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RESUMO

A radiagdo ionizante possui ampla aplicacdo nas areas meédica, industrial e
energética, sendo utilizada em procedimentos como radioterapia, esterilizagdo e
producao de energia nuclear. No entanto, ao interagir com a matéria biologica, essa
radiacédo transfere energia as moléculas celulares, levando a formagao de espécies
reativas de oxigénio, que provocam estresse oxidativo, danos as membranas,
proteinas e quebras na molécula de DNA, podendo resultar em mutacoes,
instabilidade gendmica ou morte celular. A busca por radiomitigadores eficazes e de
baixa toxicidade tem levado ao estudo de compostos naturais, como a Ginkgo
biloba, conhecida por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e
antiapoptoticas. Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
radiomitigador do extrato de Ginkgo biloba em linfécitos humanos irradiados in vitro
com radiacdo gama. Foram coletadas amostras de sangue periférico de um
voluntario saudavel, que foram divididas em grupos: controle negativo, controle do
extrato (0,025 e 0,05 ug/mL), irradiados sem tratamento (2 Gy e 4 Gy) e irradiados
tratados com o extrato nas mesmas concentragcbes. Apods a irradiagcdo em fonte de
*Co, as amostras foram incubadas por 2 horas e cultivadas com fitohemaglutinina,
com adi¢ao de citocalasina B, para bloqueio da citocinese, permitindo a analise de
micronucleos (MN) em células binucleadas. Foram analisadas 3000 células por
grupo, e os dados foram submetidos ao teste U de Papworth, ANOVA e teste de
Tukey (p < 0,05). Observou-se aumento dose-dependente da frequéncia de MN nos
grupos irradiados: 0,192 (2 Gy) e 0,619 (4 Gy). Os grupos tratados com o extrato
apresentaram reducgao significativa da frequéncia de MN: 23,96% e 21,88% para 2
Gy; 35,86% e 27,29% para 4 Gy, nas concentragdes de 0,025 e 0,05 pg/mL,
respectivamente. As doses estimadas e os percentuais de dano também foram
reduzidos, com destaque para o grupo 4 Gy + 0,025 ug/mL, cuja dose estimada caiu
de 4,717 Gy para 3,481 Gy e o percentual de dano de 42,80% para 29,13%. O
extrato ndo apresentou citotoxicidade isolada, nem induziu danos genéticos em
culturas n&o irradiadas. A analise estatistica revelou diferengas significativas entre
0s grupos irradiados tratados e ndo tratados, confirmando efeito significativo na
mitigacdo dos danos cromossdmicos induzidos pela radiagdo. Tal efeito € atribuido a
acao antioxidante e anti-inflamatéria de seus componentes bioativos, que
neutralizam radicais livres, reduzem a inflamacdo e inibem vias apoptdticas.
Conclui-se que o extrato de Ginkgo biloba demonstrou potencial radiomitigador in
vitro, sugerindo sua aplicabilidade em contextos de exposi¢céo a radiagdo ionizante.

Palavras-chave: Radiomitigador. Ginkgo biloba. Radiagdo ionizante. Dosimetria
biolégica. Citogenética.
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ABSTRACT

lonizing radiation has wide applications in the medical, industrial, and energy fields,
being used in procedures such as radiotherapy, sterilization, and nuclear energy
production. However, when interacting with biological matter, this radiation transfers
energy to cellular molecules, leading to the formation of reactive oxygen species that
cause oxidative stress, damage to membranes and proteins, and DNA strand breaks,
which may result in mutations, genomic instability, or cell death. The search for
effective radiomitigators with low toxicity has led to the study of natural compounds,
such as Ginkgo biloba, known for its antioxidant, anti-inflammatory, and anti-apoptotic
properties. In this context, this study aimed to evaluate the radiomitigating effect of
Ginkgo biloba extract on human lymphocytes irradiated in vitro with gamma
radiation.Then, Peripheral blood samples were collected from a healthy volunteer
and divided into groups: negative control, extract control (0.025 and 0.05 pg/mL),
irradiated without treatment (2 Gy and 4 Gy), and irradiated treated with the extract at
the same concentrations. After irradiation using a *°Co source, the samples were
incubated for 2 hours and cultured with phytohemagglutinin, with the addition of
cytochalasin B to block cytokinesis, allowing for the analysis of micronuclei (MN) in
binucleated cells. A total of 3000 cells per group were analyzed, and data were
subjected to the Papworth U test, ANOVA, and Tukey’'s test (p < 0.05). A
dose-dependent increase in MN frequency was observed in the irradiated groups:
0.192 (2 Gy) and 0.619 (4 Gy). The groups treated with the extract showed a
significant reduction in MN frequency: 23.96% and 21.88% for 2 Gy; 35.86% and
27.29% for 4 Gy, at concentrations of 0.025 and 0.05 pug/mL, respectively. Estimated
doses and damage percentages were also reduced, especially in the 4 Gy + 0.025
pMg/mL group, whose estimated dose dropped from 4.717 Gy to 3.481 Gy, and the
damage percentage from 42.80% to 29.13%. The extract did not show isolated
cytotoxicity nor induced genetic damage in non-irradiated cultures. Statistical
analysis revealed significant differences between treated and untreated irradiated
groups, confirming a significant effect in mitigating radiation-induced chromosomal
damage. This effect is attributed to the antioxidant and anti-inflammatory action of its
bioactive components, which neutralize free radicals, reduce inflammation, and
inhibit apoptotic pathways. It is concluded that Ginkgo biloba extract demonstrated
effective in vitro radiomitigating potential, suggesting its applicability in contexts of
ionizing radiation exposure.

Key words: Radiomitigator. Ginkgo biloba. lonizing radiation. Biological dosimetry.
Cytogenetics.
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1 INTRODUGCAO

A radiacao é definida como uma forma de energia que se propaga através do
espaco ou de um meio material, podendo ocorrer na forma de ondas
eletromagnéticas ou particulas. Essa energia é classificada como radiag&o ionizante
(RI) quando possui capacidade para ionizar atomos e moléculas, o que a torna
biologicamente relevante e potencialmente danosa (Kudriashov, 2008; Christensen
et al., 2014a).

A radiagao ionizante passou a ser amplamente utilizada em praticas médicas,
como no radiodiagndstico por imagem, medicina nuclear e radioterapia (Byun; Jo;
Lee, 2006), além de desempenhar um papel significativo em setores como a
industria, a agricultura e geracao de energia (Tauhata et al., 2014). No entanto, a
exposi¢ao inadequada ou acidental a essa forma de radiacdo pode resultar em
graves danos celulares (Williams, 2008; Okuno, 2013).

Ao interagir com a matéria bioldgica, a radiagéo ionizante provoca a ionizagao
de atomos e moléculas, tendo como um dos principais alvos celulares o DNA. A
interacado direta da Rl com a molécula de DNA pode resultar em quebras de fita
simples e dupla. Ja indiretamente, a radiacdo promove a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que geram estresse oxidativo e alteragdes
cromossOmicas (Nunes et al., 2022). A célula possui mecanismos de reparo para
corrigir esses danos, no entanto, falhas nesses sistemas podem resultar em
mutagdes, instabilidade gendmica ou morte celular (Hall; Giaccia, 2012). Assim, o
acumulo de danos ao DNA, sobretudo os que afetam a integridade cromossémica,
estd associado a efeitos agudos e crénicos da radiagao, incluindo doencas
degenerativas, infertilidade e cancer (International Agency for Research On Cancer,
2012).

Diante dos riscos associados a exposicdo a RI, cresce o interesse por
agentes radioprotetores e radiomitigadores, definidos como compostos capazes de
reduzir ou prevenir os efeitos deletérios da radiacao ionizante nos tecidos biolégicos
(Mickley, 2003). Radiomitigadores sintéticos sdo conhecidos pela sua eficacia,
porém, apresentam limitagdes clinicas devido a sua toxicidade e efeitos colaterais
(Shukla et al., 2016). Nesse contexto, surgem os compostos naturais que oferecem
acao antioxidante com menor toxicidade, como o extrato derivado das folhas de
Ginkgo biloba, uma das plantas mais antigas do planeta, que é amplamente

estudado por sua composicao rica em flavonoides e terpenoides, que conferem a
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planta propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e neuroprotetoras, podendo
atenuar os efeitos induzidos pela radiagao (Silva, 2023; Mahadevan; Park, 2008;
Singh et al., 2020). Essas propriedades sugerem que a presenca desses bioativos
também podem conferir acdo radioprotetora, especialmente por meio da
neutralizacdo de radicais livres e reducdo do estresse oxidativo induzido pela
radiacéo ( Defeudis, 2003).

Para avaliar os danos induzidos pela radiacdo e a eficacia de potenciais
radiomitigadores, utiliza-se a dosimetria biolégica, que consiste na identificacdo e
quantificacdo de alteragdes estruturais nos cromossomos para estimar a dose
absorvida. Entre as principais técnicas utilizadas na dosimetria, o ensaio de
micronucleo com bloqueio da citocinese (CBMN) destaca-se devido sua
sensibilidade, rapidez e praticidade na detecgdo de danos citogenéticos causados

por agentes genotdxicos, como a radiagao ionizante (Fenech, 2000; IAEA, 2011).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RADIACAO |ONIZANTE

A radiagcado ionizante é definida como a forma de radiagdo com energia
suficiente para remover elétrons de atomos ou moléculas, gerando ions. Essa
capacidade decorre de sua alta energia por féton ou particula que permite romper
ligagbes quimicas e danificar estruturas moleculares essenciais nos sistemas
biologicos. Historicamente, a radiagéo ionizante tem sido objeto de estudo desde o
final do século XIX, com a descoberta dos raios X e radioatividade natural (Hall;
Giaccia, 2012).

Seu uso amplia-se para diversas areas, incluindo a medicina para diagnostico
por imagem (radiografia, tomografia computadorizada) e tratamento de cancer
(radioterapia). Na industria, € usada para esterilizagao de instrumentos e produtos
alimenticios. Pesquisas cientificas também utilizam essa radiacdo para estudos em
fisica, biologia e arqueologia, por meio da datagao radiométrica (Guidetti et al., 2016;
Puerta-Ortiz et al., 2020).

No entanto, a manipulacdo inadequada e acidentes envolvendo radiagao
ionizante podem ter consequéncias graves. Exemplos historicos notorios incluem o

acidente de Chernobyl em 1986, o incidente radiolégico de Goidnia em 1987 e o
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desastre nuclear de Fukushima em 2011. Essas tragédias evidenciam a necessidade
de rigorosas medidas de protecdo radiolégica e monitoramento constante da

exposi¢cao humana (Souza et al., 2020).

