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RESUMO

Substancias radiomitigadoras, sejam de origem natural ou sintética, representam
solugbes promissoras para proteger células e tecidos apos a exposigédo a radiagao,
especialmente em areas médicas e industriais. A Palifermina, substancia sintética
radiomitigadora, apresenta alto custo e possiveis efeitos adversos, limitando seu uso
e reforcando a necessidade de opgdes mais seguras e acessiveis. Os compostos
naturais, em geral, ttm ganhado destaque por oferecerem menor toxicidade e maior
acessibilidade em relagdo aos sintéticos. Entre os radiomitigadores naturais,
destacam-se substancias derivadas de plantas, que neutralizam radicais livres,
reduzem o estresse oxidativo e auxiliam na reparagao celular. As lectinas, proteinas
encontradas em vegetais, possuem propriedades anti-inflamatérias, antimicrobianas
e antitumorais. Por sua capacidade de identificar alteragdes em membranas celulares,
especialmente de células cancerigenas, as lectinas emergem como potenciais
agentes radiomodificadores naturais. Desse modo, objetivou-se avaliar o efeito
radiomitigador da lectina StelLL, extraida das folhas de Schinus terebinthifolia em
cultura de células mononucleares do sangue periférico total (PBMC). A comprovacgao
da eficacia radiomitigadora da SteLL e os danos ao DNA foram avaliados por meio do
Ensaio Cometa Alcalino Padrao. Este teste consiste na ruptura da membrana celular
seguida da analise da migragdo do DNA danificado em gel de agarose submetido a
eletroforese. Entao, inicialmente realizou-se o teste de viabilidade celular para analise
da genotoxicidade e seguidamente, as células foram irradiadas e tratadas com a
lectina nas concentragdes de 26,56; 13,28; 6,64; 3,32 € 1,66 ug/mL. O Ensaio Cometa
Alcalino propriamente dito ocorreu apds 3h de incubagao com a lectina. A partir desse
processo, foram mensurados o indice, a frequéncia e o grau de dano nas amostras.
Os resultados evidenciaram que os indices de Dano (ID) na dose absorvida de 0,5 Gy
para as concentracdes de 26,56, 13,28, 6,64, 3,32 e 1,66 ug/mL foram 32,17, 33,17,

43,25, 41,33, 53,08, respectivamente. Os IDs na dose absorvida de 1,5 Gy foram

50,67, 66, 85,92, 90, 89,58. Por fim, na dose absorvida de 2,5 Gy, os |IDs foram 85,75,

77,50, 79,33, 85,25, 74. As doses absorvidas de 0,5 Gy e 2,5 Gy quando comparadas
ao Controle Negativo, ndao apresentaram diferencas estatisticas. Entretanto, a
concentragéo de 26,56 pg/mL na dose absorvida de 1,5 apresentou p<0,05. Ao final
do experimento, concluiu-se que nas concentragdes testadas, a lectina ndo foi
genoxodtica as células estudadas e apresentou atividade radiomitigadora,
principalmente na maior concentragédo e na dose absorvida de 1,5 Gy.

Palavras-chave: Radiacdo lonizante. Radiomitigacdo. Aroeira da Praia. DNA.
Produtos naturais.
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ABSTRACT

Radiomitigating substances, whether of natural or synthetic origin, represent promising
solutions for protecting cells and tissues after exposure to radiation, especially in
medical and industrial areas. Palifermin, a synthetic radiomitigating substance, has a
high cost and possible adverse effects, limiting its use and reinforcing the need for
safer and more accessible options. Natural compounds, in general, have gained
prominence for offering lower toxicity and greater accessibility compared to synthetic
ones. Natural radiomitigators include substances derived from plants, which neutralize
free radicals, reduce oxidative stress and help with cell repair. Lectins, proteins found
in plants, have anti-inflammatory, antimicrobial and antitumor properties. Due to their
ability to identify alterations in cell membranes, especially cancer cells, lectins are
emerging as potential natural radiomodifying agents. The aim of this study was to
evaluate the radiomitigating effect of the lectin StelLL, extracted from the leaves of
Schinus terebinthifolia, in a culture of whole peripheral blood mononuclear cells
(PBMC). The radiomitigating efficacy of SteLL and DNA damage were evaluated using
the Standard Alkaline Comet Assay. This test consists of rupturing the cell membrane
followed by analysis of the migration of the damaged DNA in an agarose gel submitted
to electrophoresis. Initially, the cell viability test was carried out to analyze genotoxicity
and then the cells were irradiated and treated with the lectin at concentrations of 26.56,
13.28, 6.64, 3.32 and 1.66 ug/mL. The Alkaline Comet Assay itself took place after 3
hours of incubation with the lectin. From this process, the index, frequency and degree
of damage to the samples were measured. The results showed that the Damage
Indices (DI) at the absorbed dose of 0.5 Gy for the concentrations of 26.56, 13.28,
6.64, 3.32 and 1.66 ug/mL were 32.17, 33.17, 43.25, 41.33 and 53.08, respectively.

The IDs at the absorbed dose of 1.5 Gy were 50.67, 66, 85.92, 90, 89.58. Finally, at
the absorbed dose of 2.5 Gy, the IDs were 85.75, 77.50, 79.33, 85.25, 74. The
absorbed doses of 0.5 Gy and 2.5 Gy, when compared to the Negative Control,
showed no statistical differences. However, the concentration of 26.56 ug/mL in the
absorbed dose of 1.5 showed p<0.05. At the end of the experiment, it was concluded
that at the concentrations tested, the lectin was not genotoxic to the cells studied and
showed radiomitigating activity, especially at the highest concentration and at the
absorbed dose of 1.5 Gy.

Key words: lonizing Radiation. Radiomitigation. Aroeira da Praia (Schinus
terebinthifolia). DNA. Natural Products.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 — Poder de penetragao de diferentes radiagdes ionizantes 19
Figura 2 — Representacédo da Radioterapia 20
Figura 3 — Esterilizagdo de materiais 20
Figura 4 — Efeito Fotoelétrico 21
Figura 5 — Efeito Compton 22
Figura 6 — Producgéo de Pares 22
Figura 7 — Classificagdo dos Graus de Dano do Ensaio Cometa. 27
Figura 8 — Exemplificagdo da Schinus terebinthifolia 30
Figura 9 — Cuba de Eletroforese Horizontal 35

Figura 10 — Graus de Dano do Ensaio Cometa em Células tratadas com a StelLL
sem lrradiagao 38
Figura 11 — indice de Dano ao DNA sem irradiagao e nas doses absorvidas de 0,5,
1,5, 2,5 Gy 39
Figura 12 — Graus de Dano do Ensaio Cometa em Células tratadas com a StelLL

com Irradiacao. 41



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Grupos Experimentais do Ensaio Cometa Alcalino 36
Tabela 2 — Avaliacéo do indice de dano (ID) e frequéncia de dano (FD) com a lectina
StelLL.

