e os CD8+ (linfécitos T citotdxicos), que desempenham papéis
complementares na defesa do organismo (Mesquita, et al., 2010).

Os linfécitos compdem de 20% a 40% das células leucocitarias presentes na
corrente sanguinea e desempenham um papel fundamental na dosimetria bioldgica.
Embora essas células sejam altamente diferenciadas e se encontrem na fase GO do
ciclo celular, os linfocitos sao radiossensiveis, sendo uma excecao da Lei de Bergonié
e Tribondeau sobre a radiossensibilidade, que prevé maior sensibilidade em células
com alta taxa de divisdo. Além disso, devido a sua alta concentracdo na corrente
sanguinea, a sua sensibilidade a Rl e facilidade na coleta, os linfécitos sdo as células
de escolha para estimar a dose absorvida em individuos expostos a radiacéo (IAEA,
2011, Moreira, 2014; Paganetti, 2023).

2.5 ENSAIO DE CROMOSSOMOS DICENTRICOS

Os cromossomos sdo caracterizados por estruturas filamentosas espiraladas

compostas de DNA e proteinas histonas, que ajudam a compactar o DNA dentro do
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ndcleo. Morfologicamente, os cromossomos sdo formados por duas cromatides irmas,
gue sao copias idénticas do material genético, unidas por uma regido central chamada
centromero. A posigao do centrdmero é um critério para realizar a classificagao dos
cromossomos em diferentes tipos, os quais sdo divididos em metacéntrico,
submetacéntrico, acrocéntrico e telocéntrico (Nicodemi; Pombo, 2014).

A RI possui a capacidade de induzir quebras de fita simples (SSB) e de fita
dupla (DSB) no DNA, as quais associadas ao mecanismo de reparo incorreto pode
resultar na formacgdo de alteragbes cromossémicas instaveis, como cromossomo
dicéntrico, anéis cromossdmicos e fragmentos acéntricos (Figura 06A). Entre estas
alteracbes, o cromossomo dicéntrico é o marcador especifico da RI, sendo capaz de
confirmar que um individuo foi radioexposto. Esse tipo de cromossomo é formado pela
associacao de uma extremidade cromossémica rompida com a de outro cromossomo,
formando um cromossomo com dois centrémeros, estando geralmente acompanhado
de um fragmento acéntrico (Figura 06B) (Hlatky, et al., 2002; IAEA, 2011).

Figura 6 — Metafases com alteragdes cromossdmicas. A: Metafase com um anel e
seu fragmento. B: Metafase com um cromossomo dicéntrico e seu fragmento.
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Fonte: IAEA, 2011.

A dosimetria biologica utiliza marcadores citogenéticos para quantificar a dose
absorvida por um individuo. O padrdo ouro para a estimativa de dose absorvida de
individuos radioexpostos € o cromossomo dicéntrico. Esta técnica utiliza a lectina
fitohemaglutinina, derivada do feijdo vermelho, Phaseolus vulgaris, para estimular o
ciclo celular dos linfécitos humanos, fazendo com que eles saiam da fase GO e entrem

em mitose. Durante a divisdo celular, € utilizado o alcal6ide colchicina, derivado de
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Colchicum autumnale, um antimitético utilizado para interromper o ciclo celular na fase
de metafase. E nesta fase que 0S Cromossomos se encontram em sua maior
condensacdao, facilitando, assim, a identificacdo dessas alteracdes cromossémicas

durante as analises microscopicas (IAEA, 2011).

2.6 RADIOPROTETORES E RADIOMITIGADORES

A RI possui uma diversidade de aplicagGes e a Comissao Nacional de Energia
Nuclear (CNEN) registrou, em 2020, cerca de 6.148 instalacOes radioativas
licenciadas no Brasil, das quais 3.499 estavam ativas, operando em diversos setores
da sociedade (CNEN, 2020). No campo médico, essa energia é usada em
radioexposicdes terapéuticas intencionais, como na radioterapia, onde sédo planejadas
aplicac6es de doses absorvidas necesséarias e controladas para eliminar tumores.
Devido a este grande numero de instalacdes, ha a probabilidade de ocorrer
radioexposi¢cdes acidentais, com niveis elevados de dose absorvida (Byun; Jo; Lee,
2006; Carvalho, 2012). Diante do exposto, a utilizacdo de radioprotetores e
radiomitigadores se torna fundamental para proteger individuos e minimizar os danos
causados pela acao dessa energia (Jagetia, 2007; Raviraj, et al., 2014).

A utilizacdo de radioprotetores e radiomitigadores ocorre devido a capacidade
dessas substancias de minimizar os danos causados pela RI. Os radioprotetores sao
administrados antes da exposicao a radiacdo, atuando na prevencao dos efeitos da
RI no sistema biol6gico. Em contrapartida, os radiomitigadores sdo substancias que
reduzem os danos apds o contato da radiacdo com o material biologico, auxiliando na
recuperacao celular e mitigando os efeitos negativos pés-exposicao (Obrador, et al.,
2020).