2.1.1 Classificagdo da Radiagao lonizante

Com base em sua natureza fisica, a radiacao ionizante pode ser classificada
em dois grandes grupos: eletromagnética e corpuscular. A radiagdo eletromagnética
€ composta por fétons que ndo possuem massa nem carga elétrica, como os raios X
€ 0s raios gama, caracterizados pela alta capacidade de penetragdo em materiais, o
que permite que atravessem tecidos bioldgicos, sendo amplamente utilizados em
diagndsticos e tratamentos médicos (Figura 1). Ja a radiagéao corpuscular é formada
por particulas com massa e, geralmente, carga elétrica, como particulas alfa, beta,
prétons, néutrons e ions pesados. As particulas alfa apresentam baixa penetracao
devido a sua grande massa e carga positiva, enquanto particulas beta, com massa

menor, penetram moderadamente (Katz, 1986).

Figura 1 — Comparagcdo da capacidade de penetracdo entre radiagdes

ionizantes.

Particula >
’ alfa

.,Ilbbl’l. Raios

gama

@ Particulas
de néutron . %

PAPEL CORPO AGO CONCRETO

elétrons

. protons
. néutrons

Fonte: UFRGS, 2025.

Prétons e ions pesados sdo empregados em radioterapia por sua precisdo na
deposigado de energia, e néutrons, por ndo possuirem carga elétrica, apresentam

elevada capacidade de penetragdo em materiais (Watt et al. 1990).
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2.1.2 Deteccao e Medigcao

Os detectores fisicos da radiagdo ionizante incluem as camaras de ionizacao,
que detectam diretamente a ionizagdo de um volume de gas, sendo particularmente
precisas para avaliar taxas de dose em equipamentos de diagndstico e radioterapia;
os dosimetros termoluminescentes, que acumulam energia em cristais durante a
exposicao e medem a luz emitida pela liberagao de elétrons de forma proporcional a
dose, método amplamente aplicado na dosimetria pessoal e ambiental; e os
cintiladores, que emitem flashes de luz imediatamente apdés a interacdo com
radiagcdo ionizante, sendo empregados em detectores clinicos e ambientais,
inclusive em fibras Opticas para dosimetria em tempo real (Jansen et al.,2005;
Mettler et al, 2012).

A energia da radiacao ionizante é detectada e expressa em unidades como
elétron-volt (eV), keV (quilo-elétron-volt) e MeV (mega-elétron-volt), representando a
energia transportada por cada féton ou particula (Katz, 1986).

A partir da detecgcdo dessa energia, diferentes grandezas dosimétricas sao
empregadas ndo apenas para expressar a exposi¢ao a radiagdo, mas também para
estimar seus efeitos fisicos e biolégicos nos tecidos irradiados. Essas medidas sao
fundamentais para avaliar os riscos associados, estabelecer limites seguros de
exposicao, planejar procedimentos médicos que envolvem radiacdo e adotar
estratégias de protecao radioldgica adequadas.

A dose absorvida é calculada pela dosimetria radiolégica e representa a
quantidade de energia depositada pela radiagao ionizante por unidade de massa de
tecido ou material, sendo expressa em Gray (Gy). Esse conceito descreve o efeito
fisico inicial da radiagao sobre a matéria, ou seja, o quanto de energia foi transferida
independentemente do tipo de radiacdo ou da sensibilidade biolégica do tecido
irradiado (ICRP, 2007).

Para uma estimativa mais realista dos possiveis efeitos bioldgicos, utiliza-se a
dose equivalente, expressa em Sievert (Sv), que leva em consideragao o tipo de
radiacdo envolvida na exposigao, ja que diferentes radiagdes apresentam diferentes
potenciais para causar dano biologico. Para isso, aplica-se um fator de ponderacao
a dose absorvida, resultando em uma medida ajustada do risco bioldgico especifico
da radiacédo incidente (ICRP, 2007).
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Por fim, a dose efetiva, também expressa em Sievert (Sv), considera nao
apenas o tipo de radiagdo, mas também a sensibilidade de cada tecido ou 6rgao
irradiado. Dessa forma, fornece uma estimativa global do risco biolégico total para o
corpo humano, integrando os efeitos combinados da exposicdo em diferentes
regides anatdbmicas (ICRP, 2007; ICRP, 2021).

2.2 INTERACAO COM A MATERIA BioLoacica

A radiacao ionizante interage com a matéria biolégica principalmente por meio
da transferéncia de energia as moléculas presentes nos tecidos, resultando em
processos de ionizagdo, quando elétrons sdo removidos dos atomos, e de excitagao,
quando esses elétrons sdo apenas elevados a niveis de energia superiores sem
serem ejetados, gerando instabilidades que podem comprometer a integridade
celular. Esses eventos iniciam-se quando particulas ou fétons atravessam o meio
biolégico, colidindo com atomos e moléculas e removendo elétrons de suas orbitas,
gerando ions e radicais livres (Katz, 1986; Watt et al., 1990).

A forma como diferentes tipos de radiagdo interagem com os tecidos
bioldgicos varia significativamente, influenciada pela quantidade de energia que
depositam ao longo do trajeto e pelo grau de dano que podem provocar.

A transferéncia linear de energia (LET) expressa a quantidade de energia
depositada pela radiagcéo por unidade de comprimento ao longo do trajeto no tecido,
sendo normalmente medido em keV/um. Radiagbes com LET alta, como particulas
alfa e ions pesados, depositam grandes quantidades de energia em pequenos
volumes, resultando em danos mais localizados e dificeis de reparar, como quebras
duplas de DNA. Ja radiagbes com LET baixa, como fétons e particulas beta,
dispersam a energia de forma mais difusa, em volumes maiores, provocando lesdes
mais espacadas e frequentemente reparaveis (IAEA, 2011).

A eficacia biologica relativa (RBE), por sua vez, € uma medida relativa que
compara o efeito biolégico de uma determinada radiagédo com o efeito produzido por
uma radiagdo de referéncia, geralmente raios X ou gama, para uma mesma dose
absorvida. Em geral, radiagdes com alta LET apresentam maior RBE, indicando
maior potencial para induzir danos biologicos. Isso ocorre até um pico maximo, em
torno de 100 keV/um (Figura 2), quando a concentracao de ionizagdes ao longo da

trajetéria da radiacédo é suficiente para provocar lesdes simultdneas nas duas fitas
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do DNA, aumentando a probabilidade de indugao de alteragbes cromossdmicas,
sem haver excesso de energia que seja desperdicada ou que nao contribua de
forma significativa para o dano biolégico. Acima desse valor, ocorre o fendbmeno
conhecido como overkill, no qual a energia depositada excede a necessaria para
produzir novas lesdes, o que leva a reducdo da RBE. Nesse fenbmeno, o excesso
de energia deixa de potencializar o dano biolégico, superando a capacidade de
resposta do tecido, sem aumento proporcional na letalidade. Por isso, a RBE é um
parametro essencial em areas como radioterapia e radioprote¢do, pois permite uma
estimativa mais precisa dos efeitos esperados sobre os tecidos expostos (IAEA,
2011).

Figura 2 — Relag&o entre LET e RBE.
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Fonte: Baeyens et al., 2023.

A interacdo da radiagdo com a matéria biolégica pode ocorrer por
mecanismos diretos ou indiretos. No dano direto, particulas de transmissao colidem
com os atomos das estruturas celulares e removem elétrons, provocando ionizagdes
que afetam diretamente alvos criticos da célula, como o DNA. Esse processo pode
causar quebras nas fitas da molécula e alteragbes em suas bases nitrogenadas,
comprometendo a estabilidade gendbmica. O dano direto ocorre com maior

frequéncia em exposigdes a radiagdes de alta LET (Reindl et al.,2023).
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Os danos indiretos ocorrem principalmente por meio do processo de radidlise
da agua (Figura 3), molécula que representa a maior parte do volume celular. A
absorcao de fétons de alta energia induz excitagao e ionizagao das moléculas de
agua, levando a formacédo de espécies reativas, como o radical hidroxila (OH),
peroxido de hidrogénio (H-0:) e o anion superoxido (O:") (Jay-Gerin, 2025).

Figura 3 — Radidlise da agua pelos efeitos indiretos da radiagao ionizante.
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Fonte: Adaptado de Kawamura et al., 2018.

Essas espécies reativas de oxigénio formadas no meio intracelular podem
reagir com diferentes componentes celulares, como lipidios de membrana, proteinas
estruturais e enzimaticas, e o DNA, mesmo que a radiagdo ionizante n&o interaja
diretamente com essas estruturas (Figura 4). Esse tipo indireto de lesdo é

especialmente comum em radiagbes de baixa LET (Baeyens et al., 2023).

Figura 4 — Interacdo das ROS com componentes celulares.
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Fonte: Adaptado de Caldic Magistral, 2020.

2.3 EFEITOS BIOLOGICOS DA RADIACAO IONIZANTE

A interacdo da radiacdo com os tecidos biolégicos desencadeia uma
complexa cadeia de eventos celulares que pode culminar em efeitos de curta ou
longa duracdo. Esses efeitos ndo se limitam aos danos iniciais causados pela
ionizagdo de biomoléculas, mas envolvem um conjunto de respostas celulares e
teciduais progressivas, com repercussdes que podem se estender ao nivel
sistémico. Os mecanismos ativados incluem desde ativacéo de vias de sinalizagao e
reparo do DNA até processos como senescéncia, apoptose, necrose ou
transformagao maligna, dependendo da dose, tipo de radiagéo e contexto biolégico
(Sousa et al., 2020; Azzam et al., 2012).

Entre os principais mecanismos indiretos da toxicidade induzida pela
radiacdo ionizante, destaca-se o estresse oxidativo. Nessa condi¢do, o acumulo de
radicais livres excede a capacidade antioxidante da célula, levando a oxidagao de
componentes celulares (Figura 5). Esse quadro decorre da formagéo continua de
espécies reativas de oxigénio mesmo apos a exposi¢ao inicial, 0 que contribui para a
manuteng¢ao de um ambiente celular comprometido. O estresse oxidativo prolongado
esta associado a disfungdo mitocondrial e alteracbes metabdlicas, fatores que
afetam a integridade estrutural e funcional das células. Como consequéncia, podem

surgir mutagdes, inflamagao crénica e o desenvolvimento de doencas degenerativas
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(Hargital et al., 2021).

Figura 5 — Principais efeitos celulares causados por dano indireto.
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Fonte: Adaptado de Baeyens et al., 2023.

