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RESUMO

Desde a sua descoberta, a radiagdo ionizante tem sido utilizada amplamente na
sociedade e consequentemente, este uso proporcionou 0o aumento da probabilidade
de ocorréncias de exposicoes ocupacionais e de acidentes que podem colocar em
risco a vida da populacdo. Na interacdo com o tecido bioldgico, a radiacdo ionizante
pode induzir lesbes em nivel atbmicos e moleculares, resultando em alteracdes
cromossOmicas instaveis e estaveis. Deste modo, as técnicas citogenéticas ajudam
na avaliacdo dos danos causados pela radiacdo, para que as medidas e
procedimentos de protecdes radiolégicas sejam colocadas em pratica. O objetivo
deste trabalho foi analisar através da técnica de dicéntrico, as alteracdes
cromossomicas em linfécitos humanos apds exposicdo a radiacdo gama de alta taxa
dose. Para tal, o sangue de um voluntario foi coletado, separada em trés aliquotas de
sangue, sendo, uma considerada controle (ndo irradiada) e mantida a temperatura
ambiente do laboratério (20 - 22 °C), e duas aliquotas, consideradas amostras
irradiadas. As amostras irradiadas foram expostas a uma fonte de ©°Co (irradiador
Gammacell 220) localizada no Departamento de Energia Nuclear (DEN-UFPE) com
taxas de dose de 17,8 Gy/min, com diferentes doses 2 Gy e 3 Gy respectivamente.
Apoés o processo de irradiacdo, os linfécitos das amostras foram cultivados em meio
de cultura no Laboratério de Dosimetria Biologica do Centro Regional de Ciéncias
Nucleares (CRCN) para obtencdo de preparacbes citolégicas para andlises das
alteracbes cromossdmicas. Em seguida, as laminas foram confeccionadas a partir do
precipitado de células ressuspenso em solucao fixadora, para verificar a existéncia de
alteracbes cromossbmicas, tais como cromossomos dicéntricos, em anel e o0s
fragmentos acéntricos isolados. Os dados obtidos para cada dose absorvida foram
testados por meio do teste u de Papworth, a fim de verificar se a distribuicdo celular
referente a cada dose exposta se comportava conforme a distribuicdo de Poisson. Os
resultados encontrados da frequéncia das alteragbes cromossdémicas foi O,155 no
sangue irradiado com 2 Gy, 0,203 no de 3Gy e O no sangue controle, confirmando a
especificidade e sensibilidade do ensaio do cromossomo dicéntrico para diferenciar
amostras irradiadas de néo irradiada.

Palavras-chave: Biodosimetria. Raio Gama. Ensaio de dicéntrico. Linfécitos.
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ABSTRACT

Since its discovery, ionizing radiation has been widely used in society and,
consequently, this use has directly increased the likelihood of occupational exposures
to professionals and accidents that can put people's lives at risk. When interacting with
biological tissue, ionizing radiation induces lesions at the atomic and molecular levels,
resulting in unstable and stable chromosomal alterations. Cytogenetic techniques
therefore help to assess the damage caused by radiation, so that radiological
protection measures and procedures can be taken. The aim of this work is to analyze
chromosomal changes in human lymphocytes after exposure to high-dose-rate gamma
radiation using the dicentric assay. To this end, the blood of a volunteer was collected,
separated into three blood aliquots, one of which was considered contrai (non-
irradiated) and kept at room temperature in the laboratory (20 - 22 °C), and the other
two aliquots were considered irradiated samples. The irradiated samples were
exposed to a 60Co source (Gammacell 220 irradiator) located at the Departamento de
Energia Nuclear (DEN-UFPE) at dose rates of 17.8 Gy/min, with different doses of 2
Gy and 3 Gy respectively. After the irradiation process, the lymphocytes from the
samples were grown in culture medium at the Laboratério de Dosimetria Biolégica do
Centro Regional de Ciéncias Nucleares (CRCN) to obtain cytological preparations for
analysis of chromosomal alterations. Slides were then made from the cell precipitate
resuspended in fixative solution to check for chromosomal changes such as dicentric
chromosomes, ring chromosomes and isolated acentric fragments, to determine the
cell distribution for each dose exposed. The data obtained for each absorbed dose was
tested using Papworth's u-test. The results found for the frequency of chromosomal
alterations were 0.155 in the blood irradiated with 2 Gy, 0.203 in the 3Gy blood and O
in the contrai blood, confirming the specificity and sensitivity of the dicentric test to
differentiate between irradiated and non-irradiated samples.

Key words: Biodosimetry. Gamma ray. Dicentric assay. Lymphocytes.
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1. INTRODUCAO

Um dos grandes avancos da Radiobiologia foi a descoberta dos raios X em
1985, pelo fisico Wilhelm Conrad Roentgen, enquanto ele estudava raios catddicos
em um tubo de descarga de gas com a finalidade de detectar radiacédo eletromagnética
de alta frequéncia prevista por Heinrich Hertz (Glasser, 1993). Em 1901, foi concedido
a ele o prémio Nobel de Fisica e os trabalhos de Roentgen ajudaram na descoberta
de outros tipos de radiagOes ionizantes. Em 1896, Henri Becquerel descobriu que sais
de uranio emitiam raios semelhantes aos raios X em seu poder penetrante,
demonstrando que essa radiacdo parecia surgir espontaneamente do préprio uranio.
No ano de 1898, influenciada por essas duas importantes descobertas, Marie Curie
descobriu que o tério, o polénia e o radio também emitiam radiacdes. Dois anos apos,
baseado no experimento de Rutheford e estudando o uranio e o radio, o fisico e
quimico francés Paul Villard descobre a radiacédo eletromagnética de alta frequéncia:
o0 raio gama (y) (Lima, 2014). Os raios y sdo ondas eletromagnéticas de alta
frequéncias e baixa comprimento de onda produzidos em processos de decaimento
nuclear. Por suas caracteristicas fisico-quimicas, essa radiacao € considerada a mais
perigosa ao ser humano (Lima, 2014).

As radiacdes ionizantes mais conhecidas sdo as particulas alfa (a), beta (),
positron e néutrons, e as que sdo formadas por ondas eletromagnéticas. Desde sua
descoberta, as radia¢cfes ionizantes tém sido utilizadas amplamente na sociedade,
principalmente nas areas relacionadas a medicina, industria, agricultura e outras. A
radiacdo possibilita o diagnoéstico e tratamento de patologias, conservacdo dos
alimentos, destruicdo de agentes toxicos, entre outras aplicagfes (Patricio et ai.,
2012).

O uso das radiacOes proporcionou diretamente o aumento na probabilidade de
ocorréncia de acidentes e exposi¢des ocupacionais dos profissionais, além do risco
de exposicao da populacdo a radiacdo ionizante. Os profissionais da area da saude,
mais precisamente os que trabalham em setores de radioterapia e radiodiagndéstico
contribuem para ocorréncias de exposi¢cao ocupacionais (Okuno, 2018; Batista et ai.,
2019). Com o objetivo de diminuir os riscos de saude dos trabalhadores e da
populacdo, a Comisséo Internacional de Protecdo Radiolégica definiu medidas que
sao adotadas por todos os paises (ICRP, 2007). No Brasil, a Comissao Nacional de

Energia Nuclear (CNEN) é o 6rgdo responsavel pela politica nacional de energia
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nuclear. A comissdo tem por objetivo estabelecer normas e regulamentos em
radioprotecdo além de regular, licenciar e fiscalizar a producédo e o uso desta forma
energia nuclear no Brasil (Frutuoso, 2015).

Os individuos ocupacionalmente expostos, visando um controle de suas
exposicoes, utilizam aparelhos sensiveis a radiacdo denominados dosimetros. Esses
dosimetros sdo importantes na quantificacdo da dose de exposicao individual recebida
pelos profissionais. Porém, em casos de acidentes nucleares ou radiolégicos de
grande escala, onde os individuos do publico ndo usam dosimetros, necessita-se o
uso de métodos de triagem para que os individuos expostos a doses mais elevadas
tenham prioridade na intervencdo médica devido ao alto risco de efeitos bioldgicos
severos (IAEA, 2011).