Neste contexto, a amifostina (WR-2721) é a Unica droga aprovada pela Food
and Drug Administration (FDA), como agente radioprotetor e radiomitigador, sendo
uma substancia quimica capaz de realizar a protecdo de tecidos saudaveis que
entraram em contato com a Rl ao mesmo tempo que ndo minimiza os seus efeitos
contra células cancerosas (Jit; et al., 2023). Entretanto, o uso prolongado desse
farmaco estd associado a promocdo de nauseas e vomitos, podendo ocasionar
hipotensdo, erupcfes cutaneas, reagfes alérgicas, xerostomia, tonturas e fadiga
(Cairnie, 1983). Com isso, tem-se uma crescente nos estudos do potencial

radioprotetor e radiomitigador de produtos naturais, como, plantas e ervas.
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Alguns produtos naturais tém mostrado acdo antioxidante, captando os
radicais livres formados por ROS e RNS. Além disso, estimulam a producao endégena
dos carreadores de radicais livres do proprio sistema biolégico, como a glutationa
(GSH), superoxido dismutase (SOD) e a catalase. A acéo da via direta é minimizada
ao reduzir a apoptose, estimulando o reparo da molécula de DNA, onde ocorre a
producdo de proteinas da Endonuclease Apurinica/Apirimidinica 1 (APE1l) no
mecanismo BER. Além disso, ocorre um maior estimulo para a transcricdo da p53,
proteina fundamental para o reparo do DNA. Por meio da mediacdo dessas, o tecido
hematopoiético é regenerado com a producdo de células sanguineas (Figura 8)
(Dowlath, et al., 2021; Jagetia, 2007). Desta forma, estes produtos naturais podem
apresentar potencial radioprotetor e/ou radiomitigador.

Figura 8 — Mecanismo de radioprote¢cdo mediados por plantas.
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Fonte: Adaptado de Dowlath, et al., 2021

2.7 GINKGO BILOBA

A fitoterapia é uma pratica que se utiliza de plantas e seus derivados no
tratamento e prevencdo de doengas. por possuirem em sua COmMpOSICA0 COMpostos
bioativos que conseguem agir durantes processos patologicos, seja por meio da

eliminacdo de microrganismos, seja reduzindo processos inflamatérios ou reforcando



32

o sistema imunoldgico (Msomi; Simelane, 2019). Desta forma, os fitoterapicos podem
ser utilizados como radioprotetores e radiomitigadores por possuirem a capacidade
de mediar o estresse oxidativo por meio de moléculas antioxidantes, reduzir processos
inflamatoérios, como radiodermites, por meio de mecanismos de acdo das
prostaglandinas e citocinas (Chaughule; Barve, 2024; Stickel; Schuppan, 2007).

Dentre as plantas fitoterapicas, encontra-se a Ginkgo biloba. Planta
pertencente a familia da Ginkgoaceae, que compde 0 grupo das gimnospermae que
possui este nome pelo fato de suas folhas possuirem dois I6bulos. Sendo originaria
do leste asiatico, mais especificamente na China, foi cultivada em outros paises,
havendo seus registros na Europa e na América do Norte. Esta planta é descrita como
um féssil vivo pelo fato desta espécie de planta permanecer praticamente inalterada
por varios periodos geoldgicos. Isto pode estar relacionado com seus compostos
bioativos o que permite a sua existéncia ha mais de 200 milh6es de anos (Jacobs;
Browne, 2000; Samec, et al., 2022).

Figura 9 — Folhas de Ginkgo biloba.

2o E Aty '

Fonte: Samec, et al., 2022.

As folhas de Ginkgo biloba s&o aplicadas em varios estudos por conta de sua
alta quantidade em compostos fitoquimicos, onde as principais podem ser divididas
em terpendides, sesquiterpenos, flavonoides, acidos fendlicos, acidos orgéanicos e
biflavonoides (tabela 2) (Singh, et al., 2008).
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Tabela 2 — Principais compostos fitoquimicos do extrato das folhas de Ginkgo biloba.

Grupos fitoquimicos Moléculas Acéo
Melhoram a circulacéo
Terpendides Ginkgolideos A, B, C, J sanguinea, protegem as

células nervosas
Neuroprotecéo, efeito

Sesquiterpenos Bilobalideo o
antioxidante
Flavonoides Quercetina, Kaempferol, Acéao antioxidante,
Isorhamnetina protecdo dos capilares

Efeitos antioxidantes,

Ginkgais, Cardanol, ~ o
protecao contra radicais

Acidos fendélicos <
Anacardico

livres
- A Acido Ascorbico, Acido Antioxidante, protege
Acidos Organicos . N
Quinico contra estresse oxidativo
Protecéo das células,
. : Amentoflavona, ~
Biflavonoides . . prevencao de danos
Ginkgetina

celulares
Fonte: Adaptado de Singh, et al., 2008.

As folhas de Ginkgo biloba podem apresentar um efeito radiomitigador pelo fato
de possuirem acdo antioxidante e anti-inflamatoria, mas principalmente pelo fato de
conseguirem realizar a preservacao celular das células cerebrais, o qual possui varias
evidéncias do seu efeito neuroprotetor (Singh, et al., 2019).

Zeng, et al. (2018) avaliaram o extrato de Ginkgo biloba e observaram que o
mesmo possui a capacidade de mediar o estresse oxidativo e inflamatorio ao
mimetizar o microambiente cerebral formado na Doenca de Alzheimer (DA). Além
disso, evidenciou a promocéo da neurogénese e a preservacao do hipocampo e do
cortex pré-frontal.

Shao, et al. (2021) observaram a capacidade do ginkgolideos B em mediar a
acao inflamatoéria dos mediadores quimicos TNF-a (Fator de Necrose Tumoral Alfa),
IL-1 (Interleucina-1) e IL-6 (Interleucina-6), o qual trouxe protecdo das células
neuronais com preservagao da cognigao.

