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RESUMO

Substancias consideradas radioprotetoras, em sua maioria sintéticas, sao utilizadas
pela medicina nuclear por exercer a fungao de minimizar os efeitos deletérios oriundos
da exposig¢ao excessiva a radiagao ionizante (RI). A Amifostina, WR-2721, € o unico
radioprotetor aprovado para uso clinico pelo FDA (Food and Drug Administration)
atualmente. Porém, por ser uma pré-droga de origem sintética, apresenta
desvantagens em relagcdo ao seu uso, pela alta toxicidade, alto custo, protecao
limitada de 6rgdos e efeitos colaterais, como hipotensdo, nausea e vomito, mesmo
quando administrada em concentragdes mais baixas. Diante disso, cresce cada vez
mais a procura por novos agentes radiomodificadores de origem natural, como os
antioxidantes, que sao capazes de eliminar os radicais livres ou evitar a sua formacao.
Nesse contexto, a Moringa oleifera Lam., popularmente conhecida como acacia-
branca, se destaca por possuir elevada atividade biolégica, como anti-inflamatéria e
imunomoduladora, bem como, fitocomponentes antioxidantes presentes em todas as
suas estruturas, como vitaminas e beta-carotenos. Considerando esses aspectos, é
possivel inferir que o extrato salino da semente da Moringa oleifera Lam. apresenta-
se como alternativa promissora a antioxidante e, potencialmente, radioprotetor,
radiomitigador e/ou imunomodulador. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
determinar o efeito radioprotetor do extrato salino obtido da semente da M. oleifera
Lam. pela avaliacdo da agao antioxidante, citotdxica e genotoxica. O extrato salino da
M. oleifera, foi obtido apds etapas de trituracéo, diluicao, dialise e liofilizacdo das
sementes da planta. Os experimentos com sangue humano seguiram de acordo com
os procedimentos aprovados pelo Comité de Etica Humana do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Pernambuco, CAAE: 09186813.7.0000.5208. Para
o teste da capacidade antioxidante foi utilizado o método de captura dos radicais
DPPH e ABTS avaliados por espectrofotdmetro. A citotoxicidade foi realizada pelo
ensaio MTT com o Cell Proliferation Kit seguindo as recomendacdes do fabricante. A
analise do efeito radioprotetor foi testada por meio do Ensaio Cometa em grupos
amostrais submetidos a dose de 2,5Gy. Os resultados obtidos a partir dos ensaios
realizados demonstraram baixa atividade antioxidante nas concentragdes testadas
para o DPPH (<12%). Para a testagem do ABTS nao foi quantificada atividade
antioxidante. O extrato salino ndo apresentou citotoxicidade em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) pelo teste MTT, visto que manteve a
viabilidade celular acima de 95% nas concentracbes testadas. Embora n&o tenha
apresentado toxicidade a célula, pela analise do ensaio cometa alcalino, o uso do
extrato ndo apresentou diferencas significativas para comprovacao do seu efeito
radioprotetor e genotoxico em PBMCs na dose de 2,5Gy.

Palavras-chave: Radiacdo ionizante. Radiomodificador. Acacia-branca. Ensaio
Cometa. Produtos naturais
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ABSTRACT

Substances considered radioprotective, most of which are synthetic, are used in
nuclear medicine to minimize the harmful effects of excessive exposure to ionizing
radiation (IR). Amifostine, WR-2721, is the only radioprotector currently approved for
clinical use by the FDA (Food and Drug Administration). However, as it is a pro-drug
of synthetic origin, it has disadvantages in relation to its use, due to its high toxicity,
high cost, limited organ protection and side effects such as hypotension, nausea and
vomiting, even when administered in lower concentrations. In view of this, there is an
increasing search for new radiomodifying agents of natural origin, such as antioxidants,
which are capable of eliminating free radicals or preventing their formation. In this
context, Moringa oleifera Lam, popularly known as “Acacia-branca”, stands out for
having high biological activity, such as anti-inflammatory and immunomodulatory, as
well as antioxidant phytocomponents present in all its structures, such as vitamins and
beta-carotenes. Considering these aspects, itis possible to infer that the saline extract
of Moringa oleifera Lam. seeds is a promising alternative antioxidant and potentially a
radioprotector, radiomitigator and/or immunomodulator. The aim of this study was to
determine the radioprotective effect of the saline extract obtained from the seeds of M.
oleifera Lam. by evaluating its antioxidant, cytotoxic and genotoxic effects. The saline
extract of M. oleifera was obtained after crushing, diluting, dialyzing and freeze-drying
the seeds of the plant. The experiments with human blood were carried out in
accordance with the procedures approved by the Human Ethics Committee of the
Centro de Ciéncias da Saude of the Universidade Federal de Pernambuco, CAAE:
09186813.7.0000.5208. To test the antioxidant capacity, the DPPH and ABTS radical
capture methods were used, evaluated by spectrophotometer. Cytotoxicity was
measured using the MTT test with the Cell Proliferation Kit, following the
manufacturer's recommendations. The radioprotective effect was tested using the
Comet Assay on sample groups submitted to a dose of 2.5Gy. The results obtained
from the tests carried out showed low antioxidant activity at the concentrations tested
for DPPH (<12%). No antioxidant activity was quantified for the ABTS test. The saline
extract showed no cytotoxicity in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) using the
MTT test, as it maintained cell viability above 95% at the concentrations tested.
Although the alkaline comet assay showed no toxicity to the cell, the use of the extract
showed no significant differences in proving its radioprotective and genotoxic effect on
PBMCs at a dose of 2.5Gy.

Key words: lonizing radiation. Radiomodulator. Acacia-branca. Comet assay.
Natural products.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

Figura 1 — Poder de penetracdo das diferentes particulas emissoras de Rl 18
Figura 2 — Efeito direto e indireto da radiac&o ionizante 19
Figura 3 — Mecanismo de radioprote¢cédo de origem vegetal 22
Figura 4 — Aspectos fisicos caracteristicos da Moringa oleifera Lam. 23
Figura 5 — Mecanismo de eliminagdo do DPPH por um antioxidante 25
Figura 6 — Mecanismo de eliminagdo do ABTS por um antioxidante 26
Figura 7 — Ensaio cometa por microscopia de fluorescéncia 27
Figura 8 — Esquema de incubag¢do com DPPH 30
Figura 9 — Esquema de incubagdo com ABTS 31
Figura 10 — Esquema de incubacédo para ensaio citotoxico 33

Figura 11 — Verificagao visual da ndo viragem do meio reacional no ensaio DPPH com
0 extrato salino 37

Figura 12 — Verificagao visual da ndo viragem do meio reacional no ensaio ABTS com

o extrato salino 37
Figura 13 — Viabilidade celular pelo ensaio MTT em células PBMC 38
Figura 14 — Analise microscopica dos cometas tratados com extrato salino 39
Figura 15 — Frequéncia de cometas (%) em PBMCs 40

Figura 16 — indice de danos em PBMCs 41



LISTADE TABELAS

Tabela 1 — Percentual de inibicdo (1%) dos radicais DPPH e ABTS pelo extrato salino

de sementes da Moringa oleifera Lam. 36



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C Graus Celsius

O Radical Superdxido

ABTS Radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
ANOVA Analise de Variancia