Este tipo de avaliacdo estd ao encargo da dosimetria biolégica, que permite
estimar a dose absorvida através de técnicas citogenéticas. Estas técnicas analisam
as alteracdes geradas pela exposicao a radiagcdo na molécula de DNA e os danos no
cromossomo através de marcadores biolégicos. As alteragcdes mais estudadas sao as
aberracbes cromossOmicas instaveis, tais como 0s cromossomos dicéntricos,
micronucleos, anel e fragmentos cromossémicos. E com base nos estudos destas
alteracfes, sdo construidas curvas de calibracdo dose-resposta para a estimativa de
Dose absorvida. Uma vez que a IAEA recomenda que cada laboratério dosimétrico
tenha sua prépria curva de calibracdo (IAEA, 2011).

Portanto, este trabalho teve como objetivo analisar, por meios da técnica do
cromossomo dicéntrico, as alteracbes cromossOmicas instaveis em linfocitos

humanos expostos a radiacdo gama sob uma alta taxa de dose.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Radiacgéo lonizante

A radiacdo € definida como a propagacdo de ondas eletromagnéticas ou
particulas em determinada velocidade. Essas ondas podem ser emitidas por fontes
naturais ou por elementos radioativos. Segundo o fisico francés Louis de Broglie, a
onda eletromagnética é emitida e propaga-se em forma de particulas de energia (E)
chamadas de fétons. A energia E de cada foton é calculada a partir da equacgao 1:

E=hv=hc/A (1)

onde, h é a constante de Planck e vale 6,63.10-3* m2.kg/s.==4,14x10-1°eV's; e é a
velocidade da luz, v é a frequéncia da onda eletromagnética e A € o comprimento de
onda (OKUNO, 2013).

Em relacdo aos efeitos e energia gerados pela radiacédo, classifica-se a
radiacdo em dois grupos: a radiacdo ionizante e ndo ionizante. As radiacbes nao-
ionizante sao consideradas como radiacdo de baixa frequéncia e baixa energia,
provenientes de fontes naturais e ndo naturais. As principais radiagcdes néo-ionizantes
sao: a luz visivel, radiacao infravermelha, ondas de radio.(CNEN, 2006).

Entretanto, as radiacdes ionizantes, como as ondas eletromagnéticas ou
particulas, possuem energia suficiente para ionizar as moléculas, capazes de arrancar
elétrons de atomos, provocando alteracdes estruturais. Os elétrons estédo ligados a
atomos por forca elétrica de diferentes valores dependendo da posi¢cdo atébmica ao
nucleo, ou seja, os elétrons mais préximos do nucleo possuem maior for¢a de atracéo
e sdo carregados negativamente. Portanto, a ionizagao € possivel somente quando a
radiacdo possui energia maior que a forca de atracdo entre o elétron e o nucelo do
atomo. Consequentemente, nesse processo de ionizagdo, o atomo perde elétrons e
torna-se um ion positivo liberando os ions negativos (OKUNO, 2013; Okuno;
Yoshimura, 2016).
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Relacionado a definicdo, as particulas carregadas eletricamente como as
particulas a, . néutrons e pdsitrons, sdo consideradas radiacdo ionizante, quando
possuem energia suficiente para causar ionizagcdo de &tomos e perdem suas energias
durante a trajetoria. E, de todas as ondas eletromagnéticas, somente os raios X e y
sdo consideradas ondas ionizantes e perdem toda ou quase toda energia numa unica
interacdo com atomos (Okuno, 2013).

A classificacdo das radiacdes ionizantes € importante, porque as radiacOes
possuem diferentes mecanismos de interacdo com a matéria. O conjunto das
radiagdes ionizantes usualmente estudadas, segundo Yoshimura (2009),
compreende: (a) Particulas eletricamente carregadas: essas particulas possuem
energia cinética superior a energias de ligacbes de elétrons atémicos. Essas
particulas podem ser originadas da emissao por nucleos atdmicos (particulas ae e
os produtos de fissdo nuclear, por exemplo), por atomos (elétrons Auger), produtos
de reacbes nucleares; (b) Néutrons livres, que sdo sempre instaveis e alcangcam a
estabilidade por desintegracdo beta; (c) Radiacdo eletromagnética com energia de
féton acima de 12 eV (Yoshimura, 2009; Okuno, 2013).

Osraios X e y sado consideradas radiacdes ionizantes por possuir alta frequéncia
do espectro eletromagnético e consequentemente energia (Yoshimura, 2009). Os
raios X sao produzidos por processo de ajustes na estrutura eletrbnica, e tem origem
na eletrosfera ou no freamento de particulas carregadas no campo eletromagnético
do nucleo atbmico ou dos elétrons (Tauhata et ai., 2003; Pereira, 2014). Em contraste,
a radiacdo y representa um extremo do espectro magnético, na faixa do curto
comprimento de onda e da alta energia. Os raios y sdo originados de desexcitacdes
nucleares por nudcleos instaveis logo em seguida a emissdo de radiacdo a ou

(Tauhata et ai., 2003).

2.2 Aplicacédo Das Radiac¢des lonizantes
Os elementos radioativos tém sido usados frequentemente em diferentes areas
da sociedade, principalmente na industria e na medicina. A descoberta dos Raios X
por Roentgen revolucionou o mundo da radioatividade, e teve um papel fundamental
na compreensao dos sistemas bioldgicos de um ser humano (Ambrosio et ai., 2017).
Um dos grandes avancos € a descoberta da estrutura do DNA usando o Raio X
pela cientista Rosalind Franklin, através dos modelos estabelecidos pelos

pesquisadores Francis Harry Compton Crick e James Dewey Watson (Gongalves,
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2017). A radiagado ionizante tornou-se uma ferramenta indispensavel na vida do
homem, utilizada desde o diagnostico até o tratamento do ser humano. Portanto,
desde a descoberta das radiacfes ionizantes, varios hospitais j4 usavam a radiacao
ionizante, principalmente os raios X, como uma ferramenta de radiodiagnostico, a fim
de visualizar o "interior" do corpo humano (Lima et ai., 2009).

No radiodiagndstico, as radiacfes ionizantes sado utilizadas na radiografia,
mamografia e mapeamento com radiofarmacos. A funcéo principal é a visualizagcao
de um 6rgéo, a fim de verificar possiveis anormalidades na estrutura ou na funcéo. As
radiacdes ionizantes sado usadas em diferentes modalidades de radioterapia
(braquiterapia, teleterapia e a radio cirurgia), importante no tratamento dos tumores e
células neopléasicas (Sawada, 2006; Candido, 2017).

Na indUstria, as principais fontes de radiacdo usadas séo os irradiadores de raios
y e aceleradores de elétrons. Geralmente, essas fontes desempenham um papel
importante na preservacdo e desinfeccdo de produtos alimenticios, esterilizagéo de
produtos farmacéuticos, médicos, cirdrgicos e na producdo de energia (Pino et ai.,
2013).

O uso frequente aumenta proporcionalmente acontecimento de incidentes ou
acidentes ocupacionais ou até de acidentes radiol6gicos ou nucleares, onde a
populacédo, além dos profissionais, € exposta a radiagdo ionizante (Valuckas et ai.,
2007; Santos, M; Almeida, 2013). Coeytaux et ai. (2015) realizaram uma revisdo na
literatura dos acidentes nucleares registrados dos anos 1980-2013 pelos diferentes
orgaos reguladores de energias nucleares, como a Agéncia Internacional de Energia
Atdmica (IAEA) e a Comisséo Internacional de Protecdo Radiolégica (ICRP). Foram
relatados 648 acidentes de exposicao, sendo 2390 pessoas expostas no quais 190
morreram devido a superexposicdo. A maioria desses acidentes foram no setor da
industria (27%) e no setor médico através do uso de radioterapia (32%) ou

fluoroscopia (31%).
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2.3 Interacdo Da Radiacao lonizante Com a Matéria

A interacdo das radiacdes ionizantes com a matéria consiste na transferéncia de
energia para o meio irradiado através das particulas que foram encontradas em sua
trajetoria (Nouailhetas, Yannick et ai., 2005). Fisicamente, as radiacdes ao interagirem
com um material, podem nele provocar excitacdo atémica ou molecular, ioniza¢do ou
ativacdo do nucleo como representado na figura 1. Esses eventos ocorrem a nivel
atdbmico e, dependendo da energia transferida ser superior ou inferior a energia de
ligacdo do elétron com o restante da estrutura atdmica, transforma o atomo em ion

positivo (Yoshimura, 2009; Tauhata et ai., 2013).

Figura 1 - Mecanismo de interacdo da radiagcdo com a matéria.
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Fonte: Tauhata et ai., 2003.