Eisvand; Razavi; Hosseinzadeh (2020) evidenciaram que a Ginkgo biloba é
capaz de preservar o dano ocasionado nos vasos sanguineos ao estimular a producéao
de Oxido Nitrico (NO) e realizar a vasodilata¢do, permitindo reduzir a presséo arterial
e contribuindo para resisténcia e preservacgao da funcéo vascular.

Emerit, et al. (1985a) evidenciaram que o extrato das folhas de Ginkgo biloba

conseguiu reduzir os danos cromossémicos em individuo radioexpostos no acidente
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de Chernobyl e em sobreviventes da bomba atémica, onde apresentou acao
anticlastogénica. Além disso, Emerit, et al. (1985b) comparou o seu efeito antioxidante
com a agéo do SOD, o qual é uma molécula fundamental para mediag&o do estresse
oxidativo, entretanto sua administracdo geralmente ocorre por via intravenosa para
garantir a eficacia da enzima. Dessa maneira o extrato se torna mais vantajoso por

poder ser administrado pela via oral.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito radiomitigador in vitro do extrato de Ginkgo biloba em linfécitos
do sangue periférico humano expostos a radiacdo ionizante através do Ensaio de

Cromossomos Dicéntricos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a frequéncia de cromossomos dicéntricos em linfocitos do sangue
periférico humano expostos a uma dose absorvida de 2 Gy de radiacdo gama

tratado com diferentes concentracdes do extrato de Ginkgo biloba.
e Avaliar se o extrato de Ginkgo biloba apresenta acéo radiomitigadora.

¢ Indicar qual concentracao apresentou maior efeito radiomitigador.
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4 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Dosimetria Biologica (LDB) do

Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-NE).

4.1 CoMITE/COMISSAO DE ETICA

Este trabalho faz parte do projeto intitulado “Investigacdo do potencial
radioprotetor do extrato de espécimes medicinais por meio de ensaios citogenéticos
em linfécitos do sangue periférico”, tendo sido aprovada sob o Certificado de
Apresentacdo de Apreciacéo Etica sob o nimero 77151723.6.0000.5208 emitido pelo
Comité de Etica do Centro de Ciéncias da SalGde da Universidade Federal de
Pernambuco (CCS-UFPE) (Anexo A).

4.2 SELECAO DE DOADOR E COLETA DE AMOSTRAS

Um voluntario saudavel, ndo fumante foi selecionado, apdés assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B). Seguindo os critérios
utilizados por Gajendiran, et al. (2001), onde foi realizada uma anamnese do voluntério
por meio de questionario (Anexo C) a fim de verificar se, nos ultimos seis meses antes
da coleta, o voluntario ndo foi exposto a radiacao ionizante, seja com fins terapéuticos
ou diagnosticos, vacinagbes virais ou consumo de drogas, uma vez que a
utilizacdo/consumo desses agentes podem levar a alteragcdes cromossémicas que
podem influenciar nos resultados do experimento. Posterior a este questionario, foram
coletadas amostras de sangue periférico (5 ml cada), por coleta de sangue a vacuo
contendo heparina.

4.3 DILUICAO DO EXTRATO DE GINKGO BILOBA

O liofilizado do extrato das folhas de Ginkgo biloba (Merck, Alemanha) é
ressuspendido em 5 ml de Dimetilsulfoxido (DMSO) e confeccionada uma solugéo
principal, onde dessa solucdo sera removida 1 ml que sera diluida novamente em 99
ml de DMSO (Merck, 2024).
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4.4 GRUPOS DE AMOSTRAS

As amostras de sangue periférico coletadas foram distribuidas em 4 grupos,
conforme especificados na sequéncia:

Grupo 1: amostra ndo irradiada e nédo tratada com o extrato de Ginkgo biloba
(Merck) para verificar o nivel de background da frequéncia de alteracbes
cromossOmicas.

Grupo 2: amostra irradiada e ndo tratada com o extrato de Ginkgo biloba
(Merck) para analisar a frequéncia de alteracbes cromoss6micas produzidas pela
radiacdo ionizante na dose absorvida 2Gy.

Grupos 3 e 4: amostras irradiadas e tratadas com o extrato de Ginkgo biloba
(Merck) nas concentracdes de 0,025 e 0,05 ug/ml do extrato de Ginkgo biloba para
avaliar o seu potencial radiomitigador do extrato, respectivamente. Onde, essas
concentracdes sao utilizadas seguindo a metodologia de Silva (2023) pelo fato de

possuirem menor efeito de citotoxicidade através do teste do MTT.

4.5 |IRRADIACAO DAS AMOSTRAS

Cada amostra de sangue foi separada em aliquotas de 5ml, exposta a uma
fonte de 60Co (irradiador Gammacel 220) localizada no Departamento de Energia
Nuclear da Universidade Federal de Pernambuco (DEN-UFPE) (temperatura da sala
de ~22 °C). Uma barreira de polietileno de 4 mm foi utilizada para assegurar o
equilibrio eletrénico das amostras irradiadas.