A interagdo com lipidios de membrana, especialmente os acidos graxos
poli-insaturados, desencadeia a peroxidagao lipidica, um processo em cadeia que
leva a formacdo de produtos altamente toxicos como malondialdeido (MDA) e
4-hidroxinonenal (4HNE) (Figura 6). Esses subprodutos comprometem a integridade
estrutural da membrana plasmatica e das organelas, alterando sua fluidez,
polaridade e permeabilidade. Tais alteragbes interferem diretamente na
funcionalidade de canais i6nicos e enzimas de membrana, podendo levar a
despolarizagéo celular, disfungdo metabdlica e ativagdo de vias apoptodticas (Reindl
et al., 2023).

Ao interagir com proteinas, as ROS provocam oxidagdes em residuos de
aminoacidos, especialmente aqueles contendo enxofre ou grupos aromaticos,

promovendo a clivagem de cadeias laterais e carbonilag&o proteica, levando a perda
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da funcdo enzimatica, desnaturagcéo, agregacédo ou degradacgao proteolitica (Figura
6). Essas alteragdes comprometem o metabolismo celular, a sinalizagao intracelular
e 0s mecanismos de reparo do DNA, agravando os efeitos da radiacao em outras
moléculas (Reindl et al., 2023).

No caso do DNA, as ROS sao capazes de induzir alteracbes quimicas nas
bases nitrogenadas, além de quebras nas fitas simples ou duplas da molécula
(Figura 6). A persisténcia desses danos, se nao forem eficientemente reparados,
pode resultar em mutagdes, instabilidade gendmica, senescéncia celular ou
apoptose. Em células que sobrevivem a morte programada, o acumulo de alteragdes
pode contribuir para o desenvolvimento de processos de transformagdo maligna e

carcinogénese (Reindl et al., 2023).

Figura 6 — Efeitos das ROS sobre proteinas, lipidios e DNA.
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Fonte: Adaptado de Baeyens et al., 2023.

Além desses efeitos sobre as células irradiadas, a radiagdao também pode
induzir efeitos nao-alvo, como o efeito bystander, no qual células vizinhas as
diretamente atingidas também apresentam alteragdes genéticas e fenotipicas. Esse
fendbmeno sugere a existéncia de uma comunicagao intercelular mediada por
sinalizagdo quimica ou exossomos. Outro processo importante € a instabilidade
gendmica retardada, observada em geracodes celulares futuras de células irradiadas,
caracterizada por um aumento na frequéncia de alteragdes cromossdmicas e

mutacdes espontaneas em células-filhas. Esse fenébmeno reforca a hipotese de que
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a exposicdo a radiagdo pode deixar uma “memoria bioldgica” nas células,
perpetuando o risco gendmico mesmo apds uma unica exposi¢ao (Azzam et al.,
2012).

Tais efeitos estendem-se para além do nivel celular, afetando tecidos e
orgaos, especialmente aqueles com alta taxa de renovagéao celular, como a medula
Ossea e o epitélio gastrointestinal. O comprometimento desses sistemas pode levar
a imunossupressao, hematotoxicidade, fibrose tecidual e predisposicdo ao
surgimento de neoplasias. Estudos também indicam que a persisténcia dos efeitos
oxidativos amplifica os danos ao DNA e interfere em sua reparagdo, além de
favorecer alteragdes epigenéticas que modulam a expressao génica ( Azzam et al.,
2012).

A resposta biologica a radiag&o ionizante pode ser de natureza deterministica
e estocastica, cujos mecanismos patoldégicos apresentam particularidades

relacionadas a dose, tempo de exposicao e capacidade de reparo celular.
2.3.1 Efeitos deterministicos

Os efeitos deterministicos sdo decorrentes de danos celulares extensos e
ocorrem quando a exposig¢ao ultrapassa um limiar de dose absorvida, superando a
capacidade de reparo, tornando os efeitos irreversiveis e proporcionalmente mais
graves com o aumento da dose absorvida. O estresse oxidativo contribui
diretamente para esses efeitos ao causar morte celular por apoptose ou necrose,
prejudicando a regeneragao tecidual e resultando em manifestac¢des clinicas. Dentre
os principais efeitos deterministicos estao eritemas, epilacdo, ulceragcbes cutaneas,
infertilidade e mielossupressao (Warren, 1980; Sousa et al., 2020). Em exposi¢des a
doses absorvidas elevadas, pode ocorrer a Sindrome Aguda da Radiagao (SAR), um
quadro clinico grave decorrente da exposigao a altas doses de radiagdo em um curto
intervalo de tempo, -caracterizado por comprometimento dos sistemas
hematopoiético (1-8 Gy), gastrointestinal (5-20 Gy) e neurovascular (> 20 Gy), com
sintomas como nauseas, vomitos, diarreia intensa, colapso do epitélio intestinal e
disturbios neurolégicos graves. A SAR evolui rapidamente e apresenta alta
letalidade nas formas mais severas ( Macia i Garau et al., 2011).

Radiagbes com alta LET, como particulas alfa, promovem lesdes mais

concentradas e severas em estruturas celulares criticas. A chamada “teoria do alvo”
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propde que tais efeitos surgem da destruicdo direta de organelas ou componentes
essenciais, como o nucleo celular. O tempo de manifestagdo desses efeitos varia de
dias a semanas apods a exposicao, dependendo da dose e do tecido atingido (Katz,
1986).

2.3.2 Efeitos Estocasticos

Os efeitos estocasticos sdo eventos probabilisticos que podem ocorrer
mesmo com exposicoes a baixas doses absorvidas, e ndo apresentam um limiar
definido. Sua principal manifestagao € a carcinogénese induzida por radiagao, além
de mutagdes genéticas hereditarias. Tais efeitos surgem quando alteragbes
moleculares, como quebras duplas de DNA, escapam ao reparo celular, sendo
perpetuadas em divisbes subsequentes.

Apesar desses efeitos serem imprevisiveis individualmente, a probabilidade
de ocorréncia aumenta com o aumento da dose. A radiacdo pode também causar
efeitos transgeracionais, afetando o material genético das células germinativas e
transmitindo mutagdes as geragdes seguintes (Warren, 1980).

Um dos principais mecanismos associados aos efeitos estocasticos € o
estresse oxidativo cronico, como demonstrado por Azzam et al. (2012), que
relataram aumento sustentado de ROS mesmo apds o fim da exposigéo, criando um
ambiente celular oxidativo que favorece a instabilidade genémica e a ativagédo de
vias sinalizadoras pro-tumorais.

Segundo Raabe (2012), a radiagao pode atuar tanto como iniciadora quanto
como promotora tumoral, interferindo em sistemas regulatérios como o p53, vias de
reparo de DNA e cascatas inflamatérias. Fatores como idade, predisposicéo
genética e estado imunolégico também influenciam a manifestagdo dos efeitos
estocasticos.

Diante da gravidade dos efeitos provocados pela radiagédo ionizante, torna-se
crucial implementar estratégias que possam mitigar essas consequéncias apds a
exposi¢ao, atenuando os impactos a saude e melhorando o progndstico dos

individuos expostos.
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24 RADIOMITIGADORES

Radiomitigadores sédo substancias administradas apds a exposi¢ao a radiagao
ionizante, com o objetivo de minimizar os efeitos deletérios nos tecidos biologicos
causados por essa exposi¢ao. Diferentemente dos radioprotetores, que precisam ser
aplicados antes da exposigao, os radiomitigadores possuem a vantagem de serem
eficazes mesmo quando os danos ja foram iniciados. Geralmente, sdo administrados
durante o periodo inicial pos-radiagdo e antes do desenvolvimento da sindrome
aguda da radiacéo (SAR) (Raviraj et al., 2014).

As aplicagdes clinicas mais comuns desses agentes envolvem tratamentos
oncoldgicos, na protegao de tecidos sadios adjacentes ao tumor durante sessdes de
radioterapia. Nesses casos, compostos radioprotetores ou radiomitigadores séo
usados para reduzir efeitos colaterais indesejaveis provocados pela exposicéo a
radiagdo, como mucosite, pneumonite e mielossupressao (Siqueira et al., 2017,
Smith et al., 2017). Além do uso terapéutico, radiomitigadores tém papel importante
em situagdes emergenciais como acidentes nucleares e exposi¢cdes acidentais em
ambientes hospitalares ou industriais (IAEA, 2020).

No nivel molecular e celular, esses agentes atuam interrompendo cascatas de
dano iniciadas logo apo6s a irradiagdo, que envolvem morte mitdtica continua,
liberagao persistente de citocinas inflamatérias, dano vascular progressivo, hipdxia
tecidual e acumulo de matriz extracelular, eventos que culminam na toxicidade dos
tecidos irradiados. Os radiomitigadores modulam essas respostas ao reduzir o
estresse oxidativo, ativando enzimas envolvidas nos mecanismos de reparo celular,
estimulando a regeneracdo tecidual e acelerando a reposicdo de tecidos
radiossensiveis como a medula 6ssea e o trato gastrointestinal (Figura. 7). Esses
efeitos ocorrem mesmo quando os agentes sdo administrados apos a radiagéo, o

que os torna particularmente uteis em situag¢des imprevistas (Montoro et al., 2023).
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Figura 7 — Mecanismos de ac&do dos Radiomitigadores.
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Fonte: Adaptado de Montoro et al., 2023.

Atualmente, quatro radiomitigadores sintéticos sao aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA) para o tratamento da sindrome de radiacdo aguda
hematopoiética (SRA-H): filgrastim (Neupogen®), pedfilgrastim (Neulasta®),
sargramostim (Leukine®) e romiplostim (Nplate®). Todos eles, exceto o romiplostim,
foram usados para tratar vitimas de acidentes de radiagao com resultados benéficos
(SINGH et al., 2015). Embora tenham sido aprovados com base na Animal Rule, que
permite a aprovacdo de farmacos para uso humano com base em estudos
pré-clinicos em modelos animais quando ensaios clinicos em humanos nao sao
eticamente viaveis (FDA, 2002), seu uso clinico em humanos para SRA-H ainda é
restrito a contextos de emergéncia. Esses agentes atuam principalmente na
mitigacdo da mielossupressao, promovendo a recuperagao hematopoiética (Hofer et
al., 2016).

Apesar de sua eficacia, os radiomitigadores sintéticos ainda enfrentam
limitagdes clinicas significativas, incluindo a alta toxicidade sistémica e efeitos
colaterais consideraveis como hipotensao, nauseas e vomitos. Devido a tais efeitos

sua administracao é restrita a ambientes hospitalares controlados, o que dificulta sua
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aplicacdo em emergéncias radioldgicas (ANDO, 1987; SINGH, 2019). Além disso,
muitos compostos sintéticos atuam por mecanismos especificos e isolados, como a
remocao direta de radicais livres ou a inibicao de vias inflamatorias pontuais, o que
resulta em janelas terapéuticas estreitas e eficacia limitada in vivo (Citrin et al.,
2010).

