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Silva, Eduarda Santos. Avaliacdo do Efeito Radiomitigador in vitro do Extrato de
Ginkgo biloba em Linfocitos Humanos Irradiados através do Ensaio de
Micronucleos. 2023. 63 folhas. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em
Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2023.

RESUMO

A exposicdo a radiacdo ionizante pode causar mecanismos de acao diretos e
indiretos no DNA, incluindo a formacgéo de espécies reativas de oxigénio e radicais
livres. O ensaio de micronucleos com bloqueio de citocinese (CBMN) € utilizado
como um indicador citogenético para avaliar danos causados pela radiagcdo. Com o
aumento do uso da radiacdo ionizante em diversas areas, ha a necessidade de
encontrar mecanismos radioprotetores eficazes que possam ser aplicados antes,
durante ou apos a exposicdo. Radioprotetores sdo substancias que protegem contra
os danos causados pela radiacdo e podem ser classificados como profilaticos,
mitigadores ou terapéuticos. Ginkgo biloba contém compostos como biflavonoides,
flavonoides, terpenoides e polifendis, que possuem propriedades antioxidantes e
potencialmente radioprotetoras. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito
radioprotetor in vitro de diferentes concentragbes do extrato de Ginkgo biloba em
linfécitos humanos irradiados com 2 Gy de radiagdo gama utilizando o ensaio de
microndcleos com bloqueio de citocinese. Foram coletadas amostras de sangue
periférico para cada concentracdo do extrato de Ginkgo biloba em tubos contendo
heparina. Foram formados trés grupos de amostras: controle néo irradiado, controle
irradiado sem tratamento e um terceiro grupo irradiado e tratado com o extrato. O
extrato de Ginkgo biloba passou por um teste de viabilidade celular utilizando o teste
MTT. A irradiacdo das amostras foi realizada com uma fonte de ®°Co (irradiador
Gammacell 220) no Departamento de Energia Nuclear (DEN-UFPE), e a dose
absorvida foi de 2 Gy. A cultura celular foi conduzida de acordo com o protocolo
padrdo, onde o ensaio de micronucleos foi realizado para bloquear a citocinese
celular. Posteriormente, as laminas foram preparadas para analise microscopica, e
os resultados foram submetidos a analises estatisticas, incluindo o teste u de
Papworth para verificar se a frequéncia de microndcleos seguia uma distribuicdo de
Poisson, bem como os testes ANOVA e Tukey para avaliar o efeito radioprotetor
entre as diferentes concentracdes do extrato. O extrato de Ginkgo biloba reduziu a
frequéncia de microndcleos nas células analisadas nas concentracdes de 0,025 e
0,05 ug/ml. Os resultados da analise estatistica mostraram que ndo houve diferenca
significativa entre as amostras irradiadas e ndo irradiadas de micronucleos de
acordo com o teste ANOVA. No entanto, o teste Tukey indicou diferencas
estatisticas entre as amostras controle e as amostras irradiadas, bem como entre as
amostras irradiadas entre si. A Unica comparacdo que nao mostrou diferenca
estatistica significativa foi entre as amostras irradiadas com as diferentes
concentracbes do extrato, sugerindo que o0 extrato pode ser eficaz em ambas as
concentracoes testadas.

Palavras-chave: Radiacdo ionizante. Radioprotecdo. Dosimetria citogenética.
Ginkgo biloba. Micronucleos.



Silva, Eduarda Santos. Evaluation of the in vitro Radiomitigating Effect of
Ginkgo biloba Extract on Irradiated Human Lymphocytes through the
Micronucleus Assay. 2023. 63 folhas. Trabalho de Conclusdo de Curso
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ABSTRACT

Exposure to ionizing radiation can cause direct and indirect mechanisms of action on
DNA, including the formation of reactive oxygen species and free radicals. The
cytokinesis-block micronucleus assay (CBMN) is used as a cytogenetic indicator to
assess radiation-induced damage. With the increasing use of ionizing radiation in
various fields, there is a need to find effective radioprotective mechanisms that can
be applied before, during, or after exposure. Radioprotectors are substances that
shield against radiation-induced damage and can be classified as prophylactic,
mitigating, or therapeutic. Ginkgo biloba contains compounds such as biflavonoids,
flavonoids, terpenoids, and polyphenols, which possess antioxidant and potentially
radioprotective properties. This study aimed to evaluate the in vitro radioprotective
effect of different concentrations of Ginkgo biloba extract on human lymphocytes
irradiated with 2 Gy of gamma radiation using the cytokinesis-block micronucleus
assay. Peripheral blood samples were collected for each concentration of Ginkgo
biloba extract in heparin-containing tubes. Three sample groups were formed: non-
irradiated control, irradiated control without treatment, and a third group irradiated
and treated with the extract. Ginkgo biloba extract underwent a cell viability test using
the MTT assay. Sample irradiation was performed using a %°Co source (Gammacell
220 irradiator) at the Department of Nuclear Energy (DEN-UFPE), and the absorbed
dose was 2 Gy. Cell culture was conducted following the standard protocol, where
the micronucleus assay was performed to block cytokinesis. Subsequently, slides
were prepared for microscopic analysis, and the results underwent statistical
analyses, including the Papworth's u-test to check if the micronucleus frequency
followed a Poisson distribution, as well as ANOVA and Tukey tests to evaluate the
radioprotective effect among different extract concentrations. Ginkgo biloba extract
reduced the micronucleus frequency in the analyzed cells at concentrations of 0.025
and 0.05 pg/ml. Statistical analysis results showed no significant difference between
irradiated and non-irradiated micronucleus samples according to the ANOVA test.
However, the Tukey test indicated statistical differences between control and
irradiated samples, as well as among irradiated samples themselves. The only
comparison that did not show a significant statistical difference was between the
irradiated samples with different extract concentrations, suggesting that the extract
may be effective at both tested concentrations.

Key words: lonizing radiation. Radioprotection. Cytogenetic dosimetry. Ginkgo
biloba. Micronuclei.
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1 INTRODUCAO

A exposicao continua a Radiacao lonizante (RI) pode gerar efeitos diretos e
indiretos ao DNA. Os efeitos diretos, quando a radiacao ionizante afeta diretamente
a molécula de DNA, pode causar quebras de fita simples (SSB), quebras de fita
dupla (DSB) e danos multiplos ao DNA (MDS). Os efeitos indiretos se dao por meio
da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais livres provenientes
da radidlise da a4gua. Esses produtos oxidantes (OH-, H*, Hz, H202, H20*) reagem
com o DNA, causando danos celulares nos tecidos biolégicos que estimulam uma
resposta inflamatdria do sistema imune (IAEA, 2011; Mun et al., 2018).

As alteragBes cromossémicas, como os micronucleos (MN), sdo indicadores
citogenéticos frequentemente utilizados na biodosimetria para avaliar os danos
causados pela radiacdo ionizante. Os micronlcleos sdo pequenos nucleos
visualizados no citoplasma que surgem como resultado dos efeitos indiretos e
diretos da radiagdo no DNA. Consistem em fragmentos de cromossomos ou
cromossomos inteiros que ndo foram corretamente incorporados nos nucleos filhos
durante a fase da anafase no ciclo celular. Embora esse tipo de alteracdo ndo seja
exclusivo da radiacdo, a deteccdo de MN em células binucleadas através do ensaio
de micronucleos com bloqueio de citocinese (CBMN) é considerada um biomarcador
confidvel para estimativa de dose absorvida na dosimetria biolégica (Herate,
Sabatier, 2020; Vral, Fenech, Thierens, 2011).

Nos Ultimos anos, a utlizacdo da radiacdo ionizante cresceu
significativamente em areas como medicina, industria, seguranca publica e na area
de comeércio e servicos. Dados da Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN),
registraram em 2020 cerca de 3499 instalacdes radiativas ativas no Brasil, divididas
em 3 grandes areas: industria, medicina e pesquisa. Diante do aumento dos riscos
de exposicdo acidental a radiacdo ionizante proveniente de diversas fontes
radiolégicas, ha demanda por mecanismos de radioprotecéo eficazes que possam
ser aplicados antes, durante ou apés exposicao a Rl (Mishra; Moftah; Alsbeih, 2018).

Radioprotetores sao definidos como agentes que protegem contra os danos
advindos da radiacdo, podendo ser administrados antes, durante ou apds a
exposicdo a radiagéo. Para serem considerados ideais, devem evitar tanto os efeitos
agudos quanto os cronicos nos tecidos normais, além de serem facilmente

administrados e néo apresentarem toxicidade. Esses agentes sao classificados em
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trés categorias: agentes profilaticos, administrados antes da exposicao para prevenir
danos; mitigadores, administrados durante ou ap0s a exposi¢cdo para reduzir os
efeitos causados pela exposicao, incluindo agentes decorporantes e quelantes que
aliviam os danos causados pela exposi¢do interna a radionuclideos, e agentes
bloqueadores que reduzem a absorcdo desses radionuclideos pelos tecidos; e
agentes terapéuticos, administrados apds a exposicado para facilitar a recuperacao
dos efeitos toxicos da radiacao ionizante (Jit et al., 2022; Mun et al., 2018).

A utilizagdo de produtos derivados de plantas com efeitos protetores contra
radiacdo ocorre desde os tempos antigos, no entanto, ha um potencial inexplorado
de fitoquimicos extraidos de vegetais que podem amenizar 0os danos oriundos da
exposicdo a radiagdes. Algumas plantas séo fontes ricas de diversos compostos
bioativos, os quais conferem uma protecdo natural a essas plantas contra as
ameacas do proprio meio ambiente. Dos diversos compostos presentes, 0S
flavonoides e os polifendis sdo a fonte mais importante de propriedades
antioxidantes e radioprotetoras (Dowlath et al., 2021; Jit et al., 2022).

Nesse contexto, tem-se a Ginkgo biloba, uma planta nativa do leste asiatico,
amplamente reconhecida na literatura por suas numerosas propriedades
farmacoldgicas, gracas a presenca de compostos como biflavonoides, flavonoides,
terpenoides e poliprendis em seu extrato. Estes compostos conferem ao extrato
caracteristicas antioxidantes, anti-inflamatorias, capacidade de neutralizar radicais
livres e de inibir a apoptose e a agregacao plaquetaria. No entanto, existem poucos
registros sobre a eficacia da acdo antioxidante desse extrato em células humanas, o
gue evidencia a necessidade de agregar mais estudos para avaliar seu potencial uso
como radioprotetor (Eisvand; Razavi; Hosseinzadeh, 2020; Fang et al., 2020;
Feodorova et al., 2020).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RADIACAO IONIZANTE

A emissdo de radiacdo surge quando um nucleo instavel libera energia em
excesso na forma de particulas ou ondas, buscando alcancar estabilidade. A
radiacdo pode ser categorizada em dois tipos principais: radiagdo nao ionizante e
radiagdo ionizante. A radiagdo ndo ionizante é caracterizada por possuir baixa
frequéncia e energia, insuficiente para causar ionizacdo de atomos ou moléculas.
Geralmente, essa forma de radiacdo ndo representa uma ameaca direta a saude e
inclui ondas de radio, luz infravermelha, micro-ondas e ondas ultravioleta de baixa
intensidade em seu espectro. A radiacdo ionizante, por sua vez, possui energia
suficiente para remover elétrons de atomos ou moléculas, gerando ions carregados
positivamente. Tem como principais fontes os raios gama (y), as particulas alfa (a),
particulas beta () e raios cosmicos (Dowlath et al., 2021; Obrador et al., 2020).

