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RESUMO

A radiomarcacdo de hemacias com o *™Tc (tecnécio-99m) é uma ferramenta relevante no diagndstico de doencas
do pool sanguineo. Aliado da medicina popular contemporanea, o gengibre atua com eficacia cientificamente
comprovada como agente antiplaquetario, anti-hemorragico e anti-inflamatdrio. Contudo, pesquisadores relatam
interferéncia negativa do seu uso no processo de interiorizacdo celular de diferentes radiofdrmacos. No presente
estudo sdo avaliados os efeitos da captacéo do radionuclideo *™Tc pelas células da série vermelha do sangue, apds
interacdo do mesmo com quatro diferentes concentracbes do extrato medicinal do gengibre. A porcentagem de
atividade na fracdo plasmética e celular foi medida. Por meio do modelo experimental in vitro proposto, foi possivel
demonstrar claramente a diminuigdo da interiorizacio do **™Tc pela populagéo celular estudada.
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ABSTRACT

Radiolabeling of red blood cells with ®™Tc (technetium-99m) is a relevant tool in the diagnosis of blood pool
diseases. Allied to contemporary popular medicine, ginger acts with scientifically proven efficacy as an antiplatelet,
anti-hemorrhagic and anti-inflammatory agent. However, researchers reports negative interference from its use
in the process of cellular interiorization of different radiopharmaceuticals. In the present study, the effects of **™T¢
radionuclide capture by red blood cells are evaluated, after radionuclide interaction with four different
concentrations of ginger medicinal extract. The percentage of activity in the plasma and cellular fractions were
measured. Through the proposed in vitro experimental model, it was possible to clearly demonstrate the decrease
in the internalization of ®*™Tc by the study cell population.
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1. INTRODUCAO

Da familia das Zingiberaceae, 0 Gengibre (Zingiber officinale Roscoe) é conhecido mundialmente
por suas propriedades medicinais, devido a presenca de numerosos compostos bioativos com
potenciais terapéuticos do tipo hepatoprotetor, antihemorragico, anti-inflamatorio, anticancerigeno,
antibacteriano/fungicida, antioxidante, antiemético e antiapoptético [1-4].

No setor farmacéutico, as inovacGes no uso de variados tipos de extratos, 6leos e concentrados
oriundos da planta despertam cada vez mais interesse, principalmente no que diz respeito ao
desenvolvimento e comprovacao das aplicabilidades destes componentes bioativos, direcionando-0s
a terapia e diagndstico de anormalidades no corpo humano [5].

De acordo com a Lista de Medicamentos Fitoterapicos de Registro Simplificado da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (2014), dentre os marcadores encontrados em abundéncia
na planta destacam-se os da familia do gingerol (6-gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol e 6-shogaol),
constituinte ndo volatil do tipo alcalona fendlica, responsavel pela maior parte das agdes
farmacoldgicas associadas ao gengibre ja descritas até hoje [6]. Contudo, 0s mecanismos precisos de

atuacdo estrutural e molecular do composto ainda ndo sédo bem elucidados pela literatura atual [7,8].
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Estudos recentes demonstraram a capacidade inibitoria dos diferentes tipos de extratos do
gengibre sob o processo de agregacdo plaquetéria pela via do &cido araquidénico (AA), bem como
na reducdo in vitro do tromboxano (TXB2), principal agente estimulador da ligacdo estavel das
plaquetas durante o processo de coagulacdo [9,10]. Seu efeito anti-hemorragico vem sendo
amplamente estudado por se tratar de uma ferramenta em potencial para tratamento preventivo e
diagnostico de sangramentos menstruais intensos, casos diversos de hemorragias digestivas e
sistémicas de origem inflamatéria [11,12].

Uma outra acdo bioldgica do gengibre bem documentada é o seu efeito antagonista e neutralizador
de radicais livres oxidativos produzidos por radiagéo [13,14]. Basicamente, a zingerona — produto da
degradacéo térmica do gingerol - atua na radioprotecéo de 6rgdos que sofrem acdo direta de espécies
reativas de oxigénio (ROS) formadas durante exposicao a radiacao ionizante [13].

Empregado na medicina nuclear para obtencdo de imagens dindmicas no diagndstico de
numerosas patologias, atualmente o %MTc (tecnécio-99-metaestavel) se apresenta como
radionuclideo versatil na marcacdo de novos agentes e biomoléculas, para obtencéo de radiofarmacos
alvo-especificos de uso clinico [15]. Das propriedades que viabilizam sua vasta utilizacdo esta o
tempo de meia-vida de 6 horas, emissdo gama de 140 keV e sua capacidade de se ligar a diferentes
compostos, facilitando a marcagao [16].

