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RESUMO 
 

A exposição à radiação ionizante pode causar mecanismos de ação diretos e 
indiretos no DNA, incluindo a formação de espécies reativas de oxigênio e radicais 
livres. O ensaio de micronúcleos com bloqueio de citocinese (CBMN) é utilizado 
como um indicador citogenético para avaliar danos causados pela radiação. Com o 
aumento do uso da radiação ionizante em diversas áreas, há a necessidade de 
encontrar mecanismos radioprotetores eficazes que possam ser aplicados antes, 
durante ou após a exposição. Radioprotetores são substâncias que protegem contra 
os danos causados pela radiação e podem ser classificados como profiláticos, 
mitigadores ou terapêuticos. Ginkgo biloba contém compostos como biflavonoides, 
flavonoides, terpenoides e polifenóis, que possuem propriedades antioxidantes e 
potencialmente radioprotetoras. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito 
radioprotetor in vitro de diferentes concentrações do extrato de Ginkgo biloba em 
linfócitos humanos irradiados com 2 Gy de radiação gama utilizando o ensaio de 
micronúcleos com bloqueio de citocinese. Foram coletadas amostras de sangue 
periférico para cada concentração do extrato de Ginkgo biloba em tubos contendo 
heparina. Foram formados três grupos de amostras: controle não 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 irradiação das amostras foi realizada com uma fonte de 60Co (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 
padrão, onde o ensaio de micronúcleos foi realizado para bloquear a citocinese 
celular. Posteriormente, as lâminas foram preparadas para análise microscópica, e 
os resultados foram submetidos a análises estatísticas, incluindo o teste u de 
Papworth para verificar se a frequência de micronúcleos seguia uma distribuição de 
Poisson, bem como os testes ANOVA e Tukey para avaliar o efeito radioprotetor 
entre as diferentes concentrações do extrato. O extrato de Ginkgo biloba reduziu a 
frequência de micronúcleos nas células analisadas nas concentrações de 0,025 e 

0,05 g/ml. Os resultados da análise estatística mostraram que não houve diferença 
significativa entre as amostras irradiadas e não irradiadas de micronúcleos de 
acordo com o teste ANOVA. No entanto, o teste Tukey indicou diferenças 
estatísticas entre as amostras controle e as amostras irradiadas, bem como entre as 
amostras irradiadas entre si. A única comparação que não mostrou diferença 
estatística significativa foi entre as amostras irradiadas com as diferentes 
concentrações do extrato, sugerindo que o extrato pode ser eficaz em ambas as 
concentrações testadas. 
 
 
Palavras-chave: Radiação ionizante. Radioproteção. Dosimetria citogenética. 
Ginkgo biloba. Micronúcleos.  
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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 60Co 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 μg/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: Ionizing radiation. Radioprotection. Cytogenetic dosimetry. Ginkgo 
biloba. Micronuclei. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A exposição contínua à Radiação Ionizante (RI) pode gerar efeitos diretos e 

indiretos ao DNA. Os efeitos diretos, quando a radiação ionizante afeta diretamente 

a molécula de DNA, pode causar quebras de fita simples (SSB), quebras de fita 

dupla (DSB) e danos múltiplos ao DNA (MDS). Os efeitos indiretos se dão por meio 

da formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e radicais livres provenientes 

da radiólise da água. Esses produtos oxidantes (OH-, H+, H2, H2O2, H2O+) reagem 

com o DNA, causando danos celulares nos tecidos biológicos que estimulam uma 

resposta inflamatória do sistema imune (IAEA, 2011; Mun et al., 2018). 

As alterações cromossômicas, como os micronúcleos (MN), são indicadores 

citogenéticos frequentemente utilizados na biodosimetria para avaliar os danos 

causados pela radiação ionizante. Os micronúcleos são pequenos núcleos 

visualizados no citoplasma que surgem como resultado dos efeitos indiretos e 

diretos da radiação no DNA. Consistem em fragmentos de cromossomos ou 

cromossomos inteiros que não foram corretamente incorporados nos núcleos filhos 

durante a fase da anáfase no ciclo celular. Embora esse tipo de alteração não seja 

exclusivo da radiação, a detecção de MN em células binucleadas através do ensaio 

de micronúcleos com bloqueio de citocinese (CBMN) é considerada um biomarcador 

confiável para estimativa de dose absorvida na dosimetria biológica (Herate, 

Sabatier, 2020; Vral, Fenech, Thierens, 2011). 

 Nos últimos anos, a utilização da radiação ionizante cresceu 

significativamente em áreas como medicina, indústria, segurança pública e na área 

de comércio e serviços. Dados da Comissão Nacional de Energia Nuclear (CNEN), 

registraram em 2020 cerca de 3499 instalações radiativas ativas no Brasil, divididas 

em 3 grandes áreas: indústria, medicina e pesquisa. Diante do aumento dos riscos 

de exposição acidental à radiação ionizante proveniente de diversas fontes 

radiológicas, há demanda por mecanismos de radioproteção eficazes que possam 

ser aplicados antes, durante ou após exposição à RI (Mishra; Moftah; Alsbeih, 2018).  

Radioprotetores são definidos como agentes que protegem contra os danos 

advindos da radiação, podendo ser administrados antes, durante ou após a 

exposição à radiação. Para serem considerados ideais, devem evitar tanto os efeitos 

agudos quanto os crônicos nos tecidos normais, além de serem facilmente 

administrados e não apresentarem toxicidade. Esses agentes são classificados em 
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três categorias: agentes profiláticos, administrados antes da exposição para prevenir 

danos; mitigadores, administrados durante ou após a exposição para reduzir os 

efeitos causados pela exposição, incluindo agentes decorporantes e quelantes que 

aliviam os danos causados pela exposição interna a radionuclídeos, e agentes 

bloqueadores que reduzem a absorção desses radionuclídeos pelos tecidos; e 

agentes terapêuticos, administrados após a exposição para facilitar a recuperação 

dos efeitos tóxicos da radiação ionizante (Jit et al., 2022; Mun et al., 2018). 

A utilização de produtos derivados de plantas com efeitos protetores contra 

radiação ocorre desde os tempos antigos, no entanto, há um potencial inexplorado 

de fitoquímicos extraídos de vegetais que podem amenizar os danos oriundos da 

exposição a radiações. Algumas plantas são fontes ricas de diversos compostos 

bioativos, os quais conferem uma proteção natural a essas plantas contra as 

ameaças do próprio meio ambiente. Dos diversos compostos presentes, os 

flavonoides e os polifenóis são 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 asiático, 

amplamente reconhecida na literatura por suas numerosas propriedades 

farmacológicas, graças à presença de compostos como biflavonoides, flavonoides, 

terpenoides e poliprenóis em seu extrato. Estes compostos conferem ao extrato 

características antioxidantes, anti-inflamatórias, capacidade de neutralizar radicais 

livres e de inibir a apoptose e a agregação plaquetária. No entanto, existem poucos 

registros sobre a eficácia da ação antioxidante desse extrato em células humanas, o 

que 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 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 RADIAÇÃO IONIZANTE 

 

A emissão de radiação surge quando um núcleo instável libera energia em 

excesso na forma de partículas ou ondas, buscando alcançar estabilidade. A 

radiação pode ser categorizada em dois tipos principais: radiação não ionizante e 

radiação ionizante. A radiação não ionizante é caracterizada por possuir baixa 

frequência e energia, insuficiente para causar ionização de átomos ou moléculas. 