39



°C
BioProt
BER
CCS
CEP
CNPq
CRCN-NE
DEN
DNA
EDTA
Et al
FD
FDA
Gy

HR
IAEA
ICRP

INCA
IPEN
KCI
KH2PO4
mA

mL

mM
MMR
NaCl
NaOH
NazHPO4
NER
NHEJ
PBMC

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Graus Celsius

Laboratério de Proteinas do Departamento de Bioquimica

Reparo por excisdo de bases
Centro de Ciéncias da Saude

Comité de Etica em Pesquisa

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste
Departamento de Energia Nuclear

Acido desoxirribonucléico

Ethylenediamine tetrzaacetic acid

E outros

Frequéncia de Dano

Food and Drug Administration

Gray

Recombinagdo Homéloga

International Atomic Energy Agency
International Commission On Radiological Protection
indice de Dano

Instituto Nacional de Céancer

Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
Cloreto de Potassio

Fosfato Monopotassico

Miliampere

Mililitro

Milimolar

Reparo de Mismatch

Cloreto de Sédio

Hidroxido de Sadio

Fosfato Dissddico

Reparo por Excisdo de Nucleotideos

Juncédo de Extremidades Ndo-Homodlogas
Peripheral Blood Mononuclear Cell



PBS

pH

RI

StelL
UFPE
WHO
WR-2721
Ml

Mg

Phosphate-Buffered Saline

Potencial Hidrogenidnico

Radiacao lonizante

Lectina Extraida de Folhas de Schinus terebinthifolia
Universidade Federal de Pernambuco

World Health Organization

Amifostina

Microlitros

Microgramas



14

SUMARIO

1 INTRODUGAO 16
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA 18
2.1 RADIAGAO IONIZANTE 18
2.2 INTERACAO DA RADIACAO IONIZANTE COM O SISTEMA BIOLOGICO 21
2.3 EFEITOS BIOLOGICOS DA RADIACAO IONIZANTE NO ORGANISMO 23
24 RADIOSSENSIBILIDADE E RADIORRESISTENCIA 25

2.4.1 Capacidade de Reparo do DNA, Presenca de Oxigénio, Fase do Ciclo

Celular 25
2.4.2 Linfocitos 26
2.5 ENSAIO COMETA ALCALINO 26
2.6 RADIOPROTETORES E RADIOMITIGADORES 28
2.7 PLANTAS 29
2.7.1 Schinus terebinthifolia Raddi 29
2.8 LECTINAS 31
2.8.1 StelLL 31
3 OBJETIVOS 32
3.1 OBJETIVO GERAL 32
3.2 OBJETIVO ESPECIFICO 32
4 METODOLOGIA 33
4.1 OBTENGAO, DOSAGEM E FUNCIONALIDADE DA STELL 33
4.2 CoMITE/COMISSAO DE ETICA 33
4.3 AVALIACAO GENOTOXICA 33
4.3.1 Isolamento e Cultivo de Células Mononucleares do Sangue Periférico Total
(PBMC). 33
4.3.2 Viabilidade Celular 34
4.3.3 Irradiagao 34
434 Teste Cometa Alcalino Padrao 34
4.3.5 Divisdo dos grupos e Avaliagdo dos Cometas 35
4.4 ANALISE ESTATISTICA 37
5 RESULTADOS E DISCUSSAO 38
6 CONCLUSAO 42

REFERENCIAS 43



15

ANEXOS 51
ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da UFPE.



16

1 INTRODUGAO

A radiacdo ionizante desempenha um papel essencial em diversas areas da
ciéncia e tecnologia, trazendo muitos beneficios, no entanto, a exposicao inadequada
a esse tipo de radiacao, pode gerar riscos a saude (Nicolai; Wrzesien, 2024). Os danos
causados podem ser cronicos, decorrentes de alteragdes no DNA e aumento do risco
de ocorréncia de cancer, ou agudos, resultando em sintomas como nauseas e queda
de cabelo (Mun et al., 2018; Neves, 2024). Isso ocorre, pois, a estrutura molecular do
corpo humano € mantida por forgas elétricas que estabilizam as moléculas essenciais,
como a agua. A exposi¢ao a radiagao ionizante pode causar danos de duas formas
principais: pela radidlise da agua, gerando espécies reativas que afetam componentes
celulares, e pela interagao direta com o DNA, resultando em alteragdes genéticas.
Com exposicdes frequentes, esses efeitos podem comprometer o funcionamento
normal do organismo, levando a danos celulares e potenciais efeitos nocivos a saude
(Wang et al., 2020; De Moura et al., 2022).

Substancias radiomitigadoras, incluem compostos derivados de produtos
naturais ou sintéticas que se apresentam como uma alternativa promissora a protecao
de células e tecidos apds a exposi¢cao a radiagao, particularmente em contextos
médicos e industriais (Mettler et al., 2019; Unscear, 2020). Todavia, o0s
radiomitigadores naturais representam estrategicamente um ramo da pesquisa
cientifica com grande potencial para oferecer alternativas menos téxicas e mais
acessiveis aos radiomitigadores sintéticos (Dowlath et al., 2021; Jit et al., 2022).

A Palifermina, forma sintética da proteina EGF (fator de crescimento
epidérmico), é uma substancia radioprotetora aprovada para uso clinico pelo FDA
(Food and Drug Administration), e atualmente, pesquisas estdo sendo desenvolvidas
para comprovacao do seu efeito radiomitigador (Kim et al., 2022; Chen, J., et al.,
2023). Entretanto, o custo da Palifermina é muito elevado e autores relatam que em
alguns pacientes, 0 uso da substancia, levou ao agravamento do quadro clinico,
demonstrando que o radiomitigador pode apresentar atividade tumorigénica e toxica
(Kim et al., 2022). Desta forma, uma crescente demanda por métodos eficazes e
seguros de mitigacao dos efeitos da radiagdo tem impulsionado o estudo por
substancias naturais com eficacia clinica comprovada (Ghosh et al., 2022; Prasad et
al., 2023).
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Os radiomitigadores naturais sédo, por sua vez, substancias que podem ser
encontradas em plantas, frutos e diversos outros organismos. Esses compostos
atuam por varios mecanismos, incluindo a neutralizagao de radicais livres, a redugcao
do estresse oxidativo e a promogao da reparagao celular (Mun et al., 2018; Ghosh et
al., 2022).

As lectinas, proteinas extraidas de plantas s&o capazes de se conjugar a
carboidratos e glicoconjugados presentes na membrana plasmaticas das células e
suas aplicagdes sdo amplas: anti-inflamatéria, antimicrobiana, antitumoral e, por
possuir propriedade especifica em reconhecer alteracbes na membrana das células
tumorais ou cancerigenas, sao utilizadas no tratamento de canceres em geral
(Oliveira, 2018; Bhutia et al., 2019; Del Rio et al., 2020). Estas caracteristicas tornam
as lectinas agentes promissoras a radiomodificadores naturais, por suas propriedades
farmacoldgicas e pelo potencial de oferecer protecdo contra os efeitos nocivos das
radiacoes ionizantes, especialmente diante das limitacdes das alternativas sintéticas,
de alto custo e toxicidade (KIM et al., 2022).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RADIACAO IONIZANTE

A radiacao ionizante (RI) € um tipo de radiacdo com energia suficiente para
remover elétrons de atomos e moléculas, gerando ions. Esse fenbmeno ocorre
quando particulas ou ondas eletromagnéticas de alta energia interagem com a
matéria, retirando elétrons de suas orbitas. A capacidade de ionizar a matéria, € o que
distingue a radiagao ionizante das radiacdes nao ionizantes, como as micro-ondas e
ondas de radio, que nao tém energia suficiente para causar ionizagao do meio com o
qual interagem (Tauhata, et al., 2014; Cirilo et al., 2021).

As fontes de radiagdo ionizante podem ser naturais ou artificiais. Entre as fontes
naturais estdo elementos radioativos como o uranio, toério e radénio, que podem ser
encontrados no solo, nas rochas e até mesmo na agua. O radbnio é um exemplo de
radiagcao natural que pode se acumular em ambientes fechados, como pordes, 0 que
representa risco a saude, pois sua inalagdo por longos periodos pode aumentar a
probabilidade de cancer de pulmao. Ja as fontes artificiais incluem aparelhos médicos
como os de raios X e tomografia computadorizada, além de materiais radioativos
usados na industria e na geragao de energia nuclear (Okuno, 2013). A radiagao
ionizante gerada artificialmente também é empregada na esterilizagdo de produtos e
na inspecao de materiais (INCA, 2021; Souza; Santos, 2022).

A radiacao ionizante pode ser dividida em duas categorias principais: radiagao
eletromagnética ionizante e radiagdo corpuscular ionizante. A primeira inclui os raios
X, raios gama e néutrons, que sdo ondas de alta energia e frequéncia. Ao interagir
com a matéria, essas radiagdes provocam a ejecdo de elétrons de seus atomos,
resultando em ionizagao. Elas sdo amplamente usadas no diagndstico médico, como
em radiografias e tomografias computadorizadas, permitindo a visualizagao interna do
corpo e a identificagdo de condigbes como fraturas, infecgdes e tumores (Saha, 2013;
Romero, 2021).

