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INTRODUCAO

A radiacao ionizante (RI) é uma modalidade de radiacdo que tem
energia suficiente para, durante a sua interacdo, remover elétrons
orbitais dos atomos (PINO E GIOVEDI, 2005; GARCIA, 2015). Esse
processo de ionizacdo, ao alterar os atomos, também pode alterar
a estrutura das moléculas que eles constituem. Sendo a energia de
ionizacdo maior do que a energia de ligacdo quimica entre os
atomos, pode ocorrer quebra das ligagbes quimicas e
consequentemente mudancas moleculares (TAUHATA et al., 2003).
Apesar da crescente utilizacao da Rl pela medicina, ela pode
ocasionar diversos efeitos colaterais. Esses efeitos sao classificados
em estocasticos e deterministicos. Os estocasticos tratam-se dos
efeitos colaterais que sao proporcionais a dose recebida, dessa
forma, ndo existe um limiar de dose. Ja os deterministicos sao
aqueles que a severidade ou gravidade do dano aumenta com a
dose aplicada, nesse caso, existe um limiar de dose, onde abaixo
dele os danos celulares sao insuficientes para prejudicar o tecido
ou 6rgao (TAUHATA et al., 2003).

0 sistema nervoso central (SNC), especificamente, é um sistema de
resposta lenta a exposicdo a RI (SEGRETO E SEGRETO, 2000) e,
apesar dos avancos da medicina e da biologia, os mecanismos
celulares e moléculas que levam a lesdo cerebral, induzida pela
radiacao ionizante, estao longe de serem compreendidos
(LUMNICZKY et al., 2017).

Atualmente, se acredita que as lesdes sao causadas por um
conjunto de multiplos processos, que acabam contribuindo para o
surgimento de diversas doencas. Tais processos podem ser danos no
nivel vascular, que levam ao extravasamento da barreira
hematocefalica, aumento do tronco neuronal, apoptose das células
progenitoras e até mesmo perturbacées na producdo de energia
devido a dano mitocondrial (LUMNICZKY et al., 2017).

Um dos efeitos causado pela Rl é o estresse oxidativo, como
resultado de um disturbio entre a producéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e mecanismos de defesa antioxidante (BALENTOVA E
ADAMKOV, 2015), mantendo, dessa forma, os niveis de ROS acima
de um limiar toxico.

Apesar do encéfalo corresponder apenas cerca de 2% do peso
corporal, para seu funcionamento adequado, utilizada cerca de
15% do sangue bombeado pelo coracao (McCALL, 2004), 20% de
todo gas oxigénio inalado e nele se encontra aproximadamente 25%
de todo colesterol presente no organismo (DIETSCHY E TURLEY,
2001). Dessa forma, o encéfalo é bastante susceptivel ao estresse
oxidativo, principalmente devido a sua alta utilizacdo de oxigénio
(DORNAS et al., 2007).

Nessa perspectiva surgem os radioprotetores, que sao compostos
antioxidantes que possuem a capacidade de equilibrar a

quantidade de radicais livres oriundos do efeito das radiacoes
ionizantes (ARUOMA, 1996). Dessa forma, o Ginkgo biloba (Gb)
surge como uma possibilidade no cenario da radioprotecao em
decorréncia da sua capacidade antioxidante (BANOV et al., 2006;
SINGH et al., 2008).

0O Gb trata-se uma arvore primitiva, sendo considerada um “fossil
vivo”, que ja vem sendo utilizada pela medicina tradicional na
China ha séculos (SINGH et al., 2008). Desde o desenvolvimento do
seu extrato em 1990, o Gb tornou-se um dos fitoterapicos mais
utilizados, no mundo todo, no tratamento contra deméncias (YUAN
etal., 2017).

Quimicamente contém um grande nimero de compostos ativos,
incluindo flavonoides e terpenos (SINGH et al., 2008). O seu
extrato € considerado uma substancia antioxidante devido a
atuacao dos flavonoides, que possuem a capacidade de inibir a
formacdo de radicais livres e também a atividade da xantina
oxidase (BANOQV et al., 2006).

Com base no que foi exposto, o presente trabalho teve como
objetivo geral avaliar a acao radioprotetora do extrato de Ginkgo
biloba no cérebro de ratos Wistar expostos a Rl. Foram utilizados
métodos de dinamica linear e ndo linear na analise dos registros da
atividade elétrica cerebral.