Geralmente, essa forma de radiação não representa uma ameaça direta à saúde e 

inclui ondas de rádio, luz infravermelha, micro-ondas e ondas ultravioleta de baixa 

intensidade em seu espectro. A radiação ionizante, por sua vez, possui energia 

suficiente para remover elétrons de átomos ou moléculas, gerando íons carregados 

positivamente. Tem como principais fontes os raios gama (γ), as partículas alfa (α), 

partículas beta (β) e raios cósmicos (Dowlath et al., 2021; Obrador et al., 2020).  

 Enquanto ondas de raios X e γ ionizam átomos ao longo de sua trajetória, 

partículas carregadas, como partículas α e elétrons, perdem quase toda sua energia 

em uma única interação, provocando ionização por meio da ejeção de elétrons. Essa 

capacidade de ionização é uma característica fundamental da radiação ionizante, 

que na radiobiologia é aquela com energia acima de 10 eV (Okuno, 2013). 

Após a descoberta dos raios X em 1895, descobriu-se que a exposição à 

radiação ionizante resulta em diversos eventos adversos nos tecidos, incluindo 

efeitos não cancerígenos, como reações na pele, cataratas e doenças circulatórias, 

e, também, cânceres induzidos pela radiação. Esses efeitos foram observados 

desde o início do século XX, destacando a importância da RI na saúde e levando ao 

estabelecimento de medidas de proteção contra seus efeitos prejudiciais (Foray; 

Bourguignon; Hamada, 2016). 

 Na dosimetria, utiliza-se um parâmetro para caracterizar a RI denominado 

Transferência Linear de Energia (LET). Esse parâmetro quantifica a média de 

energia cedida pela radiação por unidade de comprimento. Valores de alta LET são 

associados a partículas α, nêutrons e raios cósmicos (íons pesados), que têm 

diferentes características de penetração nos tecidos e conferem uma deposição 

mais concentrada de energia, pois induzem um maior número de ionizações em um 

espaço mais restrito. Por outro lado, radiações de baixa LET, como β e γ, depositam 



16 
 

energia ao longo de distâncias maiores, causando menos dano por unidade de 

distância (Nuszkiewicz; Woźniak; Szewczyk-Golec, 2020). 

 Fótons são partículas elementares de luz e radiação eletromagnética, não 

possuem massa e são capazes de transportar energia. Nesse contexto, a radiação 

eletromagnética pode interagir com a matéria a partir dos seguintes efeitos: efeito 

fotoelétrico, efeito Compton e produção de pares (Figura 1). A interação da radiação 

com o elétron orbital pode resultar em duas situações: pode excitar o elétron, 

elevando-o a um nível de energia superior, ou pode removê-lo completamente de 

sua órbita, gerando um íon. No efeito fotoelétrico, um fóton do feixe de raios γ ou X 

transfere sua energia para o elétron orbital (e desparece), permitindo sua liberação 

do átomo 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 fóton a partir de sua colisão 

com um elétron livre. Durante essa interação, uma parte da energia do fóton é 

transferida para o elétron, levando à redução da energia do fóton e à alteração de 

sua trajetória (Caruso e Oguri, 2021). 

 No fenômeno da produção de pares elétron-pósitron, a energia total de um 

fóton é completamente convertida em massa de repouso e energia cinética, 

resultando na criação de um par elétron/pósitron. Isso implica uma transição do 

estado de energia negativa para um estado de energia positiva para o elétron, 

devido à absorção total da energia do fóton incidente. Essa ocorrência é resultado 

da interação entre o fóton e um campo eletromagnético (Yoshimura, 2009). 
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Figura 1 – Interação da radiação com a matéria. A. Efeito fotoelétrico; B. Efeito 

Compton; C. Produção de pares. 

 

Fonte: Adaptado de Tauhata et al. (2003). 
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2.2 EFEITOS BIOLÓGICOS DA RADIAÇÃO IONIZANTE 

 

Um dos principais efeitos advindos da exposição à radiação ionizante é a 

ocorrência de danos ao ácido desoxirribonucleico (DNA), resultando em lesões como 

quebras de fita simples, quebras de fita dupla (DSBs), ligações cruzadas no DNA e 

ligações cruzadas DNA-Proteína. Esses danos podem ocorrer de forma direta, 

quando a radiação afeta diretamente o DNA, ou de forma indireta (Figura 2), por 

meio da formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e espécies reativas de 

nitrogênio (RNS) que afetam o DNA (Wang, J.; Wang, H.; Qian, 2018). 

 

Figura 2 – Efeito direto e indireto da Radiação Ionizante. 

 

 

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

 

À medida que penetra no organismo humano, a radiação pode ser absorvida 

pelas células por meio dos processos de ionização e excitação. Devido ao corpo 

humano ser composto por mais de 70% de água, há uma maior probabilidade de 

que essa energia seja inicialmente depositada nas moléculas de água (H2O), 

levando à perda de sua estabilidade química e à formação de produtos radiolíticos, 

tais como H+, H2, OH-, O2- e H2O2. 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 proteínas (Aggarwal, 2014; Okuno, 

2013). 

A geração de ROS está ligada ao estresse oxidativo devido à alta reatividade 

dessas espécies, possuindo elétrons desemparelhados que as tornam propensas a 

reagir com moléculas celulares, incluindo lipídios, proteínas e DNA. Pesquisas 

recentes também revelaram que as ROS atuam como moléculas sinalizadoras 

reguladoras em processos biológicos e fisiológicos, destacando o peróxido de 

hidrogênio na biologia redox, enquanto níveis elevados de superóxido ou radicais 

hidroxila podem conduzir ao estresse oxidativo. A sinalização redox é crucial em 

processos como diferenciação celular, regeneração de tecidos e prevenção do 

envelhecimento (Schieber e Chandel, 2014).  

A exposição à radiação ionizante pode desencadear uma variedade dos 

então chamados Efeitos Biológicos da Radiação, cuja expressão depende das 

condições de exposição. A severidade dos danos oriundos da radiação está 

diretamente relacionada à quantidade de radiação e às circunstâncias da exposição. 

Os efeitos biológicos, por sua vez, podem ser categorizados em efeitos estocásticos, 

que não têm um limiar de dose claro e se desenvolvem ao longo do tempo, e efeitos 

determinísticos, que apresentam um limiar de dose específico e podem se 

manifestar imediatamente (Choudhary, 2018). 

 

2.2.1 Efeitos Determinísticos e Estocásticos 

 

 Os efeitos determinísticos, também chamados de não estocásticos ou 

teciduais, ocorrem quando a irradiação resulta em uma quantidade de morte celular 

que excede a capacidade de compensação do organismo. Esses efeitos surgem 

apenas após exposição a doses elevadas de radiação ionizante, superando um 

limiar de dose específico que varia conforme o tipo de radiação e tecido irradiado. 

Acima desse limiar, a gravidade do dano aumenta com o aumento da dose. Além 

disso, podem ser agudos, ocorrendo imediatamente após exposição (Tabela 1), ou 

tardios, manifestando-se meses a anos depois. Isso foi observado em sobreviventes 

da bomba atômica no Japão que apresentaram respostas tardias à radiação, 

evidenciando a persistência dos efeitos com o tempo (Navarro et al., 2008; Okuno, 

2013). 
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Tabela 1 – Sintomas da Síndrome Aguda da Radiação conforme a dose (Gy). 

Dose Absorvida (Gy) Síndrome Aguda da Radiação 

0,25 - 1 Náusea, diarreia e depressão no sistema sanguíneo. 

1 - 3 
Além dos sintomas anteriores, há possibilidade de 
forte infecção por agentes oportunistas. 

3 - 5 
Hemorragia, perda de pelos, esterilidade temporária ou 
permanente 

10 Inflamação dos pulmões. 

> 10 
Danos no sistema nervoso e cardiovascular, levando à 
morte em poucos dias. 