BioProt Laboratério de Bioquimica de Proteinas

CAAE Certificado de Apresentacdo de Apreciacdo Etica

CB Centro de Biociéncias

CBMN Micronucleo com Bloqueio de Citocinese

CENAPESQ Centro de Apoio a Pesquisa

CNEN Comissao Nacional de Energia Nuclear

CRCN/NE  Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste

DEN Departamento de Energia Nuclear

DL Dose Letal

DMSO Dimetilsulféxido

DNA Acido Desoxirribonucleico

DO Densidade Optica

DPPH Radical 2,2-difenil 1-picrilhidrazil

EDTA Ethylenediamine tetraacetic Acid

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EROS Espécies Reativas de Oxigénio

et al. Entre outros

FAO Organizagao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagéo
FDA Food and Drug Administration

Gy Gray

H202 Peréxido de Hidrogénio

1% indice de Inibicao

IAEA Agéncia Internacional de Energia Atémica

ICs0 Concentragao Inibitéria Minima para inibir 50%
ID indice de Danos

K2S20s Persulfato de Potassio

LBD Laboratdrio de Dosimetria Bioldgica

LET Transferéncia Linear de Energia



Log

mg

mL

mM
MTT
NaCl
NaOH
OMS
OSMS
PBMC
PBS

pH

R2

RPM
RPMI
TV
UFPE
UFRPE
WEMoS
WR-2721
WSMoL
Mg

ML

MM

Logaritmo

Molar

Miligramas

Mililitros

Milimolar

((3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)) -2,5-difenil brometo de tetrazolina))
Cloreto de Sdédio

Hidréxido de Sodio

Organizagao Mundial da Saude

Oléo Essencial de Myrcia sylvatica
Peripheral Blood mononuclear cell
Phosphate-buffered saline

Potencial hidrogenidnico

Coeficiente de Determinacéao

Rotagdes por minuto

Meio de cultivo Roswell Park Memorial Institute
Televisao

Universidade Federal de Pernambuco
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Water Extract of Moringa oleifera seeds
Amifostina

Water-soluble M. oleifera seed lectin
Microgramas

Microlitros

Micromolar



2.1
211
2.2
2.21
2.3
24
241
242
2.5

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.3.1
432
4.4
4.5
4.6
4.7
4.7.1
4.8
4.8.1
4.8.2
4.8.3
4.9

SUMARIO

INTRODU(_‘,AO 16
REVISAO BIBLIOGRAFICA 18
RADIACAO IONIZANTE 18

Efeitos Bioldgicos da Radiagao lonizante e Sistemas de Reparo do DNA19

RADIOPROTETORES 20
Radioprotetores Sintéticos e Naturais 21
MORINGA OLEIFERA LAM.: ACACIA-BRANCA BRASILEIRA 22
ENSAIOS DE DETERMINAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE 24
DPPH (radical 2,2-difenil 1-picrilhidrazil) 24
ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) 25
ENSAIO COMETA ALCALINO 26
OBJETIVOS 28
OBJETIVO GERAL 28
OBJETIVOS ESPECIFICOS 28
METODOLOGIA 29
COoMITE/COMISSAO DE ETICA 29
PREPARAGAO DO EXTRATO SALINO 29
DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO 30
DPPH (radical 2,2-difenil 1-picrilhidrazil) 30
ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) 31
SELEGAO DE DOADOR E COLETA DE AMOSTRAS 32
ISOLAMENTO E CULTIVO DAS CELULAS 32
VIABILIDADE CELULAR 32
ENSAIO DA ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO 33
Teste MTT (((3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)) -2,5-difenil brometo de tetrazolina))33
ENSAIO GENOTOXICO IN VITRO 34
Separagao de grupos amostrais e irradiagdo das amostras 34
Ensaio Cometa Alcalino 34
Analise Microscopica 35
ANALISES ESTATISTICAS 35



5.1
5.2
5.3

RESULTADOS E DISCUSSAO
EFEITO ANTIOXIDANTE

EFeITo CITOTOXICO

EFEITO RADIOPROTETOR
CONCLUSAO

REFERENCIAS

ANEXOS

36
36
38
39
42
43
50

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres

Humanos da UFPE



16

1 INTRODUGAO

Atualmente, a radiagao ionizante (RI) tem grande destaque na industria, na
agricultura e na medicina. A industria utiliza deste tipo de radiagc&o, desde a produgéo
de energia elétrica a realizagdo de ensaios ndo-destrutivos, modificagbes de materiais
poliméricos e esterilizagdo de materiais médicos e cirurgicos, bem como, a
conservagao dos alimentos que visa reduzir microrganismos patogénicos que possam
inviabilizar o consumo (GONZAGA, 2023). Na agricultura, destaca-se a irradiagao de
alimentos, recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pela
Organizagao das Nagdes Unidas para Alimentacao e Agricultura (FAO). A radiagao
ionizante, nesse caso, € utilizada para substituir produtos quimicos poluentes no
controle de pragas nas lavouras, como também, na eliminagéo de parasitas, fungos,
larvas de insetos e bactérias que poderiam causar doengas aos consumidores
(ARBOITTE; CLAUS, 2024).

Na medicina nuclear, o diagnostico por imagem baseado na emissao de
radiacao ionizante e a terapia radioisotépica, se destaca na prevencao, rastreio e
tratamento de pacientes com o cancer, contribuindo para a qualidade de vida destes
além de, permitir a aquisicdo de imagens morfofuncionais de 6rgaos e tecidos
(KUMAR et al., 2019).

Apesar dos seus beneficios, a exposicao a esse tipo de energia pode causar
efeitos adversos. E sabido que, os efeitos deletérios da radiacdo podem se apresentar
tanto a nivel celular ou molecular, devido ao dano na molécula de DNA, gerando
mutacgdoes e alteragdes cromossdmicas, quanto a nivel tecidual, no qual as lesdes dos
tecidos variam de acordo com a dose/tipo de radiagdo, o tempo da exposicao, € a
parte do corpo que foi exposta. Assim, os sintomas podem ser locais ou sistémicos,
como, por exemplo, radiodermites (que se manifestam como queimaduras
superficiais), e a sindrome aguda da radiagdo (que acomete, o sistema
gastrointestinal, hematopoiético e sistema nervoso), respectivamente (SIQUEIRA et
al., 2018; DAINIAK; ALBANESE, 2022).

Diante destes fatos, os agentes radiomitigadores e radioprotetores séao
necessarios para a protecao do sistema bioldgico antes ou apds exposic¢ao a radiagao
ionizante (FISCHER; SEO; EFFERTH, 2018). Os radiomitigadores sdo moléculas que
tém a finalidade de atenuar os efeitos causados pelas radiacdes ionizantes apos a
exposic¢ao. As substancias radioprotetoras, por sua vez, sdo moléculas administradas

antes ou no momento da exposic¢éo, a fim de proteger as células circunvizinhas sadias
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(OBRADOR et al., 2020).

Os radioprotetores podem atuar de maneira indireta, por meio de proteinas
efetoras que reparam o DNA em casos de quebra da fita, ou diretamente, pelo
sequestro dos radicais livres formados a partir da interagdo da RI com a matéria
biolédgica (MUN et al., 2018; DUTTA; WANDEKAR; ROY, 2021). Atualmente a
Amifostina, WR-2721, € o unico radioprotetor aprovado para uso clinico pelo FDA
(Food and Drug Administration). Porém, por ser uma pro-droga de origem sintética,
apresenta desvantagens em relagdo ao seu uso, pela alta toxicidade, alto custo,
protecao limitada de 6rgaos e efeitos colaterais, como hipotenséo, nausea e vomito
(ZHANG et al., 2022; HIDETOSHI SATOH et al., 2022).