Na modalidade SPECT (Tomografia Computadorizada por Emissdo de Foton Unico) para
aquisicdo de imagens, as hemaécias radiomarcadas com %*™Tc assumem um papel importante no
diagnostico utilizando o pool sanguineo, devido a abundante concentracao celular e capacidade do
radiocomplexo de se difundir no espaco intravascular de forma relativamente lenta, permitindo a
formacéo de imagens de alta resolugéo [17].

Todos os mecanismos envolvidos no processo de marcagdo ainda néo estdo bem esclarecidos
cientificamente. Sabe-se que ocorrem trocas de ions, por exemplo, com o ion cloreto e/ou bicarbonato
por meio do sistema proteico de canais banda-3, ou ainda, com o ion estanoso, pelos canais de célcio
presentes na membrana celular. Dessa forma, a passagem do ion pertecnetato para 0 compartimento
celular interno € liberada e a marcacdo intracelular é realizada [18].

Contudo, pesquisas relatam diminuicdo na capacidade de marcacdo das populacGes celulares de

interesse, ao radionuclideo *™Tc, apos interagdo do eluato com extratos medicinais em diferentes
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concentragdes, levando a alteragdes na farmacocinética e farmacodindmica do composto, reduzindo
assim, a resposta farmacoldgica.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é estudar a marcacgio de hemacias com o **"Tc, avaliando
os efeitos de diferentes concentracGes do extrato aquoso do gengibre na captacdo do radionuclideo

pelas células, estabelecendo um modelo do tipo experimental in vitro.

2. MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho utilizou-se 1 kg de gengibre em forma de rizomas, comercializados na cidade do
Recife/PE. Inicialmente, os rizomas foram fatiados e levados a estufa por 24h a 55°C. Apds o
processo de desidratacdo, a amostra total foi triturada e levada para pesagem em balanca de preciséo
para obtencdo de fragcbes menores de 30, 50, 100 e 200 mg. O extrato aquoso foi obtido a partir da
infusdo das amostras do gengibre em po, previamente pesadas, em 1 mL de &gua destilada fervente
ou amornada em forno microondas.

Para radiomarcacdo das hemaécias, utilizou-se 0,5ml de sangue periférico de doadores sadios,
coletados em tubo contendo anticoagulante do tipo EDTA. A amostra de sangue total foi incubada
em temperatura ambiente (£ 25°C) por 60min com diferentes concentracdes da infusdo do extrato
aquoso do gengibre (30, 50, 100 e 200mg/ml).

Passado o tempo, foram adicionados a mistura 500ul de Cloreto Estanoso (SnCl, em salina) e
incubou-se por mais 60 min na mesma temperatura. Em seguida, 0,1ml de **™Tc¢ (2,25 uCi) na forma
de pertecnatato de sodio (*®*™TcO4Na) foi acrescido a solucéo. Passados 10 min, as amostras foram
centrifugadas a rotagdo de 1.500 rpm por 25 min, obtendo-se assim uma fracéo de plasma e de células
separadamente.

Ao final, a porcentagem (%) da atividade de cada fragdo sanguinea foi contada em Contador
Gama do tipo HPGe (High Purity Germanium), por 120 seg, a uma distancia de 10 cm do detector.
A radiacédo de background registrada no equipamento, no momento das medigoes, foi de 13.379 cpm
(contagens por minuto).

E importante ressaltar que todo o experimento foi realizado em repetices de 3 (triplicata). Assim,

os resultados foram calculados e expressos em termos de média aritmética e desvio padréo (+ DP).
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Para comparagdo dos dados obtidos utilizou-se como grupo controle, amostras contendo apenas
Sangue+SnCl,+*"Tc. Para analise estatistica foi utilizado o software Excel 2016® e para tratamento
dos dados utilizou-se o teste ANOVA, admitindo-se p > 0,05 como nivel de variacédo significativa.

Este estudo faz parte do projeto de pesquisa para aplicacdes de radiofarmacos com uso de células
humanas, aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), niimero
do CAEE : 07299419.1.0000.5208.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As captacBes de "Tc nas hemécias e no plasma sanguineos foram obtidas para cada
concentragéo de extrato de gengibre utilizada e comparadas ao grupo controle (concetracéo zero de
extrato). Como pode ser observado na Figura 1, tratando-se das hemécias, ha um discreto aumento
da captacdo do radiofarmaco em funcdo da concentracdo de extrato de gengibre. Em relacdo ao
plasma, ocorre o inverso, sendo que neste caso foi observada a maxima captacdo plasmatica para o

concentrado de 30 mg/ml (menor concetracao de extrato testada).
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Figura 1. Comparativo da captacdo nas fragdes sanguineas hemacias (circulos azuis) e plasma

(quadrados laranjas) em funcéo da concentracdo do extrato de gengibre.
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O teste estatistico aplicado (teste Anova) entre as triplicatas, para para hemécias quanto para
plasma, comprovou a variagéo significativa na distribui¢do do radionuclideo nas amostras estudadas
devido as concentracBes do extrato, tendo resultado em valores de p iguais a 0,65 para hemacias e
0,58 para o plasma. Os valores de F (0,55 para hemacias e 0,43 para o plasma) e F-critico (3,8) obtidos
por Anova, demonstraram normalidade dentro do esperado para 0s grupos amostrais.