Fonte: Adaptado de Okuno (2013). 

 

 Por outro lado, os efeitos estocásticos ocorrem de maneira aleatória e não 

possuem um limiar de dose específico. Ao contrário dos efeitos determinísticos, em 

que a gravidade do efeito está diretamente relacionada à dose, nos efeitos 

estocásticos, o que varia é a probabilidade de ocorrência do efeito. Desse modo, a 

probabilidade de ocorrência é proporcional à dose absorvida, sem existência de um 

limiar. Os efeitos estocásticos estão intrinsecamente ligados à carcinogênese, uma 

vez que a probabilidade da ocorrência de câncer radioinduzido está associada à 

existência de clones de células geneticamente alteradas e à 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 radiação ionizante pode ocasionar uma variedade de lesões no DNA, bem 

como interromper o ciclo celular e levar à morte celular. Se essas lesões persistem 

durante a fase S do ciclo, resultam na formação de quebras de dupla fita no DNA. As 

DSBs, de todas as lesões genéticas induzidas, são consideradas as mais 

prejudiciais, ameaçando significativamente a integridade genômica. Sendo assim, o 

reparo preciso de DSBs por meio das vias de reparo do DNA (Figura 3) é crucial 

para minimizar os riscos à saúde associados à exposição à RI e para manter a 

estabilidade genômica das células (Helleday et al., 2008). 
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Figura 3 – Vias de reparo do DNA de DSB com as funções das proteínas relevantes. 

 

Fonte: Adaptado de Huang e Zhou (2021). 

 

 A Recombinação Homóloga (HR) é uma via importante de reparo de quebras 

de fita dupla no DNA que exige sequências homólogas entre cromátides irmãs e é 

em geral um processo de reparo de DNA muito preciso, que pode restaurar a 

estrutura original do DNA com fidelidade. A proteína RAD51 facilita a HR, 

substituindo a proteína RPA que se liga às extremidades de fita simples de DNA 

recém-expostas após a quebra da fita dupla. A presença da RPA inibe a DNA 

polimerase, impedindo a síntese de uma nova fita de DNA. A ação da RAD51 

permite o então alinhamento de sequência entre as regiões homólogas nas 

cromátides irmãs, reparando o DNA (Chen et al., 2018).  

 Embora a HR possa, às vezes, envolver polimerases de DNA propensas a 

erros e alterar as sequências de genes através de recombinação, seu principal 

objetivo é realizar reparos precisos. Além disso, a HR é mais comum nas fases S e 

G2 do ciclo celular, quando as células estão se preparando para se dividir, mas 

também pode ocorrer em circunstâncias 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 é a Junção Não Homóloga de Extremidades 

(NHEJ), uma via de reparo que liga extremidades quebradas do DNA sem a 

necessidade de sequências homólogas. Ela é iniciada pela ligação do heterodímero 

Ku70/80 às extremidades quebradas, seguido pelo recrutamento de proteínas, como 

a DNA-PKcs (subunidade catalítica da proteína cinase dependente de DNA), DNA 

ligase IV (LIG4) e dos fatores associados de suporte XRCC4 e XRCC4-like factor 

(XLF), que promovem a ligação e o reparo. A NHEJ é crucial para a reparação 

rápida de quebras de DNA, mas pode causar mutações e translocações. É 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 Junção Alternativa de Extremidades (Alt-EJ ou MMEJ) é um processo de 

reparo de DNA semelhante ao NHEJ, mas que depende da presença de pequenas 

sequências semelhantes nas duas extremidades do DNA quebrado. Proteínas como 

a PARP-1 (Poli [ADP-ribose] polimerase-1) e a POLQ (DNA polimerase teta) 

desempenham papéis fundamentais na Alt-EJ, impedindo a ligação da proteína de 

reparo Ku e facilitando a junção das sequências de DNA, respectivamente. Embora 

ativa em todo o ciclo celular, a Alt-EJ é mais eficaz na fase G2, mas também é mais 

propensa a causar mutações, como deleções e alterações nas sequências de DNA, 

em comparação com outras vias de reparo (Huang e Zhou, 2021; Oh e Myung, 

2022). 

 

2.4 RADIOSSENSIBILIDADE E LINFÓCITO 

 

A lei de Bergonié e Tribondeau, de 1906, destaca a relação entre a 

proliferação celular e a radiossensibilidade, estabelecendo que o tipo celular 

influencia a resposta gerada pela irradiação visto que a sensibilidade celular à 

radiação depende de fatores como o tipo de tecido, sua atividade metabólica, 

diferenciação e proliferação celular. De acordo com o estipulado, a radiação terá 

maior eficácia de dano em células com maior atividade de proliferação e em células 

menos diferenciadas, ou seja, que não se especializaram completamente em forma 

e função. Logo, quanto mais jovem for o tecido ou órgão, e quanto maior for a 

atividade metabólica mais sensível à radiação. Sendo a radiossensibilidade 

diretamente proporcional a taxa de proliferação celular e de crescimento tecidual 

(Vogin e Foray, 2012; Silva; Cavalcanti; Carneiro, 2014). 
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 Apesar de ter gerado grandes implicações na área da radiobiologia, a Lei de 

Radiossensibilidade de Bergonié e Tribondeau não é isenta de exceções. Um 

exemplo notável é a radiossensibilidade dos linfócitos, que mesmo sendo células 

maduras e diferenciadas são altamente radiossensíveis. A combinação dessas 

características, aliada à capacidade de circular por todo o corpo, facilidade de 

obtenção, e permanência no estágio G0 do ciclo celular, sendo divididos apenas 

quando estimulados, torna os linfócitos as células ideais para a biodosimetria e o 

biomonitoramento celular frente a exposição à radiação ionizante. Esses atributos 

tornam os linfócitos uma escolha privilegiada para avaliar os efeitos da radiação e 

explorar estratégias de tratamento mais eficazes (IAEA, 2011; Thierens e Vral, 

2009). 

 

2.5 BIOMARCADORES 

 

A dosimetria biológica se compromete em avaliar a exposição à radiação com 

acurácia, para isso os métodos a que se dispõe precisam respeitar os seguintes 

critérios (Moiseenko et al., 2016): (a) devem possuir um baixo limiar de detecção, 

permitindo identificar todas as doses de radiação, assegurando a detecção em 

exposições sutis; (b) a relação entre a dose de radiação e a resposta biológica deve 

possuir baixa variação em indivíduos saudáveis, garantindo uniformidade das 

medições e interpretação dos resultados; (c) capacidade em obter curvas de 

calibração em condições laboratoriais, como in vitro; (d) estabilidade nos efeitos 

biológicos radioinduzidos ao longo do tempo, permitindo a reconstrução da dose 

anos após a exposição. 

Nesse cenário, tem-se a utilização de biomarcadores, os quais, de acordo 

com a Organização Mundial de Saúde (WHO, World Health Organization, 1996), 

referem-se a substâncias e/ou aos produtos de biotransformação que surgem como 

resultado da interação entre agentes químicos ou físicos com organismo. A 

aplicação de marcadores biológicos na dosimetria biológica permite elucidar a 

relação entre causa e efeito, além da dose e seu efeito nos indivíduos expostos à 

radiação ionizante de maneira individualizada. Desse modo, podem fornecer 

informações sobre processos fisiológicos, exposição a substâncias e condições 

patológicas, visto que suas mudanças refletem alterações subjacentes nos sistemas 

biológicos (Amorim, 2003; Moiseenko et al., 2016). 
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Algumas características conferem aos biomarcadores um perfil ideal, devem: 

refletir bem a interação da substância com o sistema biológico; ser de fácil 

reprodutibilidade; não ser invasivo, permitindo acessibilidade na obtenção conforme 

necessidade; oferecer um background de referência com valores normais em 

populações não expostas ao agente de estudo. Atendendo a esses requisitos, os 

biomarcadores são úteis em estudos epidemiológicos que visem detectar 

precocemente uma doença radioinduzida, bem como avaliar a eficácia de um 

tratamento (Amorim, 2003; Pernot et al., 2012). 