Enquanto ondas de raios X e y ionizam atomos ao longo de sua trajetoria,
particulas carregadas, como particulas a e elétrons, perdem quase toda sua energia
em uma Unica interacdo, provocando ionizacdo por meio da ejecao de elétrons. Essa
capacidade de ionizacdo € uma caracteristica fundamental da radiacdo ionizante,
que na radiobiologia é aquela com energia acima de 10 eV (Okuno, 2013).

Apbs a descoberta dos raios X em 1895, descobriu-se que a exposicao a
radiacdo ionizante resulta em diversos eventos adversos nos tecidos, incluindo
efeitos ndo cancerigenos, como reacdes na pele, cataratas e doencas circulatérias,
e, também, canceres induzidos pela radiacdo. Esses efeitos foram observados
desde o inicio do século XX, destacando a importancia da Rl na saude e levando ao
estabelecimento de medidas de protecdo contra seus efeitos prejudiciais (Foray;
Bourguignon; Hamada, 2016).

Na dosimetria, utiliza-se um parametro para caracterizar a Rl denominado
Transferéncia Linear de Energia (LET). Esse parametro quantifica a meédia de
energia cedida pela radiacdo por unidade de comprimento. Valores de alta LET sé&o
associados a particulas a, néutrons e raios césmicos (ions pesados), que tém
diferentes caracteristicas de penetracdo nos tecidos e conferem uma deposicéo
mais concentrada de energia, pois induzem um maior nimero de ioniza¢gées em um

espaco mais restrito. Por outro lado, radiacbes de baixa LET, como [3 e y, depositam
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energia ao longo de distancias maiores, causando menos dano por unidade de
distancia (Nuszkiewicz; Wozniak; Szewczyk-Golec, 2020).

Fotons sdo particulas elementares de luz e radiacdo eletromagnética, nao
possuem massa e sao capazes de transportar energia. Nesse contexto, a radiacao
eletromagnética pode interagir com a matéria a partir dos seguintes efeitos: efeito
fotoelétrico, efeito Compton e producéo de pares (Figura 1). A interacao da radiacao
com o elétron orbital pode resultar em duas situacdes: pode excitar o elétron,
elevando-o a um nivel de energia superior, ou pode remové-lo completamente de
sua oOrbita, gerando um ion. No efeito fotoelétrico, um féton do feixe de raios y ou X
transfere sua energia para o elétron orbital (e desparece), permitindo sua liberacéo
do atomo a partir de uma energia cinética definida (Yoshimura, 2009; Silva, R. C;
Silva, R. M.; Aquino, 2014).

No efeito Compton, ocorre o espalhamento de um féton a partir de sua colisdo
com um elétron livre. Durante essa interacdo, uma parte da energia do féton é
transferida para o elétron, levando a reducdo da energia do féton e a alteracao de
sua trajetdria (Caruso e Oguri, 2021).

No fenbmeno da producédo de pares elétron-pdsitron, a energia total de um
féton é completamente convertida em massa de repouso e energia cinética,
resultando na criacdo de um par elétron/pésitron. Isso implica uma transicdo do
estado de energia negativa para um estado de energia positiva para o elétron,
devido a absorcgéo total da energia do foton incidente. Essa ocorréncia € resultado

da interacao entre o foton e um campo eletromagnético (Yoshimura, 2009).
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Figura 1 — Interacéo da radiacdo com a matéria. A. Efeito fotoelétrico; B. Efeito
Compton; C. Producéo de pares.

C. Formacé&o de Pares

Fonte: Adaptado de Tauhata et al. (2003).
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2.2 EFEITOS BIOLOGICOS DA RADIACAO IONIZANTE

Um dos principais efeitos advindos da exposicao a radiacdo ionizante é a
ocorréncia de danos ao acido desoxirribonucleico (DNA), resultando em lesdes como
guebras de fita simples, quebras de fita dupla (DSBs), ligac6es cruzadas no DNA e
ligacbes cruzadas DNA-Proteina. Esses danos podem ocorrer de forma direta,
quando a radiacao afeta diretamente o DNA, ou de forma indireta (Figura 2), por
meio da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS) que afetam o DNA (Wang, J.; Wang, H.; Qian, 2018).

Figura 2 — Efeito direto e indireto da Radiag&o lonizante.

RADIACAO IONIZANTE

Efeito direto
(clivagem de DNA)

A_’ 0o ‘( :

(H,0)

Efeito indireto
(geracdo de ROS)

Radicais livres DNA

Fonte: Adaptado de Dowlath et al. (2021).

A medida que penetra no organismo humano, a radia¢io pode ser absorvida
pelas células por meio dos processos de ionizagcdo e excitacdo. Devido ao corpo
humano ser composto por mais de 70% de agua, ha uma maior probabilidade de
que essa energia seja inicialmente depositada nas moléculas de agua (H20),
levando a perda de sua estabilidade quimica e a formacdo de produtos radioliticos,
tais como H*, H2, OH", O2" e H202. Estes produtos reagem prontamente com as

biomoléculas presentes nas células, resultando em danos significativos a
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componentes essenciais, como o DNA e as proteinas (Aggarwal, 2014; Okuno,
2013).

A geracado de ROS esta ligada ao estresse oxidativo devido a alta reatividade
dessas espécies, possuindo elétrons desemparelhados que as tornam propensas a
reagir com moléculas celulares, incluindo lipidios, proteinas e DNA. Pesquisas
recentes também revelaram que as ROS atuam como moléculas sinalizadoras
reguladoras em processos bioldgicos e fisiologicos, destacando o perdxido de
hidrogénio na biologia redox, enquanto niveis elevados de superéxido ou radicais
hidroxila podem conduzir ao estresse oxidativo. A sinalizacdo redox é crucial em
processos como diferenciacdo celular, regeneracdo de tecidos e prevencao do
envelhecimento (Schieber e Chandel, 2014).

A exposicdo a radiacdo ionizante pode desencadear uma variedade dos
entdo chamados Efeitos Biologicos da Radiacdo, cuja expressdo depende das
condicbes de exposicdo. A severidade dos danos oriundos da radiacdo esta
diretamente relacionada a quantidade de radiacéo e as circunstancias da exposicao.
Os efeitos bioldgicos, por sua vez, podem ser categorizados em efeitos estocasticos,
gue nao tém um limiar de dose claro e se desenvolvem ao longo do tempo, e efeitos
deterministicos, que apresentam um limiar de dose especifico e podem se

manifestar imediatamente (Choudhary, 2018).

2.2.1 Efeitos Deterministicos e Estocéasticos

Os efeitos deterministicos, também chamados de n&o estocasticos ou
teciduais, ocorrem quando a irradiacéo resulta em uma quantidade de morte celular
que excede a capacidade de compensacdo do organismo. Esses efeitos surgem
apenas apos exposicdo a doses elevadas de radiagdo ionizante, superando um
limiar de dose especifico que varia conforme o tipo de radiacdo e tecido irradiado.
Acima desse limiar, a gravidade do dano aumenta com o aumento da dose. Além
disso, podem ser agudos, ocorrendo imediatamente apos exposi¢ao (Tabela 1), ou
tardios, manifestando-se meses a anos depois. Isso foi observado em sobreviventes
da bomba atbmica no Japdo que apresentaram respostas tardias a radiacao,
evidenciando a persisténcia dos efeitos com o tempo (Navarro et al., 2008; Okuno,
2013).
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Tabela 1 — Sintomas da Sindrome Aguda da Radiacdo conforme a dose (Gy).

Dose Absorvida (Gy) Sindrome Aguda da Radiacao
0,25-1 Nausea, diarreia e depressao no sistema sanguineo.

1-3 Além dos sintomas anteriores, ha possibilidade de
forte infeccdo por agentes oportunistas.

3.5 Hemorragia, perda de pelos, esterilidade temporéaria ou
permanente

10 Inflamacgao dos pulmdes.
> 10 Danos no sistema nervoso e cardiovascular, levando a

morte em poucos dias.

Fonte: Adaptado de Okuno (2013).

Por outro lado, os efeitos estocasticos ocorrem de maneira aleatéria e nao
possuem um limiar de dose especifico. Ao contrario dos efeitos deterministicos, em
que a gravidade do efeito est4d diretamente relacionada a dose, nos efeitos
estocésticos, o que varia é a probabilidade de ocorréncia do efeito. Desse modo, a
probabilidade de ocorréncia é proporcional a dose absorvida, sem existéncia de um
limiar. Os efeitos estocasticos estdo intrinsecamente ligados a carcinogénese, uma
vez que a probabilidade da ocorréncia de cancer radioinduzido esta associada a
existéncia de clones de células geneticamente alteradas e a capacidade de pelo

menos uma delas sobreviver e se reproduzir (Navarro, 2008; Tauhata et al., 2003).

2.3 VIAS DE REPARO AO DANO RADIOINDUZIDO

A radiacdo ionizante pode ocasionar uma variedade de lesées no DNA, bem
como interromper o ciclo celular e levar a morte celular. Se essas lesfes persistem
durante a fase S do ciclo, resultam na formacéo de quebras de dupla fita no DNA. As
DSBs, de todas as lesbes genéticas induzidas, sdo consideradas as mais
prejudiciais, ameacando significativamente a integridade genémica. Sendo assim, o
reparo preciso de DSBs por meio das vias de reparo do DNA (Figura 3) é crucial
para minimizar 0s riscos a saude associados a exposicdo a Rl e para manter a

estabilidade gendmica das células (Helleday et al., 2008).
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Figura 3 — Vias de reparo do DNA de DSB com as fun¢des das proteinas relevantes.
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Fonte: Adaptado de Huang e Zhou (2021).

DNA-PKcs

A Recombinacdo Homoéloga (HR) é uma via importante de reparo de quebras
de fita dupla no DNA gue exige sequéncias homodlogas entre cromatides irmas e é
em geral um processo de reparo de DNA muito preciso, que pode restaurar a
estrutura original do DNA com fidelidade. A proteina RAD51 facilita a HR,
substituindo a proteina RPA que se liga as extremidades de fita simples de DNA
recém-expostas ap6s a quebra da fita dupla. A presenca da RPA inibe a DNA
polimerase, impedindo a sintese de uma nova fita de DNA. A acdo da RAD51
permite o entdo alinhamento de sequéncia entre as regides homodlogas nas
cromatides irmas, reparando o DNA (Chen et al., 2018).