A maior captacéo do radionuclideo na fragdo plasmatica fica evidente ao se observar as raz6es
captacdo plasma/sangue total (ou seja, plasma mais hemdcias), dadas na Tabela 1 em funcdo da
concentracdo de extrato de gengibre. Estes resultados indicam a maior percentagem do radionuclideo

na fragdo plasmatica do sangue.

Tabela 1. Comparativo do % de atividade pela razdo Plasma/Sangue Total

Concentracdo do Extrato Razéo
(mg/ml) Plasma/ Sangue total (%)
0 78,1
30 86,6
50 77,3
100 77,7
200 57,6

Fonte: Dos autores.

Contudo, observou-se (Figura 1 e Tabela 1) que, nas concentraces de 50 e 100mg/ml do
extrato aquoso do gengibre, houve diminuigdo da ligagdo do **™Tc no plasma e aumento da ligacio
as hemacias, considerando o desvio-padrdo amostral, quando as triplicatas foram comparadas aos
controles.

Para a concentracdo de 200 mg/ml, foi observada hemolise em duas das trés amostras
estudadas. Sugere-se que o extrato aquoso do gengibre, nesta concentragdo, pode apresentar acéo
hemolitica, necessitando de estudos mais aprofundados para comprovacao desta hipétese. Os efeitos
hemoliticos/lhemorragico, antiplaquetario e anti coagulante do extrato foram comparados
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cientificamente quando em interacdo medicamentosa com AAS (&cido acetilsalicilico), Varfarina e
Clopidogrel [27-29].

A baixa captacdo de **™Tc pelas hemacias, conforme resultados obtidos neste trabalho, pode
ser explicada por estudos como os de Giani et al (2007), Krosravian et al (2019) e Matos et al (2013).
Estes concluiram que a ndo marcacgdo ou a reducdo desta nas células vermelhas do sangue pode ser
explicada pela presenca de compostos bioativos nos extratos medicinais aquosos e/ou etandlicos.
Estes, devido sua acdo oxidante, produzem, por interacdo direta, radicais livres que oxidam o ion
estanoso presente na solucdo, sendo este, vital para o processo de radiomarcacao intracelular [19-21].

Ainda sobre este assunto, Benarroz (2008) e Frydman (2008) confirmaram em seus achados
modificacGes morfoldgicas (perimetro/area) e alteracBes a nivel estrutural na membrana plasmatica
de hemécias marcadas com **™Tc por acdo direta do extrato aquosos de Cinnamomum zeylanicum
(canela) e Arctium Lappa (bardana), respectivamente [22, 23].

Segundo Callahan (1990), Bruce (2006) e Garcia-Pinto (2013), a radiomarcacéo intracelular das
hemécias depende do transporte eficiente de ions através do sistema de canais proteicos do tipo banda-
3, uma glicoproteina presente na membrana celular dos eritrocitos. Uma vez em contato com extratos
com capacidade modulatéria negativa, a glicoproteina sofre alteracdes estruturais que dificultam ou
até mesmo impedem seu bom funcionamento, resultando em menor influxo do radionuclideo na
célula [24-26].

Liu et al (2017) relatam sucesso de sua pesquisa ao complexar o agente ligante 4SAboroxime ao
radionuclideo **™Tc durante a marcacio de componentes celulares do sangue, reportando a elevada
capacidade e estabilidade do radiofarmaco ao marcar ~95% das hemaécias do grupo amostral estudado
para apenas ~3% da fracdo plasmatica, demonstrando elevada especificidade do complexo [17].

A partir destes achados, infere-se que para um maior sucesso no processo de radiomarcagéo de
hemacias, complexar o ®™Tc & um ligante torna-se uma proposta promissora que provavelmente

anulara ou diminuira a acao de agentes interferentes da captacdo do radionuclideo pelas células.
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4. CONCLUSOES

O extrato aquoso do Gengibre (Zingiber officinale) é capaz de reduzir a captagio do *™Tc pelas
hemécias e aumentar a percentagem do radionuclideo na fragdo plasmatica do sangue. Diante disso,
0 conhecimento deste efeito modulatorio negativo pode contribuir para reducdo de possiveis riscos
de erros de diagndstico, como também repeticGes desnecessarias de exames nos servigos de medicina
nuclear.

Portanto, a partir dos conhecimentos oriundos deste estudo, sugere-se cautela na interpretacao dos
resultados dos exames a partir dos componentes do pool sanguineo marcados com o *™Tc, mesmo

que os achados desta pesquisa tenham sido obtidos através de testes experimentais in vitro.
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