Inúmeros ensaios biodosimétricos foram desenvolvidos e aprimorados nas 

últimas décadas. Os biomarcadores, por sua vez, ganharam notoriedade 

principalmente na ausência de dosímetros físicos. Assim, a dosimetria biológica 

ganhou destaque e impulso através de técnicas como o ensaio de Cromossomo 

Dicêntrico, o ensaio de Micronúcleo com Bloqueio de Citocinese, o ensaio de 

Translocação Cromossômica por Hibridização em Fluorescência Multicolorida in situ, 

o ensaio γ-H2AX, além dos perfis de expressão gênica (Zeegers et al., 2017). 

 

2.6 ENSAIO DE MICRONÚCLEO COM BLOQUEIO DE CITOCINESE 

 

O ensaio de micronúcleos 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 divisão nuclear são 

coletadas e identificadas pelo seu aspecto binucleado (BN) após a inibição da 

formação do anel de microfilamentos de actina (Figura 4), necessário para a 

citocinese, pela ação do agente inibidor citocalasina-B (Cyt-B). Por possuir alta 

confiabilidade e reprodutibilidade eficaz, o ensaio CBMN se consolidou como um dos 

testes citogenéticos padrão para avaliações de toxicologia genética em células 

humanas e mamíferas e tem demonstrado ser uma ferramenta potencialmente 

promissora para triagem no gerenciamento médico de situações de emergência 

nuclear (Fenech, 2020; Herate e Sabatier, 2020). 
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Figura 4 – Esquema sobre a formação de micronúcleos e pontes nucleoplasmáticas 

em células com citocinese bloqueada. 

 

Fonte: Adaptado de Fenech (2020). 

 

Os micronúcleos são formados a partir de alterações cromossômicas 

instáveis, constituindo cromossomos inteiros ou fragmentos cromossômicos que não 

foram incluídos nos núcleos das células filhas, logo são eliminados durante a fase da 

anáfase do ciclo celular. São visualizados como pequenas esferas no citoplasma das 

células filhas, exibindo morfologia idêntica à dos núcleos principais, porém sem 

qualquer ligação a estes (Figura 5). Os critérios morfológicos que validam a 

identificação dos micronúcleos incluem: diâmetro situado entre 1/16 e 1/3 do 

tamanho dos núcleos principais, ausência de sobreposição com outros micronúcleos 

e clara demarcação em relação à fronteira nuclear. Além disso, sua coloração é 

similar ou mais suave em intensidade em comparação com a coloração dos núcleos 

principais (Herate e Sabatier, 2020; Pujol-Canadell et al., 2020). 
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Figura 5 – Exemplos de células binucleadas sem micronúcleos e com a 

presença de micronúcleos.

 

Fonte: Manual da Agência Internacional de Energia Atômica, IAEA (2011). 

 

O ensaio CBMN é amplamente empregado para avaliar danos 

cromossômicos causados não apenas pela radiação ionizante, mas também por 

agentes clastogênicos diversos, como substâncias químicas. Portanto, por não ser 

específico a radiação, o ensaio CBMN é frequentemente utilizado como teste de 

toxicologia geral. A utilização desse teste em estudos de proteção radiológica é 

recomendada pela Agência Internacional de Energia Atômica (IAEA), uma vez que 

os micronúcleos são excelentes dosímetros biológicos para avaliar a exposição à 

radiação ionizante (Lusiyanti et al., 2016; Vral; Fenech; Thierens, 2011).  

Historicamente, o ensaio CBMN foi utilizado para avaliar a exposição 

prolongada a radionuclídeos em indivíduos nas proximidades da usina nuclear de 

Chernobyl. Além disso, foi empregado no acidente radiológico ocorrido em Istambul, 

em 1998, onde trabalhadores foram contaminados por uma fonte de 60Co 

abandonada em um ferro-velho. Devido sua fácil reprodutibilidade, alta eficácia, 

custo acessível e natureza não invasiva, o teste de micronúcleos é ideal para 

cenários de acidentes de radiação em larga escala, nos quais a ênfase está em 

empregar métodos dosimétricos rápidos para efetuar triagens ágeis da população 

em diversas localidades (IAEA, 2011; Uchôa e Magalhães, 2020). 
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2.7 RADIOPROTETORES 

 

Diante da crescente exposição dos tecidos orgânicos às diversas fontes de 

radiação presentes na sociedade atual, bem como os registros de grandes 

incidentes relacionados à tecnologia nuclear, um dos principais objetivos da 

radiobiologia moderna é desenvolver métodos efetivos para mitigar os danos 

causados pela exposição à radiação. 

Recentemente, um amplo espectro de substâncias químicas e biológicas têm 

sido estudadas como potenciais agentes profiláticos frente aos efeitos tóxicos 

gerados pela radiação ionizante. O objetivo desses estudos é elaborar técnicas para 

facilitar a ativação das vias de reparo do DNA, englobando mecanismos de inibição 

de espécies reativas de oxigênio, além do restabelecimento de antioxidantes 

endógenos e a desaceleração da divisão celular (Patyar, R.; Patyar, S., 2018; Mun et 

al., 2018). 

Os agentes capazes de atenuar os danos causados pela radiação podem ser 

categorizados como: radioprotetores e radiomitigadores. Os radioprotetores são 

substâncias utilizadas antes da irradiação para proteger os tecidos biológicos dos 

efeitos nocivos da radiação. Radiomitigadores, por sua vez, são utilizados após a 

exposição à radiação para reparar os danos teciduais (Mishra; Moftah; Alsbeih, 

2018). 

Radioprotetores e radiomitigadores são compostos químicos ou de origem 

natural, capazes de preservar e proteger os tecidos contra os danos causados pela 

radiação, permitindo uma recuperação mais rápida ao reduzir a gravidade das 

lesões nos tecidos. Os antioxidantes conferem um dos principais grupos de 

substâncias radioprotetoras, visto que a maior parte do dano causado pela RI advém 

da interação entre radicais livres e biomoléculas. Sendo assim, substâncias 

antioxidantes como moléculas do grupo sulfidrila e aminotióis atuam capturando 

radicais livres e causando hipóxia, respectivamente, inibindo a geração de espécies 

reativas de oxigênio. Os antioxidantes também contribuem ao amplificar os métodos 

de recuperação e reparo do DNA. Substâncias como melatonina, quercetina e 

glutationa (GSH) podem atuar no reparo do DNA a partir da modulação do fator de 

transcrição sensível ao redox NRF2, além da regulação da proteína de reparo do 

DNA, endonuclease apurínica/apirimidinica1/fator redox-1 (APE1/Ref-1) (Dowlath et 

al., 2021; Jayakumar; Pal; Sandur, 2015). 
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Além disso, podem atenuar os efeitos inflamatórios induzidos pela RI. 

Diversas citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas são geradas no organismo, como 

as interleucina-1 e interleucina-6, além do fator de necrose tumoral alfa e o fator de 

transformação do crescimento beta (TGF-β). Substâncias como linhaça (Linium 

usitatissimum) promoveram a redução da expressão de TGF-β e de Bax e p21, os 

quais conferem biomarcadores de lesão pulmonar, reduzindo a inflamação pulmonar 

e fibrose em ratos expostos à radiação ionizante. Podem, ainda, atuar na 

regeneração de células hematopoiéticas por meio de compostos endógenos como 

imunomoduladores, fatores de crescimento e citocinas (Mun et al., 2018). 

