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A APLICACAO DE METODOS MATEMATICOS
PARA ANALISAR A ACAO RADIOPROTETORA DO
Ginkgo biloba A NIVEL CEREBRAL

Application of mathematical methods to analyze the radioprotective action of
ginkgo biloba at the brain level
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RESUMO: Introducéo: O efeito protetivo do Ginkgo biloba
(Gb), um antioxidante natural, contra a toxicidade induzida
por agentes quimicos e fisicos tem sido alvo de estudos.
Objetivo: Propor métodos quantitativos associados a técnicas
histoldgicas para analisar a eficacia do Gb como radioprotetor
cerebral. Método: Utilizaram-se 35 ratos, agrupados em:
grupo 1: controle; grupo 2: exposto a radiacéo ionizante (RI);
grupo 3: tratado com o Gb; grupo 4. exposto a RI e
posteriormente tratado com o Gb; grupo 5: tratado com o Gb
e posteriormente exposto a RI. Os registros obtidos pelo
eletrocorticograma, foram avaliados através da Transformada
de Fourier, Entropia Aproximada e Complexidade de Lempel-
Ziv. Por fim, foi realizado a coleta e analise do hipocampo por
meio de técnicas histologias. Resultados: A analise dos
experimentos mostra que a RI interfere na atividade elétrica
cortical, aumentando a frequéncia das ondas delta e beta e

diminuindo teta e alfa. Ja os grupos 4 e 5 se assemelharam ao
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Abstract

Introduction: The protective effect of
Ginkgo biloba (Gb), a natural antioxidant,
against toxicity induced by chemical and
physical agents has been the subject of
studies. Objective: To propose quantitative
methods associated with histological
techniques to analyze the effectiveness of Gb
as a cerebral radioprotector. Method: 35 rats
were used, grouped into: group 1: control;
group 2: exposed to ionizing radiation (IR);
group 3: treated with Gb; group 4: exposed
to IR and subsequently treated with Gb;
group 5: treated with Gb and subsequently
exposed to IR. The recordings obtained by
the electrocorticogram were evaluated using
the Fourier Transform, Approximate
Entropy and Lempel-Ziv Complexity.
Finally, the hippocampus was collected and
analyzed using histological techniques.
Results: The analysis of the experiments
shows that IR interferes with cortical
electrical activity, increasing the frequency
of delta and beta waves and decreasing theta
and alpha. While groups 4 and 5 were similar
to 1, demonstrating a radioprotective
capacity. Regarding histology, apoptosis was
identified in group 2 in the CA1 and Dentate
Gyrus region of the hippocampus.
Conclusion: Based on these data, it is
concluded that the protective effect of Gb
extract can act as an adjunct therapy to
reduce IR-induced toxicity.
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1, demostrando uma capacidade radioprotetora. Em relacdo a histologia, foi identificada
apoptose no grupo 2 na regido CAl e Giro Denteado do hipocampo. Conclusdo: Com base
nesses dados, conclui-se que o efeito protetor do extrato do Gb pode atuar como uma terapia

adjunta para reducéo da toxicidade induzida pela RI.

PALAVRAS-CHAVE: radiacdo ionizante; neuroprotecao; eletrofisiologia; tecido nervoso;

métodos matematicos.

INTRODUCAO

A radiacdo ionizante (RI) é aquela que possui energia suficiente para, durante a sua
interagdo com os atomos, remover elétrons dos seus orbitais!?. No &mbito médico, ¢ utilizada
como uma fonte de terapia para o tratamento de uma diversidade de doencas neoplésicas,

especialmente os tumores cerebrais®.

Por causa do avanco das pesquisas cientificas, das técnicas de diagnosticos e dos
tratamentos estarem cada vez mais eficaz, houve um aumento nas taxas de sobrevivéncia e de
sobrevida dos pacientes®*. Entretanto, também é observado um aumento nos efeitos adversos

tardios da irradiagdo na regido da cabega®.