Embora a HR possa, as vezes, envolver polimerases de DNA propensas a
erros e alterar as sequéncias de genes através de recombinacdo, seu principal
objetivo € realizar reparos precisos. Além disso, a HR € mais comum nas fases S e
G2 do ciclo celular, quando as células estdo se preparando para se dividir, mas
também pode ocorrer em circunstancias especiais em outras fases do ciclo celular

(Marsolier-Kergoat et al., 2018; Zhao et al., 2020).
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Outra via de reparo importante € a Juncdo Nao Homologa de Extremidades
(NHEJ), uma via de reparo que liga extremidades quebradas do DNA sem a
necessidade de sequéncias homoélogas. Ela é iniciada pela ligacdo do heterodimero
Ku70/80 as extremidades quebradas, seguido pelo recrutamento de proteinas, como
a DNA-PKcs (subunidade catalitica da proteina cinase dependente de DNA), DNA
ligase IV (LIG4) e dos fatores associados de suporte XRCC4 e XRCC4-like factor
(XLF), que promovem a ligacdo e o reparo. A NHEJ é crucial para a reparacao
rapida de quebras de DNA, mas pode causar mutacdes e translocacdes. E uma
importante via de reparo do DNA, atuando em todas as fases do ciclo celular, exceto
durante a mitose (Huang e Zhou, 2021; Zhao et al., 2020).

A Juncao Alternativa de Extremidades (Alt-EJ ou MMEJ) € um processo de
reparo de DNA semelhante ao NHEJ, mas que depende da presenca de pequenas
sequéncias semelhantes nas duas extremidades do DNA quebrado. Proteinas como
a PARP-1 (Poli [ADP-ribose] polimerase-1) e a POLQ (DNA polimerase teta)
desempenham papéis fundamentais na Alt-EJ, impedindo a ligacdo da proteina de
reparo Ku e facilitando a juncao das sequéncias de DNA, respectivamente. Embora
ativa em todo o ciclo celular, a Alt-EJ é mais eficaz na fase G2, mas também & mais
propensa a causar mutacdes, como delecdes e alteracdes nas sequéncias de DNA,
em comparacdo com outras vias de reparo (Huang e Zhou, 2021; Oh e Myung,
2022).

2.4 RADIOSSENSIBILIDADE E LINFOCITO

A lei de Bergonié e Tribondeau, de 1906, destaca a relacdo entre a
proliferacdo celular e a radiossensibilidade, estabelecendo que o tipo celular
influencia a resposta gerada pela irradiacdo visto que a sensibilidade celular a
radiacdo depende de fatores como o tipo de tecido, sua atividade metabdlica,
diferenciacdo e proliferacdo celular. De acordo com o estipulado, a radiacao tera
maior eficacia de dano em células com maior atividade de proliferacdo e em células
menos diferenciadas, ou seja, que ndo se especializaram completamente em forma
e fungcdo. Logo, quanto mais jovem for o tecido ou 6rgdo, e quanto maior for a
atividade metabodlica mais sensivel a radiacdo. Sendo a radiossensibilidade
diretamente proporcional a taxa de proliferacdo celular e de crescimento tecidual

(Vogin e Foray, 2012; Silva; Cavalcanti; Carneiro, 2014).



23

Apesar de ter gerado grandes implicacGes na area da radiobiologia, a Lei de
Radiossensibilidade de Bergonié e Tribondeau ndo é isenta de excecdes. Um
exemplo notavel € a radiossensibilidade dos linfocitos, que mesmo sendo células
maduras e diferenciadas séo altamente radiossensiveis. A combinacdo dessas
caracteristicas, aliada a capacidade de circular por todo o corpo, facilidade de
obtencéo, e permanéncia no estagio GO do ciclo celular, sendo divididos apenas
quando estimulados, torna os linfocitos as células ideais para a biodosimetria e o
biomonitoramento celular frente a exposi¢cdo a radiacao ionizante. Esses atributos
tornam os linfécitos uma escolha privilegiada para avaliar os efeitos da radiacdo e
explorar estratégias de tratamento mais eficazes (IAEA, 2011; Thierens e Vral,
2009).

2.5 BIOMARCADORES

A dosimetria biol6gica se compromete em avaliar a exposi¢ao a radiacdo com
acuricia, para isso os métodos a que se dispde precisam respeitar 0s seguintes
critérios (Moiseenko et al., 2016): (a) devem possuir um baixo limiar de deteccéao,
permitindo identificar todas as doses de radiacdo, assegurando a deteccdo em
exposicoes sutis; (b) a relacdo entre a dose de radiacdo e a resposta biologica deve
possuir baixa variacdo em individuos saudaveis, garantindo uniformidade das
medicdes e interpretacdo dos resultados; (c) capacidade em obter curvas de
calibracdo em condi¢cbes laboratoriais, como in vitro; (d) estabilidade nos efeitos
bioldgicos radioinduzidos ao longo do tempo, permitindo a reconstrucdo da dose
anos apos a exposicao.

Nesse cenario, tem-se a utilizacdo de biomarcadores, os quais, de acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, World Health Organization, 1996),
referem-se a substancias e/ou aos produtos de biotransformacdo que surgem como
resultado da interacdo entre agentes quimicos ou fisicos com organismo. A
aplicacdo de marcadores bioldégicos na dosimetria biologica permite elucidar a
relacdo entre causa e efeito, além da dose e seu efeito nos individuos expostos a
radiacdo ionizante de maneira individualizada. Desse modo, podem fornecer
informacgOes sobre processos fisioldgicos, exposicdo a substancias e condicdes
patoldgicas, visto que suas mudancas refletem alteracées subjacentes nos sistemas

bioldgicos (Amorim, 2003; Moiseenko et al., 2016).
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Algumas caracteristicas conferem aos biomarcadores um perfil ideal, devem:
refletir bem a interacdo da substancia com o sistema biologico; ser de facil
reprodutibilidade; n&o ser invasivo, permitindo acessibilidade na obtencéo conforme
necessidade; oferecer um background de referéncia com valores normais em
populacdes ndo expostas ao agente de estudo. Atendendo a esses requisitos, 0s
biomarcadores sédo (teis em estudos epidemiolégicos que visem detectar
precocemente uma doenca radioinduzida, bem como avaliar a efichcia de um
tratamento (Amorim, 2003; Pernot et al., 2012).

Indmeros ensaios biodosimétricos foram desenvolvidos e aprimorados nas
tltimas décadas. Os biomarcadores, por sua vez, ganharam notoriedade
principalmente na auséncia de dosimetros fisicos. Assim, a dosimetria bioldgica
ganhou destaque e impulso através de técnicas como o ensaio de Cromossomo
Dicéntrico, o ensaio de Micronucleo com Bloqueio de Citocinese, 0 ensaio de
Translocacdo Cromossémica por Hibridizacdo em Fluorescéncia Multicolorida in situ,

o ensaio y-H2AX, além dos perfis de expresséo génica (Zeegers et al., 2017).

2.6 ENSAIO DE MICRONUCLEO coM BLOQUEIO DE CITOCINESE

O ensaio de micronucleos com bloqueio de citocinese (CBMN) é uma técnica
amplamente adotada em todo o mundo, originalmente desenvolvida por Fenech e
Morley, em 1985. Nesse método, células que completaram a divisdo nuclear séo
coletadas e identificadas pelo seu aspecto binucleado (BN) apds a inibicdo da
formacdo do anel de microfilamentos de actina (Figura 4), necessario para a
citocinese, pela acdo do agente inibidor citocalasina-B (Cyt-B). Por possuir alta
confiabilidade e reprodutibilidade eficaz, o ensaio CBMN se consolidou como um dos
testes citogenéticos padrdo para avaliacbes de toxicologia genética em células
humanas e mamiferas e tem demonstrado ser uma ferramenta potencialmente
promissora para triagem no gerenciamento médico de situacbes de emergéncia
nuclear (Fenech, 2020; Herate e Sabatier, 2020).
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Figura 4 — Esquema sobre a formacao de micronucleos e pontes nucleoplasmaticas

em células com citocinese bloqueada.
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Fonte: Adaptado de Fenech (2020).

Os micronucleos sdo formados a partir de alteracbes cromossdémicas
instaveis, constituindo cromossomos inteiros ou fragmentos cromossémicos que nao
foram incluidos nos nucleos das células filhas, logo sé@o eliminados durante a fase da
anafase do ciclo celular. Séo visualizados como pequenas esferas no citoplasma das
células filhas, exibindo morfologia idéntica a dos nucleos principais, porém sem
qualquer ligacdo a estes (Figura 5). Os critérios morfologicos que validam a
identificacdo dos microndcleos incluem: diametro situado entre 1/16 e 1/3 do
tamanho dos ndcleos principais, auséncia de sobreposicdo com outros micronucleos
e clara demarcacdo em relacdo a fronteira nuclear. Aléem disso, sua coloracdo é
similar ou mais suave em intensidade em comparacédo com a coloracdo dos nucleos
principais (Herate e Sabatier, 2020; Pujol-Canadell et al., 2020).
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Figura 5 — Exemplos de células binucleadas sem micronucleos e com a

presenca de micronucleos.

25 ym

Fonte: Manual da Agéncia Internacional de Energia Atémica, IAEA (2011).

O ensaio CBMN €& amplamente empregado para avaliar danos
cromossOmicos causados ndo apenas pela radiacdo ionizante, mas também por
agentes clastogénicos diversos, como substancias quimicas. Portanto, por ndo ser
especifico a radiacdo, o ensaio CBMN é frequentemente utilizado como teste de
toxicologia geral. A utilizacdo desse teste em estudos de protecdo radioldgica é
recomendada pela Agéncia Internacional de Energia Atémica (IAEA), uma vez que
0s micronucleos sdo excelentes dosimetros biolégicos para avaliar a exposicao a
radiacdo ionizante (Lusiyanti et al., 2016; Vral; Fenech; Thierens, 2011).

Historicamente, o ensaio CBMN foi utilizado para avaliar a exposicao
prolongada a radionuclideos em individuos nas proximidades da usina nuclear de
Chernobyl. Além disso, foi empregado no acidente radioldgico ocorrido em Istambul,
em 1998, onde trabalhadores foram contaminados por uma fonte de ©6°Co
abandonada em um ferro-velho. Devido sua facil reprodutibilidade, alta eficacia,
custo acessivel e natureza nado invasiva, o teste de micronucleos é ideal para
cenarios de acidentes de radiacdo em larga escala, nos quais a énfase esta em
empregar métodos dosimétricos rapidos para efetuar triagens ageis da populacéo
em diversas localidades (IAEA, 2011; Uchbéa e Magalhaes, 2020).
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2.7 RADIOPROTETORES

Diante da crescente exposicao dos tecidos orgéanicos as diversas fontes de
radiacdo presentes na sociedade atual, bem como os registros de grandes
incidentes relacionados a tecnologia nuclear, um dos principais objetivos da
radiobiologia moderna é desenvolver métodos efetivos para mitigar os danos
causados pela exposicéo a radiacgéo.