A radiagao corpuscular ionizante envolve particulas carregadas, como alfa (a),
beta (B) e pdsitrons (B*). As particulas alfas, compostas por dois prétons e dois

néutrons, tém grande capacidade de ionizag&o, mas sua penetragao € limitada, sendo
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bloqueadas pela pele ou por uma folha de papel. Ja as particulas betas, que sao
elétrons ou positrons, possuem maior poder de penetracido, necessitando de materiais
mais espessos, como plastico ou vidro, para serem detidas. Além disso, néutrons, que
sdo particulas sem carga elétrica, também causam ionizagdo ao interagir com os
nucleos atdmicos, liberando particulas carregadas secundarias (Figura 1) (Cardoso,
2000; Okuno, 2013; Tauhata, et al., 2014).

Figura 1 - Poder de penetragao de diferentes radia¢des ionizantes
Raios 2 prétons e 2 neutrons
e QP 4060000
alos Elétrons de alta energia
RBeIta mowo@w*s*ou‘ou
g:imo: Radiagao EM de alta energia
Raios X \W\A/

Raios Neutrons livres
Neutron &

Lamina de Parede Agua ou
Aluminio de chumbo concreto

‘ Poder de penetragéo > Bloqueia Bloqueia Bloqueia Bloqueia raios

Papel

raios a raios p raios y e X de neutron

Fonte: Conselho Regional de Farmacia de Sdo Paulo (2019).

A radiagao ionizante tem diversas aplicagdes, especialmente na medicina, na
qual é usada tanto para diagnésticos quanto para tratamentos (Figura 2). Em exames
como radiografias e tomografias computadorizadas, ela permite a visualizagao
detalhada de 6rgéos e tecidos internos, ajudando na detecgdo de condigdes como
fraturas, doengas pulmonares e canceres. A radioterapia, por sua vez, utiliza radiagao
ionizante para destruir células cancerigenas, danificando o DNA das células tumorais

e impedindo seu crescimento e multiplicagdo (Morsch, 2024; IAEA, 2011).
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Figura 2 - Representacao da Radioterapia

Fonte: Medicina S/A (2022).

No setor industrial (Figura 3), a radiagao ionizante é aplicada na esterilizagao
de materiais, especialmente produtos meédicos e alimentos, para eliminar
microrganismos patogénicos sem queimar os itens. Além disso, is6topos radioativos
séo usados em inspe¢des de materiais, realizando testes n&o destrutivos para verificar
a integridade de materiais, como tubos e soldas, sendo muito util nas industrias
aeronautica e petrolifera (Statkiewicz-sherer et al., 2014; Weirich Jr, 2022).

Figura 3 - Representacéo da Esterilizagcdo de Materiais

Fonte: Gunay Mutlu (2023).



21

2.2 INTERACAO DA RADIACAO IONIZANTE COM O SISTEMA BIOLOGICO

A interagdo da radiac&o ionizante com a matéria ocorre quando particulas ou
ondas eletromagnéticas de alta energia colidem com atomos e moléculas,
promovendo a remogao de elétrons e a formacgao de ions. Esse fenbmeno altera as
propriedades fisicas e quimicas da matéria exposta e pode acontecer por meio de
diferentes mecanismos, dependendo principalmente do tipo de radiagdo envolvida e
do meio de interagao (Okuno; Yoshimura, 2016).

A interacio pode ocorrer de duas formas principais: ionizacao direta e ionizacao
indireta. A ionizagao direta acontece quando particulas carregadas, como particulas
alfa e beta, colidem com atomos e transferem sua energia, resultando na ejecao de
elétrons e na formagcao de ions. Esse tipo de interagcdo é altamente eficiente na
deposicdo de energia ao longo do caminho percorrido pela particula, promovendo
ionizagdes sucessivas em curtas distancias (WHO, 2021; INCA, 2022).

Ja a ionizagéo indireta ocorre quando a radiagdo ndo carrega a carga elétrica,
como no caso dos fotons de raios X e raios gama, ou néutrons. Nesse caso, a
ionizacdo acontece de forma secundaria, geralmente por meio de trés processos
principais: efeito fotoelétrico, efeito Compton e produc¢éo de pares (Lima, 2014; Pereira
et al., 2024). O efeito fotoelétrico (Figura 4) ocorre quando um féton interage com um
atomo e transfere toda sua energia para um elétron, ejetando-o do atomo. Esse
fendbmeno é predominante em materiais de alto numero atémico e para fétons de baixa

energia (Braunn; Larsen, 2019).

Figura 4 - Efeito Fotoelétrico
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Fonte: Quoirin (2004).
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O efeito Compton (Figura 5), por sua vez, consiste na colisdo entre um foton e
um elétron, resultando na dispersao do féton em uma nova diregado com menor energia
e na ejegao do elétron da orbita atdbmica. Esse processo € a principal forma de

interagao de raios X e raios gama com tecidos biolégicos (Silva; Freire Jr, 2014).

Figura 5 - Efeito Compton

Elétron ejetado

Foton incidente

Foton espalhado

Fonte: Quoirin (2004).

Ja a produgdo de pares (Figura 6) ocorre quando um foton de alta energia
interage com o campo elétrico de um nucleo atdmico, originando um par elétron-
positron, sendo este ultimo posteriormente aniquilado ao encontrar um elétron,

liberando dois fétons gama no processo (Tauhata, et al., 2014; Pereira et al., 2024).

Figura 6 - Produgao de Pares
&

? Elétron

Pdsitron

Fonte: Quoirin (2004).

Além das interagdes com elétrons, a radiagdo ionizante pode interagir
diretamente com os nucleos dos atomos, especialmente no caso dos néutrons. Como
nao possuem carga elétrica, os néutrons n&o interagem com elétrons, mas podem

colidir diretamente com nucleos atémicos, promovendo reagdes nucleares que
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resultam na emissao de particulas secundarias e na transmutacao de elementos. Esse
tipo de interagdo pode levar a ativagdo de materiais, tornando-os radioativos (IPEN,
2013; Souza; Santos, 2022).

Cada tipo de radiacdo possui um comportamento distinto ao interagir com a
matéria. As particulas alfas, tém alto poder ionizante, mas baixa penetragao, sendo
facilmente bloqueadas por uma folha de papel ou pela camada superficial da pele e
as particulas beta possuem menor capacidade de ionizacdo, mas sao mais
penetrantes, podendo atravessar plastico ou vidro fino, como ja dito no tépico 2.1,
(Souza; Silva et al., 2019; Weirich Jr, 2022). Os raios X e gama sao altamente
penetrantes e podem atravessar tecidos biolégicos e materiais densos, sendo
absorvidos mais eficientemente por substancias de alto numero atébmico, como o
chumbo. Os néutrons, por sua vez, interagem de forma mais complexa, podendo ser
moderados por materiais ricos em hidrogénio, como a agua e o polietileno, que
reduzem sua energia e aumentam as chances de absorgao pelos nucleos atdbmicos
(Smith; Jones, 2017; Yap et al., 2020).

2.3 EFEITOS BIOLOGICOS DA RADIAGAO IONIZANTE NO ORGANISMO

Os impactos biolégicos da radiagao ionizante decorrem da sua interagdo com
as células e moléculas do corpo, podendo provocar danos tanto estruturais quanto
funcionais. A radiagao afeta principalmente a molécula de agua — processo conhecido
como radidlise - e o DNA, ocasionando quebras simples ou duplas nas fitas,
modificagdes nas bases nitrogenadas e a geragao de radicais livres, comprometendo
a integridade celular. Os efeitos de tais interagdes podem se manifestar de forma
imediata ou tardia, dependendo da intensidade da dose absorvida, da duragdo da
exposi¢cado e das caracteristicas do tipo de radiacdo envolvida (Cember; Johnson,
2008; Hall; Giaccia, 2019).