Por essas razoes, a busca por alternativas mais toleraveis levou a exploracao
de compostos naturais com potencial radioprotetor e radiomitigador. Varias
substancias extraidas de plantas tém demonstrado eficacia significativa na protegao
celular contra danos induzidos por radiacdo, como os flavonoides, cumarinas e
polifendis (Mun et al. 2018). Esses compostos atuam principalmente na
neutralizagcdo de espécies reativas de oxigénio, estabilizacdo de membranas
celulares e ativagcéo de vias antioxidantes enddgenas (Mishra et al., 2018).

Estudos apontam que compostos naturais como a curcumina, resveratrol,
quercetina, e extratos vegetais como o de Zataria multiflora e Ginkgo biloba s&o
eficazes em mitigar os danos induzidos por radiagado, reduzindo quebras de DNA,
formagao de micronucleos e morte celular (Kuruba; Gollapalli, 2018). Além disso,
tais agentes apresentam menor toxicidade, sdo geralmente bem tolerados, possuem
multiplos mecanismos de acdo e podem ser administrados por via oral,
caracteristicas ideais para um radiomitigador (Obrador et al., 2020).

Montoro et al. (2023) apresenta uma analise comparativa entre agentes
sintéticos e naturais, destacando os desafios de toxicidade, custo e
biodisponibilidade dos primeiros, ao passo que reforga a versatilidade e seguranca
dos compostos naturais como alternativas promissoras. Nesse sentido, a Ginkgo
biloba surge como um dos extratos vegetais investigados, devido a sua composi¢cao
por fitoquimicos que conferem acéo antioxidante, anti-inflamatoria e neuroprotetora,
além de boa tolerabilidade.

Portanto, o uso racional e estratégico de radiomitigadores de origem natural
representa uma vertente inovadora e necessaria tanto na protegdo ocupacional
quanto na mitigacdo de efeitos adversos em terapias médicas e acidentes
radiolégicos. A combinagdo de segurancga, eficacia e aplicabilidade em diferentes
contextos posiciona esses compostos como alternativas valiosas no campo da

radioprotecao.
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25 GINKGO BILOBA

2.5.1 Aspecto Evolutivo e Historico de Aplicagdes

A Ginkgo biloba é frequentemente descrita como um “féssil vivo”, pois
sobreviveu por mais de 200 milhdes de anos sem alteragcbes morfolodgicas
significativas (Figura 8). Sua linhagem remonta ao periodo Jurassico, o que a torna
uma das espécies arbdreas mais antigas ainda existentes (Crane, 2013). O registro
féssil revela que o género Ginkgo foi outrora diversificado, mas apenas a Ginkgo
biloba sobreviveu até os tempos modernos, em grande parte devido a intervengao
humana por meio de praticas culturais e religiosas no Leste Asiatico (Lin et al., 2022;
Nagata et al., 2013).

Figura 8 — Folhas de Ginkgo biloba.

Fonte: Santos, 2025.

Esse carater resiliente da espécie se manifestou de maneira emblematica
apos a Segunda Guerra Mundial, quando arvores de Ginkgo biloba resistiram a
explosdo da bomba atébmica em Hiroshima. Apesar da destruicdo massiva, algumas
arvores localizadas proximas ao epicentro da explosao brotaram meses depois,
tornando-se icones da resisténcia a devastagdo e da esperanga de reconstrugao
(Crane, 2019). Desde entdo, a espécie passou a ser amplamente plantada como
arvore ornamental em ambientes urbanos, sendo simbolo de longevidade, resiliéncia
e renovagao por sua resisténcia a poluentes (Nagata et al., 2013).

As propriedades terapéuticas da Ginkgo biloba tém origens milenares na
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medicina tradicional chinesa, onde folhas e sementes da planta eram empregadas
no tratamento de disturbios respiratérios, circulatérios e neurolégicos (Crane, 2019;
Oztlrk et al., 2023). A espécie foi introduzida no Ocidente por volta do século XVIII,
inicialmente em jardins botanicos europeus, a partir de sementes trazidas da China.
No entanto, seu uso terapéutico no ocidente s6 foi plenamente intensificado no
século XX, com a padronizacao do extrato EGb 761, desenvolvido na Alemanha e
caracterizado por conter aproximadamente 24% de flavonoides e 6% de terpenoides
(Drieu, 1986; Smith et al., 2002). Desde entdo, o EGb 761 tornou-se um dos
fitoterapicos mais utilizados mundialmente, amplamente empregado na medicina
integrativa, tendo sido avaliado em multiplos modelos de toxicidade, estresse
oxidativo e degeneracao celular (Defeudis, 2003; Ahlemeyer et al., 2003; Diamond et
al., 2000). No mercado brasileiro, o extrato padronizado também esta amplamente
disponivel comercialmente em formulagdes encapsuladas, sendo vendido como
fitoterapico registrado junto a Anvisa (Agéncia Nacional De Vigilancia Sanitaria,
2025).

2.5.2 Composicao Fitoquimica

A Ginkgo biloba é rica em metabdlitos secundarios com ampla diversidade
estrutural e funcional. Para garantir a padronizacao e eficacia, o extrato EGb 761 ¢é
composto por 24% a 30% de flavonoides e 6% de terpenoides, além de outros
constituintes fendlicos e lactonas sesquiterpénicas (Guo et al., 2023; Wang et al.,
2024).

Os flavonoides estdo presentes predominantemente sob a forma de
glicosideos, incluindo quercetina, kaempferol e isoramnetina (Guo et al., 2023;
Samec, 2022). Esses compostos sdo sintetizados principalmente nas folhas e
desempenham papel fundamental na defesa antioxidante da planta, sendo capazes
de neutralizar radicais livres e proteger estruturas celulares contra o estresse
oxidativo induzido por diversos agentes, incluindo radiagdes ionizantes (Ahmad et
al., 2005; Smith et al., 2002).

Dentre os terpenoides, destacam-se como principais representantes os
ginkgolideos A, B, C, J e M e a bilobalida. Estas lactonas terpénicas constituem
metabdlitos secundarios exclusivos da Ginkgo biloba, sendo ausentes em outras

espécies vegetais. Derivados da via do mevalonato, sdo compostos lipofilicos cuja
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distribuicdo €& majoritariamente concentrada nas folhas e sementes (Singh et al.,
2008; Wang et al., 2024). Os ginkgolideos sado conhecidos por sua estrutura
complexa baseada em um esqueleto diterpénico contendo grupos lactonicos,
enquanto a bilobalida € um sesquiterpeno (He et al., 2023). Essas substancias séo
altamente oxigenadas e apresentam acdo inibitoria sobre o fator ativador de
plaquetas (PAF), além de propriedades neuroprotetoras e anti-inflamatérias (Singh et
al., 2008).

Além desses grupos principais, a planta contém &acidos fendlicos,
proantocianidinas, biflavonoides, alcoois alifaticos, esterois, carotenoides (como
luteina e B-caroteno), acidos graxos essenciais, aminoacidos livres, polissacarideos
e oligoelementos minerais, os quais complementam suas propriedades bioativas e

reforcam seu potencial terapéutico (Guo et al., 2023).

2.5.3 Mecanismos de Protecao Celular

Os efeitos protetores mediados pelo extrato de Ginkgo biloba envolvem um
conjunto integrado de mecanismos antioxidantes, anti-inflamatérios e antiapoptéticos
caracteristicos de seus componentes fitoquimicos. Uma das principais vias
envolvidas é a ativagdo de sistemas antioxidantes celulares, mediada pela
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, principais responsaveis pelos danos
indiretos causados pela radiagao ionizante (Okumus, 2011; Boateng, 2022).

O ginkgolideo B e bilobalida estimulam a expressédo de enzimas antioxidantes
como a superéxido dismutase (SOD) e a heme oxigenase-1 (HO-1), através da
ativagao da via Nrf2/HO-1 (Figura 9). Essa via € regulada por eventos de fosforilagdo
mediados pela proteina Akt, promovendo a translocacio do fator de transcricao Nrf2
para o nucleo e a subsequente expressao de genes de defesa celular, como HO-1 e
SOD. Isso aumenta a capacidade celular de neutralizar os radicais livres e diminui o

estresse oxidativo intracelular (Guidetti et al., 2001; Di Meo et al., 2020).

Figura 9 — Vias de proteg¢ao antioxidante e anti-inflamatéria.
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Os flavonoides presentes no extrato, por sua vez, apresentam alta capacidade
de neutralizacdo direta de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio por meio da
doacédo de elétrons, reforcando a defesa contra danos ao DNA, proteinas e lipidios
de membrana. Esses compostos também exercem efeitos protetores sobre
organelas celulares, como mitocéndrias e reticulo endoplasmatico, preservando sua
integridade e funcionalidade sob estresse oxidativo. Em modelos experimentais, a
Ginkgo biloba também demonstrou preservar a microcirculagcdo e reduzir a
permeabilidade da barreira hematoencefalica, o que reforga sua acéo protetora em
cenarios sistémicos de exposigao a radiagao (Montoro et al., 2023).

Além da mitigacdo do estresse oxidativo, os compostos da Ginkgo biloba
também atuam nos processos inflamatérios que agravam a lesdo celular. Os
ginkgolideos, especialmente o ginkgolideo B, e a bilobalida inibem a ativagdo das
vias do fator nuclear kappa B (NF-kB) e dos receptores Toll-like 2 e 4 (TLR2/4),
reduzindo a liberagdo de citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a, IL-1B e IL-6
(Figura 9). A inibicao dessas cascatas limita o recrutamento de células inflamatérias
e a progressao do dano tecidual (Zhou et al., 2016).

Por fim, esses compostos apresentam significativo efeito antiapoptético. Eles
modulam a expressao das proteinas da familia Bcl-2, favorecendo a expressao das
proteinas antiapoptéticas e inibindo a liberagdo de citocromo C da mitocéndria, o

que evita a ativagdo da caspase-3 e a execucdo da apoptose (Figura 10). A
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estabilizacdo do potencial da membrana mitocondrial e o bloqueio da ativacdo do
fator p53 s&do mecanismos adicionais que promovem a sobrevivéncia celular mesmo

sob condi¢des de estresse oxidativo severo (Di Meo et al., 2020; Zhou et al., 2016).

Figura 10 — Mecanismo de protegédo antiapoptoético.
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Essa atuacédo integrada sobre as vias antioxidantes, inflamatorias e
apoptéticas confere ao extrato de Ginkgo biloba uma potente capacidade de
protecao celular, especialmente em contextos de agressao induzida por agentes
citotoxicos, como a radiagdo, o que justifica seu potencial como agente
radiomitigador em diversas situagdes de dano celular. Além disso, em comparagéo
aos radiomitigadores sintéticos, o extrato apresenta baixa toxicidade e, por se tratar
de uma substancia amplamente estudada e acessivel, seu uso clinico € mais viavel
€ menos oneroso que o dos compostos sintéticos (Mishra et al., 2018).

