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“Gone now are the old times
Forgotten, time to hold on the railing
The Rubick’s Cube isn’t solving for us
Old friends, long forgotten

They all wait at the bottom of

The ocean now has swallowed

The only thing that’s left is us

So pardon the silence that you're
hearing

Is turnin’ into a deafening

Painful, shameful roar.”

The Strokes, 2025



SANT'ANNA, Luis Felipe. Analise do Potencial Radioprotetor e Genotoxico do
Acido Galico. 2025. 44 f. Trabalho de Conclusdao de Curso (Graduagdo em
Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2025.

RESUMO

ApOs a descoberta dos Raios X em 1895, a exposicdo humana as radiagdes
ionizantes aumentou gradativamente em varios ambitos da vida moderna, como na
medicina, agricultura e industria. No entanto, mesmo com os avangos tecnologicos,
a radiagao ionizante é capaz de gerar efeitos bioldgicos adversos no corpo humano,
incluindo a quebra do DNA, morte celular, mutacbes e aumento na incidéncia de
neoplasias. Substancias capazes de reduzir os danos radioinduzidos sdo chamadas
de radiomoduladores. Diferentes substancias sdo estudadas e, dentre elas, o acido
galico vem recebendo destaque, pois apresenta atividade antioxidante natural,
sendo amplamente encontrado em diversas frutas, folhas e vegetais. Esta
caracteristica o torna um candidato promissor como agente radioprotetor, atuando
na defesa celular contra as espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pela
radiacédo ionizante. Com o objetivo de avaliar o potencial radioprotetor e genotoxico
do acido galico, foi realizado o ensaio cometa em células mononucleadas do sangue
periférico (PBMC) humanas néo irradiadas e irradiadas por raios gama (2,5 e 4 Gy)
na presenca de diferentes concentragdes do acido galico (0, 300, 600 e 1200
ug/mL). A partir da analise dos danos ao DNA e do calculo do indice Dano (ID), os
resultados obtidos demonstraram que o acido galico ndo apresentou genotoxicidade
nas concentragdes testadas, como também demonstraram acido radioprotetora
frente aos danos ao DNA dos PBMC expostos a radiacdo nas doses de 2,5 e 4 Gy.
Sendo a maior concentragdo (1200 ug/mL) a que manifestou atividade protetora
significativa.

Palavras-chave: Radiacdo; Radioprotetor; Acido galico.



SANT’ANNA, Luis Felipe. Analysis of the Radioprotective and Genotoxic
Potential of Gallic Acid. 2025. 44 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagao
em Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2025.

ABSTRACT

Following the discovery of X-rays in 1895, human exposure to ionizing radiation
gradually increased in various areas of modern life, such as medicine, agriculture,
and industry. However, even with technological advancements, ionizing radiation is
capable of generating adverse biological effects in the human body, including DNA
breakage, cell death, mutations, and an increased incidence of neoplasms.
Substances capable of reducing radioinduced damage are called radiomodulators.
Different substances are studied, and among them, gallic acid has been gaining
prominence because it presents natural antioxidant activity, being widely found in
various fruits, leaves, and vegetables. This characteristic makes it a promising
candidate as a radioprotective agent, acting in cellular defense against the reactive
oxygen species (ROS) produced by ionizing radiation. With the objective of
evaluating the radioprotective and genotoxic potential of gallic acid, the comet assay
was performed on non-irradiated and gamma-ray irradiated (2,5 and 4 Gy) human
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in the presence of different
concentrations of gallic acid (0, 300, 600, and 1200 pg/mL). Based on the analysis of
DNA damage and the calculation of the Damage Index (Dl), the results obtained
demonstrated that gallic acid did not exhibit genotoxicity at the tested concentrations,
and also showed radioprotective action against DNA damage in PBMCs exposed to
radiation at doses of 2.5 and 4 Gy. The highest concentration (1200 ug/mL) was the
one that manifested significant protective activity.

Key words: Radiation; Radioprotector; Gallic acid
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1. INTRODUCAO

A radiagao é uma forma de energia em movimento liberada no meio que pode
interagir com a matéria. Existem duas formas de caracterizar essa energia, na forma
de particulas carregadas ou ndo carregadas e na forma de ondas eletromagnéticas.
A radiacdo corpuscular é constituida de particulas, como as particulas alfa, e
sempre consegue interagir com a matéria, depositando a sua energia, enquanto a
eletromagnética, como raios UV ou a proépria luz visivel, podem atravessar a matéria
sem interagir com a mesma (Okuno, 2018; Omer, 2021). O contato humano com a
radiagdo é mais comum do que muitas pessoas pensam, ja que a radiagao esta
presente na medicina, no ambiente ou na cozinha, na forma de raios-x, raios solares
e microondas, respectivamente. Adicionalmente, com o aumento de usos da
radiacdo no ambito civil ou militar, existe um aumento no descarte de residuos
nucleares, assim facilitando a presenca de materiais radioativos no meio ambiente
(Nunomura et al., 2022; Talapko, 2024).