A acgdo da radiagdo ionizante sobre os tecidos bioldgicos pode ocorrer de
maneira direta ou indireta. No caso do dano direto, ha interagao direta com as
moléculas celulares, resultando em ionizagdes que alteram sua estrutura quimica. Ja
o dano indireto ocorre quando a radiagao interage com moléculas de agua presentes
no organismo, desencadeando a formagao de radicais livres e espécies altamente
reativas, que podem afetar componentes essenciais, como o DNA e as membranas

celulares (Barnes et al., 2018; Dowlath, et al., 2021). Esse mecanismo de dano indireto
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€ particularmente relevante, pois intensifica os efeitos da radiagdo mesmo em doses
relativamente baixas (Knoll, 2010; Gonzalez, 2019).

Os efeitos biolégicos da radiagao ionizante sao divididos em efeitos
deterministicos e estocasticos. Os efeitos deterministicos surgem quando a exposi¢ao
ultrapassa um limiar de dose especifico/conhecido, resultando em danos celulares
irreversiveis proporcionais a dose recebida (Ferrari et al., 2023; Costa et al., 2024).
Entre as manifestagcbes mais comuns estdo queimaduras radiologicas, necrose
tecidual, fibrose, catarata e a sindrome aguda da radiagao (Okuno, 2013; Souza et al.,
2016). Ja os efeitos estocasticos nao possuem um limiar definido, ou seja, mesmo
pequenas doses podem aumentar a probabilidade de consequéncias adversas, como
o desenvolvimento de cancer e mutagdes genéticas, que podem ser transmitidas para
as futuras geracdes (ICRP, 2007; Costa et al., 2024).

A sindrome aguda da radiagao ocorre apos uma exposi¢ao intensa e subita a
altas doses, geralmente superiores a 1 Gy. A sindrome se manifesta em trés estagios:
a fase precoce, que surge nas primeiras horas apds a exposigao e se caracteriza por
nauseas, vomitos e fadiga; a fase latente, na qual ha um aparente desaparecimento
dos sintomas, embora os danos celulares continuem a evoluir; na fase de
manifestagao clinica, surgem os sintomas mais graves, como faléncia da médula
Ossea, destruicdo das células intestinais, infecgdes severas, hemorragias e
comprometimento de multiplos 6rgdos. Em casos extremos, a exposigao pode ser de
imediato fatal (WHO, 2021; INCA, 2022).

Os efeitos biolégicos da radiacdo também podem ser agudos ou crdnicos,
dependendo do periodo necessario para que se tornem perceptiveis. Os efeitos
agudos surgem logo apos a exposi¢do e incluem sintomas como inflamacéo,
vermelhiddo cutanea, fadiga e queda de cabelo. Ja os efeitos crénicos podem levar
anos para se manifestar e incluem o desenvolvimento de cancer, envelhecimento
precoce, danos cardiovasculares e doencas degenerativas (IAEA, 2014; Mun et al.,
2018; Neves, 2024).

Além das mutacdes somaticas associadas ao desenvolvimento de cancer, a
radiagao ionizante pode provocar alteragcdes genéticas em células germinativas,
podendo ser transmitidas para a descendéncia. Essas mutagdes hereditarias podem
resultar em anomalias congénitas e aumentar a predisposi¢cédo a doengas genéticas
(Dafre; Maris, 2020; Aitken; Lewis, 2023).
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2.4 RADIOSSENSIBILIDADE E RADIORRESISTENCIA

A Lei de Bergonié e Tribondeau, proposta em 1906 pelos cientistas franceses
Jean Bergonié e Louis Tribondeau, descreve os principios que regem a
radiossensibilidade celular. Segundo a teoria, as células sdo mais sensiveis a
radiagdo quando apresentam alta taxa de divisdo, alta sobrevida e baixo grau de
diferenciacao. Em outras palavras, tecidos compostos por células que se multiplicam
rapidamente e que ainda ndo atingiram sua forma final especializada tendem a ser
mais vulneraveis aos efeitos da radiagao (Trappetti, et al., 2021; Diniz, 2022).

Com base nesses principios, tecidos como a medula 6ssea, as células
germinativas, o epitélio intestinal e a pele possuem alta radiossensibilidade, enquanto
células mais maduras e de renovacao lenta, como as musculares e neuronais,
demonstram maior resisténcia a radiagao. Esse conhecimento é fundamental para a
radioterapia, ja que certos tipos de cancer, formados por células de rapida
proliferacao, respondem melhor ao tratamento com radiagdo, enquanto tumores com
crescimento mais lento tendem a ser mais radiorresistentes (Rese, 2022; Sousa,
2018). No entanto, outros fatores influenciam a resposta celular a radiagédo, como a
capacidade de reparo do DNA, hipdxia nos tecidos e a fase do ciclo celular em que a

célula se encontra no momento da exposicéo (Rese, 2022).

2.4.1 Capacidade de Reparo do DNA, Presenca de Oxigénio e Fase do Ciclo Celular

O reparo do DNA é um mecanismo essencial para a sobrevivéncia celular
ap6s a radiacao, e células com sistemas de reparo eficientes tendem a ser mais
resistentes a radiagao, ja que conseguem corrigir danos causados ao DNA (Brayner;
De Jesus, 2009; Nogueira et al., 2025). Por outro lado, células com falhas nos
sistemas de reparo sdo mais sensiveis, uma vez que os danos podem se acumular,
levando a morte celular ou ao desenvolvimento de alteragdes genéticas. Os
mecanismos de reparo do DNA garantem sua estabilidade e previnem mutagdes. O
reparo por excisdo de nucleotideos (NER) remove trechos danificados, enquanto o
reparo por excisdao de bases (BER) corrige pequenas alteracbes nas bases
nitrogenadas (Lutz, 2017; Ferreira et al., 2024). Quebras de fita dupla podem ser
reparadas pela recombinagdo homologa (HR), que preserva a sequéncia original, ou

pela juncdo de extremidades ndo-homdlogas (NHEJ), que pode gerar mutagdes
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(Huang; Zhou, 2021; Ferreira et al., 2024). O reparo de mismatch (MMR) corrige erros
de emparelhamento durante a replicacao. A eficiéncia desses processos é crucial para
evitar doengas como o cancer (Nepomuceno et al., 2017; Amaral et al., 2023).

Quanto a presenca de oxigénio, quando o tecido estd bem oxigenado, os
radicais livres gerados pela radiacdo se tornam mais eficazes em danificar o DNA,
aumentando a sensibilidade das células a radiacdo. Esse fenbmeno €& conhecido
como efeito oxigénio, e em tecidos hipdxicos (com baixo suprimento de oxigénio),
como regides centrais de tumores sdlidos, as células tornam-se mais
radiorresistentes. Isso dificulta o tratamento de certos tipos de cancer com radiagao,
especialmente em areas mal oxigenadas, onde os danos causados pelos radicais
livres sdo reduzidos (Freitas et al., 2022; Silva, 2022).

Ademais, fase do ciclo celular em que as células se encontram mais vulneraveis
sdo as fases G2 e M, quando estao se preparando para dividir ou ja estao em processo
de divisao celular. Nessas fases, o DNA esta mais exposto e, portanto, mais suscetivel
aos danos causados pela radiacdo. Em contraste, células nas fases G1 e S sdo mais
resistentes, ja que o DNA esta menos suscetivel e os mecanismos de reparo sdo mais

ativos, especialmente durante a replicagao do DNA (Silva et al., 2014).

2.4.2 Linfécitos

Apesar de seu impacto significativo na radiobiologia, a Lei de
Radiossensibilidade de Bergonié e Tribondeau possui algumas excegbes. Um caso
notavel é o dos linfocitos, que, embora sejam células diferenciadas e maduras,
apresentam alta sensibilidade a radiacido. Essa particularidade, somada a sua ampla
circulagao pelo organismo, facilidade de obtengao e permanéncia no estagio GO do
ciclo celular, no qual s6 se dividem quando estimulados, faz dos linfécitos um modelo
ideal para estudos de biodosimetria e biomonitoramento celular. Essas caracteristicas
tornam os linfocitos ferramentas essenciais na investigagao dos efeitos da radiagao e

no aprimoramento de abordagens terapéuticas (IAEA, 2011; Rese, 2022).