As amostras dos grupos 2, 3 e 4 foram irradiadas em Kerma no ar e os valores
foram convertidos em dose absorvida de forma a resultar nas amostras um valor de
dose absorvida de 2 Gy. Vale ressaltar que o fator de conversédo de Kerma no ar para
dose absorvida em tecido mole é a razdo entre os coeficientes de massa de absorcéo
de energia. Numericamente, isso sera obtido pela multiplicacédo do valor de Kerma no
ar por 1,10 para raios y de fontes de 60Co. Ha também uma diferencga entre os fatores
de converséao de tecidos moles para o sangue, entretanto, para radiacao de baixa LET,

essa diferenca é desprezivel (IAEA, 2011).
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4.6 CULTIVO DE CELULAS

As preparacdes citologicas para as analises cromossOmicas foram obtidas a
partir de cultura de linfécitos humanos. Apés a irradiacdo das amostras nos tubos
(grupo 2, 3 e 4) permanecem na estufa por 2 horas para que os mecanismos de reparo
celular ocorram e assim, seja possivel mimetizar cenarios de radioexposi¢cdes. Em
continuidade, foram ser adicionadas 0,5 ml de sangue total nos frascos de cultura
contendo 4 ml de meio RPMI 1640 (Gibco, EUA) suplementado com 1 ml de soro
bovino fetal (Gibco, EUA), 0,1 ml de fitohemaglutinina (Sigma, EUA), 0,6 ml de
estreptomicina (Sigma, EUA) e a administracdo do extrato de Ginkgo biloba (grupo 3
e 4). Em seguida, os frascos foram mantidos na estufa 37 °C, por 48 horas. Faltando
2 horas para finalizar o tempo de cultura, foi adicionado 0,1 ml de Colcemid (Sigma,
EUA). Ao complementar o tempo de cultivo, o material foi centrifugado por 10 minutos
a 1500 RPM, o sobrenadante desprezado e foi adicionado 8 ml de cloreto de potassio
(KCI) para que ocorresse o choque hipotdnico. Em seguida, os tubos foram novamente
centrifugados por 10 minutos a 1500 RPM o sobrenadante foi retirado e adicionado o
fixador metanol e acido acético na propor¢cdo 3:1. Foram realizadas varias
centrifugacbes e trocas de fixador até que o conteudo da cultura estivesse

transparente.

4.7 PREPARACAO DAS LAMINAS

As laminas foram confeccionadas a partir do precipitado de células
ressuspenso em 0,5 ml de solucéo fixadora. Este precipitado foi gotejado a 1m de
distancia em dois pontos na lamina e a mesma colocada para secar a temperatura
ambiente por 24 horas. Em seguida, as laminas foram coradas com Giemsa a 5%

durante 7 minutos para posterior analise microscépica.

4.8 ANALISE MICROSCOPICA

A analise de metafases foi realizada diretamente no microscopio Optico (Leica
DM500), onde objetivou-se contabilizar, no minimo, 500 metéfases viaveis para cada
grupo. As metéafases viaveis sao aquelas células que possuem 46 centrdbmeros, sem

sobreposicdo, onde € possivel verificar alteragcbes cromossdmicas instaveis mais
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comuns, como, cromossomos dicéntricos, fragmentos acéntricos isolados e 0s anéis

cromossomicos (IAEA, 2011).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Apos a andlise microscopica, foram realizados os calculos estatisticos, onde se
deve verificar a distribuicdo de cromossomos dicéntricos se ajustam a distribuicdo de
Poisson utilizando o teste u de Papworth (IAEA, 2011). A estatistica do teste U € uma
unidade normalizada do indice de dispersédo (02/y), onde valores de U superiores a
1,96 indicam sobredisperséao significativa e os valores de U inferiores a -1,96 indicam
a subdispersao significativa (IAEA, 2011). Onde, para a avaliacdo do comportamento
radiomitigador esta associado a uma diminuicdo nessa frequéncia (Dardano, et al.,
2007 e Georgieva, et al., 2013).
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5RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 171 metafases linfocitarias, onde dessas 111 referem-se ao
grupo nédo irradiado e nao tratado com o extrato e 60 referem-se aos grupos irradiados
com e sem o tratamento do extrato conforme especificado na tabela 3.

Tabela 3 — Frequéncia e distribuicdo das alteracdes cromossdmicas instaveis.

Dose Conc. Total Total

de de Y ODic 1Dic 2Dic 3Dic u
(Gy)  (ug/mi) células Dic
0 0 111 0 0,000 111 0 0 0 -
2 0,025 7 1 0,143 6 1 0 0 - 0,408
2 0,05 6 5 0,833 3 2 0 1 - 2,236
2 0 47 12 0,255 36 10 1 0 - 2,294

Legenda: Conc. = Concentracéo do extrato de Ginkgo biloba; Dic = Dicéntrico; Y =
Frequéncia de alteracdes; u = Teste U de PapWorth

A tabela 3 mostra que a distribuicdo das alteracdes celulares ndo obedecem
uma distribuicdo de Poisson, pois, pelo teste u de Papworth, o valor de U encontram-
se fora do intervalo de +1,96, com excecédo do grupo irradiado e tratado com 0,025
Mg/ml., apresentando uma subdisperséo significativa.

Além disso, observa-se que a frequéncia de alteragdes no grupo irradiado e
tratado com 0,025 pg/ml apresentou uma reducgéo de 44% na frequéncia de alteracdes
quando comparado ao grupo irradiado nao tratado, parecendo que o extrato tenha um
potencial radiomotigador. Entretanto, ao comparar o grupo irradiado tratado com 0,05
Mg/ml com o nédo tratado, a frequéncia de alteracdes se apresenta superior. Isto,
provavelmente, se deu por conta do reduzido nimero de células analisadas, onde a
proposta €, no minimo, 500 metafases por grupo, conforme orientado pela Agéncia
Internacional de Energia Atdmica (IAEA, 2011).