Na tabela 2, temos uma representação dos variados mecanismos de atuação 

dos radioprotetores. 

 

Tabela 2 – Mecanismos de Ação dos Radioprotetores. 

Reparo de DNA 
• Instabilidade genômica 
• DSB, SSB 
• Síntese GSH 

Eliminação de ROS • Eliminação de radicais livres 

Anti-inflamação 
• Interleucina-1 
• Interleucina-6 
• TNF-alpha 

Direcionamento molecular 

• p53 
• ATM/ATR 
• Bax 
• Bcl2 
• Proteínas de choque térmico 
• PPAR-y 

Regeneração de células 
hematopoiéticas 

• WBC, RBC 
• Fator de células-tronco 

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

 

Radiomitigadores agem no nível do sistema ao acelerar a recuperação dos 

tecidos radiosensíveis após a radiação. Diferente de outros radioprotetores, não 

atuam diretamente nos processos químicos e bioquímicos primários. Os 

radiomitigadores englobam preparações hormonais de estrutura esteroidal e seus 

análogos não esteroidais, adjuvantes imunológicos, citocinas (fatores de 

crescimento, fator de necrose tumoral, interferons) e alguns peptídeos 

imunorreguladores. Atuam por meio da ativação de vias anti-inflamatórias e pelo 

aumento da secreção de fatores de crescimento hematopoiéticos, sendo assim, 
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estão relacionados à capacidade de acelerar a regeneração hematopoiética (Domina 

e Kopylenko, 2022).  

O potencial de ação dos agentes radioprotetores ou radiomitigadores pode se 

estender desde o nível tecidual ao nível molecular e celular. Para um radioprotetor 

ser considerado ideal, ele deve ser de baixo custo, acessível, possuir baixa 

toxicidade em concentrações terapêuticas, além de ser eficaz para diferentes tipos 

de radiação e não induzir efeitos cumulativos no organismo. Além disso, do ponto de 

vista funcional, devem ter a capacidade de neutralizar a formação de compostos 

reativos, capturar radicais livres, induzir as vias de reparo do DNA ao dano 

radioinduzido, atuar como imunomoduladores ao estimular a proliferação 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 Químicos 

 

A maioria dos radioprotetores químicos documentados na literatura consiste 

em derivados de complexos de sulfidrilas e antioxidantes, abrangendo substâncias 

como tiazol, tiossal, ácido tiolfosfórico, aminotióis, aminosulfidas, além de derivados 

de tiouréia e de aminas biogênicas. Dessa classe de radioprotetores, a amifostina é 

o único radioprotetor aprovado pela Administração de Alimentos e Medicamento 

(FDA), seu mecanismo de ação se baseia na eliminação de radicais livres, doação 

de átomos de hidrogênio e hipóxia celular e tecidual. Entretanto, o seu uso esteve 

relacionado a reações adversas como cefaléia, diarréia, espirros, hipotensão, 

náuseas, soluços e vômitos (Dowlath et al., 2021). 

Alguns estudos recentes com o uso de nanopartículas mostraram eficácia 

radioprotetora como o de Kadivar et al. (2020), onde a administração de 

nanopartículas de óxido de cério a 14,5 nM em ratos, ofereceu proteção radiológica 

contra 18 Gy de radiação. Vesna et al. (2016), por sua vez, registrou que a 

administração de nanopartículas de fulereno em ratos antes da exposição à radiação 

preveniu lesões radioinduzidas, pois o composto incitou a regeneração de órgãos 

como intestino delgado, pulmão e baço. A capacidade de capturar radicais livres 

desse composto se baseia na adição de radicais entre uma hidroxila (HO•) e 

ligações duplas na molécula de fulereno. 

Nitroxidas são compostos de baixo peso molecular que atuam como 
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miméticos da superóxido dismutase, ou seja, inibem a peroxidação lipídica e 

previnem a interrupção da hélice do DNA e também podem participar de reações de 

oxirredução (Kuntić 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 proteção in vivo contra a radiação ionizante, o 

Tempol é capaz de atenuar a apoptose celular e regular os níveis de expressão de 

Bcl-2, Bax, caspase-3 e P53 ao evitar o acúmulo de ROS no organismo. Além disso, 

induz o aumento do nível de glutationa e diminuição do nível de malondialdeíno 

(MDA) devido às suas propriedades antioxidantes. 

 

2.7.2 Radioprotetores de Origem Natural 

 

Radioprotetores de origem natural não apresentam efeitos colaterais graves e 

possuem baixa toxicidade ao organismo, se caracterizam por incluir substâncias com 

propriedades antioxidantes, antimutagênicas e anti-inflamatórias. A capacidade de 

proteção contra a radiação desses agentes está intimamente relacionada a 

respostas adaptativas que ocorrem tanto no nível celular quanto no nível do 

organismo, influenciando a forma como os genes são ativados e regulados (Domina 

e Kopylenko, 2022).  

Os estudos sobre a atividade radioprotetora a partir de substâncias 

encontradas em plantas e frutas é algo fortemente difundido no meio científico, 

tendo em vista que as preparações botânicas foram e ainda são muito utilizadas 

para tratar diversos tipos de doenças. Na literatura, examinou-se inúmeros 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). 

Kuntić et al. (2013), observou em seus estudos que compostos como beta-

glucanos, um polissacarídeo presente em fungos, algas e bactérias, estimulam a 

produção de citocinas, como interleucinas IL-1 e IL-6, além de aumentar o número 

de células da medula óssea. Adicionalmente, inúmeros estudos utilizando 

antioxidantes naturais, como as vitaminas A, C e E, e hormônios como 5-
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androstenodiol e melatonina, têm exibido propriedades de mitigação em face dos 

danos celulares causados pela presença de radicais livres, que incluem redução da 

peroxidação lipídica, oxidação de proteínas e outros processos de deterioração. 

Entretanto, constatou-se que antioxidantes de origem natural promovem menos 

eficácia se comparados a antioxidantes sintéticos, tendo em vista a ocorrência da 

eliminação não seletiva de radicais livres (Dowlath et al., 2021; Patyar, R.; Patyar, S., 

2018).  

Os principais compostos responsáveis por viabilizar a atividade radioprotetora 

de plantas e frutas são os polifenóis, pertencentes à classe dos flavonóides. Estes 

podem ser classificados como flavonas, flavanonóis, flavonóis, flavanonas e 

isoflavonas, sendo a classificação baseada no nível de oxidação observado do anel 

heterocíclico presente nos compostos. Os estudos acerca do caráter protetor dos 

flavonóides é norteado pelo conhecimento epidemiológico de que o consumo de 

diversas plantas, vegetais e frutas está fortemente atrelado a diminuição do risco de 

vários tipos de câncer (Kuntić et al., 2013). 

A atividade protetora dos polifenóis está diretamente ligada à sua capacidade 

antioxidante e ao seu papel na Resposta de Reparo do DNA (DDR), onde eles 

regulam os processos moleculares e os mecanismos de reparo ativados em 

resposta ao dano causado pela radiação. A DDR abrange várias etapas complexas, 

incluindo detecção do dano, sinalização, ativação de respostas celulares, reparo do 

DNA e restauração da função normal. Os polifenóis desempenham um papel positivo 

nos processos de reparo, promovendo a eficiência na correção dos danos ao DNA e 

contribuindo para manter a integridade celular e o funcionamento saudável do 

organismo (Majidinia; Bishayee; Yousefi, 2019). 