2.5 ENSAIO COMETA ALCALINO

O Ensaio Cometa Alcalino € uma técnica eletroforética altamente sensivel e

reprodutivel utilizada para detectar possiveis efeitos genotdxicos decorrentes da
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exposi¢cao a RI. Além disso, permite avaliar o potencial radioprotetor e radiomitigador
de diferentes substancias. Esse método possibilita a analise de quebras na fita simples
e dupla do DNA, bem como a identificacdo de sitios de reparo por excisdo incompletos
(Moller et al., 2018; Walsh; Kato, 2023). Devido a sua vasta aplicabilidade, o Ensaio
Cometa Alcalino ¢é amplamente empregado em estudos toxicoldgicos,
biomonitoramento ambiental e investigagcbes sobre a eficacia de agentes protetores
contra danos ao material genético, consolidando-se como uma ferramenta essencial
na genética e na biomedicina (Pinto ef al., 2023). Uma de suas principais vantagens
€ a versatilidade, permitindo seu uso em diversas areas, como pesquisas sobre
cancer, doengas neurodegenerativas e testes de seguranga para farmacos e agentes
quimicos. A analise do DNA danificado possibilita a deteccédo precoce de riscos e a
compreensao dos mecanismos de reparo celular, contribuindo para o
desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas (Afanasieva; Sivolob,
2019; Moller et al., 2023).

Além de sua versatilidade, o ensaio do cometa oferece uma classificacdo
detalhada do grau de dano no DNA, categorizando as células em cinco niveis de 0 a
4, de acordo com a presenca e a extensao da fragmentacdo do material genético
(Collins et al., 2008). O nivel 0 corresponde a células intactas, sem sinais de danos,
caracterizadas por um nucleo compacto e auséncia de cauda. No nivel 1, ha uma leve
migracéo de fragmentos de DNA, indicando danos discretos. O nivel 2 exibe uma
cauda mais pronunciada, sugerindo um grau moderado de quebras no DNA. No nivel
3, observa-se um aumento expressivo na extensdo e na intensidade da cauda,
representando danos severos. Por fim, o nivel 4 caracteriza células extremamente
danificadas, onde quase todo o DNA foi deslocado para a cauda, tornando o nucleo

praticamente imperceptivel. (Figura 7).

Figura 7 - Classificacdo dos Graus de Dano do Ensaio Cometa
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Fonte: Da autora (2025).

Essa anadlise ndo apenas identifica a preseng¢a de danos, mas também avalia
sua gravidade, contribuindo para a tomada de decisdes clinicas e a formulagao de
politicas de segurangca ambiental e ocupacional. Além disso, permite mensurar os
efeitos de agentes genotdxicos e a capacidade de reparo celular, sendo uma
ferramenta essencial para pesquisas nas areas biomédica e toxicologica (Arivalagan
et al., 2015; Moller et al., 2023).

2.6 RADIOPROTETORES E RADIOMITIGADORES

As substancias radioprotetoras sao desenvolvidas para evitar os efeitos
prejudiciais da radiagdo ionizante, tanto em curto quanto em longo prazo, sendo
administradas antes da exposi¢cdo. Em contrapartida, os compostos radiomitigadores
agem de forma a mitigar a toxicidade imediatamente apds a exposi¢ao a radiagéo.
Esses compostos podem ser tanto de origem natural quanto sintética, porém, os
sintéticos tém demonstrado alta toxicidade e custo elevado (Kamran et al., 2016;
Obrador et al., 2020).

A amifostina (WR-2721), aprovada pela Food and Drug Administration (FDA),
€ 0 unico pré-farmaco reconhecido e liberado para uso clinico, devido a sua
capacidade de proteger tecidos saudaveis da radiacdo ionizante (RI) enquanto
preserva a eficacia contra as células cancerigenas (Ocolotobiche, 2024). Seu
mecanismo de acao baseia-se na conversao em um composto ativo que libera um
grupamento tiol, um antioxidante natural, que neutraliza os radicais livres e outras
espécies reativas de oxigénio, responsaveis pelos danos celulares. Embora eficaz
como agente radioprotetor, seu uso prolongado esta diretamente associado a efeitos
adversos, como nauseas, vomitos, erupg¢des cutaneas, reagdes alérgicas, além de
tonturas e cansago (Cairnie, 1983; Zhang et al., 2023).

O interesse por radioprotetores e radiomitigadores de origem natural tem
crescido significativamente, surgindo como alternativa aos compostos sintéticos.
Substancias naturais, como flavonoides, taninos, fendis e vitaminas A, C e E, possuem
potente acdo antioxidante, sendo capazes de proteger as células contra os danos
causados pelos radicais livres gerados pela interacdo da radiagcdo com o organismo,

atuando na neutralizagao desses agentes (Shivappa; Bernhardt, 2022; Zamora et al.,
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2023). Além disso, pesquisas recentes tém explorado o potencial de outros compostos

naturais como radioprotetores.

2.7 PLANTAS

As plantas desempenham um papel essencial na manutengao da vida na Terra,
sendo responsaveis pela produgdo de oxigénio, pelo equilibrio ecologico e pelo
fornecimento de alimentos, medicamentos e matérias-primas para diversas industrias
(Felisberto et al., 2022). Por conter uma ampla variedade de compostos bioativos,
como flavondides, alcaldides, terpendides e fendis, apresentam propriedades
terapéuticas e sdao amplamente utilizados na medicina tradicional e moderna. Além
disso, muitos desses compostos possuem acao antioxidante, anti-inflamatoéria e
imunomoduladora, tornando as plantas fontes naturais promissoras de novas
abordagens para a protecao da saude humana (Msomi; Simelane, 2019; Chaughule;
Barve, 2024). Por exemplo, a Levana, um polissacarideo de frutose obtido de plantas,
demonstrou atividades antioxidantes expressivas, sugerindo seu potencial na
protecao contra danos induzidos por radiagao (Siqueira et al., 2023). Da mesma forma,
o Resveratrol, um polifenol encontrado em uvas e outros frutos, tem sido investigado
por suas propriedades terapéuticas, incluindo efeitos antioxidantes que podem
contribuir para a protegao celular durante tratamentos radioterapicos (Mendonga et
al., 2024).

2.7.1 Schinus terebinthifolia Raddi

A Schinus terebinthifolia Raddi, amplamente conhecida como aroeira-
vermelha, aroeira-pimenteira ou pimenta-rosa, € uma espécie arborea nativa da
América do Sul, com presenca marcante no Brasil (Schulte et al., 2021). Adaptavel a
diversos tipos de solo, essa planta pode ser encontrada em ecossistemas variados,
como a Mata Atlantica, o Cerrado e as restingas. Pertencente a familia Anacardiaceae,
a mesma do cajueiro (Anacardium occidentale) e da mangueira (Mangifera indica), a
S. terebinthifolia destaca-se por suas multiplas aplicagcbes na medicina tradicional e
na industria farmacéutica (lwanaga et al., 2018; Schulte et al., 2021).

Essa espécie é amplamente estudada devido as suas propriedades

medicinais, incluindo atividades antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria e
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cicatrizante. Esses efeitos sdo atribuidos a presengca de compostos bioativos, como
flavonoides, taninos, terpendides e acidos fendlicos, que estdo concentrados em suas
folhas, cascas e frutos (Lima et al., 2022). Além disso, essa planta esta na lista de
aprovada pelo SUS para comercializagdo como fitoterapico, possuindo significativa
relevancia socioecondmica. Ela é utilizada na alimentagcdo como especiaria, na
industria de cosméticos na fabricagao de perfumes, e em diversas outras areas, como
plantas ornamentais e no reflorestamento de areas desmatadas. Na agricultura,
destaca-se por suas propriedades antifungicas, sendo eficaz no combate a doengas
e pragas (BRASIL. Ministério da Saude; Silva, 2022). (Figura 8).