MATERIAIS E METODOS

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados trinta e cinco (35) animais machos da linhagem
Wistar (Rattusnorvegicus, var.albinus), com 60 dias de idade
obtidos do biotério do Departamento de Farmacologia e Fisiologia,
e posteriormente, mantidos no Laboratdrio de Biofisica Celular e
Molecular (LBCM) do Departamento de Biofisica e Radiobiologia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob autorizacao da
Comissao de Etica para Uso de Animais (N° 23076.014367/2017-89).
Os animais foram alojados em gaiolas, mantidos em ambiente
adequado com temperatura (23+2°C) e umidade controlada, em
ciclo claro-escuro de 12 horas, com acesso a agua e a dieta
especifica. Os trinta e cinco animais foram agrupados em cinco
grupos (n = 7): controle, irradiado, tratado apenas com o Gb,
tratado com o Gb antes da exposicao a Rl (GBRI) e tratado com o
Gb depois da exposicao a RI (RIGB).

PROCEDIMENTO CIRURGICO

Para o procedimento cirlrgico de implantacdo dos eletrodos os
animais foram anestesiados pela associacao de xilazina (10 mg/kg)
e quetamina (75 mg/kg) por via intraperitoneal (IP). Inicialmente
foi realizada uma tricotomia e assepsia do campo cirlrgico, e
posteriormente os animais tiveram suas cabecas fixadas em um
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estereotaxico onde uma incisao longitudinal foi realizada, expondo
o cranio do animal.

Em seguida, um orificio circular de cerca de 3 ou 4 mm de
didmetro foi trepanado no hemisfério esquerdo na regiao parietal e
0 outro na regiao occipital com o auxilio de um micromotor. Nesse
orificio, foi inserido um eletrodo do tipo Ag-AgCl (prata cloretada)
sobre o cortex, sendo utilizado uma resina acrilica para melhor
fixacao dos mesmos.

Apds a cirurgia os animais passaram por um pos-cirlrgico com
duracéo de cinco dias, sendo ministrado neoflox e ricofina. S6 apos
esse procedimento é que os animais foram submetidos as demais
etapas experimentais.

REGISTRO DO ELETROCORTICOGRAMA

O eletrocorticograma (ECoG) é uma técnica de registro da
atividade elétrica cerebral, obtida com os eletrodos fixados
diretamente no cortex cerebral.

Esses registos foram obtidos durante 20 minutos com um aparelho
EMG 410C (ENG System, Brasil), utilizando uma taxa de
amostragem de 750 Hz, apo6s quarenta e oito (48) horas do
procedimento experimental de cada grupo.

Os registros do ECoG foram segmentados em janelas de dois
minutos, totalizando cinco segmentos por animal, utilizando o
WinDagWavefrom Browser. Posteriormente, os segmentos sao
importados para o programa MATLAB 7.8 (2009) e calculados a
Transformada de Fourier (TF), Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) e
Entropia aproximada (ApEn) desses sinais.

EXPOSICAO A RADIAGAO IONIZANTE

A irradiacao foi realizada nos animais anestesiados com xilazina (10
mg/kg) e quetamina (75 mg/kg) aplicadas por via IP. Os animais
anestesiados foram expostos a radiacdo usando-se de um
Acelerador Linear do Instituto de Radioterapia Waldemir Miranda
(IRWAN) de acordo com o grupo experimental. Foram aplicados 9
Gy de radiacao gama na parte superior da cabeca e em seguida
mais 9 Gy na parte inferior da cabeca, totalizando 18 Gy, cujo
tempo de exposicao total foi de 5 min.

TRATAMENTO COM O Ginkgo biloba

O tratamento com o Ginkgo biloba teve duracao de 14 dias, antes
ou depois da exposicdo a RI, de acordo com o grupo experimental.
Foi utilizado um extrato seco de origem comercial com uma
concentracao de 120 mg, sendo administrado oralmente, utilizando
uma agulha de gavagem em aco inoxidavel com ponta
arredondada, que foi introduzida na cavidade oral do animal e
conduzida até o eso6fago.

A TRANSFORMADA DE FOURIER E O ESPECTRO DE POTENCIA

Para calcular o Espectro de Poténcia das ondas cerebrais do ECoG
foi implementado o algoritmo da Transformada de Fourier. Esse
método matematico avalia a participacdo de cada um dos
componentes presentes na série-temporal. Portanto, ao aplicar a
TF em uma série-temporal se obtém o espectro de poténcia. A
poténcia média de cada ritmo cerebral permite estimar o valor da
contribuicao de cada um desses ritmos no sinal ECoG.

COMPLEXIDADE DE LEMPEL-ZIV (CLZ)

A CLZ é uma metodologia utilizada para analisar dados através da
compressao da sua sequéncia via recorréncia de padrdes, tornando
possivel a quantificacdo dos padrdes distintos presentes em uma
determinada série. Antes de calcular a CLZ de um sinal bioldgico é
necessario converter a série temporal em um sequencia binaria.