Além da classificacdo acima sobre as radiagoes, existe outra divisdo entre os
tipos de radiagbes, as ionizantes e nao ionizantes. As radiagdes n&o ionizantes, nao
sdo capazes de interagir com a matéria, enquanto as radia¢des ionizantes, possuem
maior energia, sao capazes de liberar sua alta energia e quebrar ligagdes quimicas e
retirar elétrons da sua o6rbita (Nouailhetas et al., 2021; Acevedo-Del-Castillo et al.,
2021). Essa interagdo mais profunda com a matéria consegue atingir os tecidos
humanos, causando quebra na fita de DNA celular a partir do dano direto ou pode
ocorrer indiretamente pela acdo de radicais livres gerados. Esses danos podem
levar a consequéncias preocupantes a saude humana, como aumento da chance de
transformacao neoplasica da célula, mutagées e morte celular (Helm; Rudel, 2020;
Santiago et al, 2022).

Com a intencdo de diminuir as consequéncias da exposicdo humana as
radiagcdes ionizantes, as substancias radiomodificadoras sdo de extrema
importancia, visto que elas tém a capacidade de reduzir o dano gerado pela radiagao
ou auxiliar os mecanismos de reparo tecidual, respectivamente chamados de
radioprotetores, utilizados antes do contato com a radiagdo, e radiomitigadores,

usados apds o contato com as radiagbes (Shivappa, Bernhardt, 2022;
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Kazmierska-Grebowska et al., 2025).

Os radiomodificadores mais utilizados sdo os chamados radiomodificadores
sintéticos, que atuam bem na protegao celular, mas tem seu uso restrito por causa
da sua grande toxicidade a células humanas, por isso, tem sido feita a procura por
radiomodificadores naturais, que conseguem ter o efeito desejado, porém com
menor toxicidade ao corpo (Stasitowicz-krzemien et al., 2024; Zhang et al., 2023).

O acido galico apresenta-se como uma molécula promissora com potencial
radiomodificadora, essa molécula € um composto fendlico que pertence a classe dos
taninos hidrolisaveis e é encontrado em nozes, frutas e ervas medicinais. De acordo
com a literatura, o acido galico possui acdo antioxidante, atuando na diminuigao da
producdo e acado de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que reforca a
importancia da sua utilizagdo como substancia radiomodificadora (Zhao et al., 2024;
Santiago et al., 2022; Bai et al., 2021; Salehi and Setorki, 2019).

Apds a exposigcdo de células mononucleadas do sangue periférico (PBMC)
humanas a radiagao ionizante, é possivel a partir do ensaio cometa identificar e
mensurar os danos causados nessas células. O ensaio cometa permite visualizar
quebras de DNA celular por meio de uma eletroforese, a qual separa os fragmentos
do DNA danificado. A partir da analise em microscopia de fluorescéncia, os graus de
danos sdo avaliados em uma escala de 0 a 4, na qual os valores aumentam
conforme a extensao das quebras observadas (Fagiani, 2020).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial
radioprotetor do &cido galico, verificando, inicialmente, o seu possivel efeito
genotoéxico. Para isso, as PBMC humanas tratadas com diferentes concentragdes do

acido galico foram expostas a radiacao ionizante e analisadas pelo ensaio cometa.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Radiagoes

A radiagdao € uma forma de energia liberada por uma fonte que se propaga
pelo meio, podendo interagir ou ndo com a matéria. Essa energia pode se
apresentar sob a forma de particulas com ou sem carga elétrica, ou sobre a forma
de ondas eletromagnéticas. A radiagcao eletromagnética, se refere ao fendbmeno
onde energia eletromagnética é irradiada para um espagco na forma de ondas
eletromagnéticas compostas por particulas sem carga e sem necessariamente
interagir com o mesmo, e portanto, sem perder sua energia. Por outro lado, a
radiagado constituida por particulas carregadas sempre ird interagir com o ambiente,
depositando parte de sua energia (Okuno, 2018; Zheng et al., 2023).

Exemplos da radiacao eletromagnética estdo presentes em diversos ambitos
do cotidiano, como nos celulares, microondas, linhas de alta voltagem, instrumentos
eletrénicos, radioterapias com raios gama e pelo calor solar por meio da radiagao
infravermelha e todas podem se comportar tanto como ondas quanto como feixes de
elétrons (Nunomura et al., 2022; Hu, Zuo e Yang, 2021). Essa radiagao é gerada a
partir da interagdo de um campo elétrico e um campo magnético perpendiculares
entre si, essa energia foi atribuida a um espectro (Figura 1), que depende da sua
frequéncia. A frequéncia de uma onda eletromagnética € diretamente proporcional a
sua energia contida e inversamente proporcional ao comprimento de onda (Samarth
et al., 2019; Geisler et al., 2021).

Figura 1- Espectro de energia eletromagnética.

Panatra na
| v | N Y] N
Atmosisra?
Tipo de Radiagio Radio Microondas Infravermelho  Visfvel Ultravioleta Ralos X Ralos Gama

Comp. de onda (m) 05x107% 1072 -0 12

1 1072 e 10 10
'!:j_ i .-—
Escala do b1 ) T
it 2= r“% &
e ond \ A
comp. d& onda Hl ‘,J}I‘I:E-_i; &

Prédios Pagsoas Borboletas Pontaagulha  Células  Molculas  Alomos Nicleos
10 10? 102 10/ 108 10'® 107
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O tipo de radiacao liberada na forma de particulas € chamada de radiagao
corpuscular, podendo ser formada por prétons, néutrons, positrons, particulas alfa e
particulas beta. A maior parte da liberacdo da radiacdo corpuscular ocorre
naturalmente com elementos chamados de radionuclideos, que s&o nucleos
atdbmicos com sobrecarga de energia. Para alcangar a estabilidade energética, esses
nucleos acabam liberando partes de sua massa ou carga para o ambiente, processo
conhecido como decaimento nuclear (Figura 2). Durante o decaimento, os
radionuclideos podem emitir particulas alfa, beta, raios gama e poésitrons, ao
liberarem essas particulas que possuem massa, os radionuclideos comegam uma
reacdo em cadeia onde se transmutam em um elemento filho com namero atémico
menor diversas vezes até alcangarem estabilidade. Um exemplo seria a
transmutacdo do Uranio-234 em Torio-230 apos a emissdo de uma particula alfa
(Medrado et al., 2025; Craig et al., 2023).