Figura 8 - Exemplificacdo da Schinus terebinthifolia

Legenda: A - Arvore de Aroeira da Praia; B - Folhas; C - Cascas; D - Frutos.
Fonte: Modificada de Pagina Agroecologia e Bem Viver; Blog Casa e Jardim; Empério &
CIA; Green Nation (2019, 2021).

A lectina denominada StelLL, isolada das folhas S. terebinthifolia contém uma
proteina de ligagdo a carboidratos que permite sua atuagdo especifica em células
tumorais. A SteLL vem demonstrando eficacia na inibicao do crescimento de diversos
microrganismos patogénicos, tornando-se um potencial agente natural contra
infecgdes. Além disso, sua acdo antioxidante contribui para a neutralizagdo dos
radicais livres, reduzindo o estresse oxidativo e prevenindo danos celulares (Lima et
al., 2019; Dos Santos et al., 2020).
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2.8 LECTINAS

As lectinas sao proteinas amplamente distribuidas na natureza,
desempenhando papéis essenciais na comunicagao celular, na resposta imune e na
defesa contra patégenos (Del Rio et al., 2020). Em plantas, atuam como mecanismos
de protegao contra microrganismos e herbivoros, enquanto em animais participam de
processos como adesdo celular e modulagédo do sistema imune (Nascimento et al.,
2020). Estudos indicam que essas proteinas podem influenciar a resposta do
organismo a diferentes condicbes ambientais, incluindo exposicbes que geram
estresse oxidativo e danos celulares (Borges, 2020). Algumas lectinas podem modular
vias de reparo celular e fortalecer mecanismos de defesa, ajudando a minimizar os

efeitos deletérios que impactam a integridade das células (Freitas, 2019).

2.8.1 StelLL (Lectina Obtida da Schinus terebinthifolia Raddi)

A StelLL é uma lectina extraida das folhas da Schinus terebinthifolia. Trata-se
de um glicoproteina com aproximadamente 12,4 kDa de peso molecular, apresenta
um ponto isoelétrico de 5,7 e mantém estabilidade em uma ampla faixa de temperatura
e pH. Além disso, possui a capacidade de se ligar seletivamente a quitina (Ramos et
al., 2019; Marinho et al., 2024).

Diversos potenciais biomédicos foram atribuidos a StelLl, incluindo sua
atividade antimicrobiana in vitro (Gomes et al., 2013) e seu papel na modulacéo do
sistema imunoldgico (Dos Santos et al., 2020). Pesquisas indicam sua eficacia contra
infeccdes em camundongos (Lima et al., 2019) e suas propriedades antitumorais e
analgésicas em modelos de sarcoma 180 (Ramos et al., 2019, 2020). Além disso,
evidéncias sugerem que essa lectina pode exercer efeitos ansioliticos e
antidepressivos (Lima et al., 2022, 2023). A SteLL também demonstrou potencial
analgésico em diferentes tipos de dor, com maior eficacia na fase inflamatéria do teste
da formalina, possivelmente devido a sua interferéncia na producao ou liberacdo de
mediadores inflamatdrios (Marinho et al. 2023). Dessa maneira, a investigacdo das
propriedades radiomitigadoras pode fornecer conhecimentos promissores na

prevencao de danos da interagao da radiagao ionizante com o sistema bioldgico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade radiomitigadora da lectina SteLL em culturas de células

mononucleares do sangue periférico total (PBMC) expostas a radiagao ionizante.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Analisar através do Ensaio Cometa Alcalino Padrao o efeito radiomitigador de

diferentes concentragcbes da lectina StelLL, apds exposicdo as doses de radiacéo

gama 0,5/ 1,5/ e 2,5Gy, comprovando assim a auséncia do seu efeito genotoxico.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO, DOSAGEM E FUNCIONALIDADE DA STELL

A lectina StelLL utilizada neste estudo foi doada, ja em sua forma purificada,
pelo Laboratério de Proteinas do Departamento de Bioquimica (BioProt) da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.2 COMITE/COMISSAO DE ETICA

Este estudo integra o projeto denominado "Avaliagdo do potencial
radiomodificador e imunomodulador de lectinas extraidas de extratos vegetais", o qual
foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisas (CEP) do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Pernambuco — Campus Recife (CCS-UFPE) sob
o Certificado de Apresentagdo de Apreciagdo Etica nimero 50965221.5.0000.5208
(Anexo A).

4.3 AVALIACAO GENOTOXICA E RADIOMITIGADORA DA LECTINA STELL

4.3.1 Isolamento e cultivo de Células Mononucleares do Sangue Periférico Total
(PBMC).

Para o isolamento e cultivo celular, foi seguido o protocolo de Fenech (2007),
com modificagdes. Foram coletados 12mL de sangue fresco de um unico doador
voluntario saudavel, ndo exposto a exames de imagem ou com RI e contraste, ndo
alcodlatra ou fumante, e nem vacinado nos ultimos 3 meses. Foram utilizados 3 tubos
contendo heparina de litio como anticoagulante. A coleta ocorreu apds a assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Em uma capela de fluxo laminar, o
sangue foi transferido para tubos Falcon de 15 mL. Com o auxilio de uma pipeta
estéril, adicionou-se tampao PBS (NaCl 0,137 M, KCI 0,0027 M, NazHPO4 0,01 M,
KH2PO4 0,0018 M) na proporgéo de 1:1 ao sangue. A mistura foi cuidadosamente
sobreposta em 4mL de Ficoll-Paque Plus®. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos.

A camada de PBMC, correspondente a nuvem celular, foi isolada e transferida
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para um tubo Falcon de 15 mL. A suspenséao de leucdcitos obtida foi diluida em PBS
no dobro de seu volume inicial e homogeneizada por inversdo. Apds nova
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado, e o pellet celular foi transferido para um
tubo contendo 1 mL de PBS.

4.3.2 Viabilidade Celular

A contagem de células e viabilidade celular foi realizada na camara de
Neubauer utilizando Azul de Tripan 0,04%. Para a obtenc¢ao do Tripan a 0,04%, 20ul
do Tripan puro foi diluido em 180uL de PBS. Entdo, em um eppendorf adicionou-se
40uL do Tripan a 0,04% e 20ul do concentrado celular obtido, resultando em uma
diluigdo de 1:3. Apos a homogeneizagdo, 10uL do homogenato foi colocado na
camara de Neubauer e a contagem de células foi feita, por quadrante, no microscépio
optico. Ao final dessa contagem, os dados foram plotados no programa Excell. O
concentrado celular foi separado em dois grupos: o primeiro destinado a avaliagdo da

genotoxicidade e o segundo a analise da atividade radiomitigadora.

4.3.3 Irradiacéo

Para a investigac&o do efeito radiomitigador, o concentrado celular foi exposto
a radiagdo (Gammacell 220, fonte de %°Co) no Departamento de Energia Nuclear da
Universidade Federal de Pernambuco (DEN/UFPE) a uma taxa de dose de 0,651
Gy/h, com doses absorvidas de 0,5 (durante 2 horas e 18 minutos), 1,5 (durante 1
hora e 32 minutos) e 2,5Gy (durante 46 minutos e 5 segundos), definidas levando-se

em consideragdo a DLsozo em humanos (IAEA, 2011).

4.3.4 Teste Cometa Alcalino Padrao

O dano ao DNA, de ambos os grupos, foi estimado pelo Ensaio Cometa Alcalino
segundo Singh et al. (1988) e Arivalagan et al. (2015). Os PBMCs obtidos, ja citado
anteriormente no item 4.3.1, foram tratados com a lectina SteLL nas concentracoes
de 26,56, 13,28, 6,64, 3,32 e 1,66 pg/mL e incubados por 3 horas a 37°C.