Recentemente, um amplo espectro de substancias quimicas e biolégicas tém
sido estudadas como potenciais agentes profilaticos frente aos efeitos téxicos
gerados pela radiacéo ionizante. O objetivo desses estudos € elaborar técnicas para
facilitar a ativacao das vias de reparo do DNA, englobando mecanismos de inibicéo
de espécies reativas de oxigénio, além do restabelecimento de antioxidantes
endogenos e a desaceleracao da divisao celular (Patyar, R.; Patyar, S., 2018; Mun et
al., 2018).

Os agentes capazes de atenuar os danos causados pela radiacdo podem ser
categorizados como: radioprotetores e radiomitigadores. Os radioprotetores sao
substancias utilizadas antes da irradiacdo para proteger os tecidos biolégicos dos
efeitos nocivos da radiacdo. Radiomitigadores, por sua vez, sdo utilizados apds a
exposicdo a radiacdo para reparar os danos teciduais (Mishra; Moftah; Alsbeih,
2018).

Radioprotetores e radiomitigadores sdo compostos quimicos ou de origem
natural, capazes de preservar e proteger os tecidos contra os danos causados pela
radiacdo, permitindo uma recuperacdo mais rapida ao reduzir a gravidade das
lesbes nos tecidos. Os antioxidantes conferem um dos principais grupos de
substéancias radioprotetoras, visto que a maior parte do dano causado pela Rl advém
da interacdo entre radicais livres e biomoléculas. Sendo assim, substancias
antioxidantes como moléculas do grupo sulfidrila e aminotidis atuam capturando
radicais livres e causando hipodxia, respectivamente, inibindo a geracéo de espécies
reativas de oxigénio. Os antioxidantes também contribuem ao amplificar os métodos
de recuperacdo e reparo do DNA. Substancias como melatonina, quercetina e
glutationa (GSH) podem atuar no reparo do DNA a partir da modulagc&o do fator de
transcricdo sensivel ao redox NRF2, além da regulacdo da proteina de reparo do
DNA, endonuclease apurinica/apirimidinical/fator redox-1 (APE1/Ref-1) (Dowlath et
al., 2021; Jayakumar; Pal; Sandur, 2015).
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Além disso, podem atenuar os efeitos inflamatérios induzidos pela RI.
Diversas citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas sdo geradas no organismo, como
as interleucina-1 e interleucina-6, além do fator de necrose tumoral alfa e o fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-B). Substancias como linhaga (Linium
usitatissimum) promoveram a reducéo da expressao de TGF-$ e de Bax e p21, os
quais conferem biomarcadores de lesdo pulmonar, reduzindo a inflamacéo pulmonar
e fibrose em ratos expostos a radiacdo ionizante. Podem, ainda, atuar na
regeneracao de células hematopoiéticas por meio de compostos endégenos como
imunomoduladores, fatores de crescimento e citocinas (Mun et al., 2018).

Na tabela 2, temos uma representacao dos variados mecanismos de atuacao

dos radioprotetores.

Tabela 2 — Mecanismos de Acdo dos Radioprotetores.

e Instabilidade gendmica

Reparo de DNA « DSB, SSB
« Sintese GSH
Eliminacdo de ROS e Eliminacao de radicais livres
e Interleucina-1
Anti-inflamagéo e Interleucina-6
e TNF-alpha
e p53
e ATM/ATR
. . e Bax
Direcionamento molecular
« Bcl2
« Proteinas de choque térmico
e PPAR-y
Regeneracéo de células « WBC, RBC
hematopoiéticas « Fator de células-tronco

Fonte: Adaptado de Mun et al. (2018).

Radiomitigadores agem no nivel do sistema ao acelerar a recuperacdo dos
tecidos radiosensiveis ap0s a radiacdo. Diferente de outros radioprotetores, nao
atuam diretamente nos processos quimicos e bioquimicos primarios. Os
radiomitigadores englobam preparacfes hormonais de estrutura esteroidal e seus
analogos nao esteroidais, adjuvantes imunoldgicos, citocinas (fatores de
crescimento, fator de necrose tumoral, interferons) e alguns peptideos
imunorreguladores. Atuam por meio da ativagdo de vias anti-inflamatorias e pelo

aumento da secrecdo de fatores de crescimento hematopoiéticos, sendo assim,
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estéo relacionados a capacidade de acelerar a regeneracdo hematopoiética (Domina
e Kopylenko, 2022).

O potencial de acdo dos agentes radioprotetores ou radiomitigadores pode se
estender desde o nivel tecidual ao nivel molecular e celular. Para um radioprotetor
ser considerado ideal, ele deve ser de baixo custo, acessivel, possuir baixa
toxicidade em concentracfes terapéuticas, além de ser eficaz para diferentes tipos
de radiagdo e ndo induzir efeitos cumulativos no organismo. Além disso, do ponto de
vista funcional, devem ter a capacidade de neutralizar a formacdo de compostos
reativos, capturar radicais livres, induzir as vias de reparo do DNA ao dano
radioinduzido, atuar como imunomoduladores ao estimular a proliferacdo de células-
tronco hematopoiéticas e imunopoiéticas e promover a estabilidade de biomoléculas
essenciais (Minaei e Hoseini, 2021; Shivappa e Bernhardt, 2022; Mun et al., 2018).

2.7.1 Radioprotetores Quimicos

A maioria dos radioprotetores quimicos documentados na literatura consiste
em derivados de complexos de sulfidrilas e antioxidantes, abrangendo substancias
como tiazol, tiossal, &cido tiolfosforico, aminotidis, aminosulfidas, além de derivados
de tiouréia e de aminas biogénicas. Dessa classe de radioprotetores, a amifostina é
0 Unico radioprotetor aprovado pela Administracdo de Alimentos e Medicamento
(FDA), seu mecanismo de acdo se baseia na eliminagéo de radicais livres, doacao
de atomos de hidrogénio e hipéxia celular e tecidual. Entretanto, o seu uso esteve
relacionado a reacdes adversas como cefaléia, diarréia, espirros, hipotenséo,
nauseas, solucos e vomitos (Dowlath et al., 2021).

Alguns estudos recentes com o uso de nanoparticulas mostraram eficacia
radioprotetora como o de Kadivar et al. (2020), onde a administracdo de
nanoparticulas de oxido de cério a 14,5 nM em ratos, ofereceu protecdo radiologica
contra 18 Gy de radiacdo. Vesna et al. (2016), por sua vez, registrou que a
administracdo de nanoparticulas de fulereno em ratos antes da exposi¢cao a radiacao
preveniu lesdes radioinduzidas, pois o composto incitou a regeneracdo de 6érgaos
como intestino delgado, pulmédo e baco. A capacidade de capturar radicais livres
desse composto se baseia na adigdo de radicais entre uma hidroxila (HO-) e
ligacdes duplas na molécula de fulereno.

Nitroxidas sdo compostos de baixo peso molecular que atuam como
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miméticos da superéxido dismutase, ou seja, inibem a peroxidacdo lipidica e
previnem a interrupcao da hélice do DNA e também podem participar de reacfes de
oxirreducao (Kunti¢ et al., 2013). Tempol (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-
oxyl), é o representante mais conhecido dessa classe de radioprotetores. Ao estudar
o composto, Wang et al. (2017) relatou que além de possuir capacidade
antioxidante, bem como oferecer protecdo in vivo contra a radiacdo ionizante, o
Tempol é capaz de atenuar a apoptose celular e regular os niveis de expressédo de
Bcl-2, Bax, caspase-3 e P53 ao evitar o acimulo de ROS no organismo. Além disso,
induz o aumento do nivel de glutationa e diminuicdo do nivel de malondialdeino

(MDA) devido as suas propriedades antioxidantes.

2.7.2 Radioprotetores de Origem Natural

Radioprotetores de origem natural ndo apresentam efeitos colaterais graves e
possuem baixa toxicidade ao organismo, se caracterizam por incluir substancias com
propriedades antioxidantes, antimutagénicas e anti-inflamatorias. A capacidade de
protecdo contra a radiacdo desses agentes estd intimamente relacionada a
respostas adaptativas que ocorrem tanto no nivel celular quanto no nivel do
organismo, influenciando a forma como o0s genes sado ativados e regulados (Domina
e Kopylenko, 2022).

Os estudos sobre a atividade radioprotetora a partir de substancias
encontradas em plantas e frutas é algo fortemente difundido no meio cientifico,
tendo em vista que as preparacdes botanicas foram e ainda sdo muito utilizadas
para tratar diversos tipos de doencas. Na literatura, examinou-se inUmeros extratos
advindos de diferentes partes das plantas como raiz, sementes, flor, casca e folhas.
Com isso, plantas como como Tinospora cardifolia, Rosemarinus officinalis, Aloe
vera, Panax ginseng, Embilica officinalis, Mentha piperata entre outras foram
registradas como possuidoras de propriedades radioprotetoras (Mishra e Alsbeih,
2017).

Kunti¢ et al. (2013), observou em seus estudos que compostos como beta-
glucanos, um polissacarideo presente em fungos, algas e bactérias, estimulam a
producdo de citocinas, como interleucinas IL-1 e IL-6, aléem de aumentar o niUmero
de células da medula Ossea. Adicionalmente, inidmeros estudos utilizando

antioxidantes naturais, como as vitaminas A, C e E, e hormbnios como b5-
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androstenodiol e melatonina, tém exibido propriedades de mitigagdo em face dos
danos celulares causados pela presenca de radicais livres, que incluem reducdo da
peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas e outros processos de deterioracao.
Entretanto, constatou-se que antioxidantes de origem natural promovem menos
eficacia se comparados a antioxidantes sintéticos, tendo em vista a ocorréncia da
eliminacao nao seletiva de radicais livres (Dowlath et al., 2021; Patyar, R.; Patyar, S.,
2018).

Os principais compostos responsaveis por viabilizar a atividade radioprotetora
de plantas e frutas sdo os polifendis, pertencentes a classe dos flavondides. Estes
podem ser classificados como flavonas, flavanondis, flavondis, flavanonas e
isoflavonas, sendo a classificacdo baseada no nivel de oxidagédo observado do anel
heterociclico presente nos compostos. Os estudos acerca do carater protetor dos
flavondides € norteado pelo conhecimento epidemiolégico de que o consumo de
diversas plantas, vegetais e frutas esta fortemente atrelado a diminuicdo do risco de
varios tipos de cancer (Kunti¢ et al., 2013).

A atividade protetora dos polifendis esta diretamente ligada a sua capacidade
antioxidante e ao seu papel na Resposta de Reparo do DNA (DDR), onde eles
regulam os processos moleculares e 0s mecanismos de reparo ativados em
resposta ao dano causado pela radiacdo. A DDR abrange varias etapas complexas,
incluindo deteccao do dano, sinalizag&o, ativacao de respostas celulares, reparo do
DNA e restauracao da funcéo normal. Os polifenéis desempenham um papel positivo
nos processos de reparo, promovendo a eficiéncia na corre¢cdo dos danos ao DNA e
contribuindo para manter a integridade celular e o funcionamento saudavel do

organismo (Majidinia; Bishayee; Yousefi, 2019).