A excitacdo atbmica acontece quando os elétrons sdo deslocados de seus

orbitais de equilibrio, e por insuficiéncia de energia retornarem, emitem a energia
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excedente sob a forma de luz ou raios X caracteristicas. Ja, a ionizacéo resulta na
guebra de ligagcGes quimicas (Tauhata et ai., 2013; Nouailhetas, 2005).

As caracteristicas comuns das ondas eletromagnéticas ionizantes sao: carater
ondulatdrio, auséncia de carga e massa de repouso e alto poder de penetracdo em
um material, percorrendo grandes espessuras antes de sofrer a primeira a interacao.
Diferente da radiagéo particulada, as ondas eletromagnéticas ionizantes tém um poder
de penetrabilidade muito maior e a probabilidade de interacdo depende também da
energia da radiacdo, que deve estar em um intervalo de 10 Mev a 50 Mev. Excluindo
as reacOes nucleares, os principais modos de interacdo das radiacfes
eletromagnéticas ionizantes séo: o efeito fotoelétrico, o efeito Compton e a producao
de paises (Tauhata et ai., 2003).

O efeito fotoelétrico predomina em baixas energias e consiste em uma interacao
entre o féton e o atomo, caracterizada pela absorcdo da radiacdo eletromagnética
ionizante em um Unico elétron orbital com transferéncia total de toda sua energia
(Figura 2). Nesse processo, o atomo € ionizado e como consequéncia perde um
elétron, surgindo assim um fotoelétron que é ejetado pelo a&tomo com uma energia

cinética (Tauhata et ai., 2013; Pereira, 2014).

Figura 2 - Caracterizacao do Efeito fotoelétrico.
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Fonte : Tauhata et ai., 2013.

Essa perda de elétron ocorre, geralmente, nas camadas mais interna do atomo
e é prontamente preenchida por outro elétron de camadas externas, levando a
geracao de fotons de raios X caracteristicos, de elétrons rapidos e de elétron de Auger
(Mendes, 2014; Silva, 2020; Yoshimura, 2009).
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No efeito Compton, a onda eletromagnética ioniza o atomo interagindo com um
de seus elétrons mais externos (elétrons livres). Consequentemente, ocorre
transferéncia parcial da energia e do momento do féton para o elétron, assim um foton

com a energia restante é espalhado em outra direcdo (Tauhata et ai., 2013).

Figura 3 - llustracao do Efeito Compton.

Fonte: Tauhata et ai., 2013.

Por seguinte, o efeito Compton leva ao desequilibrio entre os ions negativos e
positivos do 4tomo, que tenta restabelecer o equilibrio eletrbnico e, nesse processo
de restabelecimento do equilibrio acontecem perdas de configuracdes fundamentais,
resultando na formacédo de elétron rapido, moléculas estranhas ndo pertinentes ao
seu meio (Furtunato, 2015; Yoshimura, 2019).

A producdo de pares é considerada como uma das principais formas de
absorcao da onda eletromagnética com energia superior a 1,02 MeV. Neste processo,
fétons interagem com o campo elétrico nuclear de atomos com numero atébmico

elevado e é absorvido, tendo toda sua energia convertida em um par elétron-pésitron.
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Figura 4 - llustracao da Producéo de pares.
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Fonte : Tauhata et ai., 2013.

2.4 Interacdo Da Radiacéao lonizante Com O Tecido Bioldgico

As moléculas biologicas sdo constituidas, principalmente, por atomos de
carbonos, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio. Como citado, a ionizagcdo acontece
guando a energia da radiacdo é superior a energia de ligacdo dos elétrons. No caso
da interacao da radiacdo ocorrer com atomos pertencentes a moléculas bioldgica, os
elétrons serdo arrancados, provocando alteracdes bioquimicas e estruturais nas
moléculas importantes (dgua, proteinas, DNA, RNA) dos sistemas biologicos
(Nouailhetas, Yannick et ai., 2005).

Essas alteracdes séo as razdes que levam aos danos no organismo do individuo
exposto a radiacdo ionizante. A gravidade de tais danos vai depender da dose
absorvida, taxa de dose absorvida, Transferéncia Linear de Energia (LET - Linear
Energy Transfer) e Efetividade Bioldgica Relativa (RBE, Relative Biological
Effectiveness) (IAEA, 2011).

2.4.1 Dose absorvida e taxa de dose

A dose absorvida, considerada como a quantidade de energia absorvida em um
sistema, € uma grandeza dosimétrica fundamental expressa pela razdo entre a
energia absorvida e a massa do volume de material atingido (IAEA, 2011). Durante a
transferéncia de energia, nem toda a energia € absorvida pelos sistemas biologicos.
Portanto, o efeito de radiagdo sobre um determinado tecido € proporcional a

quantidade de energia absorvida e ndo a quantidade de energia no qual foi exposto.
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Entdo, a dose absorvida relaciona a energia absorvida com os danos bioldgicos e,
vale para qualquer meio e qualquer tipo de radiagao (Okuno, Yoshimura, 2016).

Outro fator importante a considerar numa exposicao a radiacao ionizante é a taxa
da dose absorvida. A taxa de dose absorvida € definida como a dose absorvida por
unidade de tempo, ou seja, a energia das particulas ionizante transferida para a
matéria em um dado intervalo de tempo (IAEA, 2011).

A taxa de dose absorvida é importante nos efeitos biologicos produzidos pela
radiacdo. Pois, a taxa de dose influencia no ciclo celular do individuo exposto e,
provavelmente, os tecidos atingidos pela radiacdo podem se regenerar se for
depositado uma dose absorvida alta, mas com uma taxa de dose baixa. No entanto,
se a mesma dose absorvida alta for depositada com uma taxa alta dose de radiacéo,
os efeitos da radiacdo seréo seletivos onde alguns tecidos serdo mais danificados e

com regeneracao tardia do que outros (Shields Warren, 1980; IAEA, 2011).

2.4.2 Transferéncia linear de energia-LET

A LET é definida como a energia depositada na matéria pela radiacdo ionizante
por unidade de distancia percorrida (KeV/um). A LET se refere a densidade linear de
todas as formas de energias transferidas, incluindo a excitagcéao e ionizagcdo. Quando
as radiacdes ionizantes atravessam o0s sistemas bioldgicos, elas perdem energia
gradualmente através de varios processos de interagcdo no caminho. Essa taxa de
perda depende da energia e do tipo de radiacdo, bem como a densidade do material
biolégico (IAEA, 2011; Rodrigues, 2014).

As radiacOes sao classificadas em radiacdo baixa ou alta LET. As particulas
carregadas geralmente possuem uma LET maior que as ondas eletromagnéticas
ionizantes. Além disso, as radiacdes de alta LET sdo caracterizadas por inducédo nao
aleatoria de quebras duplas do DNA, aumentando a taxa da morte celular e frequéncia
de células com multiplas ou nenhuma alteracéo, resultando numa distribuicdo nao
aleatoria (IAEA, 2001; Rodrigues et ai., 2005).

Entretanto, para radiagfes de baixa LET, a ionizagc&o nos sistemas biologicos é
randomicamente distribuida entre as células, e as lesbes de DNA serdo também
randdmicas entre as células. Portanto, as células possuem uma probabilidade igual e
aleatéria de serem atingidas por um ou varios fotons e, também, de gerarem

alteracGes cromossomicas (IAEA, 2001).
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2.4.3 Efetividade bioldgica relativa-RBE

O RBE é usado para quantificar a qualidade da radiacdo nos sistemas bioldgicos.
Os valores séo obtidos pela razdo das doses absorvidas necessarias para que dois
tipos de radiacdo produzam o mesmo efeito biolégico em condi¢des idénticas de
irradiacdo (ICRP, 2007; IAEA, 2011).

Figura 5 - Relacéo entre RBE e LET.
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Fonte: IAEA, 2011.