Apds a incubacgéo, os tubos foram centrifugados trés vezes a 4000 rpm por 7

minutos para retirada do sobrenadante e ressuspensdo com PBS. O concentrado
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celular foi novamente ressuspendido e homogeneizado com agarose de baixo ponto
de fusdo a 1% (2:1) (Sigma-Aldrich). Seguidamente, o homogenato foi gotejado duas
vezes em laminas de microscopia previamente recobertas com uma camada de
agarose de ponto de fusdo normal a 1% (Sigma-Aldrich). As [daminas foram mantidas
a 4°C por 12 minutos e, posteriormente, incubadas em solugao de lise (NaCl 2,5 M,
EDTA 100 mM, Tris 10 mM, Triton-X 100 1% e DMSO 10%, pH 10,0) a 4°C por 12
horas.

Apods a lise, as laminas foram incubadas em tampao alcalino (EDTA 1 mM e
NaOH 300 mM, pH 13,0) por 20 minutos. A eletroforese foi realizada numa cuba de
eletroforese horizontal (Figura 9) por 20 minutos a 4°C, com tensédo de 0,74 V/icm e
corrente de 300 mA. Em seguida, as laminas foram neutralizadas com tampao Tris
04 M (pH 7,5) por 15 minutos e fixadas em alcool absoluto por 10 minutos.
Posteriormente, as laminas foram coradas com 50uL da solugdo de GEL RED
(1:1000), e a analise foi conduzida em um microscépio de fluorescéncia (Nikon H550L)
com aumento de 400x, filtro de excitacdo de 450-490 nm, filtro de emissao de 500-

550 nm e filtro de barreira de 495 nm.

Figura 9 - Cuba de Eletroforese Horizontal

Fonte: Da autora (2025).

4.3.5 Divisao dos grupos e Avaliagdo dos Cometas

O experimento foi realizado em quintuplicata e em condicdes de completa
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obscuridade. Os grupos experimentais foram organizados da seguinte forma:

Tabela 1 - Grupos Experimentais do Ensaio Cometa Alcalino:

Nao Irradiados Irradiados nas doses de 0,5, 1,5,
2,5Gy
Controle: Apenas células nao irradiadas Controle: Apenas células irradiadas
(células + PBS) (células + PBS + irradiagao)

StelLL 26,56ug/mL (Células + lectina) StelLL 26,56ug/mL (Células + irradiagéao
+ lectina)

StelLL 13,28ug/mL (Células + lectina) StelLL 13,28ug/mL (Células + irradiagéo
+ lectina)

StelLL 6,64ug/mL (Células + lectina) StelLL 6,64ug/mL (Células + irradiagao +
lectina)

StelLL 3,32ug/mL (Células + lectina) StelLL 3,32ug/mL (Células + irradiagao +
lectina)
SteLL 1,66ug/mL (Células + lectina)
SteLL 1,66ug/mL (Células + irradiagao +
lectina)

Fonte: Da autora (2025).

Ao final, 300 células por grupo foram analisadas, com os graus de dano no
DNA classificados em cinco categorias (0, 1, 2, 3 e 4) (Moller et al. 2023). A classe 0
corresponde a células nao danificadas, enquanto as classes de 1 a 4 indicam danos
progressivos no material genético. A avaliagao dos cometas foi realizada por meio do
indice de Danos (ID) e os valores registrados dos individuos situam-se entre 0 e 400,
onde células intactas correspondem a 100 células multiplicadas por 0, enquanto o
dano maximo equivale a 100 células multiplicadas por 4. Ento, para o indice de Dano

utilizou-se a Equacéo 1:

ID = 0.(no) + 0,25.(n1) + 0,5.(n2) + 0,75.(n3) + 1. (ng) )

Onde:

n = Numero de cometas quanto a categoria
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica da pesquisa foi utilizada a Analise de Variancia
(ANOVA), o teste post-hoc de Bonferroni e Turkey. As diferengas foram significativas
quando p < 0,05, com analise realizada no software GraphPad Prism 8.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade e concentragao celular foram ajustadas para = 95% e 1x10%/mL,
respectivamente.

Pelo Ensaio Cometa Alcalino, a analise indicou que, nas células nao irradiadas
submetidas as concentragdes testadas, a lectina ndo apresentou genotoxicidade, pois
a frequéncia de cometas com dano 0 foi superior a de cometas com dano 4.

Além disso, ao comparar com o Controle Negativo, ndo foi observada

diferenca estatisticamente significativa. (Figura 10).

Figura 10 - Graus de Dano do Ensaio Cometa em Células tratadas com a

SteLL sem Irradiagao
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50+

Cometas (%)

0 1,66 332 6,64 1328 26,56
(pg/mL)

Fonte: Da autora (2025).

Apoés analises estatisticas (ANOVA e Bonferroni), observou-se que 0s grupos
irradiados na dose de 0,5 Gy; 2,5 Gy e tratados com a lectina SteLL em todas as
concentragdes, ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas quando
comparados com grupo controle negativo. Entretanto, na dose absorvida de 1,5 Gy,
na concentragdo maxima (26,56ug/mL), houve diferenga significativa com p<0,05,

possibilitando inferir possivel atividade radiomitigadora da lectina (Figura 11).
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Figura 11 - indice de Dano ao DNA nas doses absorvidas de 0,5, 1,5, 2,5 Gy

indice de dano

(ng/mL)

Fonte: Da autora (2025).
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Os indices de Dano (ID) para a dose absorvida de 0,5 Gy variaram de 32,17 a
53,08 nas concentragdes de 26,56, 13,28, 6,64, 3,32 e 1,66 ug/mL. Para a dose de
1,5 Gy, os IDs oscilaram entre 50,67 e 89,58. Ja na dose de 2,5 Gy, os valores ficaram

entre 85,75 e 74, representados na tabela 2.

Tabela 2 - Avaliacdo do indice de dano (ID) e frequéncia de dano (FD) com a

lectina StelL.

GRUPO Danac) | dimes () Padris
Controle néo irradiado 11,67 7,51 2,88
Sem Irradiagcao
SteLL 26,56ug/mL 16,33 37,33 0,76
SteLL 13,28ug/mL 13,25 36,00 0,00
StelLL 6,64ug/mL 17,33 28,33 0,76
SteLL 3,32ug/mL 11,00 24,33 1,56
StelLL 1,66ug/mL 12,33 34,00 1,18
Controle irradiado 27,75 55,33 5,63
Dose: 0,5 Gy
SteLL 26,56ug/mL 32,17 67,00 5,50
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SteLL 13,28ug/mL 33,17 70,00 7,85
SteLL 6,64ug/mL 43,25 96,00 2,61
SteLL 3,32ug/mL 41,33 86,00 6,38
SteLL 1,66ug/mL 53,08 96,33 0,80
Dose: 1,5 Gy
SteLL 26,56ug/mL 50,67 95,00 9,67
SteLL 13,28ug/mL 66,00 95,00 14,39
SteLL 6,64pg/mL 85,92 100,00 13,09
StelLL 3,32ug/mL 90,00 100,00 577
SteLL 1,66pg/mL 89,58 100,00 2,43
Dose: 2,5 Gy
SteLL 26,56ug/mL 85,75 100,00 12,91
SteLL 13,28ug/mL 77,50 98,33 12,03
StelLL 6,64pug/mL 79,33 99,67 8,68
SteLL 3,32ug/mL 85,25 100,00 7,23
StelLL 1,66ug/mL 74,00 100,00 3,19

Fonte: Da autora (2025).

Segundo Stracker e colaboradores (2023), a eficiéncia das vias de reparo do
DNA esta diretamente relacionada ao nivel de dano celular, sendo mais eficaz em
células com lesbes menos severas. Esse mecanismo possivelmente foi observado se
compararmos a distribuicdo dos graus de cometas no grupo submetido a irradiagcéo
na dose absorvida de 1,5 e tratado com a StelLL na concentracdo de 26,56ug/mL.

Nessa condi¢cdo, ha uma predominéncia de cometas classificados entre os
graus 1 e 2 (Figura 12), indicando que a extensao dos danos ao DNA foi relativamente

baixa.
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Figura 12 - Graus de Dano do Ensaio Cometa em Células tratadas com a SteLL com

Irradiagéo de 1,5Gy
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Fonte: Da autora (2025).