Silva (2023) utilizou a mesma técnica, concentracdes e dose absorvida, porém
com um individuo diferente. Observou-se o potencial radiomitigador do extrato de
Ginkgo biloba em ambas as concentracdes apos a andlise de 781 metéafases. Esse
potencial foi estatisticamente comprovado, com o teste de Tukey revelando uma
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre o grupo irradiado e tratado com
ambas as concentracdes e o grupo irradiado e nao tratado.

Na tabela 04, estédo dispostas as frequéncias de dicéntricos de outros estudos

gue avaliaram, as acOes radioprotetora e radiomitigadora de diferentes produtos



naturais, com excecdo do diclofenato de sddio.

Tabela 4 — Comparacao das frequéncias de dicéntricos com a literatura.

Trabalhos

Este estudo

Sebastia, et
al., 2011

Montoro, et
al., 2011

Siqueira, et
al., 2019

Alok, et al.,
2020

Faraji, et al.,
2024

Dose (Gy)

2

2,5

Extrato/Diluente

DMSO + Ginkgo
biloba

Etandlico de

Curcumina

(Rizoma de
Curcuma longa)

Etanolico de
Resveratrol

Etandlico de
Prépolis

Metanol +
Querticina

Agua deionizada
+ Diclofenato de
sédio

DMSO + Crocin
(Flor de Crocus
sativus)

Etandlico de
Resveratrol

Combinacéo dos
extratos

Concentracéo

0 pg/ml

0,025 pg/ml

0,05 pg/ml
0 pg/ml
5 pg/ml
50 pg/ml

500 pg/ml
0 pg/ml
0,5 pug/ml
5 pg/ml
50 pg/ml
0 pg/ml
20 pg/ml
40 pg/ml

120 pg/ml

250 pg/ml

500 pg/ml

750 pg/ml

1000 pg/ml

2000 pg/ml

0 uM
37,5 uM
0 uM
10 uM
100 uM
1mM
0 pg/ml
5 pg/ml
50 pg/ml

100 pg/ml

200 pg/ml

400 pg/mi

800 pg/ml
0 pg/ml
5 pg/ml
50 pg/ml

100 pg/ml

200 pg/ml

400 pg/mi

800 ug/ml
0 pg/ml

5+ 5 ug/ml

50 + 50 pg/ml

Y
0,255
0,143
0,833
0,296
0,140
0,192
0,167
0,296
0,142
0,223
0,216

0,33
0,23
0,22
0,21
0,20
0,19
0,18
0,16
0,16
0,092
0,028
0,15
0,13
0,14
0,06
0,30
0,16
0,18
0,14
0,16
0,20
0,16
0,30
0,24
0,14
0,10
0,12
0,18
0,26
0,30
0,28
0,08
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100 + 100 pg/mi 0,10
200 + 200 pg/ml 0,12
400 + 400 pg/ml 0,16
800 + 800 pg/ml 0,12

Legenda: Y = Frequéncia de alteracdes citogenéticas.

Como observado, os estudos demonstram o mesmo padrdo encontrado nesta
pesquisa ao comparar as amostras irradiadas tratadas com as que néo receberam
tratamento. E evidente que o0s extratos estudados como possiveis
radioprotetores/radiomitigadores se revelaram capazes de reduzir a frequéncia de
danos intracelulares, por meio da diminuicdo do aparecimento de cromossomos
dicéntricos nas amostras.

Sebastia, et al. (2011) avaliaram ac¢do radioprotetora da curcumina, uma
molécula polifendlica extraida dos rizomas de Curcuma longa (acafrdo da terra), e do
resveratrol, uma molécula pertencente ao grupo funcional fitoalexina extraido da
casca de uvas e frutas vermelhas. Ambas as moléculas foram selecionadas para o
estudo devido as suas capacidades antioxidantes, anti-inflamatoérias e,
principalmente, pelo fato de atuarem inibindo os trés estagios da carcinogénese.
Ademais, essas moléculas sdo apolares e conseguem adentrar a membrana
plasmatica, reduzindo a acao indireta da RI. Eles observaram que o efeito maximo de
radioprotecdo produzido pela curcumina foi com a concentracdo de 5 pg/ml, levando
a uma reducdo de 52,7% na frequéncia de alteragdes citogenéticas. Enquanto, o
resveratrol apresentou o seu efeito maximo na concentracéo de 0,5 ug/ml, induzindo
uma reducédo de 52,03%.

Montoro, et al. (2011) avaliaram as ac¢0es radioprotetora e radiomitigadora do
extrato etandlico de prépolis que € rico em compostos fendlicos com acgéo
imunomoduladoras, antioxidantes, anti-inflamatérias e antitumorais. A concentracao
de 1000 pg/ml do extrato apresentou o maior efeito radioprotetor com uma reducao
de 51,52% da frequéncia de dicéntricos. Entretanto, com o0 aumento da concentragao
do extrato ndo houve um aumento no efeito radioprotetor. Este extrato ndo apresentou
acdo radiomitigadora com relevancia estatistica.