Para que o potencial radiomitigador da Ginkgo biloba seja devidamente
avaliado, € indispensavel se utilizar de técnicas citogenéticas utilizadas na
dosimetria bioldgica, as quais permitem mensurar os danos gendmicos decorrentes

da exposicao.
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2.6 DOSIMETRIA BIOLOGICA

A dosimetria biologica € uma ferramenta utilizada para estimar a dose de
radiagcéo ionizante absorvida por um individuo com base na resposta biolégica das
células expostas. Diferentemente da dosimetria fisica, que utiliza detectores para
medir a radiacdo no ambiente ou no corpo, a dosimetria biolégica avalia os efeitos
celulares e moleculares provocados pela radiagdo, sendo empregada de maneira
complementar em situagdes de exposi¢cao acidental, emergéncias radiolégicas ou
quando ndo ha dados fisicos disponiveis.

O principio fundamental desta técnica baseia-se na relacdo dose-resposta,
pela qual a frequéncia de danos observados, como alteracbes cromossémicas e
micronucleos, aumenta proporcionalmente a dose absorvida de radiagcdo. Para
quantificar essa relagao, utilizam-se curvas de calibragédo (ou curvas dose—resposta),
construidas experimentalmente a partir da exposicdo de amostras a radiagao
ionizante com doses absorvidas conhecidas, a partir das quais sao obtidas
equacdes com coeficientes especificos, de forma linear ou linear-quadratica, que
permitem estimar a dose desconhecida ao comparar a frequéncia de danos de uma

amostra com a curva preestabelecida (IAEA, 2011).

2.6.1 Linfocitos

A utilizagdo de linfécitos humanos em dosimetria biolégica se deve a um
conjunto de caracteristicas que os tornam especialmente adequados para esse tipo
de analise, entre elas sua elevada sensibilidade aos efeitos da radiacéo ionizante,
facilidade de obtencado por meio de amostras periféricas e possibilidade de cultivo e
analise in vitro. Essas caracteristicas tornam os linfécitos o principal modelo celular
empregado em ensaios padronizados pela Agéncia Internacional de Energia
Atdbmica para estimar a dose de radiagédo absorvida por individuos expostos (IAEA,
2011).

A alta radiossensibilidade dessas células é uma excecao a lei de Bergonié e
Tribondeau, formulada em 1906, segundo a qual células menos diferenciadas, com
maior atividade proliferativa e capacidade mitética, sdo mais sensiveis aos efeitos da
radiacdo (Hall; Giaccia, 2012). Embora os linfécitos maduros ndo estejam em

constante divisdo, sua estrutura nuclear compacta e a possibilidade de indugao
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mitdética em cultura contribuem para a detecgcdo eficiente de alteracbes

cromossOmicas, essencial para a avaliagdo da dose absorvida (IAEA, 2011).

2.6.2 Biomarcadores

Na dosimetria bioldgica, diferentes biomarcadores sao empregados para
detectar e quantificar os danos causados pela radiacao ionizante nas células.

Entre eles, destacam-se o0s cromossomos dicéntricos, alteragdes
cromossOmicas instaveis, considerados o padrao-ouro da biodosimetria. Essas
alteragbes surgem como consequéncia do reparo incorreto de quebras na dupla
hélice do DNA, levando a presenga de cromossomos anormais com dois
centrdbmeros. Por serem altamente especificos da exposicdo a radiagdo, os
dicéntricos sdao amplamente utilizados para estimativa precisa da dose absorvida,
especialmente em exposi¢cdes agudas (IAEA, 2011).

Além dos dicéntricos, outros biomarcadores podem ser empregados em
analises complementares ou retrospectivas. A técnica de hibridizagao fluorescente in
situ (FISH), por exemplo, utiliza sondas marcadas com fluorocromos que se ligam a
sequéncias especificas dos cromossomos, permitindo a identificacdo de rearranjos
cromossOmicos que persistem por longos periodos apds a exposigcao. Por isso, a
técnica FISH é usada para analises retrospectivas, capazes de estimar exposicdes
passadas mesmo anos depois do evento radioldgico (Grégoire et al., 2018; IAEA,
2011).

Outro biomarcador importante € a formagdo de micronucleos, pequenos
corpos extracromossdmicos formados por fragmentos de cromossomos ou
cromossomos inteiros que ndo foram incorporados ao nucleo principal durante a
divisdo celular. Sua presencga indica instabilidade genémica decorrente de quebras
no DNA ou falhas no fuso mitético, frequentemente associadas a exposi¢cao a
radiagao (Fenech, 2007).

2.6.3 Ensaio de Micronucleos

Dentre os ensaios citogenéticos utilizados na dosimetria biolégica, o ensaio de

micronucleos com bloqueio da citocinese (cytokinesis-block micronucleus assay—
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CBMN) destaca-se por sua sensibilidade, simplicidade metodolégica e aplicabilidade
em situagdes de triagem em larga escala.

Nesse ensaio, os micronucleos podem se formar por dois mecanismos
distintos. O primeiro € o efeito clastogénico, decorrente da agao direta ou indireta da
radiacédo ionizante, que promove quebras simples e duplas do DNA. Os fragmentos
resultantes, quando n&o incorporados ao nucleo principal durante a divisao celular,
ficam retidos no citoplasma das células-filhas, originando os micronucleos (Figura
11). O segundo mecanismo € o efeito aneugénico, principalmente associado a agéao
de agentes quimicos que afetam a dinamica do fuso mitético e provocam a perda de
cromossomos inteiros durante a divisdo (Figura 11). Nesse caso, os micronucleos
formados sdao compostos por cromossomos completos n&o incluidos no nucleo
principal (Fenech, 2007).

A distingdo entre micronucleos clastogénicos e aneugénicos é fundamental
para reduzir o background inespecifico do ensaio. Para isso, diferentes métodos de
coloracdo podem ser empregados, variando em custo e especificidade. Técnicas
avancadas, como a hibridizacado in situ fluorescente (FISH), permitem identificar
fragmentos cromossdémicos especificos, enquanto o Bandeamento C com Hidroxido
de Bario representa uma alternativa acessivel que possibilita a diferenciacédo entre

fragmentos e cromossomos inteiros.

Figura 11 — Formagao de micronucleos
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Para impedir a citocinese, a técnica utiliza a citocalasina B, uma substancia
que inibe a polimerizagao dos filamentos de actina do citoesqueleto celular. Esses
filamentos sdo responsaveis pela formacado do anel contratil durante a teléfase, o
qual promove a separacao do citoplasma das células-filhas. A acao da citocalasina B
bloqueia esse processo, impedindo a citocinese, mas sem interferir na cariocinese, o
que permite a formacao de células binucleadas, garantindo que apenas as células
que passaram por divisdo nuclear sejam analisadas (Figura 12). Além dos
micronucleos, esse ensaio permite observar outras alteracbes morfolégicas
associadas ao dano cromossOmico, como pontes nucleares que refletem
mecanismos distintos de instabilidade gendmica (Maclean-Fletcher; Pollard, 1980;
IAEA, 2011).

Figura 12 — Exemplos de células binucleadas com um e dois micronucleos.
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Fonte: IAEA, 2011.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito radiomitigador in vitro do extrato de Ginkgo biloba em
linfocitos humanos expostos a radiagdo ionizante, por meio do Ensaio de

Micronucleos com Bloqueio da Citocinese.

3.2 OBUETIVOS ESPECIiFICOS

e Avaliar a frequéncia de micronucleos em células binucleadas de linfécitos
humanos irradiados com e sem tratamento com Ginkgo biloba nas
concentragcdes de 0,025 e 0,05 pg/ml;

e \Verificar se o extrato de Ginkgo biloba promove redugdo nos danos
citogenéticos induzidos pela radiagdo ionizante, por meio da analise da
frequéncia de micronucleos, da porcentagem de dano e da dose estimada
nas amostras irradiadas com 2 Gy e 4 Gy;

e Comparar os resultados obtidos entre os diferentes grupos experimentais por

meio dos testes estatisticos ANOVA e Tukey.
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4 METODOLOGIA

Este estudo foi realizado no Laboratério de Dosimetria Bioldgica do Centro

Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-NE), em Recife- PE.

4.1 ComiTe/ComissAo DE ETica

A pesquisa estd vinculada ao projeto aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (CCS-UFPE) sob o CAAE:
77151723.6.0000.5208 / Parecer: 6.702.069 (Anexo A).

4.2 SELEGAO DE DoADOR E COLETA DE AMOSTRAS

Foi selecionado um voluntario saudavel, nao fumante, apds assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B). A sele¢do seguiu critérios
descritos por Gajendiran, et al. (2001), utilizando-se um questionario de triagem
(Anexo C) para garantir que, nos seis meses anteriores a coleta, o voluntario nao
tivesse sido exposto a radiacao ionizante, diagndstica ou terapéutica, nem tivesse
recebido vacinas virais ou utilizado substancias quimicas ou medicamentos que
pudessem influenciar a estabilidade cromossémica. Apos a triagem, foram coletadas
amostras de 10 mL de sangue periférico para cada grupo experimental, em tubos

com heparina.

4.3 GRUPOS DE AMOSTRAS

As amostras de sangue periférico coletadas foram distribuidas em quatro
grupos experimentais:

Grupo C - Controle negativo: Amostras ndo irradiadas e nao tratadas,

utilizadas para estabelecer o nivel de background da frequéncia de

micronucleos, possivelmente resultantes da exposicdo a agentes

clastogénicos nao relacionados a radiagdo. Conforme as diretrizes da Agéncia

Internacional de Energia Atémica (IAEA, 2011), esse valor de referéncia deve

situar-se entre 0 e 40 micronucleos por 1000 células analisadas.
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Grupo CE - Controle do extrato: Amostras tratadas com 0,025 e 0,05 pg/ml do
extrato de Ginkgo biloba, mas nao irradiadas. Para verificar se o extrato,
isoladamente, exerceu atividade citogenética, como a indugdo ou redugao
espontanea da frequéncia de micronucleos em células ndo submetidas a
radiacao.

Grupos | - Irradiado: Amostras irradiadas com 2 Gy e 4 Gy de radiagao gama,
sem tratamento com extrato, utilizadas para mensurar a frequéncia de
micronucleos resultante da exposicao as doses selecionadas na auséncia de
intervengao mitigadora.