Uma grande variedade de substéncias consideradas antioxidantes, possuem
potencial radioprotetor, a exemplo: vitaminas, flavonoides, carotenoides, licopenos e
derivados, encontrados em frutas e vegetais (MUNTEANU; APETREI, 2021). No
Brasil, dentre as diversas plantas com atividades medicinais, destaca-se a Moringa
oleifera Lam., popularmente conhecida como acacia-branca. Pertencente a familia
Moringaceae e amplamente distribuida, a Moringa é rica em fitocomponentes
antioxidantes como vitaminas e beta-carotenos, bem como, em polifendis, acidos
fendlicos, isotiocianatos e glucosinolatos (OWENS et al., 2020; VERA-NUNEZ et
al.,2021).

Estudos recentes descrevem suas propriedades bioativas in vitro: acdo anti-
hiperlipidémica, anti-hipertensiva, antiviral, bactericida, anti-inflamatéria e
imunomoduladora (SHARMA et al., 2022; GHARSALLAH et al., 2023). Suas sementes
podem ser usadas para tratar doengas da bexiga e da proéstata, as folhas no
tratamento de insbénia, ansiedade e diarreia e as flores servem de matéria prima para
produzir compostos afrodisiacos com efeito curativo sob ulceragcbes em diversos
tecidos, aspectos estes que, reforgam sua importancia para a medicina herbal (DYVIA,
et al. 2024)

Assim, atentando para estas caracteristicas é possivel que o extrato salino da
semente da Moringa oleifera Lam. apresenta-se como alternativa promissora a

antioxidante e, potencialmente, radioprotetor.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 RADIACAO IONIZANTE

A radiacdo consiste na propagacdo de energia na forma de ondas
eletromagnéticas ou particulas, sendo dividida entre ionizantes e nao ionizantes
(TAUBATA et al,, 2014). Dessa maneira, a radiagdo nado ionizante, compreende
aquelas capazes de interagir com a matéria por meio de aquecimento e excitagao
molecular, como a radiacao infravermelha, microondas, ondas de radio e de TV,
enquanto a radiacao ionizante (RI) é entendida por toda e qualquer particula ou
radiagcdo eletromagnética que é capaz de ionizar os elétrons de atomos ou moléculas
transformando-as em ions, a partir da interagdo com a matéria. Sdo consideradas
radiacdes ionizantes, as particulas alfa, beta, gama e os raios-X, emitidos por fontes
radioativas (OMER, 2021; FLOR; GELBCKE, 2009).

A forma de interagdo das radiagdes ionizantes com a matéria varia
principalmente, de acordo com as caracteristicas de cada radiagéo, estando ligadas
diretamente com a sua Transferéncia Linear de Energia (LET) (IAEA, 2011). As
particulas consideradas emissoras de radiacdo corpuscular (alfa) sdo altamente
ionizantes, mas possuem baixo poder de penetracdo na matéria, sendo bloqueadas
por até mesmo uma folha de papel. Do contrario, as particulas de radiagao
eletromagnética, como a radiagdo gama e 0s raios-x, por ndo possuirem massa,

apresentam maior poder de penetragdo e menor capacidade de ionizagao (Figura 1).

Figura 1. Poder de penetracao das diferentes particulas emissoras de RI.
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Fonte: Apostila educativa da CNEN, 2020.
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Os raios gama sao naturalmente emitidos por nucleos instaveis e possuem a
capacidade de atravessar a matéria e ionizar atomos. Corresponde a mais energética
das radiacbes e € amplamente utilizada para procedimentos médicos, como as
terapias com radiagdo, bem como, os raios-x que s&o utilizados para diagnostico por
imagem, pois tém a capacidade de penetrar em tecidos e possibilitar a visualizagao
de ossos e 6rgaos internos (ALKHALIDI et al., 2023).

2.1.1 Efeitos Biologicos da Radiagao lonizante e Sistemas de Reparo ao DNA

A interagcdo da radiagao ionizante com a matéria biolégica desencadeia uma
sequéncia de eventos que podem ocorrer por duas vias, a direta e a indireta (Figura
2). Pela via direta, a radiagéo interage diretamente com a molécula de DNA, levando
a alteragdes morfofuncionais, ocasionadas pela quebra das estruturas da fita simples
e fitas duplas do DNA (WANG, et al., 2020; SANTIVASI; XIA, 2014). Na via indireta, a
radiagdo vai atuar na molécula de agua, provocando sua radiolise, o que da origem
as espécies reativas de oxigénios (EROS), que s&o radicais livres altamente reativos
e instaveis (BARNES et al., 2018; PRIVETT et al., 2017).

Figura 2. Efeito direto e indireto da radiag&o ionizante
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Fonte: “Radioterapia | Radioterapeuta Dr Felipe teles | Brasil”, 2016
Acessado de: https://www.drfelipeteles.com/o-que-%C3%A9-radioterapia



20

Os radicais livres nao sao facilmente neutralizados por possuirem elétrons
desemparelhados em sua estrutura, sendo assim, tendem a se estabilizar quando
encontram moléculas bioldgicas, produzindo o estresse oxidativo. Os elétrons livres,
formam o radical superdxido (+O2’) que, quando reduzido a peroxido de hidrogénio
(H202), pode afetar a estrutura da membrana plasmatica, modificar grupos funcionais
de enzimas, desnaturar proteinas e afetar a molécula de DNA diretamente
(DOWLATH, et al., 2021; OBRADOR, et al., 2022).

O organismo humano possui mecanismos de reparo responsaveis por
transmitir sinais amplificados as proteinas efetoras, para que sejam ativadas, com
objetivo de reparar os danos ao DNA causados pela agdo da radiagcao ionizante.
Alguns desses sistemas de reparo sao: os checkpoints, que permitem o bloqueio do
ciclo celular entre as fases G1-S e S-G2, impedindo a proliferagdo de células
danificadas; o reparo por excisdo de bases de nucleotideos, no qual, o dano ocorre
na juncao incorreta das fitas, entdo é produzido o nucleotideo ideal para o local da
excisdo, conectando o seguimento e produzindo a fita; a morte celular programada
(apoptose), que é o ultimo recurso utilizado pela célula, quando o dano ao DNA é
irreparavel (CORTEZ, 2018; OH; MYUNG, 2021; NEPOMUCENQO, et al., 2017)

2.2 RADIOPROTETORES

Radiomodificadores sdo moléculas moduladoras administradas antes ou no
momento da exposicao a radiacao, por diferentes vias ou combinagao de conceitos e
técnicas. Estes agentes minimizam a ocorréncia dos efeitos deletérios decorrentes do
uso da RI, como estratégia para proteger as células fisiologicamente sadias, seja pelo
sequestro dos radicais livres ou por rotas de reparos no DNA (DUTTA; WANDEKAR,;
ROY, 2021). O uso de agentes radioprotetores e radiomitigadores se deve a
capacidade dessas substancias em atenuar os danos causados ao organismo pelo
uso da RI, em industrias, na agricultura e em procedimentos médicos, sendo essas,
situagdes em que ha um maior risco de exposi¢cdes acidentais com niveis elevados de
dose absorvida (CARVALHO, 2012; LIU et al, 2023). Estes agentes
radiomodificadores, se diferenciam com base no tempo de administragcao, sendo os
radioprotetores, administrados antes da exposicdo a radiagdo ionizante e os
radiomitigadores durante ou imediatamente apds a exposig¢do a radiagao ionizante,

contanto que seja antes da manifestagdo dos sintomas de toxicidade (OBRADOR, et
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al., 2020; MISHRA; ALSBEIH, 2017).