Figura 2- Decaimento nuclear do uranio-238.

Uranio-238 Particula & Torio-234

Fonte: Adaptado de Lumen Learning, 2019.

Outra forma de classificar as radiagdes € quanto ao seu potencial de
ionizagdo. Por definicdo, as radiacbes consideradas ionizantes sao aquelas que
possuem energia suficiente para ionizar a matéria, isso €, remover elétrons da
orbita de seus atomos e quebrar ligagdes quimicas (Nouailhetas et al., 2021;
Acevedo-Del-Castillo et al.,, 2021). Elas podem interagir de forma mais ou menos
intensa com os elétrons, e essa intensidade é descrita pelo conceito de
Transferéncia Linear de Energia (LET) (Figura 3), que é a medida que descreve o
quantitativo de energia que uma particula ionizante consegue transferir ao meio por
unidade de comprimento percorrido. Particulas com LET baixo distribuem menos
energia ao longo de uma certa distancia, mesmo possuindo menor capacidade de

ionizagao, essa energia de LET menor ainda pode ser danosa ao sistema humano
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quando essa exposi¢cao se torna crbnica. Enquanto particulas com LET elevado
provocam maior ionizagdo em um mesmo espago, gerando grandes danos aos
tecidos vivos, que dificilmente podem ser reparados somente pelo sistema de reparo
celular, assim pode levar a mutagdes, apoptose e morte celular (Talapko et al., 2024;
Paunesku et al., 2021).

Como mencionado anteriormente, a radiagao ionizante é capaz de destruir
tecidos humanos, mas o seu dano mais catastrofico € sobre as moléculas de DNA.
Existem duas maneiras pelas quais a radiagcado é capaz de interagir com o DNA e
causar danos, pela acdo direta e indireta (Figura 4). A acdo direta, consiste na
interacao direta da radiagdo com o DNA celular, causando quebras pontuais ou
generalizadas em sua estrutura. Ja a acao indireta, ocorre por meio da radidlise da
agua, evento que a radiagdo consegue quebrar as moléculas de agua, liberando,
assim, espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo, a principal o radical hidroxila
(-OH). Esses radicais interagem com o DNA, quebrando as ligagdes entre seus
nucleotideos e comprometendo a integridade genética da célula (Santiago et al.,
2022).

Figura 3 - Diferenca entre baixo LET e alto LET.
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Figura 4 - Efeito direto e indireto da radiagao.

Danc Indireta

Molecula de sgua
Dana Direto

Fonte: Adaptado de Nakata et al., 2022.

Com o dano ao DNA, existe a probabilidade da célula atingida se tornar
neoplasica, na possibilidade disso ocorrer, 0s eventos necessarios sao o dano direto
ao DNA e aumento dos radicais livres. O dano ao DNA acaba por aumentar a
instabilidade gendmica, levando a mutagdes, proliferacdo celular clonal e
hiperplasia, resisténcia a apoptose e maior sobrevivéncia celular. Enquanto o
aumento dos radicais livres inicia cascatas de reagdes inflamatorias, que contribuem
na criacdo de mais EROs que se transforma num ciclo por feedback positivo, além
dessa acao, a inflamagao intracelular impulsiona efeito pré carcinogénicos, visto que
os mediadores inflamatérios conseguem aumentar a expressdo de genes de
aumento da sobrevivéncia, crescimento celular e exacerba a proliferacdo mediada
por horménios (Helm; Rudel, 2020).

Na intencédo de diminuir os danos causados pela radiacéo, estudos procuram
novas substancias naturais que sejam capazes de atenuar ou anular os danos em

tecido humano, os agentes radiomodificadores (Shivappa e Bernhardt, 2022).

2.2. Radiomodificadores

Os agentes radiomodificadores sao drogas desenvolvidas com o intuito de
reduzir os danos causados pela exposig¢ao a radiagdes ionizantes no corpo humano,
atuando por diferentes mecanismos. Essas substancias podem ser administradas
antes ou apods o contato com a radiacao, sendo classificados como radioprotetores e
radiomitigadores, respectivamente. Para que um radiomodificador seja considerado
eficaz, ele deve cumprir alguns requisitos minimos, tais como: |. Fornecer protecéo

contra os danos causados pela radiagao no corpo humano, com 0 minimo possivel
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de efeitos colaterais; Il. Apresentar longo tempo de prateleira, ser estavel e poder
ser administrado facilmente, seja por via intramuscular ou oral; Ill. Deve ser
acessivel economicamente e compativel com um grande leque de drogas utilizadas
na clinica médica; IV. Deve ser usado em doses recomendadas, dentro de uma
vasta gama de terapias disponiveis, economicamente viaveis e clinicamente
seguras, além de apresentar capacidade de atingir o 6rgao-alvo e atravessar a
barreira hematoencefalica; e V. Em um possivel evento radioldgico, seu efeito deve
durar por longos periodos (Shivappa, Bernhardt, 2022; Smith et al., 2017).