Siqueira, et al. (2019) avaliaram a acao radiomitigadora da querticina, um
flavonoide que pode ser isolado em vegetais e frutas, com propriedades antioxidantes
e anti-inflamatérias. No referido trabalho, o composto foi utilizado em duas
concentracdes, sendo elas 37,5 e 75 yM. Entretanto, a concentracdo de 75 uM
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apresentou alto potencial citotdxico inviabilizando a cultura de linfocito, enquanto a
concentracdo de 37,5 uM conseguiu reduzir a frequéncia de dicéntricos em 69,57%.
Ja o trabalho de Alok, et al. (2020) avaliou a acdo radioprotetora e
radiomitigadora do diclofenato de sdodio, um anti-inflamatério ndo esteroidal com
propriedade antioxidante. Eles observaram uma acdo radiomitigadora de maior
relevancia estatistica na concentracao de 1mM, o que resultou numa reducéo de 50%
na frequéncia de dicéntricos. As demais concentracdes estudadas (10 uM e 100 uM)
nao conseguiram mitigar o dano genotéxico ocasionado pela radiagéo ionizante.
Faraji, et al. (2024) avaliaram a acédo radioprotetora da crocina, um caroteno
extraido da Flor de Crocus sativus (acafrdo crocus ou crocus de outono) que possui
acao antioxidante, anti-inflamatoéria e antitumoral. Eles também avaliaram a acdo do
resveratrol em maiores concentracdes do que as avaliadas por Sebastia et al. (2011).
No referido estudo, foi evidenciado que a concentracdo que ofereceu o maior efeito
radioprotetor tanto da crocina quanto do resveratrol foi 100 uyg/ml com uma reducéo
da frequéncia de dicéntricos de 53,33% e 66,67%, respectivamente. Esta reducao
aumentou para 73,33% quando a concentracdo ao administrar 50 uM de ambos os

compostos ha mesma cultura.
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6 CONCLUSAO

O extrato de Ginkgo biloba apresentou indicios que pode levar uma reducéao na
frequéncia de alteragBes cromossdmicas nos linfocitos do sangue periférico apés
serem irradiados com uma dose absorvida de 2 Gy na concentracao 0,025 pug/ml. Com
isso, o0 extrato de Ginkgo biloba demostra tendéncia a ter um efeito radiomitigador
podendo estar relacionado com o fato que suas moléculas antioxidantes conseguirem
mediar o estresse oxidativo ocasionado pela radiacao ionizante ou até mesmo ocorrer
o estimulo das vias de reparo de DNA através da sua agéo anticlastogénica. Portanto,
€ necessario prosseguir com as analises para uma quantidade maior de células, a fim
de se poder confirmar de forma estatisticamente significativa que o extrato de Ginkgo

biloba consegue oferecer um efeito radiomitigador para a dose absorvida utilizada.
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa Implantagdo do protocolo
combinado no CRCN-NE para triagem ¢ estimativa de dose absorvida em casos de acidentes radiologicos, que
estd sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) Fabiana Farias de Lima Guimaries, Centro Regional de
Ciéncias Nucleares do Nordeste, Av. Professor Luiz Freire, 200, CDU, 50730-120, Recife/PE - Fone: (81) 3797-
8014/ Email: fabiana.farias@cnen.gov.br.

Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Raquel Cordeiro de Oliveira, telefone para
contato: (81) 979038111 e e-mail: raquel.cordeiro0@gmail.com; Suy Ferreira Hwang, telefone para contato:
(81) 3797-8050 e e-mail: suy.hwang@cnen.gov.br, e Mariana Esposito Mendes, telefone para contato: (81)
3797-8021 e e-mail: mariespositomendes@gmail.com.

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsdvel por esta pesquisa. Apenas quando
todos os esclarccimentos forem dados ¢ vocé concorde com a realizagdo do estudo, pedimos que rubrique as
folhas ¢ assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma via lhe serd entregue ¢ a outra ficard com o
pesquisador responsavel.

O (a) senhor (a) estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso nao aceite participar, nao havera
nenhum problema, desistir ¢ um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da
pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Descricio da pesquisa e esclarecimento da participa¢do: O presente estudo tem o objetivo de
avaliar a atividade radioprotetora do extrato de plantas medicinais, em linfécitos humanos do sangue
periférico cultivados, comparando a frequéncia de alteragdes citognéticas em diferentes doses
absorvidas de radiagdo gama. Tal pesquisa ¢ necessaria, pois, diariamente, sejam por motivos médicos
ou ocupacionais, a populagido ¢ cada vez mais exposta as radiagdes, sendo necessario um estudo mais
aprofundado que fornega mecanismos de radioprote¢do aos individuos. Sua participacdo nessa
pesquisa consistirda em fornecer 4 amostras de sangue (10 ml) em diferentes meses que serdo coletadas
por simples puncdo venosa em tubos de vacutainers contendo heparina, apds assinatura deste termo.
Seu material sera usado exclusivamente para efeito desta pesquisa € a pesquisa nao esta avaliando o
seu estado de saude. Serdo utilizadas as amostras do seu sangue para expor fora do corpo a radiacio e
assim avaliar as alteracdes cromossdmicas que acontecem nelas devido a estas exposi¢oes. O(a) Sr(a).
também respondera um questionario para verificacdo do seu estado geral de saude, apontando se nos
ultimos seis meses antes da coleta houve alguma exposicdo a radiagdo terapéutica ou raios X
diagnostico; aplicagdo de vacinas; ou consumo de drogas ilicitas. Essas informagdes sdo necessarias,
pois os fatores citados podem alterar os resultados.