Em geral, os radioprotetores e radiomitigadores, amplificam os mecanismos de
defesa celular por meio da eliminagdo dos radicais livres, pela capacidade que
possuem de doar um elétron e estabiliza-los, estabelecendo sua acédo antioxidante.
Alguns radiomodificadores mais recentes, além de antioxidantes, também induzem a
radioprotecao/radiomitigacédo pela ativagdo de citocinas, da hematopoiese, da
apoptose e da modulagéo de genes (SHIVAPPA; BERNHARDT, 2022; ZHANG, et al.,
2023).

2.2.1 Radioprotetores sintéticos e naturais

A Amifostina (WR-2721) &, atualmente, a unica droga aprovada para uso clinico
pela FDA (Food and Drug Administration), como agente radioprotetor e radiomitigador
(JIT et al., 2023). E um pré-farmaco sintético do tipo tiofosfato organico, que atua como
citoprotetor e agente de eliminagao de radicais livres e no reparo do DNA. No entanto,
ha limitagdes expressivas em relagdo ao seu uso, uma vez que, se limita a reduzir os
efeitos nefrotdxicos causados pelo tratamento e, devido a sua toxicidade provoca
efeitos colaterais, mesmo quando administrada em concentragbes mais baixas
(KOUKOURAKIS, M. 2002; OBRADOR, 2020; JIT, et al., 2023).

Portanto, € importante a procura por moléculas eficazes e nao-tdxicas que
previnam e/ou mitiguem os efeitos induzidos pelas radia¢des ionizantes no organismo.
Nesse contexto, os radioprotetores de origem natural, em sua maioria polifendis
isolados de plantas medicinais e extratos, possuem propriedades terapéuticas
cientificamente comprovadas, além de serem capazes de proteger contra os efeitos
agudos da radiagao, a exemplo, a Cucuma longa Linn, e a Moringa oleifera Lam, que
previne os efeitos do estresse oxidativo (KURUBA, V.; GOLLAPALLI, P., 2018;
DOWLATH, et al., 2021; ADNAN et al., 2022). A identificagao de moléculas de origem
vegetal com as caracteristicas mostradas na Figura 6, observadas por Dowlath e
colaboradores (2021) torna-se um desafio para formulagao de agentes radioprotetores

promissores.
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Figura 3. Mecanismo de radioprote¢cao de origem vegetal
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2.3 MORINGA OLEIFERA LAM.: ACACIA-BRANCA BRASILEIRA

A Moringa oleifera Lam. é uma planta que pertence a familia Moringaceae,
ordem Papaverales, género Moringa (SGOBI et al., 2015). Trata-se de uma planta
perene, amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais (FUGLIER, 1998;
ANWAR; BHANGER, 2003; BEZERRA et al., 2004). No Brasil, é distribuida pela
regiao nordeste e possui uso como planta ornamental e medicinal (LORENZI; MATOS,
2002). O género contém quatorze espécies, sendo que a mais conhecida e cultivada
€ a Moringa Oleifera Lamark (FAHEY, 2005; ANWAR et al, 2007).

A M. oleifera mostra-se como uma alternativa mais barata e confiavel para uma
boa nutricdo e quase todas suas partes (figura 7) podem ser usadas por possuirem
nutrientes essenciais (TOHS; HARTMAN, 2015; GOPINATH; JEEVITHA;
GOKILADEVI, 2017). Segundo Divya e colaboradores (2024), a M. oleifera Lam.
contém em todas as suas partes, ao menos, 46 antioxidantes entre flavondides,

taninos, saponinas, alcaléides, fendlicos e triterpendides.
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Figura 4. Aspectos fisicos caracteristicos da Moringa oleifera Lam.

Legenda: Caule (A); Folhas (B); Sementes (C); Flores (D)
Fonte: SEMENTE RARA, 2024 (adaptado)
Acessado de: https://www.sementerara.com.br/moringa-oleifera-moringa-oleifera-3-sementes

O uso medicinal da M. oleifera ja foi comprovado no tratamento de alteragdes
patoldgicas, como hipertensao e ansiedade (BHAT; JOY, 2014; AEKTHAMMARAT et
al., 2019). Além disso, as folhas, sementes, gomas, casca e flores da M. oleifera Lam.
sdo utilizadas para aliviar deficiéncias minerais e vitaminicas (SILVA; PADILHA,;
PADILHA, 2021). Diversos estudos tém sido realizados na busca por suas
propriedades terapéuticas, utilizando o po, infusao ou extratos de folhas e sementes.
Suas folhas podem ser utilizadas no tratamento de condi¢des inflamatérias além de
tratar a hepatite e aliviar a dor nas articulagbes (POSMONTIER, 2011;
GOPALAKRISHNAN; DORIYA; KUMAR, 2016). As raizes sao utlizadas no
tratamento de calculos renais, doencgas hepaticas, inflamacao e a casca do caule para
tratar infecgbes de pele (KARADI et al., 2006; GHASI et al., 2000; PALIWAL et al.,
2011; RATHI et al., 2006). As sementes da planta podem atuar como laxante e sao
utilizadas no tratamento de tumores, problemas de prostata e bexiga (PANDEY et al.,
2012). As sementes mostram-se promissoras para o tratamento da artrite, alterando
o estresse oxidativo e reduzindo a inflamagao (MEIRELES; GOMES; LOPES, 2020).
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Estudos recentes demonstram que WEMoS e WSMol, lectinas presentes na
semente da M. oleifera, tém efeitos protetores com acgdes antioxidantes e anti-
inflamatorias que previnem a progressao da hipertensao (SILVA et al., 2024). Além
disso, a utilizagdo do extrato de folhas de Moringa oleifera demonstrou ser capaz de
atenuar o dano oxidativo induzido por uma dieta rica em gordura (DIVYA et al. 2024).
A variedade de atividades bioldgicas e capacidade antioxidante de outras partes
dessa planta, fazem do uso das sementes da M. oleifera, um bom candidato a

radioprotetor.

2.4 ENSAIOS DE DETERMINAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes sdo compostos capazes de eliminar ou inibir a formacgao de
espécies reativas de oxigénio (EROS) (BERRA et al., 2006; UTTARA et al., 2009).
Além de prevenir a deterioragdo oxidativa dos alimentos (BENSID et al., 2022), os
antioxidantes atuam também na minimizagao dos danos oxidativos nos seres vivos
como diabetes e cancer (DARENSKAYA et al., 2021; JANG et al, 2022).

Existem distintos métodos para quantificar a capacidade antioxidante
de uma substancia, sendo a formacgao de radicais livres o principio mais aplicado na
analise in vitro. Assim, as técnicas de adicdo de compostos cromoégeneos como o
ABTS (2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-acido sulfénico) ou DPPH (2,2- difenil-1-
picrilhidrazila), sédo utilizadas para avaliagdo destes radicais (ARENA, FALLICO;
MACCARONE, 2001; ANTOLOVICH et al., 2002).