Dentre os radiomodificadores, existe o grupo dos radiomitigadores, que sao
utilizados apds o contato com a radiacao, preferencialmente dentro das primeiras 24
horas, ja que seus efeitos principais sao de redugdo de danos e regeneracao de
tecidos lesionados (Kazmierska-Grebowska et al., 2025). Os efeitos benéficos dos
radiomitigadores incluem a protegdo da mucosa intestinal e a prevencédo de
inflamacéao sistémica (Shukla et al., 2023), o aumento da sobrevivéncia das séries
brancas, vermelhas e plaquetarias do sangue (Tripathi et al., 2022), a inibigdo da
apoptose de células sadias (Kyeong, 2022) e o estimulo ao reparo do DNA,
diminuindo a formacdo aberragdes cromossomais e formacdo de micronucleos
(Maeda, 2024).

Os radioprotetores sao usados antes do contato com a radiagao e podem ser
divididos em duas categorias. A primeira categoria € empregada em exposi¢cdes de
curtos periodos, devido a sua agdo limitada a periodos breves; a outra categoria €
mais indicada para a protegao contra irradiagées de longo prazo, uma vez que seu
efeito pode durar por horas até dias. Independente da categoria, os radioprotetores
atuam de maneira semelhante na defesa dos tecidos contra a irradiagdo, essa
atuacdo vem principalmente pela capacidade de serem antioxidantes, o que |hes
permite ligar-se com proteinas radiossensiveis, diminuindo o dano provocado pela
radiacdo. Além disso, esses agentes inibem reagbes oxidativas, absorvem energia
ultravioleta (UV), auxiliam na estabilidade e ativacdo dos mecanismos de defesa
celular e promovem a detoxificagdo de produtos toxicos gerados pela exposi¢cao a
radiacao (Aliper et al., 2020).

Além da diferenciacdo entre radioprotetores e radiomitigadores, existe
também a distingao entre radiomodificadores naturais ou sintéticos. Os compostos
sintéticos sao atualmente os mais utilizados na medicina, como a Amifostina (Figura

5), que, assim como outros agentes sintéticos, apresenta uso limitado devido aos
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seus efeitos colaterais, podendo ser téxico ao organismo e ao sistema nervoso

central (Stasitowicz-krzemien et al., 2024).

Figura 5 - Estrutura da amifostina.

WHM'? H

Fonte: National Center for Biotechnology Information, 2025.

Por causa dessa toxicidade dos radiomodificadores sintéticos, tem-se iniciada
a procura por outras alternativas naturais que, além de diminuirem os danos
causados pela radiagdo, sejam menos danosas aos tecidos. Diversas plantas
medicinais demonstram o potencial de serem possiveis radiomoduladores
competentes, apresentando eficacia promissora e com menor toxicidade em
comparagao as suas contrapartes sintéticas (Zhang et al., 2023). Diante disso,
reforca-se a necessidade de pesquisas adicionais para comprovar a aplicabilidade e

segurancga dessas substancias no quesito da radioprotecao.

2.3. Acido galico

O &cido galico, ou acido 3,4,5-tri-hidroxibenzoico (Figura 6) (Bai et al., 2021)
pertence a classe dos compostos fendlicos e atua como precursor dos taninos
hidrolisaveis (Cabral et al., 2024). E amplamente encontrado na natureza, em
vegetais, ervas e frutas, sendo as uvas um dos principais exemplos de fontes

naturais dessa substancia (Zhao et al., 2024).
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Figura 6 - Estrutura do acido galico.
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HO OH
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Fonte: Sun et al., 2016.

Compostos fendlicos estdo presentes em varias plantas distribuidas pela flora
do mundo, quimicamente, esses compostos sao formados por um anel benzénico e
podem ter um ou mais grupos hidroxila. Os compostos fendlicos, abundantes em
certas plantas, exercem papéis fundamentais no organismo vegetal, incluindo o
suporte as atividades enzimaticas, a participacdo na fotossintese e a contribuicao
para a estrutura celular. No organismo humano, os compostos fendlicos demonstram
varias agoes, destacando a sua capacidade antioxidante. Eles também funcionam
como agentes inibidores de processos degenerativos, abrangendo desde
inflamacdes até o cancer (Tatipamula and Kukavica, 2021) .

Encontrado também em nozes, folhas de cha, morangos, abacaxis, bananas,
limbes e em outras ervas medicinais. E amplamente conhecido por sua acdo
antioxidante, que |he permite atuar como um agente antiapoptético, por proteger as
células contra o dano oxidativo. Além dessa caracteristica, ele ainda pode exercer
atividade antifungica e antibacteriana, e tem sido descrito como um composto
anticancer, ja que ele é capaz de induzir apoptose células tumorais, restringe a
vascularizagcdo em tumores e inibe a migracdo tumoral, sem danificar as células
sadias do tecido (Salehi and Setorki, 2019; Tuli et al., 2022).