Esse resultado reforgca a necessidade de investigacbes adicionais para
compreender melhor a relagao entre a agcao das lectinas e os mecanismos celulares
de reparo, o que pode contribuir para futuras aplicagdes terapéuticas.

Quanto a realizacdo do ensaio do cometa alcalino, a sensibilidade do teste
pode variar conforme o agente testado. Essa variagdo € influenciada por diversos
fatores, como as propriedades quimicas do agente e as condi¢gbes experimentais, 0
que pode explicar resultados inesperados (Moller et al., 2023).

Ja o trabalho de Gupta (2021) avaliou que as lectinas possuem a capacidade
de interagir com uma ampla variedade de componentes biolégicos além de seus alvos
especificos, o que pode influenciar significativamente os resultados experimentais.
Essas interacdes inespecificas podem ocorrer com membranas celulares, proteinas
plasmaticas e até mesmo com outras moléculas envolvidas em vias de sinalizagao,
potencialmente modulando processos fisioldégicos e confundindo a interpretacdo dos
dados. Além disso, a afinidade das lectinas por diferentes tipos de glicanos pode
resultar em variagdes na resposta bioldgica, dependendo do microambiente celular e

das condi¢des experimentais.
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6 CONCLUSAO

A lectina ndo apresentou toxicidade as Células Mononucleares do
Sangue Periférico em todas as concentragdes utilizadas.

A SteLL demonstrou atividade radiomitigadora em culturas de PBMC nas
concentragdes analisadas, quando submetidas a irradiagdo com uma
dose absorvida de 1,5 Gy.

Para as doses de 0,5 e 2,5 Gy, a atividade observada foi menor em
comparagao com a dose de 1,5 Gy, embora ainda significativa.

Esses resultados incentivam a continuidade da pesquisa com
concentragbes mais altas nas mesmas doses absorvidas. Além disso, a
lectina StelLL pode se revelar promissora a radiomitigador natural, com
possiveis aplicagdes na medicina, na industria e em outras areas, devido

a sua capacidade de mitigar os efeitos da radiacao.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DO POTENCIAL RADIOMODIFICADOR E IMUNODULADOR DE
LECTINAS EXTRAIDAS DE EXTRATOS VEGETAIS

Pesquisador: OSANA DINIZ FERREIRA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 50965221.5.0000.5208

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 5.024.293

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de um projeto de tese da Doutoranda OSANA DINIZ FERREIRA sob a orientacao da Professora
ANA MARIA MENDONCA DE ALBUQUERQUE MELO vinculada ao Programa de Pds-graduagao em
Tecnologias Energéticas e Nucleares da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O projeto sera
realizado no Laboratério de Radiobiologia do Departamento de Biofisica e Radiobiologia da UFPE. A
proposta consiste basicamente na analise da hipétese: As lectinas SteLL, MoFTI e MvFL obtidas de extratos
vegetais apresentam atividades radioprotetoras e/ou imunomodulatérias in vitro e in vivo. Para este fim
realizar-se-a um estudo com 20 participantes voluntarios saudaveis, de ambos 0s sexos e com faixa etaria
de 18 a 55 anos. De cada um dos participantes voluntarios serao coletadas amostras de 10 ml de sangue.
Posteriormente cada amostra sanguinea sera processada com metodologia adequada para isolamento e
cultivo das células mononucleares. As células mononucleares serao utilizadas para avaliagao da
citotoxicidade e efeito radioprotetor das lectinas. Os critérios de inclusao e exclusao dos voluntarios estao

devidamente delineados. Os dados serao analisados estatisticamente empregando o programa STATA v.12.

Adicionalmente todos os dados serao mantidos em sigilo e armazenados por um periodo de 5 anos, sob a
responsabilidade da pesquisadora principal.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo primario:
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Avaliar a agao radiomodificadora das lectinas SteLL, MoFTI e MvFL obtidas de extratos vegetais de fohas de
Schinus terebinthifolia, flores de Moringa oleifera e de folhas de Micrograma vacciniifolia, respectivamente.
Objetivos secundarios:

1- Determinar a agao antioxidante das lectinas, por meio do método ABTS (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina
-6-acido sulfénico);

2- Avaliar a citotoxicidade, por meio do teste MTT (3-(4,5-dimetiltiazol- -2yl) -2,5-difenil brometo de
tetrazolina) para diferentes concentragoes das lectinas, em cultura de células mononucleares do sangue
periférico;

3- Analisar a atividade radioprotetora das lectinas estudadas por meio das técnicas de aberragdes
cromossdmicas; teste do microntcleo e o ensaio cometa;

4- Determinar e quantificar a expressao de citocinas pro-inflamatoria (IL-17A, IL-2, IL-4, TNF e IFN-gama)
em células PBMC por meio da técnica Elisa (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) apos exposi¢ao a
radiagao ionizante e a lectinas e desta forma determinar o seu efeito inibidor.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e beneficios estao devidamente delineados na folha de informagdes da pesquisa, no projeto de
pesquisa e no termo de consentimento livre e esclarecido. Os riscos inerentes a participagao pode ser: (1)
durante a coleta sanguinea, que obedecera aos requisitos de seguranga e assepsia, os voluntarios poderao
sentir uma ardéncia local e, eventualmente, apés coleta, podera se formar um hematoma, que desaparecera
em poucos dias. Esse risco pode ser minimizado utilizando compressa de gelo logo ap6s a coleta.

Quanto aos beneficios, havera os indiretos consistindo em que futuramente novos agentes protetores
possam ser desenvolvidos e comercializados para uso na rotina clinica de centros médicos nucleares, seja
em pacientes ou individuos ocupacionalmente expostos a radiagao ionizante. Adicionalmente todos os
dados serao mantidos em sigilo e armazenados por um periodo de 5 anos, sob a responsabilidade da
pesquisadora principal.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma tematica atual e interessante para comunidade em geral, pois, visa o desenvolvimento de
radioproterores que possam ser utlizados em centros hospitalares ou em unidades de produgao de
radiofarmacos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
As cartas de anuéncias, curriculos, termo de compromisso e confidencialidade, termo de
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consentimento livre e esclarecido estao anexados na plataforma brasil. A folha de rosto esta assinada e
carimbada pela Coordenacao da Pos-Graduagao em Tecnologias Energéticas e Nucleares da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). O or¢amento de aproximadamente 2.500,00 reais sera de
responsabilidade da pesquisadora principal. O cronograma é compativel para a execugao do projeto e
consta que a coleta de dados somente iniciara apos aprovagao pelo comité de ética.

Recomendacodes:
Nenhuma

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Nenhuma

Consideragoes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVAGAO DEFINITIVA do projeto sé sera dada ap6s o envio do Relatorio
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificagao”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugées do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apoés apreciagao desse relatorio, o CEP emitird novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugao CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagoes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugao, € obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item X.1.3.b., da Resolugao CNS/MS N° 466/12).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao

Informagoes PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 29/09/2021 Aceito
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Basicas do Projeto | ETO_1808202.pdf 11:27:18 Aceito
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Projeto Detalhado / | PROJETOdetalhado.doc 29/09/2021 |OSANA DINIZ Aceito

Brochura 11:24:45 |FERREIRA

| Investigador
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Assentimento / 11:24:28 |FERREIRA

Justificativa de
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Folha de Rosto FOLHADEROSTOASSINADA .pdf 29/09/2021 |OSANA DINIZ Aceito
11:23:34 | FERREIRA

Outros anuenciaUsodedados.pdf 18/08/2021 |OSANA DINIZ Aceito
16:54:49 | FERREIRA

Outros Anuencia.pdf 18/08/2021 |OSANA DINIZ Aceito
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Outros CurriculoAna.pdf 12/08/2021 |OSANA DINIZ Aceito
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Outros CurriculoMercia.pdf 12/08/2021 |OSANA DINIZ Aceito
19:52:18 |FERREIRA
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