Grupo T - Irradiado e Tratado: Amostras teste tratadas com 0,025 e 0,05
Mg/ml do extrato de Ginkgo biloba apés a irradiagdo nas doses de 2 Gy e 4
Gy, com o objetivo de analisar o efeito radiomitigador do extrato na diminuigao

da frequéncia de micronucleos.

4 .4 |RRADIACAO DAS AMOSTRAS

As amostras dos grupos irradiados foram expostas a radiagdo gama

proveniente de uma fonte de *°Co (irradiador Gammacell 220) (Figura 13a),

localizada no Departamento de Energia Nuclear (DEN-UFPE), a temperatura

ambiente (~22 °C). A irradiacao foi realizada com doses absorvidas de 2 Gy e 4 Gy,

utilizando-se um anteparo de polietiieno de 4 mm (Figura 13b) para garantir o

equilibrio eletrénico das amostras irradiadas .

Figura 13 — Irradiador Gammacell 220 e anteparo de polietileno de 4 mm.

Fonte: A autora (2025)
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4 .5 ExTrRATO DE GINKGO BILOBA

O extrato de Ginkgo biloba, adquirido comercialmente (Merck), foi diluido em
solugédo salina e adicionado as amostras dos grupos CE e T duas horas apo6s a
irradiagéo, de modo a avaliar seu efeito radiomitigador, nas concentragbes de 0,025
Mg/mL e 0,05 pg/mL. Essas concentragbes foram selecionadas com base nos
resultados do ensaio de viabilidade celular (MTT) realizado por Silva (2023), o qual
demonstrou auséncia de citotoxicidade significativa em linfécitos humanos nesses
niveis.

A caracterizagao qualitativa e quantitativa do extrato utilizado neste estudo foi
fornecida pelo fabricante, com analise realizada pelo laboratorio HWI Group
(Alemanha), empregando métodos cromatograficos. A identificacdo e quantificagao

dos principais constituintes estao representadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Compostos identificados no extrato de Ginkgo biloba (lote HWI01605-6).

G c ¢ Concentragédo Método analitico
upo ompostos estimada utilizado
Bilobalida (140 mg/g) 140 mg/g HPLC
Lactonas
terpénicas/ Ginkgolideo A 75 mg/g HPLC
Terpenoides
Ginkgolideos B, C, J N&o quantificados HPTLC
Rutina, Quercetina-3-glucosideo,
Flavonoides  Apigenina-7-O-glucosideo, Quercitrina, =~ N&o quantificados HPTLC
Quercetina, Kaempferol
Acidos C15:1, C13:0 Nzo quantificados HPTLC

ginkgolicos

Fonte: Adaptado de Certificado de Analise do lote HWI01605-6 — HWI group, 2022.

Foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), que

revelou concentragcbes de 140 mg/g de bilobalida e 75 mg/g de ginkgolideo A.
Adicionalmente, a presenga dos compostos ginkgolideos B, C e J foi confirmada
qualitativamente por cromatografia em camada fina de alta performance (HPTLC). O

perfil fitoquimico do extrato também evidenciou a presenga de flavonoides,
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identificados por HPTLC, incluindo rutina, quercetina, quercitrina, kaempferol,
apigenina-7-O-glucosideo e quercetina-3-glucosideo. Acidos ginkgdlicos, como

C15:1 e C13:0, foram detectados em niveis de traco.

4.6 CuLtivo CELULAR

Apos a irradiagao, as amostras permaneceram incubadas por 2 horas a 37 °C
para permitir o acionamento dos mecanismos de reparo celular. Em seguida, 0,5 mL
de sangue total foi adicionado a frascos estéreis contendo 5 mL de meio de cultura
LymphoGrow® (Cytogen), suplementado com soro fetal bovino, L-glutamina, o
antibidtico Pen-Strep (penicilina-estreptomicina) e fitohemaglutinina, mitégeno
responsavel por estimular a mitose em linfécitos maduros. Os grupos CE e T
receberam o extrato nas devidas concentragdes e as culturas foram mantidas a
37 °C, em atmosfera umida com 5% de CO.. Apds 24 horas de estimulacao
mitogénica, foi adicionado 0,02 mL de citocalasina B para promover o bloqueio da

citocinese, totalizando 72 horas de cultivo celular.

4.7 PREPARACAO DAS LAMINAS

Ao término do cultivo, as amostras passaram por centrifugagédo a 1000 RPM
durante 10 minutos, com posterior remogcdo do sobrenadante. O precipitado
resultante foi homogeneizado e tratado com 7 mL de solugéo hipotonica de cloreto
de potassio (4°C), promovendo o choque hipotdnico e lise das hemacias, sendo
entdo centrifugadas novamente. Apds nova homogeneizacéao, adicionou-se o fixador
metanol:acido acético (10:1), previamente diluido com solucdo de Ringer na
propor¢gdo 1:1, até atingir 7 mL. As células foram centrifugadas e lavadas
repetidamente com o fixador, mas dessa vez sem solugao de Ringer, até a obtengao
de uma suspensao transparente. As laminas foram preparadas por gotejamento e
deixadas para secar por 24 horas a temperatura ambiente. Na sequéncia, foram

coradas com Giemsa a 5%.
4.8 ANALISE MicroscOPICA

A andlise foi realizada em microscopio éptico (Leica DM500). Foram avaliadas
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3000 células binucleadas viaveis por grupo experimental. Consideraram-se viaveis
as células que apresentavam citoplasma bem definido, nucleos principais de
tamanhos semelhantes e sem sobreposicdo, além de micronucleos
morfologicamente preservados, localizados no citoplasma linfocitario e sem se
sobrepor aos nucleos principais, conforme os critérios estabelecidos pela IAEA
(2011).

4.9 EstimaTIVA DE DoSE

A estimativa da dose absorvida foi realizada com base na equacéo de curva
de calibracdo recomendada pela Agéncia Internacional de Energia Atémica (IAEA),
conforme descrito no manual de dosimetria citogenética para situagbes de

emergéncia radiologica (IAEA, 2011). A equagao utilizada é:

Y=C+aD+ BD °

Em que:

Y = frequéncia de micronucleos

D = dose de radiacao ionizante (Gy)

C = Frequéncia espontanea de alteracdes em células ndo expostas a radiacao
(background).

a = Coeficiente linear, que reflete os danos produzidos por eventos Unicos de
passagem de radiagao.

p = Coeficiente quadratico, reflete a probabilidade de eventos duplos, onde

dois danos independentes interagem na célula.

Os coeficientes da equacéao utilizados neste trabalho foram obtidos junto ao
Laboratério de Dosimetria Bioldgica (LDB) do CRCN-NE determinados pela curva de
calibragao do trabalho de Mendes et al., (2019), apropriada para estimativa de dose

em exposic¢oes a radiagdo de baixa LET. Os valores empregados foram:

C = 0.0048 + 0.0009
a = 0.0637 = 0.0045
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B = 0.0141 + 0.0015
Com base na frequéncia de micronucleos observada experimentalmente e os
valores dos coeficientes, foi realizada a estimativa da dose absorvida utilizando o
software Dose Estimate (Ainsbury EA and Lloyd DC, 2010), o qual possibilita a

simulagado automatizada da curva de calibragéo.

4 .10 ANALISE EsTATiSTICA

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos ao teste u de Papworth para
verificar se a distribuigdo das células binucleadas com micronucleos se ajustava ao
padrao esperado da distribuicdo de Poisson. Essa analise permite identificar se os
eventos ocorrem de maneira aleatéria, como previsto teoricamente para danos
citogenéticos induzidos por radiagdo. A estatistica do teste u corresponde a uma
unidade normalizada do indice de dispersao, a qual, em uma distribuicdo de Poisson
ideal, apresenta valor proximo de 1. Considerando um intervalo de confianga de
95%, valores de u entre -1,96 e +1,96 indicam conformidade com a distribuicao.
Valores superiores a +1,96 sugerem sobredispersao significativa, enquanto valores
inferiores a -1,96 indicam subdispersao significativa (IAEA, 2011).

Na sequéncia, aplicou-se a analise de variancia (ANOVA) com o objetivo de
identificar diferengas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais.
Para comparar os efeitos entre as diferentes concentragdes do extrato de Ginkgo
biloba e as doses de radiacdo, utilizou-se o teste de comparacdes multiplas de
Tukey, que possibilita determinar quais grupos diferem entre si. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p < 0,05) (Dardano, et al., 2007; e Georgieva, et al.,
2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2 se observa que a frequéncia de micronucleos (Y) nas células
binucleadas apresentou um aumento significativo apds a exposi¢cdo a radiagao
gama, bem como uma reducéo desse dano nas amostras tratadas com o extrato de
Ginkgo biloba.

Tabela 2 — Frequéncia e distribuicdo de micronucleos por grupo experimental.

Dose Grupo Total MN Y 1 2 3 24 -
(Gy) Celulas total MN MN MN MN
0 Controle 3000 11 0,004 11 0 0 0 -0.135
0 CEO0,025 1700 9 0,005 9 0 0 0 -0.146
0 CE 0,05 3000 4 0,001 4 0 0 0 -0.045
2 | 2Gy 3000 575 0,192 454 50 7 0 2.157
2 T 0,025 3000 438 0,146 360 36 2 0
2 T 0,05 3000 451 0,150 367 39 2 0
4 | 4Gy 3000 1857 0,619 855 309 98 22 7.034
4 T 0,025 3000 1192 0,397 624 192 48 10 10.364

4 T 0,05 3000 1351 0450 746 212 44 12  6.656
*Legenda: u: Teste u.

Fonte: Do autor, 2025.

Nos grupos controle (C) e controle do extrato (CE), as frequéncias de
micronucleos permaneceram dentro da faixa de referéncia descrita pela IAEA (2011)
para culturas nao irradiadas (0 a 40 MN em 1000 células), confirmando a auséncia
de citotoxicidade do extrato de Ginkgo biloba nas concentracdes testadas (Tabela 2).
Achados anteriores ja haviam apontado a seguranga dessas concentragdes, como
demonstrado por Silva (2023), por meio do ensaio de viabilidade celular (MTT).
Esses achados reforcam que o extrato, quando administrado isoladamente, nao
induz aumento espontaneo de danos citogenéticos em linfécitos humanos in vitro.

Nos grupos irradiados sem tratamento (I), foi observada uma elevagéo
acentuada na frequéncia de MN, com valores de 0,192 para a dose de 2 Gy e 0,619
para a dose de 4 Gy (Tabela 2). Esse aumento expressivo na frequéncia de
micronucleos (Y) reflete a agado genotdxica da radiagao ionizante, que compromete a

integridade cromossdmica. A dose de 4 Gy, por exemplo, produziu um valor de Y
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mais de trés vezes superior a0 da dose de 2 Gy, confirmando a relagdo
dose-dependente entre exposi¢céo a radiagao e intensidade dos danos citogenéticos.
Esse padrao também é compativel com achados de Puerta-Ortiz et al. (2020), que
destacam o aumento proporcional da instabilidade genémica em culturas irradiadas
com doses crescentes de radiagdo gama.