O principal motivo da vasta gama de atuagdes do acido galico pode se atribuir
a sua relagdo com a interleucina 12 (IL-12) (Figura 7). A IL-12 tem um papel de

protagonismo nas respostas imunes, regulacédo da resposta ao estresse celular e
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nos mecanismos de apoptose. Em situacdes de aumento do estresse celular, como
o estresse oxidativo, a IL-12 atua exacerbando a resposta inflamatéria, para no fim,
levar a apoptose celular, impedindo que o tecido se torne neoplasico. A relagcéo entre
os dois é negativa, visto que a administracdo de acido galico reduz a expressao da
IL-12, o que contribui para modular a resposta inflamatéria e proteger as células
contra danos oxidativos. Com a administragdo de acido galico em células com alto
nivel de estresse celular, ele foi capaz de impedir a sua apoptose, com a inibicao da
apoptose, as células puderam se reparar e voltar a normalidade (Karaaslanli et al.,
2025).

Figura 7 - Estrutura da Interleucina 12.

Fonte: Hamza; Barnett; Li, 2010.

Células hepaticas submetidas ao arsénio, um elemento semi metalico com
capacidade de mimetizar moléculas envolvidas na produgdo de energia celular e
capacidade de exacerbar a producao intracelular de EROs, apresentaram aumento
na citotoxicidade e genotoxicidade em decorréncia do contato com o elemento. No
entanto, apds a administracédo prévia do acido galico a exposi¢ao celular ao arsénio,
foi identificada uma reducgao tanto na citotoxicidade, comprovada pelo ensaio MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoélio), quanto na genotoxicidade,
avaliada a partir do ensaio cometa (Joseph and Moka, 2020).

Com a comprovagao do acido galico ser um antioxidante capaz de reduzir os
danos oriundos da oxidagao intracelular, contudo, ainda é preciso comprovar a sua
atividade inibitéria da genotoxicidade gerada pelas radiagées ionizantes (Vilela et al.,

2018). Para aferir essa analise, existem algumas técnicas empregadas a diferentes
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ensaios citogenéticos, dentre os quais destacam-se os ensaios dicéntrico, o teste do

micronucleo e o ensaio cometa.

2.4. Biodosimetria e técnicas de analise de genotoxicidade

Em casos de acidentes que expdem pessoas a radiagcdo, € necessario
determinar a dose absorvida para que seja possivel aplicar o tratamento correto. A
biodosimetria biologica é utilizada nesses contextos, baseando-se na quantificagao
de biomarcadores especificos, como a aparicdo de aberracbes cromossoOmicas, que
sdo quebras duplas da fita de DNA provocada pela radiagdo, quando esses
“pedacos” tentam ser reparados através do sistema de reparo celular, podem acabar
se ligando entre si, originando aberragdes cromossdmicas, como Cromossomos
dicéntricos e acéntricos (Figura 8). A presenga de cromossomos dicéntricos € um
indicador sensivel de uma futura morte celular, por isso sua aparicdo em células
saudaveis € muito rara. No entanto, sua frequéncia aumenta proporcionalmente com
0 aumento da exposicao a radiacdo. Apesar de sua alta sensibilidade, especificidade
e alta reprodutibilidade, infelizmente, esse teste apresenta baixa rapidez na
obtencao de resultados, visto que é necessaria a contagem manual por pelo menos
dois especialistas, de 500 células ou 100 cromossomos dicéntricos por paciente.
Esse processo pode levar de um a dois dias para se obter a dose absorvida
estimada. Mesmo assim, o ensaio do cromossomo dicéntrico € considerado padrao
ouro na estimativa de dose absorvida em casos de acidentes envolvendo radiagao

ionizante (Jeong et al., 2022; Milanova et al., 2025).
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Figura 8 - Formagéo de cromossomos aberrantes.
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Fonte: Adaptado de Shen et al., 2023.

Micronucleos sao pequenas estruturas que podem servir como marcadores
da transicdo de células saudaveis para cancerigenas, essas estruturas aparecem
como um pequeno e ondulado nucleo ao lado do nucleo original. O micronucleo é
formado a partir de pedagos nao incorporados de cromossomos originais do nucleo
apos quebra da cromatina ou divisao celular incorreta. A sua formagao pode indicar
exposicao a agentes capazes de danificar o DNA celular (Muzari et al., 2025). No
teste do micronucleo, as células sao coletadas e fixadas em laminas para entao
entrarem em contato com substancias que inibam a continuidade do ciclo celular,
com isso, a visualizagdo de micronucleos em posterior microscopio optico é
facilitada. A leitura consiste na contagem de 1000 células por ldmina, e é realizada a
propor¢do de células normais e de células contendo micronucleos (Guerra et al.,
2024; Sommer, Buraczewska e Kruszewski, 2020).

O ensaio cometa € uma técnica sensivel, rapida e relativamente simples
muito usada para a identificacdo de danos ao DNA celular, especialmente em
PBMC, causados por agentes genotoxicos externos, como a propria irradiagéo, ou
internos, como produtos do metabolismo celular ou processos inflamatorios. Esse
teste ocorre por meio de uma eletroforese, na qual as células a serem analisadas
sdo incorporadas em gel de agarose e expostas a acdo de uma corrente elétrica,
que ira carregar os fragmentos de DNA para longe da sua origem. Durante a analise,
o DNA danificado se apresenta no formato de cometas, onde existe uma regido mais

densa, chamada de cabeca, e a cauda, regido mais fina, onde os pequenos
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fragmentos de DNA foram arrastados. Na analise, € observado a presenca ou
auséncia de danos, e também ¢é possivel quantificar a extensdo das quebras de
DNA, utilizando niveis de dano que vao de 0 a 4, na qual os valores aumentam
proporcionalmente a quantidade de dano observada (Figura 9) (Fagiani et al., 2020;
KUCHAROVA et al., 2019).