2.8 Ginkgo biloba

Ginkgo biloba (Gb) € a Unica espécie didica ainda existente na familia
Ginkgoaceae, e é notavel por ser considerada um fossil vivo, com uma historia
evolutiva que se estende por mais de 200 milhdes de anos. Esta espécie exibe uma
estabilidade genética notavel, demonstrando uma alta capacidade de tolerancia a
diversos fatores de estresse. Um exemplo impressionante é sua sobrevivéncia a
explosdo da bomba atémica em Hiroshima, onde a planta conseguiu persistir apesar

de estar localizada a apenas 1-2 km do epicentro da explosdo (Samec et al., 2022).
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As arvores de Ginkgo medem entre 20 a 30 metros de altura com um
diametro de 7 metros. As folhas mais jovens apresentam uma coloracao verde clara
(Figura 6), enquanto as folhas maduras exibem uma tonalidade verde mais escura,
que se transforma em um tom amarelo dourado a medida que envelhecem no

outono (Eisvand; Razavi; Hosseinzadeh, 2020).

Figura 6 — Folhas de Ginkgo biloba.

Fonte: Samec et al. (2022).

A padronizacéo do extrato como EGb 761 teve origem na Alemanha em 1965,
por meio de uma empresa farmacéutica alemd. Desde entdo, uma extensa
guantidade de estudos tem sido conduzida para avaliar os efeitos da Ginkgo biloba
em modelos humanos e animais (Gertz e Kiefer, 2004).

De acordo com Singh et al. (2008), os fitoquimicos presentes na planta
podem ser categorizados em acidos graxos, terpenoides, alilfendis, aminoéacidos,
polifendis, sais inorganicos, acidos organicos, lipidios e carboidratos. No extrato de
Ginkgo biloba (EGb), encontramos flavonoides, glicosideos, bilobalideo e
ginkgolideos. Esses compostos tém a capacidade de estimular o fluxo sanguineo,
além de exercer fungbes antioxidantes, melhoradoras de memoéria e anti-vertigem (Li
et al., 2022).

Os efeitos farmacoldgicos do Ginkgo biloba sdo amplamente reconhecidos e

bem documentados. O extrato desta planta engloba uma variedade de propriedades,
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incluindo efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, antitumorais, antidiabéticos,
hipotensivos, anti-obesidade, hipolipemiantes, imunoestimulantes e antidepressivos
(Eisvand; Razavi; Hosseinzadeh, 2020; Fang et al., 2020). O extrato também
demonstrou ter efeitos terapéuticos significativos em diversas doencas relacionadas
ao estresse oxidativo, como acidente vascular cerebral, doencas cardiovasculares e
Alzheimer (Zhang et al., 2019).

Alguns efeitos farmacolégicos do Ginkgo biloba podem ser observados na
tabela 3:

Tabela 3 — Efeitos Farmacologicos do EGb.

e« Queda de ROS
e Queda de MDA
e Aumento de GSH
« Aumento de SOD

¢ Queda na expressao NF-KB
Efeitos anti-inflamatorios e Queda na expressao TNF-alpha
e Aumento na expresséo IL-10

Efeitos antioxidantes

e Queda de triglicerideos
Efeitos hipolipemiantes e Quedade LDL
e Aumento de HDL

e Inibicdo de ACE
Efeitos hipotensores « Vasodilatagao
e Aumento na expressao eNOS

e Queda de FBG

e Aumento no nivel de insulina no

Efeitos antidiabéticos plasma

e Queda na resisténcia hepatica a
insulina

e Queda no consumo de energia
e Aumento na sensibilidade a insulina
Fonte: Adaptado de Eisvand; Razavi; Hosseinzadeh (2020).

Efeitos antiobesidade

Dentre esses efeitos, merecem destaque as caracteristicas antioxidantes,
imunoestimulantes e anti-inflamatérias da planta. Esses atributos ndo apenas
evidenciam seu potencial como agente radioprotetor, mas também revelam a
presenca de mecanismos de acdo semelhantes aos encontrados em radioprotetores
ja conhecidos.

Zuo et al. (2017) avaliou as propriedades do EGb e considerou além das

propriedades citadas, as capacidades do extrato de apresentar comportamento
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protetor ao DNA contra danos oxidativos, mitigar disfungcbes mitocondriais, e de
possuir carater inibidor de apoptose motivada por ROS. Todos esses danos podem
ser provenientes da radiag&o ionizante.

Num estudo que empregou o EGb com o objetivo de examinar a capacidade
de protecdo das células HepG2 contra danos no DNA causados pelo herbicida
paraquat (PQ), conduzido por Silva et al. (2019), foi observado que a planta exerceu
um efeito protetor. Esse efeito foi possivel devido a presenca de flavonoides e outros
compostos fenodlicos no extrato, 0s quais atuaram na neutralizagdo de radicais livres
resultantes do estresse oxidativo.

No ambito da radioprotecdo, Jagetia et al. (2007) relatou a eficacia do EGb
em pacientes com edema vasogénicos provenientes de efeito radiativo no cérebro.
Além disso, evidenciou a protecdo promovida pelo extrato sobre fatores
clastogénicos no plasma de humanos expostos a radiacao.

Em um estudo com ratos, Okumus et al. (2011), comenta as propriedades
mitigadoras do EGb contra o estresse oxidativo gerado por radiagdo gama. Neste
estudo ele defende o comportamento do Ginkgo de aumentar a atuacao de enzimas
antioxidantes, eliminando os radicais livres gerados pela radiacdo, assim como
diminuir a atividade de enzimas oxidantes.

Ademais, no estudo de Calvacanti et al. (2019), foi observado
matematicamente que o EGb reduziu danos neuronais em ratos causados pela
exposicdo a radiacdo ionizante, sugerindo a capacidade do Gb em neutralizar
radicais livres. Adicionalmente, os bilobalideos presentes no extrato demonstraram
protecdo neuronal contra o estresse oxidativo e bloqueio de mecanismos de

apoptose.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito radiomitigador do extrato de Ginkgo biloba em linfocitos
humanos irradiados expostos a radiacdo gama por meio da técnica citogenética de

micronucleo por blogueio de citocinese.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a viabilidade celular utilizando a técnica colorimétrica MTT em trés
concentracdes (0,025; 0,05 e 0,25 pug/ml) de Gingko biloba.

e Avaliar a frequéncia de micronucleos em linfécitos humanos expostos ao EGb
frente a radiacdo ionizante.

e Analisar o efeito radioprotetor do EGb por meio do indice de dispersédo e
distribuicéao celular.
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4 METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratério de Dosimetria Bioldégica do Centro
Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste — CRCN-NE.

4.1 CoMITE/COMISSAO DE ETICA

O projeto foi aprovado (Anexo A) pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (CCS-UFPE), sob o CAAE:
39932720.4.0000.5208.

4.2 SELECAO DE DOADORES E COLETA DAS AMOSTRAS

Um individuo saudavel e ndo fumante foi selecionado como voluntario, apés
assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B). Em seguida,
realizou-se um questionario de anamnese (Anexo C) para verificar se, nos ultimos
seis meses antes da coleta, o voluntario ndo foi exposto a radiacdo terapéutica ou
diagnéstica, vacinas virais ou consumiu drogas ilicitas (Gajendiran et al., 2001).
Apés o questionario, foram coletadas amostras de 5 ml de sangue periférico para
cada concentracdo do extrato de Ginkgo biloba estudada em tubo contendo
heparina.

4.3 FORMACAO DOS GRUPOS DE AMOSTRAS

Foram formados 3 grupos de amostras, sendo dois grupos controles, um para
0 sangue ndao irradiado e néo tratado e outro para o0 sangue irradiado ndo tratado
(controle positivo) e um grupo para as amostras irradiadas e tratadas com o extrato

de Ginkgo biloba em duas concentrac¢des (0,025 e 0,05 ug/ml).
4.3.1 Grupos Controles
O sangue controle nao irradiado serviu como andlise para o nivel de

background da frequéncia de alteragcbes cromossdmicas, isto €, microndcleos,

oriundos de outros agentes clastogénicos, devendo estar na faixa de 0 a 40 MN em
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1000 células analisadas, de acordo com o manual da Agéncia Internacional de
Energia Atbmica (2011).

O controle positivo teve papel na verificacdo da frequéncia de alteracbes
causadas pela radiacdo ionizante na dose absorvida de escolha (2 Gy).

4.3.2 Grupo Irradiado e Tratado com Extrato de Ginkgo biloba

Para as amostras teste, adicionou-se o extrato de Ginkgo biloba (Merck) 30
minutos apoés a irradiacdo. As concentracdes utilizadas foram aquelas (0,025 e 0,05

Mg/ml) aprovadas no teste de viabilidade celular (teste MTT).

4.4 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de reducédo do MTT (brometo de
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]), técnica colorimétrica que determina a
capacidade das células em reduzir o sal tetrazolio, como protocolado por Dani et al.
(2010). O teste foi realizado para determinar quais concentracdes do extrato de Gb
seriam utilizadas no trabalho.

Apos o periodo de cultivo celular, 10 uL da solugdo de 5 mg/ml do corante
MTT foi adicionado a uma concentracdo de 1x10°8 células/ml em placa para cultura
celular contendo 96 pocos, e em seguida, a placa ficou exposta ao corante por
aproximadamente 3 horas.

AplOs a exposicdo ao corante, o meio de cultura foi removido e 80 ul de
dimetilsulféxido (DMSO) foi adicionado para solubilizar os cristais de formazan
derivados da reducéo do sal tetrazolio. As placas foram agitadas por 10 minutos e a
absorbancia foi obtida pela técnica de ELISA a 570 nm.

O teste foi realizado em triplicata para cada concentracao (0,025; 0,05 e 0,25
pg/ml) do extrato de Gb e da bromodeoxiuridina, um composto citotdxico utilizado

para facilitar a comparacéao da viabilidade celular.

4.5 IRRADIACAO DAS AMOSTRAS

Foram preparadas aliquotas de 5 ml para cada amostra de sangue, as quais

foram expostas a uma fonte de ®°Co utilizando um irradiador Gammacell 220
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localizado no Departamento de Energia Nuclear da UFPE (DEN/UFPE). A irradiacao
das amostras visou a dose absorvida de 2 Gy e durante a irradiacdo, uma barreira

de polietileno de 4 mm foi empregada para garantir o equilibrio eletrénico.

4.6 CULTIVO CELULAR E PREPARACAO DAS LAMINAS

A cultura de células seguiu o protocolo do manual da Agéncia Internacional de
Energia Atbmica (IAEA, 2011). Foram adicionados 0,5 ml de sangue total a frascos
contendo 4 ml de meio RPMI-1640 (Gibco), enriqguecido com 1 ml de soro bovino
fetal (Gibco), 0,1 ml de fitohemaglutinina (Sigma) e 0,6 ml de estreptomicina (Sigma).
Para as amostras testes, adicionou-se o extrato de Ginkgo biloba nas concentracoes
aprovadas pelo teste MTT (0,025 e 0,05 pug/ml).