A CLZ é calculada com base nesta sequéncia binaria, onde valores
proximos de 1 indicam maior complexidade e o comportamento do
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sinal é mais aleatdrio e aqueles valores proximos de 0 indicam uma
menor complexidade, indicando uma maior auto similaridade.

ENTROPIA APROXIMADA (APEN)

A ApEn, é uma ferramenta usada para quantificar a regularidade de
um sinal, que varia entre 0 e 2, onde os nimeros mais proximos a 0
representa um sinal deterministico, enquanto que numeros mais
proximos a 2, indicam um sinal aleatério. Ou seja, quanto mais
proximo de zero mais organizado é o sinal, e quanto mais proximo
de 2 indica maior entropia e aleatoriedade.

ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada empregando o teste de Kruskal-
Wallis para comparacédo entre as populacdes através do GraphPad
Prism 7. E quando necessario foi utilizado post-hoc de Dunn. Foi
considerado um valor de p menor que 0,05 para indicar
significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As ondas cerebrais representam o resultado de varios tipos de
fendmenos eletrofisioldgicos que, por sua vez, refletem numerosos
processos neurais (TIMO-IARIA E PEREIRA, 1971), estando
envolvidas com os estados de humor, as emogdes e o nivel de
tensao muscular (PERNAMBUCO et al., 2003).

Quando o cérebro foi exposto a Rl, obteve-se um ritmo distinto do
padrao normal (Figura 1), o que pode estar correlacionado aos
danos cognitivos observados apos as radioterapias, justamente pela
atuacéo fisiolégica dessas ondas cerebrais (WONG E KOGEL, 2004;
BALENTOVA E ADAMKOV, 2015).

Na Figura 1 podem-se observar os valores médios do espectro de
poténcia dos diferentes ritmos cerebrais dos grupos experimentais.
Na onda Delta, foi observado que nao houve diferenca significativa
entre os grupos controle, Gb, RIGB e GBRI, apenas ocorrendo uma
diferenca significativa desses grupos em relacao ao irradiado (p <
0,05), observando um aumento da onda delta em relacao ao grupo
controle.

Na onda Teta, houve uma diferenca significativa entre o grupo
controle e irradiado (p < 0,05). Para os grupos tratados com Gb,
tanto o RIGB quanto o GBRI, apresentaram uma diferenca
significativa daquele irradiado, porém nenhuma diferenca foi
observada em relacao ao grupo controle.

Para a onda Alfa, houve uma diferenca significativa (p < 0,05) do
grupo irradiado em relacao ao grupo controle. Os grupos RIGB e
GBRI foram também estatisticamente diferentes daquele somente
irradiado, porém ndo apresentaram diferencas significativas do
controle, o que pode caracterizar uma acao radioprotetora.

Na onda Beta, os grupos RIGB e GBRI nao apresentaram uma
diferenca significativa do grupo controle, mas sim, do grupo
irradiado (p < 0,05).

O aumento da frequéncia da onda beta no grupo irradiado em
comparacdo com o grupo controle, também foi observado em
outras pesquisas (LOGANOVSKY E YUTYEV, 2001; CAVALCANTI et
al., 2017), sendo considerado, por alguns autores, um marcador da
exposicao a RI (LOGANOVSKY E YUTYEV, 2001).

Em relacao as outras ondas cerebrais, Loganovsky e Yutyev (2001)
encontraram um aumento da onda delta junto com reducao da
atividade das ondas alfa e teta, colaborando com os dados
encontrados por essa pesquisa (Figura 1). Sendo esse mesmo
padrao obtido por Cavalcanti e colaboradores (2017), concordando
também com os dados obtidos.

Em relagdo as modalidades de tratamento, ou seja, a
administracao do Gb antes (GBRI) ou depois (RIGB) da exposicao a
RI, nao foi identificada diferenca significativa entre elas em
nenhuma das ondas cerebrais.
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Figura 1. Valores médios do espectro de poténcia das ondas cerebrais dos grupos controle
(preto), irradiado (vermelho), tratado apenas com o Ginkgo biloba (azul), RIGB tratado
com o Ginkgo biloba ap0s a irradiacdo (laranja) e GBRI tratado com o Ginkgo biloba antes
da irradiagao (verde). Sendo os grupos sem diferenca significativa indicados pela letra A e
os distintos pela letra B. Fonte: arquivo pessoal.