Figura 9 - Graus de dano do DNA em PBMC.

Fonte: Morais et al., 2022.



24

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Avaliar o potencial radioprotetor e genotoxico do acido galico sobre as PBMC

humanas expostas a radiagao gama.

3.1. Objetivos especificos

e \Verificar a genotoxicidade do acido galico pelo Ensaio Cometa.

e Avaliar o potencial radioprotetor do acido galico por meio do Ensaio Cometa.
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4. METODOLOGIA

Essa pesquisa foi realizada no Laboratério de Radiobiologia, do Departamento
de Biofisica e Radiobiologia do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Os experimentos, in vitro, com sangue humano foram
realizados de acordo com os procedimentos julgados e aprovados pelo Comité de
Etica Humana do Centro de Ciéncia da Salude da Universidade Federal de
Pernambuco CAAE 09186813.7.0000.5208 e do parecer consubstanciado 269.483.

4.1. Obtencao das PBMC

Foi realizada a coleta de sangue de um voluntario que n&o apresentou sinais
de doenca nos ultimos 14 dias antes da coleta, na intencdo de diminuir as
influéncias externas nas PBMC. Foram coletados 12 mL de sangue periférico em
tubos estéreis contendo heparina sodica, utilizando um sistema a vacuo. Esse
sangue foi divido em trés tubos Falcon (15 mL), cada um contendo 4 mL de sangue,
aos quais foram adicionados 4 mL de solugao salina tamponada com fosfato (PBS) e
homogeneizados. Essas suspensdes foram adicionadas cuidadosamente a dois
outros tubos Falcon (15 mL), cada um contendo 4 mL de Ficoll. Em seguida, os dois
tubos com sangue, PBS e Ficoll foram centrifugados (Daiki 80-2B, Figura 10) a 2500
RPM por 10 minutos, para promover a separagao dos componentes do sangue. Ao

final do processo, a camada correspondente as PBMCs foi coletada dos tubos com o

auxilio de uma pipeta Pasteur.
Figura 10 - Centrifuga Daiki 80-2B.

Fonte: O autor, 2025.
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4.2. Citotoxicidade das PBMC

Apés a separagao dos componentes sanguineos (Figura 11), foram coletados
3 mL de soro contendo PBMC. Uma aliquota de 20 uL foi coletada e misturada ao
azul de tripano a 0,04% na propor¢ao de 2:1 em um tubo com capacidade para 1,5
mL. Posteriormente, a suspensao foi homogeneizada, e 10 pyL da solugéo foram
adicionadas na camara de Neubauer para avaliacdo do total das células viaveis. A
leitura foi realizada nos quatro quadrantes (A, B, C e D) onde 100% das células
presentes eram viaveis, visto que nao foram coradas pelo azul de tripano. Apés a
contagem, a média das leituras dos quatro quadrantes foi multiplicada por 10.000
para obtencdo do numero de células por mL da amostra. Em seguida, o resultado foi
corrigido pela diluigdo 2:1, multiplicando-se por 3. Dessa forma, a concentragao final

de PBMC foi de 5,8x10° células/mL, segundo a equacgéo 1:

A+B+C+D

Concentragao (células/mL) = T

x 10000 x 3 Eq[1]

onde cada letra representa a quantidade de células por quadrante.

Figura 11 - Composigao do sangue apo6s centrifugagéo com ficoll.
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Fonte: Adaptado de Biomedicina Padréo, 2020
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4.3. Exposi¢ado das PBMC ao acido galico

Para a exposicdo das PBMC humanas ao acido galico, inicialmente foi
preparada uma solucdo diluida do acido galico em PBS. Apds a diluicdo, foram
separados 15 microtubos de Eppendorfs, cada um contendo volume final de 1000
ML, devidamente identificados conforme os grupos experimentais. Em seguida, as
PBMC foram adicionadas em cada Eppendorf para atingirem a concentragdo de
0,5x10° células/mL. Posteriormente, adicionou-se a solugdo de acido galico diluida
em PBS, de forma a alcangarem as concentragdes finais de 300, 600 e 1200 pg/mL.
O volume total de cada microtubo foi completado com PBS para alcangar os 1000 pL

por Eppendorfs.

4.4. Irradiagao das amostras

Logo apds a adicao de acido galico e do PBS, os Eppendorfs foram
transportados em isopor com gelo para irradiagdo, utilizando uma fonte de
cobalto-60 (GammaCell Co-60), (Figura 12), localizada no Departamento de Energia

Nuclear da UFPE. As amostras foram expostas a doses absorvidas de 2,0 e 4,0 Gy.

Figura 12 - Fonte Co-60 GammacCell.

Fonte: O autor, 2025.

Apé6s a irradiacdo, efetuou-se a separagcao das PBMC humanas do meio
contendo acido galico. Para isso, os Eppendorfs foram centrifugados a 4000 RPM
por 7 minutos, o sobrenadante foi descartado e adicionado PBS. O processo de

lavagem foi repetido duas vezes.
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Posteriormente, foi utilizada a metodologia modificada de Collins et al. (2014),
onde 75 uL da suspensao foram homogeneizados com 75 yL de agarose de baixo
ponto de fusdo 0,5% (Sigma-aldrich) dissolvida em PBS (pH 7,4). Imediatamente,
este homogenato foi distribuido sobre uma lamina de microscopio previamente
recoberta com uma camada de agarose de ponto de fusdo normal 1%
(Sigma-aldrich) dissolvida em PBS (pH 7,4). Cada |amina foi coberta com laminula e
mantida a 4 °C por 12 minutos para solidificacdo da agarose.