Portanto, o RBE varia de acordo com o sistema celular, taxa de dose. Para a
radiacdo ionizante, o RBE aumenta com a elevacdo da LET de determinadas
radiacdes e atinge o pico em cerca de 100 Kev/um. Esse valor do RBE, de pois de
atingir o pico, diminui em células com capacidade elevada de reparacdo de DNA,
enquanto o valor RBE aumenta constantemente com a LET em células com reparo
deficiente ou tardia. Isto explica por que o valor de RBE é menor para exposicoes
Unicas de alta taxa de dose e maior para multiplas pequenas fragdes de radiacdo
(IAEA, 2011). Entretanto, a RBE ndo depende apenas da LET, mas também da dose,
da taxa de dose, do fracionamento da dose e até mesmo da idade da pessoa exposta
e suas condic¢des fisiologicas no momento da exposi¢cdo, sendo assim, a RBE pode
ser expressa pela equacgéo 2:

RBE= Dosereferéncia( )
Doseradia¢&oA

onde, Dose referéncia é a dose da radiacdo de referéncia necessaria para produzir
uma resposta especifica e Dose radiacdo A , a dose da radiacdo A necessaria para

produzir igual resposta (Tauhata et ai., 2003).
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2.5 Efeitos Biolégicos Da Radiagcédo lonizante

Os efeitos biologicos causados pela radiacdo dependem da taxa de exposicao,
area exposta e da variacdo de sensibilidade celular. As radia¢cdes ionizantes podem
interagir diretamente ou indiretamente com o0s sistemas bioldgicos. Os efeitos direitos
estdo ligados a capacidade da radiacao de transferir energia a molécula bioldgica alvo,
ioniza-la e assim, causa uma alteracdo na fungéo biolégica da molécula (Lemes, 1997;
Pryor, 1976). Basicamente, os efeitos direito da radiacdo ionizante dependem da
qualidade da radiacdo aplicada e da radiossensibilidade da molécula alvo. Essa
molécula alvo podera ser o DNA, portanto a radiacdo ioniza os atomos do DNA
guebrando as ligacbes quimicas existentes entre as bases e a desoxirribose(Ravanat
et ai., 2014; Nouailhetas, 2016).

Figura 6 - Representacdo das acdes direta e indireta da radiacdo ionizante.
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Os efeitos indiretos consistem na ionizacdo de moléculas simples e a criacdo de
radicais livres. O organismo é composto por uma quantidade grande de agua, e por

estar em grande concentracao a agua acaba sendo a intermediaria da radiagcdo com
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os sistemas bioldgicos. A ionizacdo da agua, chamada de radidlise, gera a formacéo
de radicais livres como hidrogénio molecular (H,), peréxido de hidrogénio (H,02) E
hidroxila (OH-) (Almeida, 2007). Esses radicais sdo altamente reativos as moléculas
das células, como o DNA, lipidios e outros constituintes subcelulares (IAEA, 2011).

Os radicais livres formados apresentam uma instabilidade, e no processo reativo
ha tentativa de alcancar a estabilidade ao se ligarem a outro elétron no organismo.
Entre todos os radicais livres formados no organismo, as espécies reativas de oxigénio
(ROS) representam a classe mais importante, sdo moléculas altamente reativas que
comprometem a funcionalidade de organelas celulares, danificando o DNA (Andrade
et ai., 2010). Portanto, a radiagdo com um agente exdgeno, em contato com o DNA,
provoca agressoes fisicas e quimicas, gerando lesfes. Essas lesfes podem ser de
varios tipos como, ligacdes cruzadas, quebra da fita simples, quebra da dupla fita,
quebras cromossémicas, delecdo ou substituicdo de sequéncias de nucleotideos,
dentre outros (Silva et ai., 2020; Ferreira, 2021).

As lesfes induzidas pelos processos reativos provocam alteragdes estruturais
na molécula de DNA, resultando em impedimento dos processos de replicacao e
transcricdo. Em consequéncia, as sequéncias de nucleotideos se alteram e uma falha
no reparo dessas lesdes pode desencadear processo mutagénicos (Delunardo, 2010;
Pizzaia, 2013).

Os efeitos biologicos podem ser classificados em funcédo do valor da dose e
forma de resposta, em funcdo do tempo de manifestacéo e do nivel organico atingido.
Desse jeito, em funcdo da dose e forma de resposta, sédo classificados em
estocasticos e deterministicos; em termos do tempo de manifestacdo, em imediatos e

tardios; em funcéo do nivel de dano, em somaéticos e genéticos (Tauhata et ai., 2003).

2.5.1 Efeitos estocasticos e deterministicos

Os efeitos estocasticos sdo efeitos para 0os quais ndo existe um limiar de dose,
cuja probabilidade de ocorréncia de danos é proporcional & dose de radiacdo
recebida. Ou seja, o0s efeitos estocasticos podem surgir pela exposicdo a doses baixas
estabelecidas pelas normas de protecédo radiologicas. Entre estes efeitos, destaca-se
0 cancer, acumulo de mutacdes e alteragcdes com um tempo prolongado (Tauhata et
ai., 2013).

A probabilidade de ocorréncia de um cancer radioinduzido depende da

guantidade de clones de células modificadas no tecido ou 6rgao. O periodo de
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aparecimento do cancer apos a exposicao a radiacdo pode chegar até 40 anos, ja no
caso da leucemia pode levar entre 5 e 7 anos, com periodo de laténcia de 2 anos,

como representado na Figura (Tauhata et ai., 2003).

Figura 7 - Estimativa do tempo de laténcia para aparecimento de cancer apés
exposicao.
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Fonte: Tauhata et ai., 2003.

Os efeitos deterministicos sdo aqueles causados pela irradiacao total ou
localizada de um tecido. Diferente dos efeitos estocasticos, existe um limiar de dose,
abaixo do qual as altera¢gdes sao insuficientes para prejudicar os sistemas biologicos.
Portanto, os efeitos deterministicos sdo provocados por dose acima do limiar
permitido, onde a gravidade ou a severidade dos efeitos aumenta com a dose
aplicada. Além da gravidade, os efeitos deterministicos variam também com a
frequéncia de um dado efeito, aumentando em funcéo da dose (Tauhata et ai., 2003).
Quando as alteracdes causadas pela radiagcdo ndo podem ser compensadas, alguns
feitos clinicos como leucopenia, nduseas, anemia catarata, esterilidade, hemorragia

etc. podem aparecer ( Azevedo, 2005; Cazarin, 2005).
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Figura 8 - Relacdes tipicas entre dose e severidade do dano para efeitos
deterministicos numa populacéo de individuos.
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Fonte: Tauhata et ai., 2003.

2.5.2 Efeitos somaticos e hereditarios

Os efeitos somaticos surgem do dano nas células dos corpos e afetam somente
a pessoa irradiada. Os efeitos sdo dependentes da dose absorvida, da taxa de
absorcdo, da regido e area do corpo irradiada (Tauhata et ai., 2003). Esses efeitos
podem ser classificados em duas categorias: efeitos imediatos (agudos), que sao
observados em horas, dias ou semanas ap0s exposicdo, e os efeitos a longo prazo
(tardios), sdo observados depois de anos (Okuno, 2005).

Outrossim, os efeitos genéticos sdo efeitos que surgem no descendente da
pessoa irradiada, quando os 6rgaos genitais (reprodutores) sao expostos as radiacdes
ionizantes. Os efeitos ndo dependem da taxa de absorcdo da dose e tem caréater

cumulativo (Tauhata et ai., 2003).

2.5.3 Efeitos imediatos e tardios

Os efeitos imediatos sdo os primeiros efeitos biolégicos que ocorrem de poucas
horas até sessenta dias ap0s a exposicdo. Esses efeitos podem ser produzidos
apenas com a grande quantidade de radiacdo absorvida, dependendo da area do
corpo e da taxa de radiacdo. Se as doses forem muito altas, as lesdes serao severas.

Porém, para doses baixas ndo havera efeitos imediatos, mas existe possibilidade de
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lesbes a longo prazo (Tauhata et ai., 2003).

Os efeitos retardados ou tardios séo os efeitos biologicos que aparecem depois
de anos ou mesmo décadas. Um dos efeitos mais incidentes é o cancer, e aparecem
os sintomas quando o grau de danos causado pela radiacdo é severo, irreparavel e

até mesmo letal (Tauhata et ai., 2003).

2.6 Ciclo Celular

O ciclo celular consiste em uma sequéncia de acontecimentos que levam ao
crescimento e divisdo da célula de forma continua e repetitiva. Este processo de
divisdo celular € muito importante, pois permite a renovacao celular, de tecidos e de
orgaos, uma vez que as células do organismo ndo tém estrutura e funcionamento
permanentes (Tauhata et ai., 2003; Djokovic-Davidovic et ai., 2016).

O estudo classico da divisdo celular estabelece duas etapas no ciclo celular, a

7

mitose e a interfase (que é o tempo entre duas mitoses) (Figura 9). A mitose

[N

D~

subdivido em quatro fases: protase, metafase, anafase e teléfase. A interfase
considerada a fase mais ativa, onde acontece grande atividade metabdlica,
crescimento celular, duplicacdo do DNA e reparo do DNA. A interfase é subdivida em
trés fases: fase G1, G2 e S (IAEA, 1996; IAEA,2021; Snustad; Simons, 2012).
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Figura 9 - Representacao das fases do ciclo celular.