2.4.1 DPPH (radical 2,2-difenil 1-picrilhidrazil)

O método espectrofotométrico de eliminagdo de DPPH- é um dos mais
amplamente utilizados para determinar a capacidade antioxidante de compostos
recém-sintetizados (AYTAC et al., 2023) e baseia-se na capacidade de sequestrar o

radical pela doagao de ions de hidrogénio ou transferéncia de elétrons (figura 3).
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Figura 5. Mecanismo de eliminacdo do DPPH por um antioxidante
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Legenda: Variagao de cor no ensaio DPPH (a); Reagéo de eliminacédo do radical DPPH (b)
Fonte: MUNTEANU; APETREI, 2021 (adaptado)

Esse método € um dos mais utilizados devido ao seu baixo custo, rapidez e
acessibilidade para medigao de propriedades antioxidantes de diversas substancias
por se basear na mudanga da coloragcdo do meio (Figura 3), o que confirma
qualitativamente a ocorréncia da reagdo (BLOIS, 1958; BALIYAN et al., 2022).
Todavia, apresenta desvantagens como a inacessibilidade estérica, ou seja, algumas
moléculas tém menos chance de acessar o radical livre, alterando os valores de
eliminacdo de DPPH (APAK et al., 2007), sendo assim, fazendo necessario a
complementagcdo com outros testes antioxidantes para conclusao dos resultados
obtidos.

2.4.2 ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico))

O método ABTS se baseia na capacidade que o antioxidante tem, como doador
de elétrons, para reduzir o radical acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico), gerado a partir da oxidagao do ABTS com Persulfato de Potassio (KURT et
al., 2015) como demonstrado na figura 4.
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Figura 6. Mecanismo de eliminagdo do ABTS por um antioxidante
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Este método pode atingir aproximadamente a formacédo de cerca 60% de
radicais livres depois de 16 horas de incubacéo (RE et al., 1999), apresentando-se
como uma metodologia relativamente rapida e eficiente para realizar uma triagem
inicial do potencial antioxidante de diferentes compostos (SALAR et al. 2018).

Apesar de sua eficiéncia, o método apresenta limitagdes por ndo ser um
representante das biomoléculas, ndo estar presente em alguns sistemas biolégicos
como também, sua baixa seletividade e, por isso, pode reagir com qualquer
componente menor redutor que ele (TOMBA; DIAZ; GUERGOLETTO, 2023).

2.5 ENSAIO COMETA ALCALINO

Os radicais livres podem danificar o DNA causando quebras de fita simples ou
dupla e fragmentagdao do DNA (CANNAN; PEDERSON, 2016). Caso o dano supere a
capacidade de reparo, o excesso de danos provocados pelas EROS, desencadeiam
efeitos genotdxicos graves, que podem ser mensurados ao utilizar uma técnica

sensivel, capaz de avaliar a fragmentagdo desse DNA (COLLINS et al.,, 2023).
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Devido a sua alta sensibilidade, capacidade de obtencdo de resultados
quantitativos, curto tempo e baixo custo, o ensaio cometa torna-se um método
vantajoso que pode ser aplicado para determinar a genotoxicidade (MOBARAKEH et
al., 2015; NASIRI et al., 2016). Este método tem sido amplamente utilizado embora
tenha limitacdes, como ndo exibir reticulagdo DNA-DNA e outras altera¢gdes celulares,
mas é capaz detectar varios tipos de danos no DNA (LU; LIU; YANG, 2017). Tais
danos, sdo identificados microscopicamente, e classificados em uma escala de danos,
na qual, de acordo com MOLLER et al., (2023) o grau 0 corresponde & manutengéo
da integridade do DNA e, de 1 a 4, os danos sao progressivos e identificados pela
presenca de fragmentos do DNA, resultando, visualmente, o aspecto de cauda de

cometa (Figura 5).

Figura 7. Ensaio cometa por microscopia de fluorescéncia
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Legenda: 0 = Cometa sem danos / 1 = Cometa com baixo dano / 2 = Cometa com dano médio/ 3 =
Cometa com dano elevado / 4 = Cometa com dano irreversivel
Fonte: Aguiar, 2022 (adaptado)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial radioprotetor do extrato salino das sementes da Moringa

oleifera Lam. por meio da atividade antioxidante, citotoxicidade e genotoxicidade.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a agao antioxidante do extrato salino das sementes da Moringa
oleifera Lam. por meio do método de sequestro dos radicais DPPH
(radical 2,2-difenil  1-picrilhidrazil) e ABTS (2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico));

- Avaliar a citotoxicidade utilizando o teste MTT ((3-(4,5-dimetiltiazol-2yl))
-2,5-difenil brometo de tetrazolina)) em PBMCs;

- Analisar a genotoxicidade através do Ensaio Cometa Padrao para

comprovacao da eficacia radioprotetora;
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4 METODOLOGIA

As sementes da Moringa oleifera Lam. foram cedidas pelo Laboratério de
Bioquimica das Proteinas (BioProt) do Departamento de Bioquimica do Centro de
Biociéncias (CB) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

A pesquisa foi realizada em conjunto com o Laboratério de Radiobiologia do
Departamento de Biofisica e Radiobiologia da UFPE, o Laboratorio de Dosimetria
Biologica (LBD) do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN/NE)
e com o Departamento de Energia Nuclear (DEN) da UFPE.

4.1 CoMITE/COMISSAO DE ETICA

Este trabalho faz parte do projeto intitulado “Avaliagdo do potencial
radiomodificador e imunomodulador de lectinas extraidas de extratos vegetais”. A
coleta do material biologico foi realizada apds assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido por parte dos doadores voluntarios e seu uso foi aprovado pelo
Comité de Etica Humana do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE — Campus Recife
sob o numero do CAAE: 50965221.5.0000.5208 (Anexo A).

4.2 PREPARACAO DO EXTRATO SALINO

Para a obtencdo do extrato, seguiu-se a metodologia adaptada proposta por
Abou-Zeid et al. (2020). Para tanto, 50 gramas das sementes da Moringa oleifera Lam.
foram trituradas e solvidas em 250mL de solugéo salina (NaCl) a 0,9%. A solugao foi
colocada sob agitagdo magnética por 24 horas a temperatura ambiente. A solugao de
extrato foi filtrada e, posteriormente, dialisada em membranas de celulose por 3 ciclos
de 1 hora cada, seguido de trocas da agua destilada. Em seguida, a amostra foi
liofilizada no Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE) para a obtencgéo do extrato em pd, com isso, a solugéo
mae foi preparada na concentracdo de 50mg/mL. A partir dela, foram estabelecidas 6
concentracbes do extrato para serem usadas nos demais testes, foram elas:
100pg/mL, 50ug/mL, 20ug/mL, 10pg/mL, 6ug/mL e 3ug/mL.
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4.3 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

4.3.1 DPPH (radical 2,2-difenil 1-picrilhidrazil)

O ensaio DPPH, conforme as adapta¢des da metodologia de Miliauskas, G. e
colaboradores (2004). Inicialmente foram dissolvidos 8 mg do radical em 100mL de
metanol. Antes de dar inicio ao teste, foi feita a calibracdo do radical colocando-se em
microplaca de 96 pogos 220uL do radical pronto para uso (em triplicata), para realizar
a leitura da absorbancia no espectrofotémetro ELISA (modelo Biotek®-Epoch). O
comprimento de onda protocolado é de 517 nanémetros e a absorbancia foi ajustada
no intervalo de 0.600 a 0.700. Apds ajuste, foram adicionados na microplaca 220uL
do radical DPPH com 2uL do extrato salino, nas suas respectivas concentracoes
anteriormente estabelecidas (A1-A3 — F1-F3) (Figura 8).