No que se refere a analise da distribuicdo dos micronucleos, o teste U de
Papworth indicou que apenas os grupos tratados com o extrato na dose de 2 Gy, em
ambas as concentragdes, apresentaram valores proximos a 1, indicando
conformidade com a distribuicdo de Poisson. Nos grupos controle (C e CE),
observou-se subdispersao (u < 1,96), padrao tipico frequentemente relatado para
culturas nao irradiadas, refletindo uma baixa frequéncia e distribuicdo homogénea de
eventos. Ja os grupos irradiados sem tratamento, tanto com 2 Gy quanto com 4 Gy,
assim como os grupos tratados com o extrato apds exposi¢ao a 4 Gy, em ambas as
concentragbes, apresentaram sobredispersao (u > 1,96), indicando agrupamento
nao aleatério dos danos citogenéticos (Tabela 2).

A presenca de sobredispersao em alguns grupos experimentais é compativel
com a natureza do ensaio de micronucleo, que, por ser inespecifico para danos
causados por radiacdo, detecta diferentes tipos de danos citogenéticos além dos
diretamente associados a radiagdo ionizante. Isso o torna mais suscetivel a
variabilidade biologica e a heterogeneidade de resposta celular, favorecendo a
ocorréncia de agrupamento de eventos (IAEA, 2011).

Além dos dados tabulados, a Figura 14 ilustra graficamente a comparagéo
das frequéncias de micronucleos observadas entre os grupos controle, irradiados e

tratados.
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Figura 14 — Comparagao das frequéncias de micronucleos (Y) nos grupos

experimentais.
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Fonte: Do autor, 2025.

Nos grupos tratados com o extrato apds a irradiagao (T), observou-se uma
reducao significativa na frequéncia de micronucleos. Para a dose de 2 Gy, os valores
de Y foram reduzidos em 23,96% (0,025 ug/mL) e 21,88% (0,05 pg/mL) em relagcéo
ao grupo irradiado (I). Para a dose de 4 Gy, a reducao foi de 35,86% e 27,29%,
respectivamente (Figura 14).

Esses resultados indicam que o extrato de Ginkgo biloba exerceu um efeito
radiomitigador efetivo, reduzindo a frequéncia de danos cromossOmicos quando
administrado apds a exposigao a radiagao ionizante. Os mecanismos que sustentam
essa acao radiomitigadora podem estar associados as propriedades multifuncionais
dos flavonoides e terpenoides presentes no extrato, uma vez que diversos estudos
experimentais apontam a atuagédo dos constituintes da Ginkgo biloba na regulagao
de vias inflamatdrias, oxidativas e apoptéticas, fortemente ativadas em células
irradiadas.

Zhou et al. (2016) demonstraram que tanto o ginkgolideo B quanto a
bilobalida inibem as vias TLR2/4 e NF-kB, reduzindo a liberacido de citocinas
pré-inflamatoérias, o que contribui para limitar a sinalizacéo inflamatéria exacerbada
causada pela radiagdo. De forma complementar, Tsai et al. (2016) mostraram que o
extrato EGb 761 pode inibir a via LOX-1/PKC-o0/ERK em células endoteliais,

diminuindo a expressao de moléculas de adesao inflamatéria e metaloproteinases,
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favorecendo a integridade tecidual.

No contexto do estresse oxidativo, estudos como os de Guidetti et al. (2001) e
Okumus et al. (2011) indicam que o extrato aumenta a atividade de enzimas
antioxidantes, como HO-1, SOD, reduzindo os niveis intracelulares de radicais livres
e produtos de peroxidacéo lipidica, como o malondialdeido. Esse efeito antioxidante
pode explicar a reduc¢ao da frequéncia de micronucleos, visto que esses danos estao
fortemente associados a geracao de ROS apés a irradiacao.

Adicionalmente, Di Meo et al. (2020) relataram efeitos antiapoptoticos do
extrato, com regulagdo da via mitocondrial de apoptose e inibicdo da caspase-3, o
que favorece a sobrevivéncia celular mesmo em estresse oxidativo. Esse conjunto
de acbes sinérgicas reforca a hipotese de que a Ginkgo biloba exerce protegao
genbmica por multiplas vias, contribuindo para a redugéo de danos cromossémicos
observados nos grupos tratados apos a exposig¢ao a radiagao.

Além da reducdo da frequéncia de MN, observou-se também uma diminuicéo
na dose estimada e no percentual de dano nos grupos tratados com o extrato de

Ginkgo biloba, em comparacao aos grupos irradiados nao tratados (Tabela 3).

Tabela 3 — Dose absorvida estimada e percentual de dano calculado para amostras

tratadas com diferentes concentragdes do extrato de Ginkgo biloba.

Dose (Gy) Grupo % de dano Dose Estimada SE
0 Controle 0.37% 0 0.002
0 CE 0,025 0.53% 0.008 0.003
0 CE 0,05 0.13% 0 0.001
2 I 2Gy 17.03% 2.025 0.016
2 T 0,025 13.27% 1.629 0.014
2 T 0,05 13.60% 1.668 0.014
4 | 4Gy 42.80% 4.717 0.031
4 T 0,025 29.13% 3.481 0.060
4 T0,06 33.80% 3.799 0.026

*Legenda: SE: Erro padrao
Fonte: Dados do autor (2025).

Para a dose de 2 Gy, o grupo | apresentou dose estimada de 2,025 Gy e
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17,03% de dano, enquanto os grupos tratados apresentaram doses estimadas de
1,629 Gy (0,025 ug/mL) e 1,668 Gy (0,05 ug/mL), com redugéo percentual do dano
para 13,27% e 13,60%, respectivamente. Ja na dose de 4 Gy, a dose estimada foi
de 4,717 Gy no grupo irradiado, com 42,80% de dano, enquanto os grupos tratados
apresentaram valores reduzidos de 3,481 Gy e 3,799 Gy, com 29,13% e 33,80% de
dano, respectivamente (Tabela 3). Esses dados demonstram que o tratamento com
o extrato reduziu a quantidade de danos cromossOmicos observados, refletindo-se
tanto na menor frequéncia de micronucleos quanto na reavaliacdo da dose
absorvida estimada com base no biomarcador.

A analise estatistica inicial por ANOVA global ndo indicou diferengas
significativas ao considerar simultaneamente todos os grupos experimentais. No
entanto, o teste de comparacdes multiplas de Tukey revelou diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os grupos irradiados tratados e os
grupos irradiados sem tratamento, evidenciando a eficacia do extrato como agente

mitigador do dano radioinduzido.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o extrato de Ginkgo biloba
exerceu efeito radiomitigador significativo em linfécitos humanos in vitro, quando
administrado duas horas apos a exposicdo a radiacdo gama. A redugdo na
frequéncia de micronucleos nos grupos tratados, em comparagdo aos irradiados
sem tratamento, foi estatisticamente significativa nas doses de 2 Gy e 4 Gy,
demonstrando menor ocorréncia de danos cromossdmicos.

As andlises complementares, como a estimativa da dose absorvida e o
percentual de dano calculado a partir dos valores de micronucleos, também
refletiram essa reducao, reforcando a capacidade do extrato de atenuar os efeitos
citogenéticos da radiagao.

Dessa forma, os dados sustentam a hipétese de que o extrato atua como um
agente radiomitigador eficaz, com potencial de aplicagdo em contextos de exposi¢cao
aguda a radiagao.

Como continuidade desta investigacao, seria pertinente ampliar o numero de
doadores, explorar diferentes intervalos entre irradiacao e tratamento, e incluir outros
biomarcadores de danos citogenéticos, com vistas a aprofundar os mecanismos de

acao envolvidos e validar a aplicabilidade do extrato.
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Titulo da Pesquisa: INVESTIGAGAO DO POTENCIAL RADIOPROTETOR DO EXTRATO DE ESPECIMES
MEDICINAIS POR MEIO DE ENSAIOS CITOGENETICOS EM LINFOCITOS DO
SANGUE PERIFERICO

Pesquisador: Fabiana Farias de Lima Guimaraes

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana gue ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 1

CAAE: 77151723.6.0000.5208

Instituicdo Proponente: COMISSAO NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR
Patrocinador Principal: COMISSAO NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.702.069

Apresentacgdo do Projeto:

Projeto de pesquisa basica com fins de producao cientifica, que visa investigar o uso de radioprotetores em
protecao radiolégica diante do crescente uso das radiagdes ionizantes em diversos setores da sociedade, e
dos riscos de acidentes nucleares e outras exposi¢des. O projeto visa investigar radioprotetores naturais,
como de espécies de Allium cepa, Ginkgo biloba, Punica granatum e Schinus terenbinthifolia, na formagao
de danos cromossémicos induzidos pelas radiagdes, a exemplo dos dicéntricos e dos micronucleos em
linfécitos.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo da pesquisa & avaliar a atividade radioprotetora do extrato de Allium cepa, Ginkgo biloba, Punica
granatum e Schinus terenbinthifolia, em linfocitos do sangue periférico humano irradiados in vitro e ndo
irradiados, e comparar as alteragées citogenéticas induzidas por diferentes doses de radiagéo ionizantes em
ambas as amostras, para avaliar se estes extratos (ou quais deles) s&o radioprotetores e protegem os
Cromossomos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Nao ha risco algum de exposi¢do a agentes radioativos ou as radiagdes ionizantes. Os beneficios diretos
sdo os dados, caso os voluntarios assim desejem, de tomarem
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conhecimentos de suas amostras, e os indiretos sdo os estudos que possam identificar substancias
protetoras das radiagbes ionizantes. Os riscos sdo qualquer constrangimento com questionarios, ou 0s
inerentes as coletas de sangue por pungdo venosa, como o surgimento de hematomas. Mas € informado
que as coletas serdo realizadas por pessoas qualificadas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante para busca de radioprotetores naturais.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:
Os termos foram devidamente apresentados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Foram seguidas as recomendagdes do CEP, tanto em carta de resposta quanto em tarja amarela no corpo
dos documentos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunigo do CEP e esta APROVADO, com autorizagdo para iniciar a coleta de
dados. Conforme as instrugdes do Sistema CEP/CONEP, ao término desta pesquisa, o pesquisador tem o
dever e a responsabilidade de garantir uma devolutiva acessivel e compreensivel acerca dos resultados
encontrados por meio da coleta de dados a todos os voluntarios que participaram deste estudo, uma vez
que esses individuos tém o direito de tomar conhecimento sobre a aplicabilidade e o desfecho da pesquisa
da qual participaram.