Fonte: Tauhata et ai., 2013.

A fase G1 é o periodo de biossintese de RNA, proteinas e enzimas. Nesta fase,
a célula cresce de volume até o ponto de restricdo, que apos avaliacao, evolui para a
fase seguinte ou é encaminhada para fase GO. A fase S, é a fase de sintese do DNA,
onde cada cromossomos é duplicado passando a ser formado por duas cromatides
ligadas pelo centrébmero. A fase G2 é a fase que precede a fase de reproducéo celular,
a mitose. Essa fase permite a formacgéo de estruturas e biomoléculas essenciais para
gue ocorra perfeitamente a mitose. Também, nesta fase G2 pode ocorrer eventos de
reparo caso haja algum erro no mecanismo de replicacédo (Snustad; Simmons, 2012;
Tauhata et ai., 2013;)

Cada fase tem seus processos distintos; no inicio da protase, 0s cromossomos
ndo aparecem duplicados, embora o DNA seja duplicado na interfase. No meio da
protase, os cromossomos aparecem duplicados. Na metafase, os cromossomos
comecam a se alinharem num plano equatorial e se acoplando as fibras do fuso
mitotico. Os cromossomos se separam e se movem para os polos da célula na
anafase; finalmente surgem duas células filhos na tel6fase, ambas contendo o mesmo
material genético da célula inicial (Tauhata et ai., 2013). No nlcleo de cada célula
contém a informacédo hereditaria organizada na forma de cromossomo e, esses
cromossomos podem ser facilmente visualizados e identificados nas células

somaticas durante a metafase.
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2.7 Mutacao e Reparo

A molécula de DNA desempenha fun¢bes importantes em todo o organismo,
portanto é necesséario manter a integridade da molécula. O processo de ionizacdo
pode alterar a estrutura das moléculas, através da ionizagcdo dos a&tomos, provocando
quebra de ligacbes quimicas. Dos danos celulares, os mais importantes sdo 0s
relacionados a molécula do DNA (Tauhata et ai., 2013). Durante a fase G1 da
interfase, o DNA est&4 mais propenso a lesfes por radiacdes ionizantes que podem
provocar ruptura da fita dupla. As quebras de dupla ligacdo que ocorrem durante a
replicacdo e devem ser reparadas antes do término da fase G2 (Nepomuceno et ai.
2017).

A radiacao ionizante induz a alteracao da fisiologia da célula, levando a morte
fisiolégica ou a morte celular, num processo bastante fisioldgico caracteristico,
denominado apoptose (Story et ai., 1992, Filippovich et ai, 1988). A apoptose, em
condi¢cdes normais, € considerada um processo de morte celular programada,
essencial para manutencao e eliminacao das células defeituosas. Portanto, durante a
apoptose a célula sofre alteracbes morfolégicas caracteristicas, como retracdo da
célula, perda da aderéncia com a membrana, fragmentacado internucleossémica do
DNA, condensacao croméatica e formacao de corpos apoptaticos (Grivicic; Regner; Da
Rocha, 2007).

Esse processo apoptético é regulado por uma complexa sequéncia de
mecanismos, alguns dos quais envolvidos com a regulagéo do ciclo celular, mitose e
diferenciacao celular. Em caso de exposicao a radiacao ionizante, a radiacao pode
induzir prematuramente a apoptose celular através da alteragdo de controle fisiologico
(Allan, 1992; Hurle, 1988). Pois, quando a dose de radiagcao € elevada, muitas células
de tecidos atingidas podem néo suportar a energia recebida, acelerando os processos
de ciclo celular na tentativa de manter a estabilidade funcional. (Tauhata et ai., 2003).
O organismo, para manter a hemostasia, pode tentar fazer os reparos dessas
alteracdes na molécula de DNA mediados por enzimas. Quando algum erro é
detectado, ha uma pausa na replicacédo para que ocorra o reparo do DNA ou para que
haja a inducdo de morte celular (Reinhardt, Schumacher, 2012). Se o reparo é
eficiente e um tempo curto, o DNA pode voltar a sua composi¢ao original. No entanto,
num reparo propenso a erro, podem surgir mutacdes nas sequéncias de bases ou
rearranjos mais grosseiros, provocando a morte reprodutiva da célula ou até alteracao

do material genético das células sobreviventes (Tauhata et ai., 2013).
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Algumas mutagdes ndo implicam em mudancas detectaveis na atividade
metabolica da célula, outras podem causar a morte celular, porém nao detectaveis; e
por fim, algumas sdo potencialmente perigosas conduzindo ao processo
carcinogénico (Ribeiro et ai., 2003). As mutacdes podem se apresentar tanto em nivel
génico, quanto em nivel cromossdmico (alteragdes cromossdmicas). As mutacdes
génicas, referem-se a mudancas de uma ou poucas subunidades na molécula do
DNA, por substituicdo, perda ou ganho de nucleotideo, alterando geralmente apenas
o funcionamento de um gene (Beiguelman, 2008). Ja as altera¢cdes cromossdmicas,
sdo modificacdes que podem provocar desorganizacdo da informacao genética como
um todo até chegar a impedir a viabilidade do organismo no qual se manifestam
(Fagundes, 2012).

Portanto, o reparo dos danos ao DNA constitui um importante enfoque de estudo,
visto que a sua perpetuacado em células tumorais faz parte do conjunto de eventos que
determina a evolucdo do cancer, bem como sua resposta ao tratamento. O sistema
de reparo do DNA é constituido por diversas proteinas especializadas, com objetivo
de reparar o dano ao DNA para que a célula siga seu ciclo. Dependendo do tipo de
les@o, o sistema de reparo pode ser classificado em: reparo direto, reparo por excisao
de bases (BER), reparo por excisdo de nucleotideos (NER); reparo de mal
pareamento que corrige os pequenos loops de insercdes e dele¢des. Os reparos
direitos ocorrem em lesdes induzidas por radiacéo, a fim de corrigir os danos a bases
de nucleotideos (Chatterjee, Walker, 2017; Knijnenburg et ai., 2018; Escovar, 2021).

2.7.1 Reparo por excisao de base (BER - base excision repair)

O reparo por excisdo de base é essencial para o funcionamento normal do
metabolismo celular, sendo o principal evento para reparar o DNA ap6s sofrer
processos oxidativos, de desaminacgéo e alquilacdo. Ou seja, as alteragfes que nao
modificam a estrutura da dupla hélice da molécula de DNA, como quebras simples,
sao reparadas por excisédo de base (Nepomuceno et ai., 2017; Sharma, Dianov, 2007;
Cortez, 2018).

Segundo Lutz (2017), o BER é um processo multienzimatico, que requer a
participacdo de quatro principais enzimas: DNA glicolise, AP endonuclease, DNA
polimerase e DNA ligase. O BER atua como um processo ativo de reparo, com o DNA
glicosilase, que tem funcao de reconhecer e remover as bases danificadas, resultando

na formacéao de sitios purinicos/pirimidinicos.



32

2.7.2 Reparo por Excisdo de nucleotideos (NER - Nucleotide excision repair)

O NER desempenha um papel importante na integridade da molécula de DNA,
e é a via responsdvel por reparar danos que modificam a estrutura do DNA de forma
significativa. O reparo pela via NER se inicia pela identificacdo de uma leséao
volumosa, que impede o pareamento correto das fitas (Laporte, 2019). O reparo €&
realizado pela clivagem da ligacao fosfodiéster da fita anormal dos dois lados da leséo
com alguns nucleotideos a mais como margem de seguranca. A DNA helicase remove
o oligonucleotideo lesado e a DNA polimerase preencher o espagco vazio, em
consequéncia a DNA ligase é responsavel em ligar a fita ao fragmento que foi
sintetizado (Alberts et ai., 2017; Jagirdar et ai., 2013).

2.7.3 Reparacao de D58s (double-strand breaks)

Existem trés vias principais de reparo das DSBs: unido de extremidades nao-
homélogas (NHEJ, non-homologous end joining), recombinacdo homodloga (HR,
homologous recombination) e anelamento de fita simples (SSA, single-strand
annealing). As vias HR e SSA sao dependentes do ciclo celular e exigem a presenca
de sequéncia homologas (Taleei; Nikjoo, 2013).