» RISCOS: Os riscos inerentes a sua participagdo podem ser: (1) o constrangimento em nio saber ou nao
querer responder a algum item do questiondrio, caso sua amostra ird contribuir para a elaboracdo das
curvas de calibracdo dose-resposta; (2) durante a coleta, que obedecerd aos requisitos de seguranga e
assepsia, vocé poderd sentir uma ardéncia local e, eventualmente, apos coleta, poderd se formar um
hematoma, que desaparecerd em poucos dias. Esses riscos podem ser minimizados (1), realizando o
questionario de forma individual e privada; e (2) utilizando compressa de gelo logo apos a coleta.
Ressaltamos que, em momento algum, o(a) senhor(a) serd exposto(a) a quaisquer fontes radioativas

> BENEFICIOS diretos/indiretos para os voluntirios: O seu beneficio ¢ que sera dada a opgio de se
fornecer a informagao quanto aos niveis espontaneos das alteragdes cromossomicas que o Sr(a) possui.
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Essa informagdo poderd ser enviada pds-andlisc aos doadores, sc¢ assim descjar, por meio de um
documento/carta padrdo via correio ou e-mail. No caso dos beneficios indiretos, destacamos o potencial
uso dos extratos estudados como radioprotetores, fornecendo um meio seguro para prote¢do em casos
de acidentes radiolégicos e exposi¢des programadas a radiagdo.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa (€ém plena liberdade de se recusar a participar do
estudo e que esta decisdo ndo acarretara penalizacio por parte dos pesquisadores. Todas as informagdes desta
pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo
identificagdo dos voluntérios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados colctados ncsta pesquisa ficardo armazenados cm pastas dc arquivo sob a
responsabilidade da pesquisadora Fabiana Farias de Lima Guimariaes, no enderego acima informado pelo periodo
de minimo 5 anos apds o término da pesquisa. Da mesma forma, as culturas das células provenientes de suas
amosiras de sangue f[icardo armazenadas em freezer no laboratdrio sob a responsabilidade da pesquisadora
principal no enderego da institui¢do e serdo destruidas ao final desta pesquisa. Vale ressaltar que, mesmo estando
sob a responsabilidade da pesquisadora principal, o Sr (a) € o proprietdrio(a) de suas proprias amostras e sera
avisado no momento de serem destruidas.

Nada lhe scrd pago ¢ nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a accitagao ¢ voluntaria, mas
fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagdo na
pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participagdo
scrdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte ¢ alimentagao).

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o (a) senhor (a) poderd consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endere¢o: Avenida da Engenharia s/n —
1° Andar, sala 4 - Cidade Universitiria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
cephumanos.ufpe@ufpe.br.

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apés a leitura
(ou a escuta da leitura) destc documento ¢ de ter tido a oportunidade de conversar ¢ ter esclarecido as minhas
duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo “Implantagdo do protocolo
combinado no CRCN-NE para triagem e estimativa de dose absorvida em casos de acidentes radiologicos” como
voluntdrio (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagao.
Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade.

Local ¢ data

Impressao
Assinatura do participante: digital
(opcional)

Presenciamos a solicitacio de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO C — Modelo do questionério para selecdo de doadores (anamnese)
Modelo do Questionario de Selecao de Doadores

I-DADOS PESSOAIS
1.2 N° do Voluntério:

1.3Sexo: M[O]F[1] 1.4 DatadeNascimento__ / / 1.5 Datade
hoje / /

1.6 Estado civil:

Solteiro[ 0]; Casado[ 1 ]; Viavo[ 2 1; Divorciado[ 3 ]; Separadol[ 4 ];
Outros [ 5]

1.7 Cargo: Funcao:

1.8 Grau de Instrucio (escolaridade):

[ 1] ndo estudou / Primario Incompleto

[ 2 ] primério Completo / Ginasial Incompleto

[ 3 ] ginasio Completo / Colegial Incompleto

[ 4 ] colegial Completo / Superior Incompleto

[ 5 ] superior Completo / Pés-Graduagdo Incompleta

[ 6 ] pés-Graduagao Completa

1.9 Indique nos espacos abaixo a QUANTIDADE de itens que existem em sua residéncia:

Quantos Quantos Quantos

[ ] automodvel [ ] radio [ ] mdquina de lavar roupa
[ | banheiro [ ] videocassete [ ] empregada mensalista
[ ] aspirador de pé [ | geladeira [ 1TV em cores

Total de Pessoas na Familia: [ ]
11 - INDICADORES GERAIS DE SAUDE

2.1 Com relagdo ao fumo, marque a resposta apropriada para o seu caso:

[ 1] nunca fumei [ 5] fumo de dez a vinte cigarros por dia
[ 2 ] parei de fumar hd mais de dois anos [ 6 ] fumo mais que vinte cigarros por dia
[ 3 ] parei de fumar a menos de dois anos [ 7 ] s6 fumo charuto ou cachimbo

[ 4 ] fumo menos de dez cigarros por dia

2.2 Quantos "drinques" vocé toma POR SEMANA: (um drinque = 1/2 garrafa de cerveja, um
copo de vinho ou uma dose de destilado)

[ 1] nenhum [ 2 ] menos que trés [ 3] cinco a dez [4]
mais que dez

2.3 Com que freqiiéncia vocé consegue dormir "bem" (7 - 8 horas por noite):
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[ 1] sempre [ 3 ] tenho dificuldade para dormir "bem'
[ 2 ] maioria das vezes [ 4 | raramente consigo dormir "bem"
2.4 Vocé acorda descansado?