Figura 8. Esquema de incubagao com DPPH
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Fonte: Da autora (2024)

Como controle positivo foi utilizada a curva de calibragao do acido ascorbico a
500uM, ja estabelecida no Laboratério de Radiobiologia. Para o controle negativo, foi
utilizado 2uL de salina com 220uL do DPPH (H1-H3). No “branco”, foi utilizado apenas
NaCl 0,15M. Apéds 25 minutos de espera em ambiente escuro, foram realizadas as
leituras das absorbancias no leitor de placas ELISA no comprimento de onda definido

anteriormente.
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4.3.2 ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico))

O teste ABTS, seguiu a metodologia de Re et al. (1999) adaptada, para tanto,
foi preparada a solugdo de ABTS a 7mM, na qual, 192 mg do radical foi dissolvido em
50mL de agua destilada e, em paralelo, foi feita a solu¢gao do Persulfato de Potassio
(K2S20s8) a 140mM, com 378,4mg de K2S20s em 10mL de agua destilada. Para a
formacéao do radical ABTS foi adicionado em um tubo Falcon 4912uL da solugao de
ABTS mais 88uL da solugdo de K2S20s. Essa solugdo foi homogeneizada e
armazenada na temperatura ambiente, em local escuro, por 16 horas, apds esse
tempo, caso nao seja utilizada no dia, podera ficar armazenada na geladeira por até
30 dias.

No dia de uso, 1mL da solucdo do radical foi diluido em 99mL de alcool etilico
para ser feita a calibragao do radical no ELISA. O comprimento de onda recomendado
€ de 734 nandbmetros e a absorbancia foi ajustada no intervalo de 0.700 a 0.734. Feito
isso, foi adicionado na microplaca 220uL do radical ABTS (Figura 9) com 2uL do
extrato salino nas suas respectivas concentragdes anteriormente estabelecidas (A1-
A3 — F1-F3).

Figura 9. Esquema de incubagao com ABTS
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Fonte: Da autora (2024)

Como controle positivo foi utilizada a curva de calibragao do acido ascoérbico a
500uM. Para o controle negativo, foi utilizado 2uL de salina com 220uL do ABTS (H1-
H3). No branco, foi utilizado apenas NaCl. Apés 6 minutos de espera em ambiente
escuro, foi feita a leitura da absorbancia no ELISA no comprimento de onda definido

anteriormente.
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4.4 SELECAO DE DOADOR E COLETA DE AMOSTRAS

Foi selecionado um doador saudavel, seguindo os critérios utilizados por
Gajendiran, et al. (2001), no qual, foi feita uma anamnese do voluntario, a fim de,
verificar se 0 mesmo nao foi exposto a radiagao ionizante nos ultimos 6 meses ou fez
uso de vacinagodes virais e/ou consumiu drogas, visto que, a utilizacdo desses agentes
pode levar a alteragbes cromossOmicas que interfiram nos resultados do estudo.

ApOs essa selecao, foram coletados 4mL por puncédo venosa de amostras de

sangue periférico total, para cada experimento em tubos de heparina.

4.5 |ISOLAMENTO E CULTIVO DAS CELULAS

Seguindo o protocolo de Fenech (2007) adaptado, foram coletados 4 mL de
sangue que, em capela de fluxo laminar, foram transferidos para tubos Falcon de 15
mL. Ao tubo, foi adicionado o mesmo volume de tampao PBS de pH 7,4, na diluicao
1:1. O sangue diluido foi levemente sobreposto com Ficoll-Paque Plus® na proporgao
de 1:3 e, em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2500 rpm,
dessa forma, foi possivel a obtencao e visualizacdo da camada de PBMC isolada
(nuvem celular). A suspensao de leucécitos (nuvem celular) foi transferida para outro
tubo falcon, onde foi diluida e homogeneizada em PBS com 2x o0 seu volume. Os tubos
foram centrifugados por 10 minutos a 2500 rpm e, ao final, o sobrenadante foi

descartado e o pellet foi colocado em um unico tubo com 1mL de PBS.

4.6 VIABILIDADE CELULAR

A avaliagdo da viabilidade e o ajuste da concentragdo celular para 1x10°5/mL
foram realizados na Camara de Neubauer. Para isso, 20uL da suspensao celular
foram diluidos em 20uL de Azul de Trypan a 0,04%, resultando em uma diluic&o final
de 1:1. A viabilidade celular foi determinada pela razdo entre o numero de células

viaveis e as células nao viaveis, ou seja, as que foram coradas.
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4.7 ENSAIO DA ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO

4.7.1 Teste MTT (((3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)) -2,5-difenil brometo de tetrazolina))

A avaliacao da citotoxicidade do extrato salino da semente da M. oleifera Lam.
foi realizada por meio do Cell Proliferation Kit - MTT (ROCHE®) em cultura de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) seguindo as recomendagdes do
fabricante e as adaptagdées de Mosmann (1983). Apds realizag&o das etapas descritas
nos subtépicos 4.5 e 4.6, em capela de fluxo laminar, foi adicionado a uma microplaca,
o isolado celular na concentragdo de 1x105mL, 200uL do meio RPMI (ideal para
cultivo das células), 10uL do soro bovino fetal (meio enriquecedor) e as 6
concentragdes do extrato salino (A1-A3 — F1-F3). No controle positivo (G5-G7) foi
utilizada a Fitohemaglutinina (5ug/mL) e o controle negativo (H5-H7) apenas meio
RPMI, soro bovino fetal e células PBMC. Feito isso, a microplaca foi envolta em papel

aluminio e incubada em estufa a 37°C por 24h, como representado na Figura 10.

Figura 10. Esquema de incubagao para ensaio citotoxico.

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

+ e
‘e cs 00000
N

/Im'ﬂmoﬁw>

Fonte: Da autora (2024)

Ap0s as 24 horas, foram adicionados 20uL do reagente MTT em todos os pogos
e a placa retornou para a estufa por mais 4 horas. Em seguida, foi adicionado 100uL
do tampéao de solubilizagdo e as amostras retornaram para incubagao “overnight’ a
37°C. Todo procedimento foi realizado em triplicata. Ao final, foi feita a leitura da
densidade optica (DO) das amostras no espectrofotdmetro, no comprimento de onda

para 570 nanémetros.
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4.8 ENSAIO GENOTOXICO IN VITRO

4.8.1 Separacéo de Grupos Amostrais e Irradiacdo das Amostras

As amostras de PBMCs, isoladas como descrito no tépico 4.5, foram
distribuidas em eppendorfs devidamente identificados como grupos irradiados (por
fonte de gama Gammacell 220 °Co) e n&o irradiados, da seguinte forma:

Grupo 1: Amostra ndo irradiada e ndo tratada com o extrato salino de M.
oleifera (Controle negativo nao irradiado);

Grupo 2: Amostra irradiada e nao tratada com o extrato salino de M. oleifera
(Controle negativo irradiado);

Grupo 3: Amostra irradiada e tratada com amifostina (Controle Positivo);

Grupos Tratados e Irradiados: Amostras irradiadas e tratadas com o extrato
salino de M. oleifera nas concentragdes selecionadas (100ug/mL; 10pg/mL e 3ug/mL);

Grupos Tratados e Nao irradiados: Amostras ndo irradiadas e tratadas com
o extrato salino de M. oleifera nas concentracdes selecionadas (100pg/mL; 10pg/mL
e 3ug/mL);

A irradiacdo das amostras foi feita no Departamento de Energia Nuclear (DEN)
da UFPE, na dose de 2,5Gy. Para a escolha da dose, seguiu-se os critérios da
Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA, 2011), por ser préxima ao valor da

DLsos30 para humanos (2,5 — 3,0 Gy).