Em seguida, as laminulas foram removidas, e as laminas incubadas em
solugéo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, Triton-X 100 1% e DMSO
10%, pH 10,0) por 12 horas a 4 °C.

4.5. Ensaio cometa

Apds a incubagédo das laminas, elas foram colocadas em uma cuba de
eletroforese horizontal contendo solugdo de tampéao alcalino (pH 13,0) (Figura 13),
composto por EDTA 1 mM e NaOH 300 mM, por 20 minutos. Posteriormente, a
eletroforese ocorreu com os seguintes padrdes de corrida 0,74 V/cm e 300 mA, a 4
°C por 20 minutos. Ao término da corrida eletroforética, as laminas foram
neutralizadas com tampéo Tris 0,4 M (pH 7,5) por 15 minutos e fixadas com alcool

absoluto por 10 minutos.

Figura 13 - Cuba de Eletroforese.

Fonte: O autor, 2025.

Posteriormente, as laminas foram coradas com 50 yL de uma solucéo de
SYBR safe (Invitrogen) (1:500), e analisadas em microscopio de fluorescéncia
(Nikon H550L), com aumento de 400x, com um filtro de excitagdo de 450-490 nm,

filtro de emiss&o de 500-550 nm e um filtro de barreira de 495 nm (Figura 14). Foram
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analisadas 100 células por grupo experimental, sendo cada ensaio realizado em
triplicata.

A analise visual dos danos ao DNA foi conduzida conforme a metodologia
padronizada no Laboratorio de Radiobiologia, onde os nucledides foram divididos
em 5 categorias de dano ao DNA (0 — 4), dependendo da extensdo do dano. A
categoria 0 indica que nao ocorreu dano, as categorias de 1 a 4 indicam danos em

niveis crescentes sobre o material genético.

Figura 14 - Microscdpio de Fluorescéncia.

Fonte: O autor, 2025.

Para avaliar o grau de dano ao DNA, o indice de Dano (ID) foi usado como

parametro. O ID foi calculado de acordo com a Equacgao 2:

ID = OX (n-classe O) + 0’25X (n-classe1) + 0:5 (n-classe2)+0175 (n-classe 3) + 1 (n-classe4) Eq
[2]

4.6. Analise estatistica

Apods obter os IDs de cada grupo, os dados foram avaliados pelo programa
estatistico GraphPad v.8 onde foram analisados pelo método TWO-WAY ANOVA e
pela comparagcdo entre grupos pelo teste de Bonferroni para confirmagédo de

diferenca ou semelhanca estatistica entre os grupos analisados com o p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Genotoxicidade do acido galico

A genotoxicidade descreve varias alteragdes que interferem na integridade do
DNA celular. Caso os danos ao material genético ndo sejam reparados ou reparados
de maneira errada, no evento da duplicacdo do DNA, esses erros podem ser
repassados para a proxima geragao celular, possivelmente acarretando em
mudangas permanentes ou mutagdes nas geragdes seguintes. Essas mudancas
podem alterar o sequenciamento de genes, a estrutura cromossomal e o
funcionamento da célula. Por causa dessas alteragdes, toda substancia capaz de
ser genotoxica é considerada potencial carcinogénica (Cameron et al., 2011)

Na Figura 15 estdo dispostas as avaliagdes dos indices de dano (ID), na
forma da avaliacdo visual de dano, entre os grupos de PBMC que nao foram
submetidos a irradiagao.

Observa-se uma linearidade entre o aumento da concentragdo do acido e o
aumento do ID, indicando um possivel efeito dose-dependente. Contudo, a analise
estatistica ndo apontou diferenga significativa entre os grupos tratados com acido
galico e o grupo controle, assim como descrito por Shruthi e Shenoy (2018), onde a
analise genotdxica do acido galico em células medulares de camundongos nao
apresentou genotoxicidade nas concentragées de 100, 200 e nem 400 mg por peso

corporal.
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Figura 15 - Avaliagdo Visual de Dano dos grupos nao irradiados.
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Fonte: O autor, 2025.

5.2. Radioprotecao das PBMC expostas

O acido galico se demonstra como uma substancia capaz de inibir a
citotoxicidade causada pela radiagdo em células glandulares de animais, esse efeito
ocorre por sua capacidade antioxidante e de captura de radicais livres, além disso
ele é capaz de potencializar a sobrevivéncia celular apés danos ao seu material
genético, ja que consegue facilitar a atuagcao dos genes responsaveis pelo reparo
dos nucleotideos (Shanmugam et al., 2016)

A Figura 16 mostra os resultados de genotoxicidade apresentada pelas
PBMC irradiadas a 2,5 Gy, na presenca de diferentes concentragdes do acido galico.
E possivel observar uma redugdo progressiva no dano ao DNA com o aumento da
concentracdo do composto, sugerindo um efeito radioprotetor do acido galico sobre
as células expostas a radiagao.