[1]sim [ 2 ]ndo

2.5 No final da jornada de trabalho vocé se sente (fisica e mentalmente)?

[ 1]bem [ 2] cansado [ 3 ] pouco cansado

2.6 Vocé estd satisfeito com o seu peso?

[ 1]sim [ 2 ] néo (gostaria de aumentar) [ 3 ] ndo (gostaria de diminuir)
II1 - ATIVIDADE FiSICA HABITUAL

Para cada questio, responda somente UMA alternativa.

ATIVIDADES OCUPA CIONAIS DIARIAS

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

[1]sim [ 2] ndo
3.2 Eu geralmente vou e volto do trabalho de carro: [ 1 | sim [ 2 ]ndo
3.3 Eu geralmente uso escadas ao invés do elevador: [ 1 ] sim [ 2] ndo

3.4 Minhas atividades fisicas didrias podem ser descritas como:

[ 1 ] Passo a maior parte do tempo sentado(a) e, quando muito, caminho de um lugar préximo
para o outro.

[ 2 ] Na maior parte do dia realizo atividades fisicas moderadas, como caminhar ripido,
executar tarefas que requerem movimentacéo.

[ 3 ] Diariamente executo atividades fisicas intensas por vdrias horas (trabalho pesado, como
jardinagem, construcio, limpeza, transporte de cargas, esportes, etc...)

IV - QUESTIONARIO DE SAUDE FiSICA

4.1 Como voceé classificaria seu estado de sadde atual?

Ruim ! Regular 2 Bom 3 Excelente 4
4.2 Queixa Principal: []
Antecedentes Pessoais:
Ja sofre Desde hd Sob Tratamento
nunca | sofreu | atual-
antes | mente ANOS / SIM NAO

MESES



4.6 Gastrite/Ulcera 0 1 2 a__m 3
4.7 Bronquite/Asma 0 1 2 a m 3
4.9 Dor no peito aos esforcos 0 1 2 a m 3
4.10 0 1 > m 3
Infarto/Revascularizacio/Angioplastia —

4.11 Hipertensio 0 1 2 a__ m 3
4.12 AVC (derrame) 0 1 2 a m 3
4.13 DST - Dca. sexualmente 0 1 ) a m 3
transmissivel D

4.14 Infecgdes urindrias de repeti¢io 0 I 2 a_m 3
4.16 Incontinéncia urindria 0 1 2 a m 3
4.20 Dores ou rigidez articulares 0 1 2 a__m 3
4.21 Diabetes mellitus 0 1 2 a_m 3
4.22 Alergias 0 1 2 a__m 3
4.23 Convulsdes 0 1 2 a_m 3
4.24 Depressio 0 1 2 a_m 3
425 Cancer 0 1 2 a m 3
7.27 Caries a tratar 7 Sim [ 1] Nio [ 2]

7.28 Historia Familiar:
Possui na familia PAI, MAE ou IRMAOS que apresentam ou apresentaram:

[ 1] Angina, Infarto ou morte sibita antes dos 50 anos [ ]

[ 2 ] Angina, Infarto ou morte stbita apds os 50 anos | | [ 3] Diabetes [ |

[ 4 ] Pressao alta ou AVC [ ] [ 5] Néao sabe [6]
Nenhum

[7]Outros:

O Sr°(a) foi submetido a qualquer procedimento envolvendo o uso de radiacio nos dltimos
seis meses? Sim [1] Nao [2]



O Sr°(a) recebeu qualquer tipo de vacinagfo nos dltimos seis meses? Sim [1] Naio [2]

Qual?

V - QUESTIONARIO DE ESTRESSE FISIOLOGICO

Os sintomas fisicos do estresse sdo excelentes indicadores numa avaliagdo. O seguinte
questionario nos ajudard a ter uma idéia da severidade do estresse que vocé estd experimentando
na sua vida didria, gerando alteragioes no funcionamento normal de seu organismo. Responda
cada numero entre 0 e 5, usando a escala abaixo:

0O =nunca 1 =uma a2 vezes ao ano
2 = quase todos 0s meses 3 = quase todas as semanas

4 =uma ou mais vezes por semana 5 = diariamente
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SINTOMAS CARDIOVASCULAR SINTOMAS DA PELE

____taquicardia ~____acne

____ batidas vigorosas e descompassadas do

coragao —— caspd

______maos suadas e frias ___ transpiragdo

____ dores ou pontadas na cabega _____ressecamento excessivo da pele ou cabelo
SINTOMAS RESPIRATORIOS SINTOMAS IMUNOLOGICOS
____respiracdo rapida ou irregular, ou curta _____coceira/ardéncia

____ faltade ar ____resfriado

____ ataque de asma __ gripes fortes

dificuldade de falar, por pouco controle da rachaduras na pele

respiracao

SINTOMAS GASTROINTESTINAIS SINTOMAS METABOLICOS

____ indisposicdo estomacal, nduseas e vomitos |____ aumento do apetite

____ constipagio ___aumento da ansiedade por fumo e doces
diarréia _____preocupacdo generalizada e dificuldade para

dormir

dor abdominal aguda

SINTOMAS MUSCULARES
_____dor de cabecga (dor continua)
______tremores musculares e das maos
____ artrites




