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As radiacBes eletromagnéticas sdo energias que podem ser classificadas em ionizantes e ndo ionizantes.
Este tipo de energia é propagado por um meio material e pelo vacuo. As radiagdes ionizantes sdo
responsaveis por efeitos danosos aos organismos vivos a nivel molecular, onde os danos ocorrem
principalmente na molécula do acido desoxirribonucléico, mais conhecida como DNA. Diante destes
efeitos lesivos causados pelas radiagdes evidencia-se a importancia de adquirir conhecimentos sobre as
substancias radioprotetoras, pois elas atuam protegendo o tecido vivo, diminuindo os danos a ele
causados pelos efeitos da radiacdo. Neste trabalho investigamos a acdo radioprotetora dos extratos
aquosos do Ziziphus joazeiro (joazeiro) e Anacardium occidentale (cajueiro) frente a embries de
Biomphalaria glabrata. Foram utilizados embrides de Biomphalaria glabrata—pigmentados, divididos em
grupos de aproximadamente 100 espécimes. Os embrides dos grupos experimentais foram expostos ao
extrato na concentracdo de 200 ppm e posteriormente, irradiados. Para a irradiagdo, foi utilizada uma
fonte de *°Co (gammacell da Radionics Labs. X= 4,359 Gy/h). A viabilidade dos embrides foi analisada
utilizando um microscopio estereoscépico e para andlises estatisticas, foi utilizado o teste Student-
Newman-Keuls e 0 ¥* (Chi-quadrado). Nossos resultados mostraram que o extrato hidroalcoélico da folha
do Ziziphus joazeiro apresentou efeito radioprotetor e que o0 extrato aquoso da casca do Anacardium
occidentale exibiu uma redugdo no efeito embriotoxico causado pela casca.
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Radioprotective effect of the extract of Ziziphus joazeiro and Anacardium occidentale on embryos of
Biomphalaria glabrata subjected to ionizing radiation

The electromagnetic radiation is energy that can be classified as ionizing and non-ionizing. This type of
energy is propagated through a material medium and the vacuum. lonizing radiations are responsible for
harmful effects to living organisms at the molecular level, where the damage occurs mainly in the
molecule of deoxyribonucleic acid, better known as DNA. Given these harmful effects caused by
radiation highlights the importance of acquiring knowledge about radioprotective substances because they
act protecting living tissue, reducing the damage caused to it by the effects of radiation. In this paper we
investigate the radioprotective effect of aqueous extracts of Ziziphus joazeiro (jujube) and Anacardium
occidentale (cashew tree) front of embryos of Biomphalaria glabrata. We used embryos of Biomphalaria
glabrata-pigmented, divided into groups of approximately 100 specimens. Embryos of experimental
groups were exposed to the extract at a concentration of 200 ppm and subsequently irradiated. For
irradiation, we used a ®°Co source (Gammacell of Radionics Labs. 4.359 X = Gy/h). The viability of the
embryos was analyzed using a stereoscopic microscope and statistical analysis was used to test Student-
Newman-Keuls and 2 (chi-square) test. Our results showed that the hydroalcoholic leaf Ziziphus joazeiro
showed radioprotective effect and that the aqueous extract from the bark of Anacardium occidentale
exhibited a reduction in its embryotoxic effect.
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1. INTRODUCAO

As radiacdes sdo energias que se caracterizam pela propagacao através de um meio material
ou no vacuo. Devido sua carga energética e interacdo com a matéria podem ser classificadas
como ionizantes, quando possuem energia suficiente para retirar elétrons da eletrosfera de um
atomo, provocando a ionizacdo do mesmo; e nao ionizantes, quando a energia interage com 0s
elétrons dos atomos provocando excitacdo dos mesmos, ou seja, arrancando-0s de sua camada
de origem para uma camada mais externa. Podem ser citados como exemplos de radiacfes
ionizantes, as particulas alfa, beta e prétons e as radiagdes indiretamente ionizantes, como
néutrons, gama e raios X. Em relacdo as radiacdes ndo ionizantes, podem ser citados como
exemplo, os raios ultravioleta, infravermelho, as ondas de radiofrequéncia, o laser, as micro-
ondas e a luz visivel****,

As radiacGes ionizantes ao interagirem com o sistema biol6gico podem causar danos ao
DNA. Estes tipos de energias sdo capazes de quebrar a fita de DNA acarretando erros na divisao
celular, podendo causar mutacdes e até mesmo morte do organismo®.