 

2.8 Ginkgo biloba 

 

Ginkgo biloba (Gb) é a única espécie dióica ainda existente na família 

Ginkgoaceae, e é notável por ser considerada um fóssil vivo, com uma história 

evolutiva que se estende por mais de 200 milhões de anos. Esta espécie exibe uma 

estabilidade genética notável, demonstrando uma alta capacidade de tolerância a 

diversos fatores de estresse. Um exemplo impressionante é sua sobrevivência à 

explosão da bomba atômica em Hiroshima, onde a planta conseguiu persistir apesar 

de estar localizada a apenas 1-2 km do epicentro da explosão (Šamec et al., 2022). 
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As árvores de Ginkgo medem entre 20 a 30 metros de altura com um 

diâmetro de 7 metros. As folhas mais jovens apresentam uma coloração verde clara 

(Figura 6), enquanto as folhas maduras exibem uma tonalidade verde mais escura, 

que se transforma em um tom amarelo dourado à medida que envelhecem no 

outono (Eisvand; Razavi; Hosseinzadeh, 2020). 

 

Figura 6 – Folhas de Ginkgo biloba. 

 

Fonte:  Šamec et al. (2022). 

 

A padronização do extrato como EGb 761 teve origem na Alemanha em 1965, 

por meio de uma empresa farmacêutica alemã. Desde então, uma extensa 

quantidade 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 fitoquímicos presentes na planta 

podem ser categorizados em ácidos graxos, terpenoides, alilfenóis, aminoácidos, 

polifenóis, sais inorgânicos, ácidos orgânicos, lipídios e carboidratos. No extrato de 

Ginkgo biloba (EGb), encontramos flavonoides, glicosídeos, bilobalídeo e 

ginkgolídeos. Esses compostos têm a capacidade de estimular o fluxo sanguíneo, 

além de exercer funções antioxidantes, melhoradoras de memória e anti-vertigem (Li 

et al., 2022). 

Os efeitos farmacológicos do Ginkgo biloba são amplamente reconhecidos e 

bem documentados. O extrato desta planta engloba uma variedade de propriedades, 
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incluindo efeitos antioxidantes, anti-inflamatórios, antitumorais, antidiabéticos, 

hipotensivos, anti-obesidade, hipolipemiantes, imunoestimulantes e antidepressivos 

(Eisvand; Razavi; Hosseinzadeh, 2020; Fang et al., 2020). O extrato também 

demonstrou ter efeitos terapêuticos significativos em diversas doenças relacionadas 

ao estresse oxidativo, como acidente vascular cerebral, doenças cardiovasculares e 

Alzheimer (Zhang et al., 2019). 

Alguns efeitos farmacológicos do Ginkgo biloba podem ser observados na 

tabela 3: 

 

Tabela 3 – Efeitos Farmacológicos do EGb. 

Efeitos antioxidantes 

• Queda de ROS 
• Queda de MDA 
• Aumento de GSH 
• Aumento de SOD 

Efeitos anti-inflamatórios 
• Queda na expressão NF-KB 
• Queda na expressão TNF-alpha 
• Aumento na expressão IL-10 

Efeitos hipolipemiantes 
• Queda de triglicerídeos 
• Queda de LDL 
• Aumento de HDL 

Efeitos hipotensores 
• Inibição de ACE 
• Vasodilatação 
• Aumento na expressão eNOS 

Efeitos antidiabéticos 

• Queda de FBG 
• Aumento no nível de insulina no 

plasma 
• Queda na resistência hepática à 

insulina 

Efeitos antiobesidade 
• Queda no consumo de energia 
• Aumento na sensibilidade à insulina 

Fonte: Adaptado de Eisvand; Razavi; Hosseinzadeh (2020). 

 

Dentre esses efeitos, merecem destaque as características antioxidantes, 

imunoestimulantes e anti-inflamatórias da planta. Esses atributos não apenas 

evidenciam seu potencial como agente radioprotetor, mas também revelam a 

presença de mecanismos de ação semelhantes aos encontrados em radioprotetores 

já 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 disfunções mitocondriais, e de 

possuir caráter inibidor de apoptose motivada por ROS. Todos esses danos podem 

ser provenientes da radiação ionizante.  

Num estudo que empregou o EGb com o objetivo de examinar a capacidade 

de proteção 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 possível devido à presença de flavonoides e outros 

compostos fenólicos no extrato, os quais atuaram na neutralização de radicais livres 

resultantes do estresse oxidativo. 

No âmbito da radioproteção, Jagetia et al. (2007) relatou a eficácia do EGb 

em pacientes com edema vasogênicos provenientes de efeito radiativo no cérebro. 

Além disso, evidenciou a proteção promovida pelo extrato sobre fatores 

clastogênicos no plasma de humanos expostos à radiação.  

Em um estudo com ratos, Okumus et al. (2011), comenta as propriedades 

mitigadoras do EGb contra o estresse oxidativo gerado por radiação gama. Neste 

estudo ele defende o comportamento do Ginkgo de aumentar a atuação de enzimas 

antioxidantes, eliminando os radicais livres gerados pela radiação, 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 

exposição à radiação ionizante, sugerindo a capacidade do Gb em neutralizar 

radicais livres. Adicionalmente, os bilobalídeos presentes no extrato demonstraram 

proteção 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 linfócitos 

humanos irradiados expostos à radiação gama por meio da técnica citogenética de 

micronúcleo por bloqueio de citocinese. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Avaliar a viabilidade celular utilizando a técnica colorimétrica MTT em três 

concentrações (0,025; 0,05 e 0,25 μg/ml) de Gingko biloba. 

• Avaliar a frequência de micronúcleos em linfócitos humanos expostos ao EGb 

frente à radiação ionizante. 

• Analisar o efeito radioprotetor do EGb por meio do índice de dispersão e 

distribuição celular. 
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4 METODOLOGIA 

 

O trabalho foi realizado no Laboratório de Dosimetria Biológica do Centro 

Regional de Ciências Nucleares do Nordeste – CRCN-NE. 

 

4.1 COMITÊ/COMISSÃO DE ÉTICA 

 

O projeto foi aprovado (Anexo A) pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Centro de Ciências da Saúde da UFPE (CCS-UFPE), sob o CAAE: 

39932720.4.0000.5208.  

 

4.2 SELEÇÃO DE DOADORES E COLETA DAS AMOSTRAS 

 

Um indivíduo saudável e não fumante foi selecionado como voluntário, após 

assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B). Em seguida, 

realizou-se um questionário de anamnese (Anexo C) para verificar se, nos últimos 

seis meses antes da coleta, o voluntário não foi exposto a radiação terapêutica ou 

diagnóstica, vacinas virais ou consumiu drogas ilícitas (Gajendiran et al., 2001). 

Após o questionário, foram coletadas amostras de 5 ml de sangue periférico para 

cada concentração do extrato de Ginkgo biloba estudada em tubo contendo 

heparina. 

 

4.3 FORMAÇÃO DOS GRUPOS DE AMOSTRAS 

 

Foram formados 3 grupos de amostras, sendo dois grupos controles, um para 

o sangue não irradiado e não tratado e outro para o sangue irradiado não tratado 

(controle positivo) e um grupo para as amostras irradiadas e tratadas com o extrato 

de Ginkgo biloba em duas concentrações (0,025 e 0,05 μg/ml). 

 

4.3.1 Grupos Controles 

 

O sangue controle não irradiado serviu como análise para o nível de 

background da frequência de alterações cromossômicas, isto é, micronúcleos, 

oriundos de outros agentes clastogênicos, devendo estar na faixa de 0 a 40 MN em 
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1000 células analisadas, de acordo com o manual da Agência Internacional de 

Energia Atômica (2011). 