Asghari et al. (2019), demonstraram resultados semelhantes ao expor PBMC
humanas previamente irradiadas com raios-x na dose de 150 cGy a doses de 0,20 a
20 pyM de olanzapina, um medicamento sintético usado no tratamento de
esquizofrenia e transtorno bipolar e que possui propriedades antioxidantes, neste

trabalho foi observado uma redugéo significativa dos danos genotoxicos induzidos
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pela radiacdo nas células expostas a substancia, mesmo que no presente trabalho
foi utilizada a radiagdo gama, ainda é possivel ser feita a comparagao, ja que a
radiacao proveniente dos raios-x € considerada ionizante. A analise estatistica
demonstrou que apenas o grupo tratado com 1200 pg/mL apresentou diferencga
significativa em relagdo ao grupo controle, enquanto os outros grupos nao tiveram a
diferenca estatistica relevante.

Nair e Nair (2013) publicaram um estudo com o acido galico onde foi testada
a sua capacidade radioprotetora em camundongos expostos por corpo inteiro a 10
Gy de radiagao ionizante gama a partir de uma fonte de cobalto 60. Nos resultados
deste estudo, os grupos dos camundongos que foram administrados 100 mg de
acido galico por kg corporal tiveram uma recuperagado parcial da perda de peso
induzida pela radiagdo, 20% dos camundongos sobreviveram apés 30 dias da
irradiagdo, em comparagao com o grupo sem o acido onde nenhum camundongo

sobreviveu a partir do dia 14.

Figura 16 - Avaliagdo Visual de Dano na dose de 2,5 Gy.

*p < 0,05, quando comparado ao grupo 0/2,5 Gy.
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Dose letal mediana (DLs,) da radiacdo é a dose necessaria para matar 50%
da populagdo de um animal especifico em um periodo determinado de tempo (Fujita
et al.,, 1991), no bombardeio atdbmico de Nagasaki em 1945, a dose estimada de

radiagcao ionizante que matou 50% da populagdo nos primeiros 60 dias apos a
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exposicéo foi em volta dos 3 Gy (Levin et al., 1992).

Na Figura 17, mesmo com doses de radiagao superiores a DLs; humana, o
acido galico demonstrou, que é capaz de reduzir a genotoxicidade causada por essa
dose elevada de radiacao, ja que é possivel visualizar uma diminuigdo nos danos ao
DNA proporcional ao aumento da sua concentragdo, em que a maior concentracio
do acido foi efetiva. Esse resultado corrobora com o efeito radioprotetor do
composto, especialmente em concentragdes mais elevadas.

A Figura 18 demonstra a aparigdo de cada nivel de dano observado em cada
grupo estudado por meio do ensaio cometa. Por meio disso, € possivel analisar o
aumento das células de classe 4 de dano com o aumento da irradiacédo, também é
possivel afirmar que, com a aplicagao do acido, a porcentagem de células nivel 4 de
dano diminuiram em comparagido com O grupo com a respectiva irradiagdo, mas
sem a presenga do acido. Sendo assim outra perspectiva onde o acido galico se
mostrou competente na radioprotecao das PBMCs humanas.

Por fim, a Figura 19 resume numericamente todos os graficos apresentados,

expondo o ID e a frequéncia de dano de cada grupo deste trabalho.

Figura 17 - Avaliagéo Visual de Dano na dose de 4 Gy.

**p < 0,01, quando comparado com o grupo 0/4 Gy.
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34

Figura 18 - Porcentagem de cada tipo de dano as PBMC.
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Figura 19 - Tabela com ID e frequéncia de dano (%) de todos os grupos.

0/0 | 025 o4 | 300/ | 300/ | 300/ | 600/ | 600/ | 600/ | 1200 | 1200 | 1200
Gy | Gy | oy |oGy| 25 |4cy| oGy | 25 |4Gy| /0 | /25| /4

Gy Gy Gy Gy Gy

ID | 26,2 | 485 | 70 29 | 446 | 70 | 325 | 42 62 | 353 | 35 53
5

0% | 386 | 47 0 35 8,7 0 32 9 0 237 | 14,3 0

1% | 354 | 40,8 | 43 | 347 46 8,7 | 29,3 | 45,6 14 45,7 | 56,7 18

2% 14,6 33 37 17 20 26,7 24 26 39,7 | 12,3 | 146 | 60,4

3% 5 13 | 334 | 57 8,7 | 40,6 6 7 28 9 3.4 9,6

4% 6,4 102 | 253 | 7,6 16,6 24 8,7 124 | 183 | 93 11 12

Fonte: O autor, 2025.
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6.CONCLUSAO

Com os dados obtidos e apresentados, é possivel afirmar que, o acido galico,
nas concentragdes utilizadas, ndo apresentou efeito genotdxico sobre as PBMC
humanas, conforme demonstrado pelo ensaio cometa. Além disso, o acido galico, na
concentracdo de 1200 ug/mL mostrou-se um radioprotetor competente por atenuar a
genotoxicidade causada pela irradiagdo nas doses de 2,5 e 4 Gy. Dessa forma, o
acido galico mostra-se como um promissor agente radioprotetor, necessitando de
novas investigagdes para elucidar seus mecanismos de agao e potencial aplicagao

em diversos contextos biomédicos.
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8. Anexo A

Codpia do Protocolo de Aprovagao do Comite de Etica Humana
Titulo da Pesquisa: Avaliagio do potencial radioprotetor e radiomiigador de extratos de ongem vegetal
Pesquisador Responsdvel: Ana Mana Mendonca de Abuguerque Mek
Area Temdtica:
Verséo: 2
CAAE: 87578218.0.0000 5208

Patrocinador Principal: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Comprovante de Recepcdo m PB_COMPROVANTE_RECEPCAO_1112606
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