Uma das vias associadas as lesdes cerebrais apds radioterapia sao alteracbes no
microambiente cerebral devido a hipdxia, estresse oxidativo, isquemia e processos
inflamatdrios®. Sendo esse estresse oxidativo caracterizado pelo distrbio entre a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e mecanismos de defesa antioxidante®, sendo o sistema

nervoso bastante suscetivel a esse distirbio por causa da sua alta utilizacio de oxigénio’.

Nessa perspectiva, nos Ultimos 60 anos, 0s cientistas estdo cada vez mais envolvidos na
busca por radioprotetores, isto é, substancias naturais ou sintéticas capazes de minimizar ou
neutralizar os efeitos causados pela irradiacdo, cuja principal via metabdlica de atuacdo é o
estresse oxidativo®. Dessa forma, o Ginkgo biloba (Gb) surge como uma possibilidade no

contexto da radioprotecdo em decorréncia da sua capacidade antioxidante®°,

Quimicamente, o Gb, contém um grande numero de compostos ativos, incluindo

flavonoides e terpenos??, sendo considerado um antioxidante devido a atuagdo dos flavonoides,
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que possuem a capacidade de inibir a formagéo de radicais livres®. E desde o desenvolvimento

do extrato, tornou-se um dos fitoterapicos mais utilizados no tratamento contra deméncias'’.

Com base na literatura, a pesquisa atual propde que o Gb possui acdo radioprotetora;
portanto, o presente estudo foi conduzido para identificar a atuacdo no Gb em resposta a
exposic¢ao a RI, buscando contribuir na identificagcdo de novos radioprotetores, onde se observa
uma crescente utilizagdo de fitoterépicos.

METODOLOGIA

Delineamento Experimental

Para execucdo das etapas experimentais foram utilizados trinta e cinco (35) ratos
(Rattus norvegicus, var. albinus), todos machos com 60 dias de idade. Esses animais foram
agrupados em cinco grupos (n = 7): grupo 1: controle; grupo 2: apenas exposto a radiacao
ionizante; grupo 3: apenas tratado com o Ginkgo biloba; grupo 4: exposto a RI e posteriormente

tratado com o g. biloba; grupo 5: tratado com o g. biloba e posteriormente exposto a RI.

Exposicdo a Radiacdo Gama

Para realizar a exposicdo a radiacdo ionizante, utilizou-se de um Acelerador Linear do
Instituto de Radioterapia Waldemir Miranda (IRWAN). Foram aplicados 9 Gy de radiacdo
gama na parte superior da cabeca e em seguida mais 9 Gy na parte inferior da cabeca,
totalizando 18 Gy de forma uniforme por todo o érgéo, cujo tempo de exposicao total foi de 10

minutos.

Tratamento com o Ginkgo biloba

O tratamento com o Ginkgo biloba teve duracdo de 14 dias, antes ou depois da

exposicdo a RI, de acordo com o grupo experimental. Foi utilizado um extrato seco de origem
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comercial com uma concentracdo de 120 mg, sendo administrado oralmente, através de

gavagem.

Registro do eletrocorticograma

A aquisicdo da atividade elétrica cortical foi feita através de dois eletrodos posicionados
sob a superficie do cortex cerebral por meio de um procedimento cirdrgico; caracterizando
dessa forma um eletrocorticograma (ECoG). Ambos os eletrodos sdo dispostos no hemisfério

esquerdo, especificamente um na regido frontal e o outro na regido parietal.

Os registros do ECoG foram obtidos através do aparelho EMG 410C (ENG System,
Brasil), utilizando uma taxa de amostragem de 750 Hz apds quarenta e oito (48) horas do
termino de cada etapa dos grupos. Por meio do WinDagWavefrom Browser, esses registros sao
segmentados em janelas de dois minutos, totalizando cinco segmentos por animal.
Posteriormente sdo importados para o programa MATLAB 7.8 (2009) onde os métodos

matematicos sao calculados.

Métodos matematicos

A Transformada de Fourier (TF) é um método que permite transformar um sinal no
dominio do tempo para o da frequéncia, isto €, torna possivel descrever a contribuicdo da
frequéncia de cada onda cerebral presente no sinal. A Complexidade de Lempel-Ziv (CLZ) e a
Entropia Aproximada (EnAp) sdo métodos matematicos que permitem quantificar a

regularidade do sinal, indicando o seu grau de complexidade ou repetitividade.