Na década de 1950 foi hipotetizado que os danos causados pela radiagdo apds interacdo com
moléculas de oxigénio estdo relacionados com a formacdo de espécies reativas ao oxigénio,
moléculas instdveis que podem causar danos ao sistema bioldgico ao interagir com
biomoléculas. Esta forma de dano ao organismo é conhecida como efeito indireto da radiagdo®.
As consequéncias bioldgicas a exposicdo das radiacdes ionizantes sdo mediadas por uma série
de fendmenos fisicos, quimicos, bioquimicos e celulares iniciados apos a absor¢do da radiagdo
pelo sistema bioldgico’.

Estudos realizados em bactérias®, cultura de células®, peixeslo, concha de moluscos™,
embrides de Biomphalaria glabrata******, fantasmas de hemacias® e cultura de linfécitos™
foram utilizados como modelos para avaliagcdo dos efeitos deletérios provocados pela radiagcdo
nos sistemas bioldgicos. Os moluscos B. glabrata e seus embriGes tém se mostrado excelentes
modelos experimentais para avaliacdo dos efeitos bioldgicos das radiagBes ionizantes, por
possuirem caracteristicas como: curto ciclo de vida, facil manutencdo em laboratério, baixo
custo de manutenc&o, boa reprodutibilidade e resposta rapida e precisa'®*"*.

Devido a aplicacéo das radia¢Ges ionizantes na medicina, agricultura, industria e a crescente
ameaga terrorista no mundo, surge o interesse em encontrar substancias com atividade
radioprotetora. Entretanto, os radioprotetores até hoje estudados possuem pouca aplicabilidade
devido a alta toxicidade. Portanto investigar substdncias de origem vegetal que possam
desempenhar tal funcfo passou a representar grande interesse™®.

Os radioprotetores sdo substancias que tém a propriedade de proteger o tecido vivo,
diminuindo os danos a ele causados pela radiacdo. Sua acdo é decorrente da interagdo quimica
entre essas substancias e as espécies reativas do oxigénio produzidas pela radiacéo, impedindo
os efeitos danosos'®. Este campo de estudo vem demonstrando que antioxidantes, tais como
vitamina E, cisteina, glutationa e B-mercapitoetilamina, mostraram protecdo contra os efeitos
letais da radiagéo, prolongando o tempo de sobrevivéncia de ratos®.

O objetivo deste trabalho é investigar a possivel acéo radioprotetora dos extratos aquosos do
Ziziphus joazeiro e Anacardium occidentale frente a embrides de Biomphalaria glabrata. Estas
plantas foram escolhidas para a investigacdo do potencial radioprotetor devido a presenca de
substancias com poder antioxidante em seus extratos®.

2. MATERIAIS E METODOS

O material boténico utilizado foi constituido por amostras das espécies arboreas: Z. joazeiro
e A. occidentale coletadas num fragmento de caatinga com cerca de 20 hectares dentro da
Estacdo Experimental de Caruaru, 6rgdo pertencente ao Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA).

Foram selecionadas plantas de parcela previamente demarcadas no interior do
fragmento, em locais com maior umidade e melhor estado de conservagdo, considerados
preferenciais para o desenvolvimento do vegetal®. As amostras foram coletadas de individuos
com didmetro ao nivel do solo DNS > 10 cm. Os critérios estabelecidos para a coleta do
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material vegetal foram: folhas integras localizadas a partir de 1 metro do solo e cascas que ndo
apresentassem marcas de extrativismo. Posteriormente, o material foi devidamente armazenado
e transportado para o laboratorio de Biofisica e Radiobiologia da Universidade Federal de
Pernambuco.

As amostras foram secas em ambiente ventilado e com sombra, ao final deste procedimento,
trituradas em moinho de faca. Em seguida, o material foi peneirado em uma peneira de malha de
2,0 x 2,0 mm. Posteriormente, as amostras foram postas em contato com etanol a 70% durante
72 horas para a realizagdo da maceragdo. Ao término do procedimento anterior, 0s extratos
hidroalcodlicos foram submetidos a filtracdo e evaporacdo a escura em evaporador rotativo
(Fisaton modelo 803). Em seguida, as amostras foram pesadas para serem utilizadas nos
bioensaios.

Os extratos aquosos de Z. joazeiro e A. occidentale submetidos a radiacdo gama (energias de
1,17 e 1,33 MeV) do cobalto 60 (*°Co) foram utilizados nas concentrac&o de 200 ppm.

Os extratos de cascas de caule e folhas de Z. joazeiro e A. occidentale foram preparados e
colocados em placas de petri. Em seguida, os embrides foram colocados nas placas para
proceder a irradiacio numa fonte GammaCell ®Co (Radionics Labs) do Departamento de
Energia Nuclear da UFPE. A taxa de dose utilizada foi 4,359 Gy/h. As doses utilizadas foram de
2,5e 5,0 Gy. Os embrides irradiados ficaram imersos na solu¢do dos extratos durante todo o
periodo de observagéo.