Os frascos de cultura foram mantidos em estufa a 37°C por 72 horas. Porém,
24 horas apods exposicdo a fitohemaglutinina, 0,02 ml de citocalasina B foi
adicionado ao meio a fim de estimular o bloqueio da citocinese.

Os tubos foram centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi
desprezado. Em seguida, as células foram tratadas com 7 ml de KCI para lisar as
hemacias, promovendo choque hipotdnico. Os tubos foram novamente centrifugados
a 1500 rpm por 10 minutos.

O sobrenadante foi removido e substituido por 5 ml de solucdo fixadora
contendo metanol: acido acético (10:1), diluido em solucdo de Ringer (1:1) até
completar 7 ml. Foram realizadas centrifugacdes e trocas de fixador, sem solucéo de
Ringer, na quantidade de vezes necesséaria até que o contetdo do tubo estivesse
transparente.

Para a analise microscopica, as laminas foram preparadas a partir do
precipitado de células ressuspendido em 0,5 ml de solucdo fixadora. Esse
precipitado foi cuidadosamente gotejado em dois pontos na lamina que secou a
temperatura ambiente por 24 horas. Para a coloragéo, utilizou-se Giemsa a 5% por

20 minutos.

4.7 ANALISE MICROSCOPICA

A contagem de micronucleos foi realizada em microscopio optico, onde foram

contabilizadas, no minimo, 3000 células binucleadas (BN) viaveis. Os critérios da
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IAEA (2011) foram seguidos na andlise para determinar as BN viaveis e o0s

micronucleos aceitaveis.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Apoés a analise das laminas, foram realizados calculos estatisticos, como o
teste u de Papworth, para verificar se a distribuicdo de células com micronucleos
seguiu a distribuicdo de Poisson na dose absorvida estudada (Acharya et al., 2009;
IAEA, 2011). Os testes ANOVA e Tukey foram aplicados para avaliar o
comportamento entre as diferentes concentracdes do extrato, bem como verificar a
eficacia radioprotetora da planta (Dardano et al., 2007; Georgieva, Popov, Bonev,
2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise de viabilidade celular, os resultados obtidos a partir do teste MTT
indicaram que as amostras tratadas com o extrato de Ginkgo biloba foram
consideravelmente mais viaveis que as amostras tratadas, nas mesmas
concentragdes do agente citotdéxico bromodeoxiuridina (0,025, 0,05 e 0,25 pg/ml).
Como pode-se observar na figura 7, a viabilidade celular diminui & medida que as
concentragbes de ambas as substancias aumentam. Esse fenbmeno encontra sua
explicacdo nos principios da farmacodindmica, onde, a medida que as
concentracfes da droga se elevam, um maior potencial de toxicidade emerge. Isso
se deve em parte a natureza das substancias, muitas das quais exibem uma faixa
terapéutica, ou seja, um intervalo de dosagem em que os efeitos desejados s&o

obtidos com seguranca (Niu; Straubinger; Mager, 2019).

Figura 7 — Comparagé&o da viabilidade celular entre concentragdes de Ginkgo biloba

e bromodeoxiuridina.

TESTEMTT
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2,5

1,5

Viabilidade Celular
N

0,5

0,025 0,05 0,25
Concentragdes (pg/ml) ® Extrato de Ginkgo = Bromodeoxiuridina

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Nas concentracdes mais baixas, o efeito citotoxico da bromodeoxiuridina ndo
se faz tdo evidente quanto na maior concentragao (0,25 ug/ml). Possivelmente, isto
ocorre, pela insuficiéncia da concentracdo do agente em causar perturbacdo nas
células e, assim, ocasionar a morte celular de boa parte das ceélulas. Na maior

concentracéo, o extrato de Ginkgo biloba demonstrou uma maior viabilidade celular
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em detrimento da bromodeoxiuridina, atestando seu comportamento nao toxico
perante os linfécitos humanos do sangue periférico.

Para continuidade do estudo, as concentragcdes de 0,025 e 0,05 pg/ml de
Ginkgo biloba foram escolhidas por representarem os maiores indices de viabilidade
celular, tornando-as mais relevantes para o trabalho.

Pelo ensaio de micronucleos por bloqueio de citocinese, foram observadas
9.050 células binucleadas viaveis, sendo 3.050 células referentes a amostras

controles e 6.000 células referentes as amostras testes (Tabela 4).

Tabela 4 — Comparacéo da frequéncia de micronucleos entre as amostras controles:

nao irradiada, irradiadas tratadas com EGb e controle irradiada.

Distribuicéo celular de Mn

Dose Total Dose
(Gy) Con de Mn Y 0 1 2 3 4 5 var var/lY u estimada
y células (Gy)

0* 1050 5 0.005 1045 5 0

0 0,005 0,996 -0,098 -0,001
2 o0* 2000 477 0.239 1599 339 52

2

2

0,278 1,165 5,209 2,397

o N O

0,025 3000 274 0.091 2755 218 25 0,104 1,135 5,250 1,094
0,05 3000 277 0.092 2747 230 22 0 0,101 1,089 3,435 1,104

= N 00 O
o O O o

Con: concentracdo (ug/ml); *: sem extrato; Mn: micronucleos; Y: frequéncia de micron(cleos; var:
Variancia; var/Y: Variancia sobre média; u: Teste u.

Os dados obtidos mostram que o sangue controle - n&o irradiado (0 Gy) e ndo
tratado (concentracdo 0) - segue as recomendacdes de background da IAEA (2011),
devendo estar na faixa de 0 a 40 MN em 1000 células analisadas. A frequéncia de
microndcleos aumentou consideravelmente na amostra controle irradiada (2 Gy e
concentracdo 0) quando em contraste com a amostra controle nédo irradiada. Em se
tratando das amostras testes com a concentracdo (0,025 e 0,05 ug/ml) do extrato de
Ginkgo biloba, pode-se observar que a frequéncia de MN diminuiu de modo bastante
significativo quando comparada com a frequéncia da amostra controle irradiada sem

extrato (Tabela 4 e Figura 8).
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Figura 8 — Frequéncias de micronucleos da amostra controle e das amostras testes.
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Fonte: elaborado pela autora (2023).

Em relacdo a distribuicdo de Poisson, baseado no teste u, as amostras testes
apresentaram sobredispersdo significativa com valores acima de 1,96, sendo uma
reflexdo da técnica utilizada, visto que o ensaio de micronucleos tende a fugir da
distribuicdo de Poisson como relatado na literatura (Mendes et al., 2019).

Adicionalmente, a curva de calibracdo utilizada para estimar a dose absorvida
(Tabela 4) foi do trabalho de Mendes et al., (2019), com os coeficientes C = 0,0048 *
0,0009; a = 0,0637 £ 0,0045; e B = 0,0141 £ 0,0015. Observa-se aqui a reducéo da
estimativa de dose nas amostras tratadas com o extrato, onde a dose estimada
absorvida foi reduzida em mais da metade em comparacdo a dose de exposicao,
denotando o efeito radiomitigador do extrato.

Com esses resultados das frequéncias das amostras controle e teste,

realizou-se os testes de ANOVA e Tukey onde obtivemos os seguintes dados:
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Tabela 5 — Analise Estatistica da Variabilidade das Amostras por ANOVA e Tukey.

Irradiado e ndo .
irradiado Irradiado
Anova 0,7591 0,6893
Tukey
C-0,0 x 1-0,025 0,0000043 -
C-0,0 x 1-0,05 0,0000039 -
C-0,0x1-0,0 0,0000000 -
1-0,0 x 1-0,025 0,0000000 0,0000023
1-0,0 x 1-0,05 0,0000001 0,0000024
1-0,05 x 1-0,025 0,9985267 0,9898182
I: irradiado; C: controle; 0,0: amostras sem extrato; 0,025 e 0,05: concentracdes do extrato de Ginkgo
biloba.

Os testes ANOVA e Tukey foram aplicados para determinar se houve
diferenca significativa entre as médias dos grupos irradiados e nao irradiados, e para
identificar quais grupos especificos apresentaram diferencas significativas entre si,
respectivamente. Os resultados obtidos (Tabela 5) demostraram que as analises
estatisticas das amostras irradiada e néo irradiada de micronucleos ndo mostraram
relevancia estatistica significativa de acordo com o teste ANOVA (p-value = 0,7591)
e também quando s6é comparada as amostras irradiadas (p-value = 0,6893).

No entanto, no teste Tukey indicou que houve diferenca estatistica entre a
amostra controle e as amostras testes irradiadas, e também quando sé comparadas
as amostras irradiadas (todas com p-value < 0,05). A Unica comparacdo entre as
amostras irradiadas que nao obteve diferenca estatistica foi ao comparar as
amostras irradiadas com as diferentes concentracdes do extrato (p-value > 0,05).

Apesar do ANOVA nao confirmar, o teste Tukey aponta as distingdes entre 0s
grupos tratados e nao tratados com EGDb, indicando que a eficacia do extrato pode
ser obtida com ambas as concentracoes.

Outros estudos utilizaram a técnica de microndcleos com bloqueio de
citocinese para verificar o efeito radioprotetor de algumas substancias.

Pouri et al. (2019), em seu trabalho, observou uma reducéo significativa na
frequéncia de micronucleos nas 1000 ceélulas binucleadas contadas em amostras de
linfécitos irradiados tratadas com Gliclazide, um medicamento usado no tratamento
da diabetes mellitus tipo 2, em comparagdo com amostras irradiadas nao tratadas. O
medicamento foi testado nas concentragbes de 5, 25, 50 e 100 yM, com maior

eficacia na protecdo dos linfocitos observada a 100 pM. A frequéncia de
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micronucleos também foi significativamente menor em amostras tratadas com 5 pM
em comparacdo com as outras concentracfes. Além disso, o0 medicamento nao
demonstrou efeitos genotdxicos em contraste com o grupo controle.

Em um estudo comparativo de substancias antioxidantes, Khanirad, Haddad e
Soleymanifard (2020) observaram que a administracdo de vitamina E e do extrato de
Rosa damascena reduziu significativamente a frequéncia de micronucleos (p-value <
0,05), causada pela exposicao a radiacdo de raios X de 2 Gy, quando comparado as
amostras controles, irradiadas e sem a administracdo de ambas as substancias. Isso
sugere que a Rosa Damascena preparada pode ser um radioprotetor eficaz,
semelhante a vitamina E, tornando-se uma opc¢ao acessivel para consumo diario em
pessoas suscetiveis a radiacao ionizante.

Em 2020, Nadi et al. conduziu um estudo sobre o efeito radioprotetor da
arbutina, avaliado por meio do ensaio de micronlcleos em ratos expostos a raios X
de megavoltagem. Foram testadas concentracfes de 50, 100 e 200 mg/kg de
arbutina em doses de 2 e 4 Gy. A concentracdo mais baixa de 50 mg/kg demonstrou
uma reducéo significativamente maior na frequéncia de micronudcleos, indicando uma
eficacia radioprotetora superior em comparagcdo com as concentracdes mais
elevadas.