A via HR utiliza uma crométide irmé nas fases S e G2 como molde para uma
troca genética, tornando a via muito precisa e com raras possibilidades de erros, dessa
forma as DSBs podem ser reparadas nas fases S e G2 sem que haja qualquer perda
de informacdao, através da recombinacdo entre a fita danificada e a homéloga néo
danificada (Isbir et ai., 2015).

A via SSA remove sequéncias de bases distorcidas, podendo levar a grandes
delecdes. As distor¢cdes sao criadas entre as sequéncias repetidas apos o anelamento
(Taleei; Nikjoo, 2013). Enquanto na via NHEJ, considerada principal via de reparacdo
em células de mamiferos e ativa ao longo do ciclo celular, as primeiras etapas do
reparo do DNA se assemelham a via HR. Nessa via a DSB € reconhecida pelas
proteinas Ku?0/80 e a sinalizacdo € mediada pela DNA-PK (proteina quinase
dependente de DNA), assim, o processo de reparacgao € iniciado (Tuimala et ai., 2004).
NHEJ é mais propensa a erros por ligar diretamente as extremidades das DSBs nas
fases GO e G1, além de ser potencialmente mutagénica, a medida que, é capaz de
evitar a morte celular provocando alteracdes na molécula de DNA (Mladenov; lliakis,
2011; Isbir et ai., 2015).
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2.8 Linfocitos Humanos

Os linfécitos sdo considerados células do sistema imune do organismo,
responsaveis pela resposta adaptativa. Classificados em dois tipos: os linfécitos T e
B. Ambos originam-se de células primordiais stem ce/ls do saco vitelinico que
eventualmente se fixa na medula 0ssea. Indiferenciadas, os linfécitos T saem da
medula 6ssea em direcdo ao timo, onde sofrem processos de maturacdo, de
diferenciacdo e se tornam imunologicamente ativados. Diferentes dos linfécitos T, os
linfocitos B saem da medula 6ssea ativados, pronto para reconhecimento de
antigenos, promovendo uma série de reacdes contra invasores (IAEA, 1996; Silva,
1997; IAEA, 2011; Abbas; Lichtman; Pillai, 2015).

A concentracdo dos linfocitos no sangue periférico depende da idade, etnia,
fatores ambientais e presenca de patdgenos, sendo que 60-70% séao do tipo Te 10-
15% do tipo B nos adultos. Nas criancas e recém-nascidos, a concentracao pode estar
acima do normal. Em idosos, pode ser encontrada uma concentracdo baixa dos
linfocitos T. Os linfécitos tém um tempo de vida média de 3 anos, incluindo alguns com
duracéao de vida de vérias décadas (Silva, 1997, IAEA, 2011).

Ademais, a maioria dos linfécitos T pertencem ao pool de redistribuicdo celular
e circulam em diferentes 6rgdos até o sangue periférico. Essa caracteristica dos
linfécitos é importante, pois quando os linfécitos forem expostos a um agente quimico,
fisico ou mutagénico em qualquer parte do corpo, as altera¢des induzidas pelo agente
serao observadas nos linfocitos do sangue periférico (Carrano, Natarajan, 1988, Silva,
1997).

Além disso, os linfocitos tém uma sensibilidade uniforme a radiac&o ionizante e
a maioria esta na fase de pré-sintese de DNA (GO) do ciclo celular, ou seja, com
cromossomos ndo replicados. Os linfécitos circulantes ndo estdo em mitose, se
comportam como células sincronizadas. Portanto, as altera¢cdes induzidas pela
radiacdo ionizante serdo consequentemente do tipo cromossdmica, e, os linfocitos
podem ser estimulados por agente mitogénicos a sofrer mitoses, como a

fitohemaglutinina (Carrano, Natarajan, 1988; IAEA, 2011).
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Figura 10 - Representacao do ciclo celular e acdo da Fitohemaglutinina (PHA).

Fonte: IAEA, 2011.

A fitohemaglutinina é uma proteina derivada do feijdo preto Phaseolus vulgaris,
tem como funcéo ativar a mitose dos linfocitos, transformando-os em células blasticas.
Nesse processo de transformacado, ocorre aumento do volume celular, nuclear e
citoplasmatico dos linfécitos. Assim, os linfocitos podem fornecer células em diviséo
para contagem de aberrac6es cromossomicas (IAEA,1996, Bender et ai.,1988; Silva,

1997).

2.9 Biodosimetria

A Biodosimetria € uma técnica dosimétrica com objetivo principal de investigar
os efeitos biologicos induzidos pela radiacdo através da estimativa da dose recebida
por um individuo. A técnica é util na quantificacdo da dose absorvida em caso de
acidentes nucleares, uma vez que grande parte dos casos as pessoas expostas nao
usam o dosimetro fisico. Segundo Amaral (2002), a dosimetria biolégica utiliza dois
métodos, que séo: a contagem de alteracbes cromossdmicas instaveis e o uso de
sondas fluorescentes para visualizagéo de alteragcdes cromossdmicas estaveis. Essas
alteracOes s&o resultados de lesbes induzidas pela radiagc&o ionizante no DNA.

As alteracbes cromossOmicas instaveis (cromossomos dicéntricos, anéis
cromossomicos e fragmentos) surgem a partir de rupturas de filamentos duplos (DSB)
ou reparo incorreto do DNA, induzidas pela exposicéo a radiacdo ionizante. A anélise

dessas alteracbes tem sido empregada na avaliacdo de individuos expostos a
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radiacdo, sendo amplamente estudada em linfécitos provenientes do sangue
periférico humano (IAEA, 2011). Dentre as técnicas que podem ser aplicadas para a
andlise citogenética, destacam-se o ensaio de cromossomos dicéntricos, considerado
padrdo ouro da biodosimetria, e a técnica de micronucleos (MN) com bloqueio da
citocinese celular (CBMN - Cytokinesis-Block Micronucleus) (Thierens; Vral, 2009;
IAEA, 2011).

2.9.1 Ensaio de Dicéntricos

O ensaio de dicéntricos é considerado o padrdo ouro da biodosimetria. Os
cromossomos dicéntricos sdo altamente especificos a radiacdo ionizante, com um
nivel basal populacional de 1 a cada 1000 células, o que permite sua andlise para
doses a partir de O,1 Gy, inclusive para radiagdes de baixa LET (IAEA, 2001). A quebra
de dois cromossomos diferentes por parte da radiacdo produz unides invertidas entre
as extremidades cromossOmicas e consequente troca de material genético. Ao final,
obtém-se um cromossomo com dois centrémeros (dicéntricos), acompanhado de um
fragmento acéntrico formado pelas por¢cdes acéntricas desses cromossomos (Figura
12) (IAEA, 2011).



36

Figura 11 - Metafase contendo dicéntricos (DC) associado ao fragmento acéntrico.

Fonte: O Autor, 2023.

Além dos dicéntricos, alguns pesquisadores os combinam com a anélise dos
anéis cromossomicos e fragmentos isolados na estimativa da dose. Esses anéis sdo
raros, formados pela troca entre duas quebras em bragcos separados do mesmo

cromossomo e acompanhado por um fragmento acéntrico (IAEA, 2011).

Figura 12 - Uma metafase espalhada com dois anéis (com setas), fragmentos
dicéntricos e acéntricos.

Fonte: IAEA, 2011.
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2.9.2 Curva de Calibracao

As curvas de calibracdo sao construidas com objetivo de estabelecer uma
relacdo entre a dose absorvida pelo organismo e as frequéncias de alteracfes
cromossOmicas contabilizadas em uma analise. A curva de calibracdo € considerada
especifica e tem uma alta sensibilidade para determinagcdo de doses, em um intervalo
de dia a cerca de seis meses. Uma desvantagem dos cromossomos dicéntricos € o
dano ser instavel e pode ser eliminado dos linfécitos presentes no sangue periférico
(IAEA, 2011; Roy etal., 2012; Aguiar, 2015).

As primeiras curvas de calibragcdo foram construidas in vitro no laboratorio
NRPB (Lloyd et ai., 1977) para raios X, radiacao y de fonte de cobalto-60 e néutrons
(Figura 14). Os dados sobre a producéo das alteracdes (Y) obtidas nesse laboratorio
foram mostradas representando uma funcdo matematica da forma: Y = C + aD +D*?
para radiacdo de baixa LET (raios X e radiacdo), onde a e sao os coeficientes linear
e quadrético, respectivamente e que determinam a forma e inclinacdo da curva, Y é a
frequéncia da alteracdo, C determina o numero espontaneo (background) das
alteracdes e D corresponde a dose absorvida de radiagdo. No caso de néutrons

(radiacdo de alta LET), as curvas obtidas foram do tipo linear: Y = C + aD.