Foram utilizados aproximadamente 4500 embrides de moluscos da espécie B. glabrata —
pigmentados (Figura 1), provenientes de adultos mantidos no moluscéario do Departamento de
Biofisica e Radiobiologia da UFPE. Com o objetivo de facilitar a coleta das desovas dos
moluscos, foram colocadas pequenas tiras de polietileno incolor (5x5 cm) sobre a superficie da
agua dos aquarios criadouros. Apos 24 horas, as tiras de polietileno foram retiradas do aquario
para que fosse procedida a individualizacdo das desovas. Em seguida os embrides foram
analisados quanto a viabilidade e separados em grupos, com aproximadamente 100 espécimes
por amostra, para 0s ensaios de embriotoxicidade e analise do efeito radioprotetor do extrato.

Figura 1. A) Embrifes de Biomphalaria glabrata. B) Biompharia glabrata adulto.

Para o experimento foi realizada a seguinte geometria experimental em triplicata:

a) Grupo Controle com &gua e submetidos a irradiacéo;

b) Grupo Controle com extratos da folha e da casca do juazeiro e cajueiro ndo
irradiados na concentracéo de 200 ppm. A concentracdo escolhida deveu-se a testes
prévios realizados em nosso laboratério (dados ndo publicados);

c) Grupo com extratos na concentragdo de 200 ppm da folha e casca do juazeiro e
cajueiro irradiados com 2,5 e 5,0 Gy.
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Para analise dos embrides expostos aos extratos foi utilizado um microscépio estereoscopico
(Tecnival-SQZ). A avaliacdo dos efeitos foi realizada por meio da metodologia padronizada por
Okazaki et al."’.

Os resultados foram expressos como + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). A analise estatistica
foi realizada por meio do teste Student-Newman-Keuls e y° (Chi-quadrado) para multiplas
comparagdes. As diferencas foram consideradas significantes quando P (nivel de significancia)
<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Na figura 2 € possivel observar os graficos referentes aos embrides que foram expostos a

radiacdo gama de ®°Co nas doses de 2,5 e 5,0 Gy (gréficos A e B, respectivamente), na presenca
dos extratos aquosos da folha e casca do Z. joazeiro.
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Figura 2. Embrides expostos a radiagdo ionizante na dose de 2,5 e 5,0 Gy em presenga dos extratos de
folha e casca do Z. joazeiro. As letras presentes no eixo X representam os grupos: controle (C), controle
irradiado a 2,5 Gy (C 2,5), controle irradiado a 5,0 Gy (C 5,0), extrato da folha (Ef), extrato da folha
irradiado a 2,5 Gy (If 2,5), extrato da folha irradiado a 5,0 Gy (If 5,0), extrato da casca (Ec), extrato da
casca irradiado a 2,5 Gy (Ic 2,5) e extrato da casca irradiado a 5,0 Gy (Ic 5,0). Os dados foram expressos
+E.P.M, p<0,05: *vs.C, #vs. C5,0.

No gréfico A, onde estdo representados os grupos que foram irradiados nas doses de 2,5 Gy,
ndo ocorreu diferenca significativa entres os grupos experimentais (If 2,5; If 5,0; Ic 2,5 e Ic 5,0)
e 0s grupos controles (C; C 2,5; C 5,0; Ef e Ec). Todos 0s grupos apresentaram um baixo
percentual de embrides malformados ou mortos. Em relacdo aos grupos que foram irradiados
com dose de 5,0 Gy, pode-se observar no grafico B que o grupo irradiado na presenca do extrato
aquoso da folha (If 5,0) apresentou um menor nimero de embriBes inviaveis quando comparado
com o grupo controle irradiado (C 5,0), ou seja, 0 extrato da folha quando irradiado com 5,0 Gy
apresentou um efeito radioprotetor, minimizando os danos causados pela radiagdo ionizante.
Entretanto, o grupo irradiado na presenca do extrato aquoso da casca (Ic 5,0) ndo apresentou
diferenca significante em relacdo ao grupo controle irradiado (C 5,0).

O efeito radioprotetor do extrato da folha do Z. joazeiro (figura 1) pode estar relacionado
com o0 aumento da atividade antioxidante de possiveis metabdlitos secundarios presentes na
folha do Z. joazeiro e que, possivelmente, estdo presentes em pequenas concentragdes na casca.
No entanto, sdo necessarios novos testes, bem como a utilizacdo de uma metodologia mais
sofisticada para elucidacéo dos mecanismos moleculares envolvidos na atividade radioprotetora
das substancias presentes no extrato.