Histotécnica

A coleta do encéfalo foi realizada trinta dias apds a obtencdo do registro do ECoG, para
isso, 0s animais foram perfundidos, e em seguida, os encéfalos dos animais foram coletados e
fixados em solugdo tamponada de formaldeido 10%; sendo os 6rgaos pesados no ato da coleta.

As seccdes do cérebro foram obtidas utilizando um micrétomo rotativo Leica@, com cortes de
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4 micrémetros e ap0s esse procedimento, as pecas foram coradas utilizando a técnica de
Hematoxilina-Eosina (H.E.). Apds a obtencéo das laminas, elas foram analisadas através de
uma ferramenta computacional, o GPIM.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada empregando o teste de Kruskal-Wallis para
comparacdo 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

Eletrocorticograma

Em relacdo a frequéncia das ondas cerebrais, pode ser observado na Figura 1 que para
os animais irradiados (Grupo 2) houve um aumento nas ondas delta e beta e uma diminuicao
das ondas alfa e teta em relacdo ao controle (Grupo 1). Em relacdo aos grupos tratados com
Ginkgo biloba, tanto antes como apos a exposicéo a radiacdo ionizante, nao alterou o padrao

das ondas cerebrais (Figura 1).
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Figura 1. Componentes da atividade elétrica cerebral dos grupos experimentais.
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Legenda: Grupo 1: controle; grupo 2: exposto a radiacdo ionizante ; grupo 3: tratado com o Gb; grupo 4: exposto
a Rl e posteriormente tratado com o Gb; grupo 5: tratado com o Gb e posteriormente exposto a RI. (Fonte: Dados
da Pesquisa).

Métodos matematicos ndo lineares, tais como CLZ e a EnAp, foram também usados
para se avaliar a acdo do G. biloba frente a radiacdo ionizante na atividade elétrica cerebral.
Sendo identificado uma diminuicdo da complexidade do sinal cerebral no grupo irradiado
(Grupo 2).

Especificamente, o Grupo 1 teve uma CLZ = 0.4626 (+ 0.08) e a EnAp = 1.6700 (x
0.13), enquanto que o Grupo 2 a CLZ = 0.3881 (+ 0.08) e EnAp 0.8594 (+ 0.11). Os grupos 3,
4 e 5tiveram uma CLZ de, respectivamente, 0.4548 (£ 0.08), 0.4437 (x 0.09) e 0.4529 (+ 0.09);
e a EnAp foi de 1.6085 (+ 0.14), 1.6032 (£ 0.15) e 1.6065 (£ 0.14). Portanto, ndo diferiram

estaticamente do Grupo 1, mas apenas do Grupo 2 (p < 0.05)

O Ginkgo biloba isoladamente ndo demostrou alteracdes a nivel da atividade elétrica
cerebral, tanto no &mbito da complexidade quanto nas ondas cerebrais (Figura 1). Além disso,
ndo houve diferenca significativa entre o grupo 4 e 5, indicando uma necessidade de realizar

estudos mais aprofundados sobre os mecanismos de acdo do Gb como um radioprotetor.

Morfologia
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Do ponto de vista macroscopico, atraves da medida do peso cerebral, foi possivel
identificar a diferenca entre os grupos experimentais. O grupo 1 obteve um peso cerebral de
2.0491 gramas (£ 0.067), enquanto que o grupo 3, 4 e 5, 0 peso foi de, respectivamente, 2.0245
(£0.094), 1.7938 (£ 0.119) e 1.9309 (+ 0.212). Portanto, ndo houve uma diferenca significativa
entre esses grupos, em contrapartida, houve uma diferenca significativa entre o grupo 1 e o
grupo 2 (p < 0.05), visto que a média do peso cerebral do grupo 2 foi de 1,3461 (+ 0.337). Em
relacdo a analise microscopica do hipocampo, foi identificado apoptose apenas no grupo 2 em
duas regides: CAl e no Giro Denteado. Enquanto que no grupo 4 e 5 ndo houve a ocorréncia
de apoptose, assim como também ndo foi identificado apoptose no grupo 3.