Figura 13 - Curvas de calibragdo construidas in vitro com diferentes qualidades de
radiacéo.
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Fonte: (Lloyd & Dolphin, 1977).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar, por meios da técnica de dicéntricos, as alteragdes cromossoOmicas
instaveis em linfécitos humanos apds exposicdo com diferentes doses absorvidas a

radiacdo gama sob uma alta taxa de dose.

3.2 Objetivos Especificos
* Analisar as alteragbes cromossémicas em linfocitos humanos apés exposicao
a radiacao gama com diferentes doses absorvidas;
» Estudar a distribuicdo intracelular das alterac6es cromossdmicas instaveis para

cada dose absorvida.
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4 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Dosimetria Bioldgica do Centro
Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste - CRCN-NE, e faz parte de um projeto
aprovado para coleta de dados pelo Comité de Etica envolvendo pesquisas com seres
humanos da Universidade Federal de Pernambuco sob o numero de
CAAE(09186813.7.0000.5208 e do parecer consubstanciado 269.483 (Anexo A).

4.1 Selecdo de Doador e Coleta de Amostra

Um voluntario, ndo-fumante foi selecionado, apds assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B). Segundo critério utilizado por
Gajendiran, et. ai. (2001) foi realizada anamnese por meio de questionario para
verificar se nos Ultimos seis meses antes da coleta o voluntario havia sido exposto a
radiacao terapéutica, raios X diagnéstico, vacinacao virai ou consumiu drogas ilicitas.
Posterior a este questionario, realizamos a coleta de 15 mi de sangue periférico por
coleta de sangue a vacuo. A coleta foi realizada por puncdo venosa, em tubos

vacutainers contendo heparina sddica na concentracao de 5000U/ml.

4.2 Irradiacdo das Amostras

As amostras de sangue foram separadas em trés aliquotas de 5 mi, sendo uma
considerada controle (ndo irradiada) e mantida a temperatura ambiente do laboratério
(20 - 22°C), e a outras duas amostras foram encaminhadas para a irradiacao.

A exposicao a radiacdo ocorreu no Departamento de Energia Nuclear (DEN-
UFPE) numa fonte de 6°Co (irradiador Gammacell 220) com uma taxa de dose
absorvida de 17,8 Gy/min. Para realizar a exposi¢cdo das amostras uma Barreira de
polietileno de 4 mm foi utilizada para assegurar o equilibrio eletrbnico das amostras
irradiadas em Kerma no ar e os valores foram convertidos em absorvida a fim de que

resultassem nas amostras valores de duas diferentes doses (2 e 3 Gy).

4.3 Cultivo de Células

Para a cultura de linfécitos foram adicionadas 0,5 mi de sangue total nos
frascos de cultura contendo 4 mi de meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 1 mi
de soro bovino fetal (Biological Industries) e 0,2 mi de fitohemaglutinina (Biological
Industries). Em seguida, os frascos foram mantidos na estufa a 37°C, por 48 horas.

Apo6s 46 horas foi adicionado O,1 mi de colchicina 0,0016% (Biological Industries). Ao
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completar 48 horas de cultivo, o material foi centrifugado por 6 minutos a 1800 rpm, o
sobrenadante foi desprezado adicionando 8 mi de KCI previamente aquecido a 37°C,
para que ocorresse o choque hipoténico. Apds a hipotonia, os tubos foram colocados
em banho-maria a 37°C por 15 minutos. Em seguida, os tubos foram novamente
centrifugados por 6 minutos a 1800 rpm, o sobrenadante foi retirado e adicionado o
fixador metanol-acido acético (3:1) até completar 8 mi. Para a preparacao de laminas
teste, foram realizadas tantas centrifugacdes e trocas de fixador quanto o necessario

para que o conteddo da cultura estivesse transparente.

4.4 Preparacdo de Laminas

Ap6s o processo de fixagcdo, foram confeccionadas laminas a partir do
precipitado de células ressupenso em 1 mi de solucdo fixadora. Em seguida, a
suspensao de células foi gotejada em dois pontos na lamina e colocado para secar a
temperatura ambiente durante 24h. Em seguida, as laminas foram coradas com

Giemsa a 5% durante 7 min para posterior analise cromossémica.

4.5 Anélise Microscépica

A contagem de alteragbes cromossOmicas foi realizada diretamente no
microscopio 6ptico (Leica DM500). As laminas foram examinadas na sua totalidade e
as metafases viaveis foram contadas por grupo (controle e irradiado). Entende-se por
viaveis aquelas metafases que nao mostram nenhuma sobreposicdo de
cromossomos, com 46 centrdmeros. Uma metéafase contendo um dicéntrico deve ter
seu fragmento acéntrico associado e no total 46 centrdmeros. Do mesmo jeito, um
anel cromossémico deve ter seu fragmento acompanhando, porém aumenta o nimero

total de pecas cromossOmicas para 47 na metafase e 46 centrémeros (IAEA, 2011).

4.6 Anélise de Dados

Os dados obtidos a partir da leitura das laminas foram submetidos a testes
estatisticos para avaliacdo do comportamento das alteracfes cromossdmicas. Ao
estabelecer a média e a variancia de cada amostra foi possivel avaliar a conformidade
ao modelo de Poisson, sendo utilizados o indice de disperséo e o teste u de Papworth
(IAEA, 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao total, o niumero de células metafasica analisadas foi de 861, sendo 417 para
0 grupo controle e 444 para o grupo irradiado com as doses de 2 e 3 Gy. Os numeros
totais de células de alteracdes cromossoémicas do grupo controle foram somados para
determinar o background, representado a dose zero Gy.

A tabela 1 mostra as frequéncias dos dicéntricos em diferentes amostras, o

grupo controle e amostras irradiadas com feixe y.

Tabela 1 - Distribuicdes intercelulares de dicéntricos com suas respectivas
frequéncias, indice de disperséao e valores deu.

Distribuig&o celular de Dic

[()gi)e Eztli:;se Dic y o 1 2 Var var/y u
0 717 0 0000 417 0 0 0,000
2 375 58 0155 322 48 5 0158 1,020 0282
3 69 14 0,203 56 12 1 0,194 0954  -0,280

Dic - Dicéntrico, Y - Frequéncia, Var - Variancia, u - indice de disperséo.

Analisando as amostras controles, observa-se que o0 grupo controle nao
apresenta nenhuma alteracao de dicéntricos, portanto, a frequéncia de dicéntrico foi
menor (O) em relacdo as amostras irradiadas (Tabela 1). Ademais, para as amostras
irradiadas, as frequéncias de dicéntricos foram diferentes, com valores de 0,155 e
0,203 para amostras irradiadas com as doses 2 Gy e 3 Gy, respectivamente. As
amostras irradiadas com dose 3 Gy apresentaram uma frequéncia de dicéntrico
relativamente alta. Portanto, observa-se um aumento das frequéncias com a elevacao

das doses.

Observa-se que as amostras irradiadas apresentam células com mais de uma
alteracdo cromossOmica. Portanto com os valores da frequéncia e variancia, foi
possivel estabelecer os seus respectivos indices de dispersdo e todos os pontos
foram testados para avaliar sua conformidade ao modelo de Poisson com o teste u.
Para as duas doses absorvidas (2 e 3 Gy), os valores de u estdo dentro do intervalo
esperado de + 1,96 com nivel de confianca de 95% (Tabela 1). Portanto, as células
tiverem um comportamento esperado para radiagcao de baixa LET.

Os dados obtidos relacionados a frequéncia dos dicéntricos sdo compativeis
com analises realizadas por diferentes pesquisadores (Barquinero, 1995; Top et ai.,
2000; Senthamizizh Chelva, 2006; Mendonca et ai., 2013; Martins et ai., 2013. Porém,
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existe na literatura uma escassez de experiéncias com alta taxa de dose (>5 Gy/min)

com feixe y.

As frequéncias de dicéntricos verificadas nos trabalhos de Barquinero (1995),
Top et ai. (2000), Senthamizh Chelva (2006); Mendonga et ai. (2013), e Martins et ai.
(2013) confirmam a regra que as frequéncias de dicéntricos sdo proporcionais ao

aumento da dose absorvida (Tabela 2).