O controle positivo teve papel na verificação da frequência de alterações 

causadas pela radiação 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 após a irradiação. As concentrações utilizadas foram aquelas (0,025 e 0,05 

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

 

4.4 VIABILIDADE CELULAR 

 

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de redução do MTT (brometo de 

[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio]), técnica colorimétrica que determina a 

capacidade das células em reduzir o sal tetrazólio, como protocolado por Dani et al. 

(2010). O teste foi realizado para determinar quais concentrações do extrato de Gb 

seriam utilizadas no trabalho.  

Após o período de cultivo celular, 10 μL da solução de 5 mg/ml do corante 

MTT foi adicionado a uma concentração de 1x106 células/ml em placa para cultura 

celular contendo 96 poços, e em seguida, a placa ficou exposta ao corante por 

aproximadamente 3 horas. 

Após a exposição ao corante, o meio de cultura foi removido e 80 μl de 

dimetilsulfóxido (DMSO) foi adicionado para solubilizar os cristais de formazan 

derivados da redução do sal tetrazólio. As placas foram agitadas por 10 minutos e a 

absorbância foi obtida pela técnica de ELISA a 570 nm. 

O teste foi realizado em triplicata para cada concentração (0,025; 0,05 e 0,25 

μg/ml) do extrato de Gb e da bromodeoxiuridina, um composto citotóxico utilizado 

para facilitar a comparação da viabilidade celular. 

 

4.5 IRRADIAÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

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

foram expostas a uma fonte de 60Co utilizando um irradiador Gammacell 220 
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localizado no Departamento de Energia Nuclear da UFPE (DEN/UFPE). A irradiação 

das amostras visou a dose absorvida de 2 Gy e durante a irradiação, uma barreira 

de polietileno de 4 mm foi empregada para garantir o equilíbrio eletrônico. 

  

4.6 CULTIVO CELULAR E PREPARAÇÃO DAS LÂMINAS 

 

A cultura de células seguiu o protocolo do manual da Agência Internacional de 

Energia Atômica (IAEA, 2011). Foram adicionados 0,5 ml de sangue total a frascos 

contendo 4 ml de meio RPMI-1640 (Gibco), enriquecido 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 concentrações 

aprovadas pelo teste MTT (0,025 e 0,05 μg/ml). 

Os frascos de cultura foram mantidos em estufa a 37°C por 72 horas. Porém, 

24 horas após exposição 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 KCl para lisar as 

hemácias, promovendo choque hipotônico. Os tubos foram novamente centrifugados 

a 1500 rpm por 10 minutos. 

O sobrenadante foi removido e substituído por 5 ml de solução fixadora 

contendo metanol: ácido acético (10:1), diluído em solução de Ringer (1:1) até 

completar 7 ml. Foram realizadas centrifugações e trocas de fixador, sem solução de 

Ringer, na quantidade de vezes necessária até que o conteúdo do tubo estivesse 

transparente. 

Para a análise microscópica, as lâminas foram preparadas a partir do 

precipitado de células ressuspendido em 0,5 ml de solução fixadora. Esse 

precipitado foi cuidadosamente gotejado em dois pontos na lâmina que secou à 

temperatura ambiente por 24 horas. Para a coloração, utilizou-se Giemsa a 5% por 

20 minutos. 

 

4.7 ANÁLISE MICROSCÓPICA 

 

A contagem de micronúcleos foi realizada em microscópio óptico, onde foram 

contabilizadas, no mínimo, 3000 células binucleadas (BN) viáveis. Os critérios da 
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IAEA (2011) foram seguidos na análise para determinar as BN viáveis e os 

micronúcleos aceitáveis. 

 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Após a análise das lâminas, foram realizados cálculos estatísticos, como o 

teste u de Papworth, para verificar se a distribuição de células com micronúcleos 

seguiu a distribuição 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 concentrações do extrato, bem como verificar a 

eficácia radioprotetora da planta (Dardano et al., 2007; Georgieva, Popov, Bonev, 

2013). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Na análise 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 viáveis que as amostras tratadas, nas mesmas 

concentrações do agente citotóxico bromodeoxiuridina (0,025, 0,05 e 0,25 μg/ml). 

Como pode-se observar na figura 7, a viabilidade celular diminui à medida que as 

concentrações de ambas as substâncias aumentam. Esse fenômeno encontra sua 

explicação nos princípios da farmacodinâmica, onde, à medida que as 

concentrações da droga se elevam, um maior potencial de toxicidade emerge. Isso 

se deve em parte à natureza das substâncias, muitas das quais exibem uma faixa 

terapêutica, ou seja, um intervalo de dosagem em que os efeitos desejados são 

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

 

Figura 7 – Comparação da viabilidade celular entre concentrações de Ginkgo biloba 

e bromodeoxiuridina. 

 

Fonte: elaborado pela autora (2023). 
 

Nas concentrações mais baixas, o efeito citotóxico da bromodeoxiuridina não 

se faz tão evidente quanto na maior concentração (0,25 μg/ml). Possivelmente, isto 

ocorre, pela insuficiência da concentração do agente em causar perturbação nas 

células e, assim, ocasionar a morte celular de boa parte das células. Na maior 

concentração, o extrato de Ginkgo biloba demonstrou uma maior viabilidade celular 
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em detrimento da bromodeoxiuridina, atestando seu comportamento não tóxico 

perante os linfócitos humanos do sangue periférico.  

Para continuidade do estudo, as concentrações de 0,025 e 0,05 μg/ml de 

Ginkgo biloba foram escolhidas por representarem os maiores índices de viabilidade 

celular, tornando-as mais relevantes para o trabalho. 

Pelo ensaio de micronúcleos por bloqueio de citocinese, foram observadas 

9.050 células binucleadas viáveis, sendo 3.050 células referentes a amostras 

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

 

Tabela 4 – Comparação da frequência de micronúcleos entre as amostras controles: 

não irradiada, irradiadas tratadas com EGb e controle irradiada. 

     Distribuição celular de Mn     

Dose 
(Gy) 

Con 
Total 

de 
células 

Mn Y 0 1 2 3 4 5 var var/Y u 
Dose 

estimada 
(Gy) 

0 0* 1050 5 0.005 1045 5 0 0 0 0 0,005 0,996 -0,098 -0,001 

2 0* 2000 477 0.239 1599 339 52 8 0 2 0,278 1,165 5,209 2,397 

2 0,025 3000 274 0.091 2755 218 25 2 0 0 0,104 1,135 5,250 1,094 

2 0,05 3000 277 0.092 2747 230 22 1 0 0 0,101 1,089 3,435 1,104 

Con: concentração (g/ml); *: sem extrato; Mn: micronúcleos; Y: frequência de micronúcleos; var: 
Variância; var/Y: Variância sobre média; u: Teste u. 

 
Os dados obtidos mostram que o sangue controle - não irradiado (0 Gy) e não 

tratado (concentração 0) - segue as recomendações de background da IAEA (2011), 

devendo estar na faixa de 0 a 40 MN em 1000 células analisadas. A frequência de 

micronúcleos aumentou consideravelmente na amostra controle irradiada (2 Gy e 

concentração 0) quando em contraste com a amostra controle não irradiada. Em se 

tratando das amostras testes com a concentração (0,025 e 0,05 g/ml) do extrato de 

Ginkgo biloba, pode-se observar que a frequência de MN diminuiu de modo bastante 

significativo quando comparada com a frequência da amostra controle irradiada sem 

extrato (Tabela 4 e Figura 8).  
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Figura 8 – Frequências de micronúcleos da amostra controle e das amostras testes. 