DISCUSSAO

As alteracdes no padrdo da atividade elétrica cerebral, apos a exposicao a Rl, ja foram
descritas por outros autores'®'®, Entretanto, destaca-se que a onda beta vem sendo apontada
como um indicador de exposicao a radiacé@o ionizante, enquanto a onda delta como um possivel

marcador para avaliar a dose recebida®?.

O aumento da frequéncia de delta, especificamente, ocasiona a desinibicdo dos
neurdnios nas camadas corticais profundas e no talamo'?, sendo essas alteragOes
morfofisiologicas as possiveis causas do comprometimento cognitivo identificado em

paciéncias que foram expostos a RI3.

Nessa perspectiva, pesquisas realizadas nos ultimos anos identificaram que o Gb tem
demonstrado um efeito positivo no desempenho cognitivo em pessoas com deméncia®!. E na
pesquisa atual, em relacdo a sua atuacdo radioprotetora, identificou-se que o Ginkgo biloba,
manteve as ondas cerebrais semelhante ao padrdo identificado no grupo 1, isto €, ndo ocorreu

um aumento da frequéncia das ondas delta e beta e uma diminuicdo das ondas alfa e teta.

Essa condicdo pode estar associada a capacidade de eliminacdo de radicais livres do
extrato do Ginkgo biloba, que ja foi comprovado por outras pesquisas**. Visto que, a exposicao
a Rl ocasiona o estresse oxidativo, cujas estruturas cerebrais sdo mais propensas aos efeitos

colaterais®®.

Essa vulnerabilidade se d& devido as membranas celulares cerebrais serem ricas em

acido graxo poli-insaturados, que sdo mais suscetiveis ao estresse oxidativo, e ainda utilizam
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um alto grau de oxigénio e contém quantidades elevadas de ferro e ascorbato, que se tratam de
ingredientes-chave na peroxidacéo lipidica®®.

Outra pesquisa também identificou a atuacdo do Gb como um radioprotetor, contudo,
as analises foram feitas no pulmé&o, figado, rim e ileo de ratos. Durante essa pesquisa, foi
observado que o tratamento com o extrato de G. biloba deprime a peroxidacao lipidica, a
infiltracdo neutrofilica e reabastece o conteudo de niveis de glutationa nesses tecidos,
justificando o efeito protetor do Gb contra a lesdo oxidativa®®.

Diversas pesquisas ja descreveram os danos na regido do hipocampo apds a exposicdo
a radiacdo ionizante, onde destaca-se a diminuicdo de em média 79% da éarea do Giro
Denteado?’, sendo esse achado é semelhante ao obtido através da pesquisa atual. Sabe-se que
essa maior radiossensibilidade do hipocampo ocorre devido a capacidade de neurogénese, que

é mantida em individuos adultos*®.

Uma outra pesquisa identificou que o Gb tem a capacidade de inibir a cascata de reacdes
do estresse oxidativo que levaram a morte celular programada em neurdnios do cerebelo em
ratos, isto é, exerceu um efeito protetor®®. Dessa forma, essa inibi¢io pode ser o mecanismo

pelo qual o extrato do Gb se mostrou eficaz na radioprotecéo cerebral.

CONSIDERACOES FINAIS

Ja é descrito na literatura cientifica os diversos efeitos colaterais da exposicdo cerebral
a radiacdo ionizante, destacando-se 0s dados cognitivos e morfoldgicos. Entretanto, ainda é
incipiente as pesquisas no ambito da radioprotecdo cerebral, dessa forma, a pesquisa atual
norteia a aplicabilidade do extrato do Ginkgo biloba nesse segmento. Visto que, o Gb se
mostrou eficaz na manutencao do padrdo das ondas cerebrais mesmo apds a irradiacéo e ainda

minimizou a ocorréncia de apoptose nas regies do hipocampo.
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