Informamos que a aprovagéo definitiva do projeto s6 sera dada apés o envio da NOTIFICACAO COM O
RELATORIO FINAL da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatdrio Final
disponivel em www.ufpe.br/cep para envia-lo via Notificagcdo de Relatério Final, pela Plataforma Brasil. Ap6s
apreciagao desse relatério, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo pelo sistema Plataforma
Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado. Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao
projeto, identificando a parte do protocolo a ser modificada com a devida justificativa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor |Situat;éo|
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Qo

Justificativa de
Auséncia

InformagBes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 30/01/2024 Aceito

do Projeto ROJETO 2261286.pdf 09:38:42

Outros Carta_de_resposta_pendencias_assinad 30/01/2024 |Fabiana Farias de Aceito

0.pdf 09:33:02__[Lima Guimaraes

Declaragéo de Termo_Confidencialidade_assinado.pdf | 30/01/2024 |Fabiana Farias de Aceito

Pesquisadores 09:32:18 | Lima Guimaraes

Projeto Detalhado / |Projeto_completo_corrigido_marcado.pd| 30/01/2024 |Fabiana Farias de Aceito

Brochura f 09:31:15 | Lima Guimaraes

Investigador
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do Projeto ROJETO_2261286.pdf 10:36:34 0
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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 e estimativa de dose absorvida em casos de acidentes radiologicos, que
estd sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) Fabiana Farias de Lima Guimardes, 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 diavidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando
todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagdo do estudo, pedimos que rubrique as
folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma via lhe serd entregue e a outra ficard com o
pesquisador responsavel.

O (a) senhor (a) estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso néo aceite participar, ndo 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:

» Descricdo da pesquisa e esclarecimento da participacido: O presente estudo tem o objetivo de
avaliar a atividade radioprotetora do extrato de plantas medicinais, em linfocitos humanos do sangue
periférico cultivados, comparando a frequéncia de alteragdes citognéticas em diferentes doses
absorvidas de radiacdo gama. Tal pesquisa € necessaria, pois, diariamente, sejam por motivos médicos
ou ocupacionais, a populagdo ¢ cada vez mais exposta as radiagdes, sendo necessario um estudo mais
aprofundado que forneca mecanismos de radioprotecdo aos individuos. Sua participagdo nessa
pesquisa consistira em fornecer 4 amostras de sangue (10 ml) em diferentes meses que serdo coletadas
por simples pungdo venosa em tubos de vacutainers contendo heparina, apds assinatura deste termo.
Seu material sera usado exclusivamente para efeito desta pesquisa e a pesquisa ndo esta avaliando o
seu estado de satde. Serdo utilizadas as amostras do seu sangue para expor fora do corpo a radiacio e
assim avaliar as alteragdes cromossdmicas que acontecem nelas devido a estas exposi¢des. O(a) Sr(a).
também responderd um questionario para verificacdo do seu estado geral de satde, apontando se nos
Gltimos seis meses antes da coleta houve alguma exposi¢do 4 radiaciio terapéutica ou raios X
diagnostico; aplicacdo de vacinas; ou consumo de drogas ilicitas. Essas informacdes sdo necessarias,
pois os fatores citados podem alterar os resultados.

» RISCOS: Os riscos inerentes a sua participagao podem ser: (1) o constrangimento em nao saber ou nido
querer responder a algum item do questiondrio, caso sua amostra ird contribuir para a elaboragdo das
curvas de calibragdo dose-resposta; (2) durante a coleta, que obedecera aos requisitos de seguranga e
assepsia, vocé podera sentir uma ardéncia local e, eventualmente, apés coleta, poderd se formar um
hematoma, que desaparecera 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) sera exposto(a) a quaisquer fontes radioativas

» BENEFICIOS diretosfindiretos para os voluntirios: O seu beneficio é que serd dada a opciio de se
fornecer a informagdo quanto aos niveis espontineos das alteragdes cromossomicas que o Sr(a) possui.
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Essa informagido podera ser enviada pos-andlise aos doadores, se assim desejar, por meio de um
documento/carta padrio via correio ou e-mail. No caso dos beneficios indiretos, destacamos o potencial
uso dos extratos estudados como radioprotetores, fornecendo um meio seguro para protecido em casos
de acidentes radiologicos e exposicdes programadas a radiacio.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a participar do
estudo e que esta decisdo ndo acarretard penalizagdo por parte dos pesquisadores. Todas as informagdes desta
pesquisa serdo confidenciais e serfo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo
identificag¢do dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivo sob a
responsabilidade da pesquisadora Fabiana Farias de Lima Guimardes, no enderego acima informado pelo periodo
de minimo 5 anos apés o término da pesquisa. Da mesma forma, as culturas das células provenientes de suas
amostras de sangue ficario armazenadas em freezer no laboratorio sob a responsabilidade da pesquisadora
principal no enderego da instituigdo e serdo destruidas ao final desta pesquisa. Vale ressaltar que, mesmo estando
sob a responsabilidade da pesquisadora principal, o Sr (a) ¢ o proprietario(a) de suas proprias amostras e sera
avisado no momento de serem destruidas.

Nada lhe serd pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagdo € voluntaria, mas
fica também garantida a indenizagdo 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
serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentagio).

Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o (a) senhor (a) podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: Avenida da Engenharia s/n —
1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, 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, ,. CPE , abaixo assinado, apds a leitura
(ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar ¢ ter esclarecido as minhas
duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo “Implantagio do protocolo
combinado no CRCN-NE para triagem e estimativa de dose absorvida em casos de acidentes radiologicos™ como
voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os
procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacéo.
Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade.

Local e data

Impressdo
Assinatura do participante: digital
(opcional)

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e 0 aceite do voluntirio em participar. (02 testemunhas nio ligadas a equipe de pesquisadores):
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ANEXO C

Modelo do questionario para selecdo de doadores

Modelo do Questionario de Selecio de Doadores

I- DADOS PESSOAIS
1.2 N° do Voluntario:
1.3Sexo: M[O]F[1] 1.4DatadeNascimento__/ / 1.5 Datade
hoje / /_

1.6 Estado civil:

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

1.7 Cargo: Funcio:

1.8 Grau de Instrugéo (escolaridade):
[1
[

ndo estudou / Primdrio Incompleto

primério Completo / Ginasial Incompleto

colegial Completo / Superior Incompleto

]

]

] gindsio Completo / Colegial Incompleto

]

] superior Completo / P6s-Graduagio Incompleta
]

2
[3
[4
[5
[ 6 ] p6s-Graduagio Completa

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

Quantos Quantos Quantos

[ ] automével [ ] radio [ ] mdquina de lavar roupa
[ ] banheiro | ] videocassete [ ] empregada mensalista
[ ] aspirador de p6 [ ] geladeira [ 1TV em cores

Total de Pessoas na Familia: [ |
I - INDICADORES GERAIS DE SAUDE

2.1 Com relagiio 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 ha mais de dois anos [ 6 ] fumo mais que vinte cigarros por dia
[ 3 ] parei de fumar a menos de dois anos [ 7 1 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 adez [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 ] niio

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

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

2.6 Vocé esta satisfeito com o seu peso?

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

Para cada questdo, responda somente UMA alternativa.

ATIVIDADES OCUPACIONAIS 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 proximo
para o outro.

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

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

IV - QUESTIONARIO DE SAUDE FISICA

4.1 Como voceé classificaria seu estado de satde atual?

Rui | 2 [ 3 4
des Regular Bom Excelente

4.2 Queixa Principal: [1]
Antecedentes Pessoais:

Desde hd

Ja sofre Sob Tratamento
nunca | sofreu | atual-
antes | mente ANDES SIM NAO

MESES
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4.6 Gastrite/Ulcera 0 1 2 a_m 3 4
4.7 Bronquite/Asma 0 1 2 a_m 3 4
4.9 Dor no peito aos esforgos 0 1 2 a m 3 4
|Infarto/Revascularizacio/Angioplastia .

4.11 Hipertensio 0 1 2 a m 3 4
4.12 AVC (derrame) 0 ! 2 a__m 3 4
4.13 DST -Bga, sexualmente o |1 | 2 | . s I
transmissivel —

4.14 Infeccdes urindrias de repeticio 0 1 2 a m 3 4
4.16 Incontinéncia urindria 0 1 2 a__m £ 4
|4.20 Dores ou rigidez articulares 0 L 2 ] m 3 4
4.21 Diabetes mellitus 0 ! 2 a__m 3 4
422 Alergias 0 1 2 a_m 3 4
4.23 Convulsdes 0 1 2 a_m g 4
4.24 Depressio 0 1 2 a_m 3 4
|425 Cancer 0 1 2 a__m 3 4
7.27 Caries a tratar 7 Sim [ 1] Nio[2]

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

[ ] Angina, Infarto ou morte stibita antes dos 50 anos [ |

[ 2 ] Angina, Infarto ou morte stbita ap6s os 50 anos [ ] [ 3] Diabetes [ ]

[ 4 ] Pressao altaou AVC [ ] [ 5] Néo sabe [6]
Nenhum

[7]0utros:

O Sr°(a) foi submetido a qualquer procedimento envolvendo o uso de radiagdo nos dltimos
seis meses? Sim [1] Nao [2]
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O Sr°(a) recebeu qualquer tipo de vacinagao nos ultimos seis meses? Sim [1] Nio [2]
Qual?

V - QUESTIONARIO DE ESTRESSE FISIOLOGICO

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

0 =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

SINTOMAS CARDIOVASCULAR SINTOMAS DA PELE

____ taquicardia ___acne

____ batidas vigorosas e descompassadas do

coracdo e SRR

__ mdos suadas e frias ____transpirag@o

___ dores ou pontadas na cabega ____ressecamento excessivo da pele ou cabelo
SINTOMAS RESPIRATORIOS ISINTOMAS IMUNOLOGICOS

. respiracio rapida ou irregular, ou curta |___ coceira/ardéncia

~ faltade ar |7 resfriado

____ ataque de asma |____ gripes fortes

dificuldade de falar, por pouco controle da

rachaduras na pele

respiracao

SINTOMAS GASTROINTESTINAIS SINTOMAS METABOLICOS

____indisposigdo estomacal, nduseas e vomitos ____ aumento do apetite

____ constipagio _____aumento da ansiedade por fumo e doces
diairdia ___ preocupacdo generalizada e dificuldade para

dormir
____ dor abdominal aguda
SINTOMAS MUSCULARES
. dor de cabega (dor continua)
| tremores musculares e das maos
| artrites
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