Rahgoshai et al. (2021), por sua vez, analisou a frequéncia de micronucleos
em amostras tratadas com Cimetidina e irradiadas com 2 Gy de radiagao y. Ele
observou que a Cimetidina obteve maior eficacia no efeito radioprotetor (p<0,04) na
concentracdo de 25,2 pg/ml em detrimento da concentracédo 12,6 pg/ml. Nas
concentragcdes mais baixas de Cimetidina (12,6 ug/ml), os efeitos de protecdo foram
minimos, com frequéncias de micronucleos significativamente mais altas em
comparacao com 0s grupos tratados com agentes radioprotetores (p < 0,02).

Ademais, outras plantas que obtiveram comprovacdo das propriedades
radioprotetoras foram a Coleus aromaticus (Rao et al., 2006) e Syzygium cumini
(Jagetia et al., 2012). O extrato de C. aromaticus demonstrou eficacia nas atividades
antioxidante, radioprotetora e anticlastogénica a partir da analise da frequéncia de
MN. Neste estudo, a planta foi avaliada em diferentes concentracdes, variando de 1
a 1000 pg/ml contra uma dose absorvida de 2 Gy de radiacdo gama. Entretanto, a
dose mais baixa (1 pg/ml) demonstrou ser a mais eficaz, estabelecendo-a como a
dose dtima para essa planta. O extrato de folhas de S. cumini foi administrado a

camundongos em uma concentracao de 50 mg/kg, em diferentes doses de radiagao
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gama variando de 0,5 a 4 Gy. Neste contexto, a planta também demonstrou a
capacidade de neutralizar radicais livres, e observou-se uma reducdo na ocorréncia

de micronucleos com o tratamento do extrato antes da exposi¢ao a radiacao.
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6 CONCLUSAO

O extrato de Gingko biloba apresentou viabilidade celular utilizando a técnica

colorimétrica MTT nas concentragfes testadas (0,025; 0,05 e 0,25 pg/ml).

e Houve reducdo da frequéncia de micronucleos em linfécitos humanos irradiados
apos utilizacdo do extrato de Ginkgo biloba nas concentracdes estudadas (0,025
e 0,05 pg/ml).

¢ Mesmo na presenca do extrato de Gingko biloba o indice de disperséao, a
distribuicdo celular estava de acordo com os relatados da literatura.

e O extrato demonstrou atividade redutora da frequéncia de micronucleos em

linfécitos humanos do sangue periférico irradiados com 2 Gy de radiacdo gama,

evidenciando um comportamento radiomitigador perante o dano radioinduzido.
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ANEXO A - Cépia do parecer do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da UFPE

UFPE - UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO - g}miﬂlo
CAMPUS RECIFE - asil
UFPE/RECIFE

CEP

Conité 4= dora
amoeruisy

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo da propriedade radioprotetora do extrato de Gingko biloba (egb 761) pela
andlise da frequéncia de micronlcleos em linfécitos humanos do sangue periférico
irradiado.

Pesquisador: Julio Cesar Gomes da Silva

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 39932720.4.0000.5208

Instituicido Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS

Patrocinador Principal: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
COMISSAO NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.490.965

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de dissertagio do Discente JULIO CESAR GOMES DA SILVA sob a orientacdo da
Professora Isvania Serafim da Silva Lopes vinculada ao Programa de Pds-graduagao em Morfotecnologia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O projeto sera realizado no Laboratério de Biofisica Celular e
Molecular da Universidade Federal de Pernambuco, em conjunto com o Laboratério de Dosimetria Biologica
do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste. A proposta consiste basicamente na analise da
hipétese: Avaliagdo da concentragdo com o melhor efeito radioprotetor do extrato de Gingko biloba (egb
761), em linfocitos humanos do sangue periférico cultivados. Para este fim realizar-se-a um estudo usando
amostras sanguineas provenientes de voluntarios sauddveis de ambos os sexos e maiores de 18 anos.
Todos os voluntarios serdo avaliados via preenchimento de um questionario para coleta de dados
so6ciodemograficos e de seu estado geral de salde. As amostras sanguineas serdo devidamente
processadas, separadas em grupos especificos e apenas algumas delas serdo submetidas a doses
especificas de radiagao. Posteriormente as amostras sanguineas serdo processadas adequadamente para
separagdo dos linfécitos, e estes serdo mantidos em cultura para posterior determinagdo dos danos
celulares via a

contagem do niimero de micron(cleos. Os critérios de inclusdo e exclusio estdo devidamente
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delineados.
Os dados serdo analisados empregando critérios estastisticos adequados. Adicionalmente todos os dados
serdo mantidos em sigilo e armazenados por um periodo de 5 anos, sob a responsabilidade da Orientadora
do discente.

Obijetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

O presente estudo tem o objetivo de avaliar a concentragao com o melhor efeito radioprotetor do extrato de
Gingko biloba (egb 761), em linfécitos humanos do sangue periférico cultivados, comparando a frequéncia
de micronlcleos apés serem expostos a 2Gy de radiagdo gama.

Obijetivo Secundario:

+ Analisar as frequéncias de microndcleos apés a irradiagdo de sangue periférico frente as diferentes
concentragdes do extrato de egb 761;

« Avaliar o comportamento radioprotetor do extrato de egb 761 pela técnica de micronlcleos nas
concentragdes de 0,5, 10, 25, 50, 75, 100 e 1000mg/ml em sangue periférico tratado pré irradiagao;
« Avaliar o comportamento radioprotetor do extrato de egb 761 pela técnica de microntcleos nas
concentragdes de 0,5, 10, 25, 50, 75, 100 e 1000mg/ml em sangue periférico tratado pés irradiagao;
« Comparar estatisticamente o indice de dispersao, distribuigdo celular e a variabilidade entre as diferentes
amostras;

« Verificar estatisticamente a melhor concentragdo e momento de administragdo do extrato (pré ou pés
irradiac@o) para o efeito radioprotetor do egb 761.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Em momento algum, o voluntario sera exposto a quaisquer fontes radioativas. Os riscos inerentes a
participagdo podem ser: (1) o constrangimento em ndo saber ou ndo querer responder a algum item do
questionario; (2) durante a coleta, que obedecera aos requisitos de seguranca e assepsia, os voluntarios
poderdo sentir uma ardéncia local e, eventualmente, apés coleta, podera se formar um hematoma, que
desaparecerd em poucos dias. Esses riscos podem ser minimizados (1) realizando o questiondrio de forma
individual e privada; e (2) utilizando compressa de gelo logo apés a coleta. Ha4 também a possibilidade de
desisténcia de participagdo na pesquisa a qualquer momento.
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Beneficios:

Quanto aos beneficios, a descoberta da concentragdo com melhor efeito radioprotetor ird4 impactar o
conhecimento cientifico, tendo em vista que a evidenciagdo desta podera ser utilizada em beneficio do
homem em casos de exposi¢&o ocupacional para minimizar os efeitos pos-exposi¢cédo e na medicina nos
casos de pré e pos-exposigao dos pacientes que serdao submetidos a procedimentos de medicina nuclear no
diagnostico e terapia.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma tematica atual e interessante para a populagao em geral e principalmente para individuos
que ocupacionalmente podem ser expostos a radiagao, pois, visa o desenvolvimento ou aperfeicoamento de
métodos para mitigagdo dos danos ocasionados pela radiagao.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

As cartas de anuéncias, termo de consentimento livre e esclarecido, termo de compromisso e
confidencialidade e curriculos estdo devidamente apresentados. A folha de rosto esta devidamente
assinada, pela Diretoria do Centro de Biociéncias da UFPE. O orgamento de aproximadamente 43.000,00
reais serd de responsabilidade do pesquisador principal. E frisado que a maior parte dos reagentes e
equipamento ja estio disponiveis nas Instituicio participantes do projeto. O cronograma é compativel para a
execugdo do projeto, e consta que a coleta de dados somente iniciard apés aprovagio pelo comité de ética.

Recomendagoes:
Sem Recomendagdes.

Conclusotes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Pendéncias:

1- Existe uma discrepéncia com relagao ao nimero de participantes voluntarios da pesquisa, na Folha de
Rosto esta determinado que serdo 4 voluntarios, enquanto no Projeto Detalhado, no capitulo Amostra de
Voluntarios, o pesquisador afirma que ser&o 2, sendo um do sexo masculino e outro do sexo feminino. Deve
-se portanto uniformizar o nimero exato de participantes;

2- No Projeto Detalhado, capitulo Coleta de Amostras o pesquisador afirma que serdo coletados 5ml de
sangue periférico por puncao venosa, j& nas Informagdes Basicas na Plataforma Brasil informa que seréo
coletadas amostras de sangue periférico em um volume total de 135 ml de cada, por pungdo venosa,
perfazendo um total de 9 coletas, o que daria 15ml por coleta, j& no TCLE informa que serdo 22,5ml por
coleta o que daria 202,5ml no total, considerando as nove coletas. O pesquisador deve determinar a
quantidade correta de sangue a ser coletado, unificando
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em todos os documentos do projeto.

3. Delinear a metodologia empregada para determinacdo do tamanho da amostra (como chegou ao
quantitativo de voluntarios), justificando claramente quais critérios foram empregados que a limitam a
apenas, sejam dois ou quatro voluntarios ja que ndo esta claro no projeto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e est4d em PENDENCIA. O (A) pesquisador (a) devera atender
as consideracdes do parecer consubstanciado que esta anexado - veja “detalhar” - corrigindo as pendéncias
diretamente na Plataforma, no Projeto detalhado e no TCLE, se for o caso. As modificagoes realizadas
devem ser destacadas em amarelo.