4 .8.2 Ensaio Cometa Alcalino

Para a comprovacgao do efeito radioprotetor do extrato salino da semente da
Moringa oleifera Lam foi realizado o ensaio cometa alcalino como descrito por Singh
et al. (1988) e Arivalagam et al. (2015), com modificagdes. Primeiro, os eppendorfs
correspondentes a cada grupo foram centrifugados por 4 minutos a 4000 rpm por 3
vezes no qual foi retirado o sobrenadante e ressuspendido com PBS. Ao final desse
processo, os PBMCs foram ressuspendidos e homogeneizados com agarose de baixo
ponto de fusdo 1% (2:1). Em seguida, esse homogenato foi colocado sobre Iaminas
de microscopia cobertas com agarose de ponto de fusdo normal (1%). As laminas
foram cobertas com laminula e mantidas por 12 minutos a 4°C. Apds esse periodo, as

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

Ap0Os o processo de lise, ou seja, quebra da membrana celular para exposi¢céo
do DNA, as laminas foram cuidadosamente lavadas com agua destilada e transferidas
para a cuba de eletroforese horizontal, contendo solugéao de tampéo alcalino (EDTA 1
mM e NaOH a 300 mM) (pH 13,0), onde permaneceram por 20 minutos. A corrida
eletroforética foi iniciada apds a incubacéo, com as laminas sendo submetidas a 0,74
V/ecm e 300 mA por 20 minutos (4°C). Ao final, as ldminas foram neutralizadas com
tampao Tris 0,4M (pH 7,5) por 15 minutos e fixadas em alcool absoluto por 10 minutos.

Todo experimento foi realizado em triplicata e em ambiente escuro.

4.8.3 Analise Microscopica

As laminas que foram avaliadas em microscépio de fluorescéncia foram
coradas com 50 uL de solugdo de GEL RED (1:1000). Foram analisadas 300 células
por grupo, classificando-as em cinco niveis (0, 1, 2, 3 e 4) a depender da extensao do
dano, como descrito no método de MOLLER et al., (2023). Os cometas s&o analisados

pelo indice de danos (ID) (Equacéo 1).

ID = 0.(ng) + 0,25.(ny) + 0,5.(ny) + 0,75.(n3) + 1.(ny) (1

Onde: n = numero de cometas quanto a classe

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

A plotagem dos dados foi mensurada através do indice de Inibigéo (1%), que
mede em porcentagem a capacidade de reduzir o objeto de estudo, radicais (DPPH e
ABTS) e a porcentagem de viabilidade celular (MTT). Também foi calculado o I1Cso
(concentragao inibitéria minima para inibir 50% dos radicais e/ou as células). No
tratamento dos resultados, foram utilizados os testes ANOVA e o post-hoc de
Bonferroni e Turkey. As diferengas estatisticas foram definidas em p < 0,05 usando o
software no GraphPad Prism 8.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 EFEITO ANTIOXIDANTE
No ensaio DPPH, o extrato salino apresentou baixa atividade antioxidante,
maxima de 11,56%. Entretanto, ndo houve deteccéo de atividade pelo método ABTS

(Tabela 1).

Tabela 1. Percentual de inibigdo (1%) dos radicais DPPH e ABTS pelo extrato salino
de sementes da Moringa oleifera Lam.

Concentragao
(ug/mL) 1% do DPPH 1% do ABTS
| 100 11,56 -1,36 |

50 | 10,62 | -2,96
20 | 9,87 | -3,1

10 | 8,36 | -3,67
6 | 7,94 | -5.59
3 | 4,93 | -6,25

Pela equacéao da reta, em ambos os testes (y = 0,3524x - 5,2094 para ABTS e
y = 0,4306x + 7,1843 para DPPH), o R? para a testagem ABTS foi igual a 0,7506 e
para o DPPH, 0,6565.

Segundo Chein (2019), a concentracdo e a medigdo da absorbancia estao
correlacionadas, assim como o indice de inibicdo (que é calculado com base nas
absorbancias). Logo, uma substancia com uma capacidade antioxidante expressiva,
apresentara 1% elevado mesmo em baixas concentragdes.

Corroborando com este fato, esta o fundamento destes testes, uma vez que,
ambos sado baseados na eliminagdo de um cromoforo estavel que é determinado por
espectrofotometria, de acordo com a mudanca na absorbancia, relacionando
diretamente a concentragcado com o efeito antioxidante (SIDDEEG et al., 2021).

A reatividade dos ensaios também pode ser observada visualmente, pois, apds
o tempo de reacdo determinado para cada um dos testes, espera-se que ocorra a

viragem na coloragdo do meio com o DPPH (roxo para amarelo) e ABTS (azul-
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esverdeado para o translucido) (MUNTEANU, 2021). Logo, como representado nas
figuras 11 e 12, o extrato salino apresentou coloragdo semelhante ao controle negativo
(H1-H3), sem alteragao na coloragao, o que demonstra a auséncia parcial (qualitativa)

da sua atividade antioxidante.

Figura 11. Verificagao visual da ndo viragem do meio reacional no ensaio DPPH

com o extrato salino.
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Figura 12. Verificac&o visual da ndo viragem do meio reacional no ensaio ABTS com

o extrato salino.
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Silva e colaboradores (2018), encontraram achados semelhantes ao estudar a
atividade do 6leo essencial de Myrcia sylvatica (OSMS) com o padrao Trolox com
radical DPPH. O OSMS, apesar de ter atuado como doador de atomos de hidrogénio
ou elétrons e, consequentemente, reduzido o radical DPPH, apresentou um baixo
potencial antioxidante, assim como o extrato salino das sementes da M. oleifera.

Os resultados do ABTS corroboram com o teste feito por Matheus et al. (2024),
em sua analise da atividade antioxidante das lectinas WEMoS e WSMol, proteinas
obtidas a partir do extrato aquoso da semente da Moringa oleifera, em relagado ao
padrao Trolox, um analogo da vitamina E, com atuacdo de controle positivo, assim

como o acido ascorbico utilizado nesse estudo.

5.2 EFeITO CITOTOXICO

Pelo ensaio MTT, o extrato salino n&o apresentou citotoxicidade na cultura de
PBMC. De acordo com o grafico de viabilidade celular (Figura 13), no qual, as seis
concentragdes testadas foram convertidas em Log na base 10 (eixo X), a viabilidade
se manteve acima de 95% (eixo Y), sendo maxima nas concentragdes de 50 e
100ug/mL, cerca de 97%.