 

 

Fonte: elaborado pela autora (2023). 

 

Em relação a distribuição de Poisson, baseado no teste u, as amostras testes 

apresentaram sobredispersão significativa com valores acima de 1,96, sendo uma 

reflexão da técnica utilizada, visto que o ensaio de micronúcleos tende a fugir da 

distribuição de Poisson como relatado na literatura (Mendes et al., 2019).  

Adicionalmente, a curva de calibração utilizada para estimar a dose absorvida 

(Tabela 4) foi do trabalho de Mendes et al., (2019), com os coeficientes C = 0,0048 ± 

0,0009; α = 0,0637 ± 0,0045; e β = 0,0141 ± 0,0015. Observa-se aqui a redução da 

estimativa de dose nas amostras tratadas com o extrato, onde a dose estimada 

absorvida foi reduzida em mais da metade em comparação à dose de exposição, 

denotando o efeito radiomitigador do extrato.  

Com esses resultados das frequências das amostras controle e teste, 

realizou-se os testes de ANOVA e Tukey onde obtivemos os seguintes dados:  
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Tabela 5 – Análise Estatística da Variabilidade das Amostras por ANOVA e Tukey. 

 

Irradiado e não 
irradiado 

Irradiado 

Anova 0,7591 0,6893 

Tukey 

C-0,0 x I-0,025 0,0000043 - 

C-0,0 x I-0,05 0,0000039 - 

C-0,0 x I-0,0  0,0000000 - 

I-0,0 x I-0,025 0,0000000 0,0000023 

I-0,0 x I-0,05 0,0000001 0,0000024 

I-0,05 x I-0,025 0,9985267 0,9898182 
I: irradiado; C: controle; 0,0: amostras sem extrato; 0,025 e 0,05: concentrações do extrato de Ginkgo 

biloba. 

 

Os testes ANOVA e Tukey foram aplicados para determinar se houve 

diferença significativa entre as médias dos grupos irradiados e não irradiados, e para 

identificar quais grupos específicos apresentaram diferenças significativas entre si, 

respectivamente. Os resultados obtidos (Tabela 5) demostraram que as análises 

estatísticas das amostras irradiada e não irradiada de micronúcleos não mostraram 

relevância estatística significativa de acordo com o teste ANOVA (p-value = 0,7591) 

e também quando só comparada as amostras irradiadas (p-value = 0,6893).  

No entanto, no teste Tukey indicou que houve diferença estatística entre a 

amostra controle e as amostras testes irradiadas, e também quando só comparadas 

as amostras irradiadas (todas com p-value < 0,05). A única comparação entre as 

amostras irradiadas que não obteve diferença estatística foi ao comparar as 

amostras irradiadas com as diferentes concentrações do extrato (p-value > 0,05). 

Apesar do ANOVA não confirmar, o teste Tukey aponta as distinções entre os 

grupos tratados e não tratados com EGb, indicando que a eficácia do extrato pode 

ser obtida com ambas as concentrações. 

Outros estudos utilizaram a técnica de micronúcleos com bloqueio de 

citocinese para verificar o efeito radioprotetor de algumas substâncias. 

Pouri et al. (2019), em seu trabalho, observou uma redução significativa na 

frequência de micronúcleos nas 1000 células binucleadas contadas em amostras de 

linfócitos irradiados tratadas com Gliclazide, um medicamento usado no tratamento 

da diabetes mellitus tipo 2, em comparação com amostras irradiadas não tratadas. O 

medicamento foi testado nas concentrações de 5, 25, 50 e 100 µM, com maior 

eficácia na proteção dos linfócitos observada a 100 µM. A frequência de 
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micronúcleos também foi significativamente menor em amostras tratadas com 5 µM 

em comparação com as outras concentrações. Além disso, o medicamento não 

demonstrou efeitos genotóxicos em contraste com o grupo controle. 

Em um estudo comparativo de substâncias antioxidantes, Khanirad, Haddad e 

Soleymanifard (2020) observaram que a administração de vitamina E e do extrato de 

Rosa damascena reduziu significativamente a frequência de micronúcleos (p-value < 

0,05), causada pela exposição à radiação de raios X de 2 Gy, quando comparado às 

amostras controles, irradiadas e sem a administração de ambas as substâncias. Isso 

sugere que a Rosa Damascena preparada pode ser um radioprotetor eficaz, 

semelhante à vitamina E, tornando-se uma opção acessível para consumo diário em 

pessoas suscetíveis à radiação ionizante.  

 Em 2020, Nadi et al. conduziu um estudo sobre o efeito radioprotetor da 

arbutina, avaliado por meio do ensaio de micronúcleos em ratos expostos a raios X 

de megavoltagem. Foram testadas concentrações de 50, 100 e 200 mg/kg de 

arbutina em doses de 2 e 4 Gy. A concentração mais baixa de 50 mg/kg demonstrou 

uma redução significativamente maior na frequência de micronúcleos, indicando uma 

eficácia radioprotetora superior em comparação com as concentrações mais 

elevadas.  

Rahgoshai et al. (2021), por sua vez, analisou a frequência de micronúcleos 

em amostras tratadas com Cimetidina e irradiadas com 2 Gy de radiação γ. Ele 

observou que a Cimetidina obteve maior eficácia no efeito radioprotetor (p<0,04) na 

concentração de 25,2 μg/ml em detrimento da concentração 12,6 μg/ml. Nas 

concentrações mais baixas de Cimetidina (12,6 μg/ml), os efeitos de proteção foram 

mínimos, com frequências de micronúcleos significativamente mais altas em 

comparação com os grupos tratados com agentes radioprotetores (p < 0,02). 

Ademais, outras plantas que obtiveram comprovação das propriedades 

radioprotetoras foram a Coleus aromaticus (Rao et al., 2006) e Syzygium cumini 

(Jagetia et al., 2012). O extrato de C. aromaticus demonstrou eficácia nas atividades 

antioxidante, radioprotetora e anticlastogênica a partir da análise da frequência de 

MN. Neste estudo, a planta foi avaliada em diferentes concentrações, variando de 1 

a 1000 µg/ml contra uma dose absorvida de 2 Gy de radiação gama. Entretanto, a 

dose mais baixa (1 µg/ml) demonstrou ser a mais eficaz, estabelecendo-a como a 

dose ótima para essa planta. O extrato de folhas de S. cumini foi administrado a 

camundongos em uma concentração de 50 mg/kg, em diferentes doses de radiação 
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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 redução na ocorrência 

de micronúcleos com o tratamento do extrato antes da exposição à radiação. 
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6 CONCLUSÃO 

 

• O extrato de Gingko biloba apresentou viabilidade celular utilizando a técnica 

colorimétrica MTT nas concentrações testadas (0,025; 0,05 e 0,25 g/ml). 

• Houve redução da frequência de micronúcleos em linfócitos humanos irradiados 

após utilização do extrato de Ginkgo biloba nas concentrações estudadas (0,025 

e 0,05 g/ml). 

• Mesmo na presença do extrato de Gingko biloba o índice de dispersão, a 

distribuição celular estava de acordo com os relatados da literatura. 

• O extrato demonstrou atividade redutora da frequência de micronúcleos em 

linfócitos humanos do sangue periférico irradiados com 2 Gy de radiação gama, 

evidenciando um comportamento radiomitigador perante o dano radioinduzido. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A - Cópia do parecer do Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres 

Humanos da UFPE 
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ANEXO B – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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ANEXO C – Modelo do Questionário de Seleção de Doadores
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