E obrigatorio anexar & parte, uma carta de RESPOSTA AS PENDENCIAS, informando onde foram feitas as
corregdes (qual documento/item/pagina). Siga as instrugdes do link “Para resolver pendéncias”, disponivel
no site do CEP/CCS/UFPE. O (A) pesquisador (a) tem 60 dias para responder aos quesitos formulados pelo
CEP em seu parecer. Apés esse prazo, o projeto serd considerado arquivado (res.466/12).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P 21/12/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1629294.pdf 15:24:20
Outros Cartarespostaaspendencias.docx 21/12/2020 |[Julio Cesar Gomes Aceito
15:23:31 | da Silva

TCLE / Termos de | TCLEMaiores18.doc 21/12/2020 |Julio Cesar Gomes Aceito

Assentimento / 15:21:21  |da Silva

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | ProjetoGingkoComiteEticaJulioGomes.d | 21/12/2020 |Julio Cesar Gomes Aceito

Brochura oc 15:19:14 |da Silva

Investigador

Folha de Rosto JULIOfolhaDeRosto.docx 21/12/2020 |Julio Cesar Gomes Aceito
15:18:23 | da Silva

Outros CurriculoEduardaSantosSilva.pdf 09/11/2020 |Julio Cesar Gomes Aceito
16:55:06 | da Silva

Outros CurriculoFabianaFariasdeLimaGuimarae| 09/11/2020 |Julio Cesar Gomes Aceito

s.pdf 16:03:04 |da Silva
Outros CurriculolsvaniaMariaSerafimdaSilvaLop| 09/11/2020 |Julio Cesar Gomes Aceito
es.pdf 16:01:49 | da Silva
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Outros CurriculoJulioCesarGomesdaSilva.pdf 09/11/2020 |Julio Cesar Gomes Aceito
16:01:22 |da Silva

Declaragao de TermoConfidencialidade.docx 09/11/2020 |Julio Cesar Gomes Aceito

Pesquisadores 10:07:48 |da Silva

Declaragdo de CartaAnuencialsvania.pdf 09/11/2020 |Julio Cesar Gomes Aceito

Instituicao e 10:07:28 |da Silva

Infraestrutura

Declaragao de CartaAnuenciaFabiana.pdf 09/11/2020 |Julio Cesar Gomes Aceito

Instituicao e 10:06:02 |da Silva

Infraestrutura

Situacao do Parecer:
Pendente

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
RECIFE, 06 de Janeiro de 2021

Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador(a))
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE HISTOLOGIA E EMBRIOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MORFOTECNOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntirio (a) da pesquisa Estudo da propriedade radioprotetora in vitro do
extrato de Gingko biloba em linfécitos humanos do sangue periférico humano irradiado através da andlise citogenética que estd
sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) (Julio César Gomes da Silva), Departamento de Biofisica e Radiobiologia (UFPE),
Primeiro andar no prédio do Centro de Ciéncias da Sadde, Av. da Engenharia, s/n - Cidade Universitaria, Recife - PE, 52171-011,
(81) 2126-8535 / (81) 98672-7569 e-mail: julioxs888@gmail.com . Também participam desta pesquisa os pesquisadores:
Eduarda Santos Silva, e-mail: eduardasts@outlook.com e Fabiana Farias de Lima Guimaraes, e-mail: fflima@cnen.gov.br
Telefones para contato: (81) 99832- 4550) (81) 3797-8024) e estd sob a orientagdo de Isvinia Serafim da Silva Lopes Telefone
para contato (81) 2126-853, e-mail: isvania@ gmail.com.

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

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

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

> Descri¢io da pesquisa e esclarecimento da participacio: O presente estudo tem o objetivo de avaliar a concentragio
com o melhor efeito radioprotetor do extrato de Gingko biloba, em linfécitos humanos do sangue periférico cultivados,
comparando a frequéncia de microntcleos e cromossomos dicéntricos apds serem expostos & 2Gy de radiagdo gama.
Tal pesquisa € necessdria, pois, diariamente, sejam por motivos médicos ou ocupacionais, a popula¢do é cada vez mais
exposta as radiagdes, sendo necessdrio um estudo mais aprofundado que forneca informagGes que possam ser
correlacionadas com os possiveis danos causados aos individuos.
Sua participacdo nessa pesquisa consistird em fornecer amostras de sangue (135 ml), por pungédo venosa, em tubos de
vacutainers contendo EDTA, que serdo obtidas parcialmente (15 ml por coleta) em nove diferentes pungdes venosas com
intervalo minimo de 1 semana, apés assinatura deste termo. Seu material serd usado exclusivamente para efeito desta
pesquisa. O(a) Sr(a). também responderd um questiondrio para verificagdo do seu estado geral de sadde, apontando se
nos tltimos seis meses antes da coleta houve alguma exposi¢ao a radiag@o terapéutica ou raios X diagnéstico; aplicagio
de vacinas; ou consumo de drogas ilicitas. Essas informagdes sdo necessdrias, pois os fatores citados podem alterar os
resultados. Vale ressaltar que esse questiondrio serd respondido de forma individual e particular para evitar qualquer tipo
de constrangimento.

» RISCOS: Os riscos inerentes 2 participagio podem ser: (1) o constrangimento em nio saber ou nio querer responder a
algum item do questiondrio, caso a amostra seja considerada apta para pesquisa (2) durante a coleta, que obedecerd aos
requisitos de seguranga e assepsia, os voluntdrios poderdo sentir uma ardéncia local e, eventualmente, apds coleta, poderd
se formar um hematoma, que desaparecerd em poucos dias. Esses riscos podem ser minimizados (1) realizando o
questiondrio de forma individual e privada; e (2) utilizando compressa de gelo logo apés a coleta. H4 também a
possibilidade de desisténcia de participagao na pesquisa a qualquer momento. Ressaltamos que, em momento algum, o(a)
senhor(a) serd exposto(a) a quaisquer fontes radioativas.

> BENEFICIOS diretos/indiretos para os voluntdrios: O beneficio direto ao voluntdrio serd de fornecer a informagéo dos
niveis de background esponténeo que o mesmo possui. Essa informacao serd enviada pds andlise aos doadores por meio
de um documento/carta padrdo via correio ou e-mail. No caso dos indiretos, os laboratérios de dosimetria biolégica do
CRCN/NE e de Biofisica molecular do Departamento de Biofisica ¢ Radiobiologia DBR/UFPE localizado no Estado,
Com a implementagdo desta técnica, serd possivel expandir a conhecimento sobre os niveis de radiossensibilidade dos
individuos, contribuindo ainda mais para a melhoria do uso da radiagdo tanto para tratamento e diagndstico quanto para o
uso industrial.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de se recusar a participar do estudo e que esta
decisdo ndo acarretara penalizagdo por parte dos pesquisadores. Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo
divulgadas apenas em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificacio dos voluntdrios, a ndo ser entre 0s
responsdveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa tais como os
questiondrios e os resultados das andlises citogenéticas, ficardo armazenados em pastas de arquivos do préprio centro de pesquisa
—Departamento de Biofisica e Radiobiologia da UFPE, sob a responsabilidade da pesquisadora Isvénia Serafim da Silva Lopes no
enderego acima informado, pelo periodo de minimo 5 anos. Apds o término da pesquisa.
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Nada lhe serd pago e nem serd cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagdo é voluntdria, mas fica também
garantida a indenizag@o em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisao judicial
ou extrajudicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacio serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento
de transporte e alimentacio).

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

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)
Eu, CPF abaixo assinado, apés a leitura (ou a escuta da
leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas dividas com o pesquisador
responsdvel, concordo em participar do “Estudo da propriedade radioprotetora in vitro do extrato de Gingko biloba em linfocitos
humanos do sangue periférico humano irradiado através da andlise citogenética”, como voluntario (a). Fui devidamente informado
(a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participagio. Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem
que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data Impressio
Assinatura do participante: digital
(opcional)

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

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO C — Modelo do Questionario de Selecdo de Doadores

Modelo do Questionario de Seleciio de Doadores

I - DADOS PESSOAIS
1.2 N° do Voluntério:
1.3Sexo: M[0O]F[1] 1.4 DatadeNascimento___/__/ 1.5 Datade
hoje / /_

1.6 Estado civil:

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

1.7 Cargo: Funcdo:

1.8 Grau de Instrucio (escolaridade):

[ 1] ndo estudou / Primario Incompleto

[ 2 ] primdrio Completo / Ginasial Incompleto

[ 3 ] gindsio Completo / Colegial Incompleto

[ 4 ] colegial Completo / Superior Incompleto

[ 5 ] superior Completo / P6s-Graduacgdo Incompleta

[ 6 ] pds-Graduagio Completa

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

Quantos Quantos Quantos

[ ] automovel [ ] radio [ ] midquina de lavar roupa
[ ] banheiro [ ] videocassete [ ] empregada mensalista
[ ] aspirador de p6 [ ] geladeira [ 1TV em cores

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

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

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

[ 4 ] fumo menos de dez cigarros por dia

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

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

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

[ 1] sim [ 2 ] nao

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

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

2.6 Vocé esta satisfeito com o seu peso?

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

Para cada questdo, responda somente UMA alternativa.

ATIVIDADES OCUPA CIONAIS DIARIAS

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

[1]sim [ 2] ndo
3.2 Eu geralmente vou e volto do trabalho de carro: [ 1 ] sim [ 2 ]ndo0
3.3 Eu geralmente uso escadas ao invés do elevador: [ 1 ] sim [ 2] ndo

3.4 Minhas atividades fisicas didrias podem ser descritas como:

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

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

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

IV - QUESTIONARIO DE SAUDE FISICA

4.1 Como vocé classificaria seu estado de satde atual?

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

MESES



4.6 Gastrite/Ulcera 0 1 2 a_m 3
4.7 Bronquite/Asma 0 1 2 a m 3
4.9 Dor no peito aos esfor¢os 0 1 2 a m 3
o 0 1 2 | _a m 3
Infarto/Revascularizagdo/Angioplastia

4.11 Hipertensao 0 1 2 a__m 3
4.12 AVC (derrame) 0 1 2 a m 3
4.13 DST - Dga. sexualmente 0 1 ) a m 3
transmissivel E——

4.14 Infecgdes urinarias de repeti¢ao 0 1 2 a__m 3
4.16 Incontinéncia urindria 0 1 2 a m 3
4.20 Dores ou rigidez articulares 0 1 2 a__m 3
4.21 Diabetes mellitus 0 1 2 a_m 3
4.22 Alergias 0 1 2 a__m 3
4.23 Convulsdes 0 1 2 a_ m 3
4.24 Depressio 0 1 2 a_m 3
425 Cancer 0 1 2 a  m 3
7.27 Céries a tratar ? Sim [ 1] Nio[2]

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

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

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

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

[710utros:

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



O Sr°(a) recebeu qualquer tipo de vacinagéio nos ultimos seis meses? Sim [1] Nio [2]

Qual?

V - QUESTIONARIO DE ESTRESSE FISIOLOGICO

Os sintomas fisicos do estresse sdo excelentes indicadores numa avaliagdo. O seguinte
questiondrio nos ajudard a ter uma idéia da severidade do estresse que vocg estd experimentando
na sua vida didria, gerando alteragdoes no funcionamento normal de seu organismo. Responda
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cada ndmero entre 0 e 5, usando a escala abaixo:
0 =nunca 1 =uma a2 vezes ao ano
2 = quase todos 0s meses

4 = uma ou mais vezes por semana

3 = quase todas as semanas

5 = diariamente

SINTOMAS CARDIOVASCULAR

SINTOMAS DA PELE

____taquicardia ____acne

- Patidas vigorosas e descompassadas do caspa
coracio —

_____ mdos suadas e frias ____transpiragéo

dores ou pontadas na cabeca

ressecamento excessivo da pele ou cabelo

SINTOMAS RESPIRATORIOS

SINTOMAS IMUNOLOGICOS

respira¢ao rapida ou irregular, ou curta
falta de ar
ataque de asma

dificuldade de falar, por pouco controle da
respiracio

coceira/ardéncia
resfriado
gripes fortes

rachaduras na pele

SINTOMAS GASTROINTESTINAIS

SINTOMAS METABOLICOS

indisposi¢éo estomacal, nduseas e vOmitos

constipacio

diarréia

aumento do apetite
aumento da ansiedade por fumo e doces

preocupacgdo generalizada e dificuldade para
dormir

dor abdominal aguda

SINTOMAS MUSCULARES
_____dor de cabega (dor continua)
_____tremores musculares e das mios
__ artrites