Figura 13. Viabilidade celular pelo ensaio MTT em células PBMC.
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Todos os pocos em que foram pipetadas as amostras se mantiveram na

coloracido roxa, uma vez que, nesse teste, a positividade da reacdo tem natureza
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cromogénica, ou seja, a medigao € baseada em colorimetria e se da pela redugao do
sal tetrazolio, MTT, por agao das desidrogenases presentes na mitocondria das
células metabolicamente ativas, em um composto denominado Formazan de
coloragdo roxa, logo, a viabilidade & proporcional a redugao intracelular do MTT
(GHASEMI et al., 2021).

A concentragao inibitéria média, que corresponde a quantidade minima
necessaria para inibir 50% das células, foi estabelecida em ICsp = 1,064%.95 0 que ndo
s6 implica na baixa citotoxicidade, como também em completa auséncia de toxicidade.
Os resultados acerca da citotoxicidade corroboram com o estudo realizado por
Anunciacéo et al. (2020), em sua avaliagao da citotoxicidade do extrato etandlico da
semente da M. oleifera Lam.

Esses resultados servem de base para estudos posteriores que destacam a
importancia da busca por radiomodificadores naturais e suas vantagens, em relagao
aos artificiais, devido a baixa toxicidade e propriedades imunoestimulantes (KURUBA;
GOLLAPALLI, 2018).

5.3 EFEITO RADIOPROTETOR

Pelo ensaio cometa alcalino, a figura 14 apresenta as alteragcbes de DNA que

foram quantificadas e classificadas nas cinco categorias de dano.

Figura 14. Analise microscopica dos cometas tratados com extrato salino

1 2

Legenda: 0 = Cometa sem danos / 1 = Cometa com baixo dano / 2 = Cometa com dano médio / 3 =
Cometa com dano elevado / 4 = Cometa com dano irreversivel
Fonte: Autora (2025)
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Para a validacado dos testes foi utilizado como controle positivo a Amifostina
comercial, que apresentou o indice de dano de 8,00 + 0,75 para os linfocitos irradiados
a 2,5 Gy o que comparado ao controle negativo (7,83 + 2,31) demonstrou sua
atividade radioprotetora.

Para os testes, as amostras tratadas e nao irradiadas apresentaram diferentes
niveis de categoria de dano (Fig. 15A) de acordo com as concentragdes de 0 - 100
pMg/mL do extrato, com predominancia de niveis 0 (74 - 40%) e 1 (16.67 - 49%),
respectivamente.

Ja as amostras tratadas e irradiadas (Fig. 15B), houve um aumento da
frequéncia de niveis 1 (54.67 - 64.33%) e 2 (15.33 - 17%) para as mesmas
concentragdes do extrato salino. Além disso, quando comparados ao grupo controle

negativo, ndo houve diferencas significativas.

Figura 15. Frequéncia de cometas (%) em PBMCs
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Legenda: Frequéncia de cometas em células nao irradiadas (A); Frequéncia de cometas em células
irradiadas (B)

Quanto ao indice de dano, pode-se observar um aumento gradual de dano de
forma dose-dependente (0 - 100 pg/mL) em ambas os grupos, com 1% de 7,83 + 2,31
a 20,92 + 2,13 para as amostras tratadas e néo irradiadas, enquanto 27,42 + 2,40 a
37,17 £ 2,10 para as amostras tratadas e irradiadas (figura 16). Porém, na analise por
Bonferroni, ndo houve diferengas estatisticas entre o controle negativo irradiado e os

grupos tratados e irradiados, revelando auséncia de efeito radioprotetor.
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Figura 16. indice de danos em PBMCs
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A literatura destaca a sensibilidade que o ensaio cometa possui para avaliar
danos ao DNA (AFANASIEVA; SIVOLOB, 2018; SIQUEIRA et al., 2020). Embora o
mecanismo em que o extrato de sementes de M. oleifera interage com as células
produzindo dano no DNA nao estejam claros, os resultados apontam que n&o houve
diferengas entre os grupos testados. Portanto, embora o extrato n&o seja genotdxico,
nao foi capaz de atenuar os danos causados pela radiagdo nas concentracoes
testadas.

Resultados similares foram vistos em estudos com infusao de M. oleifera com
auséncia de toxicidade e genotoxicidade quando administrada por 28 dias (BARROS
et al., 2022). Assim como, também n&o foi visto danos ao DNA quando avaliado
genotoxicidade de um extrato de p6 de semente de M. oleifera e da lectina soluvel em
agua de Moringa oleifera (WSMol ) isolada de sementes (ROLIM et al., 2011). Por fim,
faz-se necessaria a realizagdo de novos ensaios para maiores esclarecimentos
quanto a avaliagao do dano ao DNA, com as técnicas biodosimétricas e citogenéticas,

padrao ouro: Micronucleo com Bloqueio da Citocinese (CBMN) e Dicéntricos.
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6 CONCLUSAO

O extrato salino da semente da Moringa oleifera Lam. apresentou baixa
atividade antioxidante pelos métodos DPPH, e auséncia da capacidade
antioxidante pelo ABTS.

Nao foi observada citotoxicidade pelo ensaio MTT em cultura de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC).

O extrato ndo foi capaz de radioproteger as células dos efeitos da

radiacdo, nas concentracdes testadas e na dose estabelecida de 2,5Gy.
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LECTINAS EXTRAIDAS DE EXTRATOS VEGETAIS

Pesquisador: OSANA DINIZ FERREIRA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 50965221.5.0000.5208

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

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.024.293

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de tese da Doutoranda OSANA DINIZ FERREIRA sob a orientagdo da Professora
ANA MARIA MENDONCA DE ALBUQUERQUE MELO vinculada ao Programa de P6s-graduagcao em
Tecnologias Energéticas e Nucleares da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O projeto sera
realizado no Laboratério de Radiobiologia do Departamento de Biofisica e Radiobiologia da UFPE. A
proposta consiste basicamente na analise da hipotese: As lectinas SteLL, MoFTI e MvFL obtidas de extratos
vegetais apresentam atividades radioprotetoras e/ou imunomodulatérias in vitro e in vivo. Para este fim
realizar-se-a4 um estudo com 20 participantes voluntarios saudaveis, de ambos os sexos e com faixa etaria
de 18 a 55 anos. De cada um dos participantes voluntarios serédo coletadas amostras de 10 ml de sangue.
Posteriormente cada amostra sanguinea sera processada com metodologia adequada para isolamento e
cultivo das células mononucleares. As células mononucleares serédo utilizadas para avaliacao da
citotoxicidade e efeito radioprotetor das lectinas. Os critérios de inclusdo e exclusédo dos voluntarios estao

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

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

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo primério:
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Avaliar a agéo radiomodificadora das lectinas SteLL, MoF Tl e MvFL obtidas de extratos vegetais de fohas de
Schinus terebinthifolia, flores de Moringa oleifera e de folhas de Micrograma vacciniifolia, respectivamente.
Objetivos secundérios:

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

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

3- Analisar a atividade radioprotetora das lectinas estudadas por meio das técnicas de aberragoes
cromossomicas; teste do micronicleo e o ensaio cometa;

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

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

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

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

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

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

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

Recomendacoes:
Nenhuma

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Nenhuma

Consideracoes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo estd APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVAGAO DEFINITIVA do projeto s sera dada apés o envio do Relatério
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificagao”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrug6es do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apoés apreciacao 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, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugao CNS/MS N° 466/12).

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

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

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Justificativa de
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