Outra forma de avaliar a acao do G. biloba frente a radiacao
ionizante no SNC é através da Complexidade de Lempel-Ziv (Figura
2), onde foi observado que o grupo irradiado teve uma diminuicao
da CLZ, sendo estatisticamente distinto dos demais grupos (p <
0,05). No grupo controle o valor médio da CLZ foi de 0,4626 (+
0,08), enquanto que no irradiado a CLZ = 0,3881 (+0,09), obtendo
uma diferenca significativa, enquanto que os grupos Gb, RIGB e
GBRI tiveram os valores da CLZ, respectivamente, 0,4548 (+ 0,08),
0,4437 (+ 0,09) e 0,4529 (+ 0,09).

CLZ

0.6+

0.4+

0.24

0.0-
I Controle M Irradiado W Ginkgo biloba ll RIGB M GBRI

Figura 6. Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) dos grupos controle (preto), irradiado
(vermelho), tratado s6 com Ginkgo biloba (azul), tratado com o Gb depois da irradiagao
(laranja) e tratado com o Gb antes da irradiacao (verde). Sendo os grupos sem diferenca
significativa indicados pela letra A e os distintos pela letra B. Fonte: arquivo pessoal.

Portanto, as analises matematicas realizadas indicam que o extrato
do Gb demonstrou ser capaz de minimizar os danos causados pela
exposicao a RI, isso pode estar associado a sua capacidade de
destruir varias espécies de radicais livres, sendo os seus compostos
flavonoides, responsaveis por proteger os sistemas fisiologicos das
espécies reativas de oxigénio (DIAMOND et al., 2000).

Além disso, os bilobalideos, presentes no Gb, também podem
proteger os neurdnios contra o estresse oxidativo e bloqueiam os
mecanismos de apoptose em seus estagios iniciais (FORLENZA,
2003), o que pode justificar sua atuacao protetora.

O resultado da Entropia Aproximada colabora com o da CLZ, visto
que, o grupo irradiado também apresenta uma diminuicdo da
Entropia em relacdao ao grupo controle (Figura 3). No grupo
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controle o valor médio da ApEn foi de 1,670 (+ 0,13), enquanto que
no irradiado a ApEn = 1,1201 (+ 0,13), obtendo uma diferenca
significativa, enquanto que os grupos Gb, RIGB e GBRI tiveram os
valores da ApEn, respectivamente, 1,6032 (+ 0,14), 1,6065 (+ 0,15)
e 1,6630 (+ 0,14).

ApEn

0.5

0.0-
M Controle M Irradiado M Ginkgo biloba [l RIGB [ GBRI

Figura 3. Entropia Aproximada dos grupos controle (preto), irradiado (vermelho), tratado
s6 com Ginkgo biloba (azul), tratado com o Gb depois da irradiagao (laranja) e tratado
com o Gb antes da irradiacdo (verde). Sendo os grupos sem diferenca significativa
indicados pela letra A e os distintos pela letra B. Fonte: arquivo pessoal.

Apesar da falta de compreensao dos mecanismos que causam as
lesdes nos tecidos induzidas pela exposicao a Rl, acredita-se que
seja consequéncia de uma cascata de reacgdes, cuja formagao final
sao as ROS (SENER et al., 2006; BARBOSA et al., 2010), cujo
cérebro é bastante susceptivel a esse tipo de dano, principalmente
devido a sua alta utilizacdo de oxigénio (DORNAS et al., 2007).
Nesse sentido, pesquisas apontam que o extrato do G. biloba é um
potente eliminador de radicais livres, ou seja, um composto
antioxidante (SENER et al., 2006), o que poderia justificar a sua
atuacdo nos grupos RIGB e GBRI, visto que nao houve uma
diferenca significativa desses grupos em relacdao ao controle
(Figuras 1, 2 e 3).

CONCLUSOES

Através das analises matematicas dos registros eletrofisiologicos
(ECoG) foi identificado que o extrato do Ginkgo biloba possui um
efeito radioprotetor. Em relacdo as modalidades de tratamentos,
isto é, a administracdo do Gb antes (GBRI) ou depois (RIGB) a
exposicao a RI, nao mostrou diferenca significativa entre elas.
Portanto, novos estudos sdo necessarios para elucidar a acao
radioprotetor do Ginkgo biloba.

O Ginkgo biloba isoladamente nao demonstrou diferenca
significativa em relacao ao grupo controle, o que indica a baixa ou
auséncia de toxicidade, contudo, também se faz importante
aprofundar os estudos referentes a esse aspecto do extrato.

Em resumo, a radiagdo ionizante é conhecida por induzir varias
alteracdes fisiologicas e bioquimicas que limitam a eficacia da
radioterapia, nesse sentido, o efeito protetor do extrato do Ginkgo
biloba pode ser uma escolha de terapia adjunta na reducao da
toxicidade induzida pela irradiacao.
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