Em 2001, Leite et al.”® observaram, apos estudos realizados com infusdo de Maytenus
ilicifolia e Maytenus aquifolium, propriedades antiulcerogénicas possivelmente relacionada aos
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flavonoides, substancias que apresentam elevado potencial antioxidante e que estdo presentes no
extrato do Z. joazeiro.

Estudos realizados por Alviano et al.?* demonstraram, in vitro, que o extrato aquoso da casca
de Z. joazeiro apresentou baixa toxicidade e elevada atividade antioxidante.

Silva et al.?® avaliaram, através do método de captago do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil), o potencial antioxidante dos extratos etandlicos da folha e casca do Z. joazeiro.
Demonstrando que o extrato etandlico da folha apresentou atividade antioxidante superior ao da
casca.

Na figura 3 é possivel observar os graficos referentes aos embrides que foram expostos a
radiacdo de gama de ®°Co nas doses de 2,5 e 5,0 Gy (gréficos C e D, respectivamente), na
presenca dos extratos aquosos da folha e casca do A. occidentale.
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Figura 3. Embrifes expostos a radiacdo ionizante na dose de 2,5 e 5,0 Gy em presenca dos extratos de
folha e casca do A. occidentale. As letras presentes no eixo X representam os grupos: controle (C),
controle irradiado a 2,5 Gy (C 2,5), controle irradiado a 5,0 Gy (C 5,0), extrato da folha (Ef), extrato da
folha irradiado a 2,5 Gy (If 2,5), extrato da folha irradiado a 5,0 Gy (If 5,0), extrato da casca (Ec), extrato
da casca irradiado a 2,5 Gy (Ic 2,5) e extrato da casca irradiado a 5,0 Gy (Ic 5,0). Os dados foram
analisados através do teste »°, p < 0,05: * vs. C, # vs. Ec.

Para os procedimentos nos quais os embrides foram submetidos a radiacdo com dose de 2,5
Gy (gréfico C), foi observado que os grupos submetidos, de forma separada, a presenca do
extrato da folha e da casca (Ef e Ec) apresentaram um efeito embriot6xico em relacdo ao grupo
controle (C), sendo a toxicidade da casca mais acentuada quando comparada com a da folha.
Contudo, quando o extrato aquoso da casca foi irradiado com 2,5 Gy (Ic 2,5), ocorreu uma
acentuada diminuicdo do efeito embriotoxico.

Quanto aos embrides que foram expostos a radiacdo com dose de 5,0 Gy (grafico D) na
presenca dos extratos, semelhante aos resultados do gréfico C, observou-se que 0s grupos na
presenca do extrato na concentracdo de 200 ppm da folha e casca (Ef e Ec) mostraram-se
toxicos para os embrides e que o extrato irradiado da casca com 5,0 Gy (Ic 5,0) apresentou uma
expressiva reducdo do efeito embriotoxico.

Os resultados obtidos com o extrato de Anacardium occidentale (figura 2) mostram uma
reducdo significante dos efeitos embriotoxicos, sugerindo que a reducdo do nimero de embrides
invidveis pode estar correlacionada com a maior presenca de compostos fendlicos e/ou taninos
na casca do extrato de A. occidentale e que apés a irradiagdo esses compostos potencializaram
sua atividade antioxidante.

Kubo et al.** e Kamath e Rajini®® analisaram a idade farmacoldgica, como ac&o antitumoral e
antimicrobiana, na presenca nos lipidios fenolicos do extrato de A. occidentale devido as suas
propriedades antioxidantes.
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Haslam?®’ evidenciou que os compostos fendlicos naturais inibem a peroxidaco lipidica e a
atividade da lipooxigenase in vitro. Estes compostos estdo presentes em concentracdes
significantes, principalmente na casca do extrato A. occidentale?®%.

Chaves et al.*® mostraram que o extrato etanélico da casca de A. occidentale apresenta alto
potencial antioxidante no ensaio do DPPH, radical livre estavel utilizado para avaliar atividade
antioxidante de extratos e substancias puras®**?, principalmente compostos fenélicos. Contudo,
0s extratos hidroalcélicos da folha e casca do A. occidentale exibiram propriedade moluscicida,
possivelmente relacionada & presenca do &cido anacardico®.

4, CONCLUSAO

Os dados obtidos mostraram que 0 extrato da casca de Ziziphus joazeiro, espécie do
Nordeste brasileiro, possui propriedades antioxidante protegendo os embrides expostos a 5,0 Gy
de radiacdo gama. Estes dados sdo considerados de grande importancia no estudo de novos
compostos, naturais e ndo toxicos, capazes de prevenir os efeitos adversos da radiacdo ionizante.
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