Tabela 2 - Frequéncia de alteracdes cromossdmicas instaveis para o sangue
irradiado com fonte de 60Co a dose de 2 e 3 Gy.

Dose Frequéncia
Taxa de dose (Gy) de
y Dicéntricos
) . 1,98 0,34
Lloyd et ai. (1986) 0,5 Gy/min 3.06 0.78
. . 2 0,31
Barquinero (1995) 1,2 Gy/min 3 0.56
. . 2 0,22
Top, A., Coljkun, M., & Orta, T. (2000) 42.5 cGy/min. 3 048
. . 2 0,275
Senthamizh Chelva (2006) 1,4 Gy/min 3 0.602
Martins, V.; Antunes, A. C.; Gil, O. Monteiro ) . 2 0,211
(2013) 180 - 126 mGy/min 3 0.467
. 2 0,155
Este trabalho 17,8 Gy/min 3 0.203

Comparando as frequéncias (Tabela 2), nota-se uma predominancia de valores
menores entre este trabalho e os dos outros autores, mesmo que exista uma diferenca
nao significativa entre os valores. Essa pequena diferenca pode ser atribuida a
diversos fatores como os critérios de leitura e experiéncias dos operadores, numero

de células analisadas e a taxa de dose.

A distribuicdo celular dos dicéntricos dos trabalhos listados na tabela 2
confirmam a presenca de células com mais de uma alteracdo. Portanto, em radiacdo
ionizante de baixa LET, a taxa de dose é um dos principais fatores relacionados com
as consequéncias biologicas da dose absorvida. Porém, neste trabalho as frequéncias
estdo baixas, o que indica que serd necessario contabilizar mais metafases viaveis

para ter maior precisédo sobre a frequéncia de dicéntricos.

Além dos dicéntricos, as metafases analisadas apresentaram outros tipos de
alteracdes cromossbmicas instaveis como 0s anéis cromossdmicos e os fragmentos

isolados. As tabelas 3 e 4 apresentam, respectivamente, a distribuicdo dos anéis
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cromossomicos e dos fragmentos isolados. Os anéis cromossémicos sao alteracdes
cromossOmicas raras comparadas aos outros tipos de alteracGes instaveis em
linfécitos humanos (IAEA, 2011). E na analise microscoépica deste trabalho, os anéis
cromossOmicos sO apareceram nas amostras irradiadas com 2 Gy, com uma
frequéncia de 0,200. Observa-se, portanto, um aumento da frequéncia de anéis em
relacéo a doses absorvidas, de 0,200 para 0,275 em amostras irradiadas com 3 Gy.
Contudo, as frequéncias das alteracOes de dicéntricos mais anéis seguiram a
normalidade esperada, aumentando com o aumento da dose absorvida. Na
distribuicdo de dicéntricos mais anéis, foi observado um comportamento normal das

alteracdes, uma vez que os valores de u estdo dentro do referencial.

Tabela 3 - Distribuicéo celular de Dicéntricos mais Anel cromossoémico.

Distribuic&o celular de

Dic + Anel
Dose
Totalde0. +A | 0 1 2 Var vary  u
(Gy) células ic ne
0 417 0 0,000 417 0 0 0,000
2 375 75 0,200 306 63 6 0,195 0,973 -0,373
3 69 19 0,275 51 17 1 0,237 0,861 -0,830
Tabela 4 - Distribuicdo celular de Fragmentos isolados.
Distribuic&o celular de Frag isolados
Dose Total de Frag
(Gy) células isolados y 0 1 2 3 4 Var - VarlY u
0] 417 1 0,002 416 1 0 0O O 0,002 1,000
2 375 68 0,181 310 62 2 1 0 0,177 0,978 -0,307
3 69 18 0,261 59 6 2 1 1 0,512 1,963 5,779

Dic - Dicéntrico, Y - Frequéncia, Var - Variancia, u - indice de disperséo.

Os trabalhos de Matrtins, V.; Antunes, A. C.; Gil, O. Monteiro (2013) obtiverem
dados similares referente a frequéncia dos anéis cromossdmicos. Anota-se uma
frequéncia de 0,2321 para amostra de 2 Gy e 0,516 para amostras de 3 Gy. Porém,
analisando a distribuicdo e a conformidade desses dados pelo modelo de Poisson, os
autores observaram que existe uma sobredispersdo entre os dados das amostras
irradiadas de 2 e 3 Gy, com valores deu superior at 1,96.

Na analise dos fragmentos isolados (Tabela 4), as frequéncias se apresentam
mais elevadas comparado as frequéncias dos dicéntricos. A frequéncia de fragmentos
isolados na amostra controle constata-se elevada em comparacéo as frequéncias de

dicéntricos. Os fragmentos isolados ndo tém significado dosimétrico quando sozinhos,
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pois podem ser produzidos de formas independentes de presenca de dicéntricos ou
de anel cromossOmicas por diferentes efeitos mutagénicos, ndo necessariamente a
radiacdo ionizante. Portanto, € aconselhavel a utilizacdo dos fragmentos isolados
associados a outras alteracdes cromossomicas (IAEA, 2011).

No estudo da distribuicdo, observa-se uma sobredispersdo entre as doses
absorvidas. E o valor de u das amostras irradiadas com 3 Gy apresentam uma

sobredisperséo significativa, com valor muito distante do zero.

Vale salientar que a estimativa da frequéncia dos dicéntricos é influenciada pela
dose absorvida. Em casos de dose absorvida muito alta, a divisdo celular é
significativamente bloqueada e o ciclo celular atrasado. Portanto, a quantidade de
células metafasicas contabilizadas neste trabalho ndo séo suficientes para a analise
e, consequentemente, as células achadas apresentam um aumento significativo de
alteracGes cromossdmicas. A Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA, 2011)
recomenda a contabilizacdo de pelo menos 500 metafases por amostra, a fim de
reduzir as incertezas estéticas.

Outro assim, neste trabalho, seguimos o padrdo de cultura estabelecido
descrito pela IAEA. O tempo normal da cultura dos linfécitos € de 48 horas, e na
andlise estatistica as células metafasicas devem apresentar pelo menos 46
cromossomos para serem contabilizadas. Observa-se durante a analise microscoépica,
varias metafases incompletas apresentando dicéntricos. Para resolver esse problema,
na literatura é descrito o uso de colcemid e um tempo prolongado de cultura de 52-72

horas, a fim de induzir células metafasicas suficientes (Chen et ai., 2011).
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6. CONCLUSAO

A técnica do cromossomo dicéntrico apresentou diferenca entre o grupo
controle e irradiado. E as frequéncias de dicéntricos se apresentaram dentro
do intervalo esperado tanto em sangue controle e no sangue irradiado.

As distribuicdes intercelulares dos dicéntricos e dos dicéntricos mais anéis
se comportaram de acordo com o modelo de distribuicdo de Poisson,
enquanto a distribuicdo dos fragmentos isolados com dose 3 Gy apresentou

tendéncia a uma sobredispersao significativa.
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necessinias, pois ox falores citados podem skene o nesulmdos,

(s rvoos meremes a sun pamcpagie o minises. Dumnie o oolets, goe

obedeceni ok Tequistns de seguranga ¢ osepeaa. ofa) sesbons) podent seniir wma
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andincia hoval &, evenmalmente, spis colems poderd se Sormas wm hemasoms (mancha
roxa) no lecal, que desapareceni em poucos diss. Ressalismos que. em momeszo aigunt
o(x) senhocia) serd exposteda) 8 quaksguec fontes radhoativas. O beseficio dinto ¢ 4
possahilidade de formeces & informagdo guosso aos nivels espostineos de ahenydes
cromossdimices que ola) Sita) possal. caso sejx de seu interesse. Eoaa informuglo sead
envisda pde andfice por maio de um docamegaciouns padiin vid corews ou e-mail,
Além disso, ess¢ projesd possétnlitard que haja o pomesro ahontdoe de pesquisa do
Nordéste, bem coma o pramewn senvigo de dosinsetsia hloldgoes pars ndutrons do Brasi.

Garnumos god fodes us medides serfio tomadas para socgurar & total
privacidade dos seus dodos pessouis, uns veyx gque <30 de carises sapiloso ¢ gee, em
nenhuma Ripiicse, seus dados pessoms serdo levados a pdblico. Exses dados ficardo sob
o guardi da pesquisadon respossdyel, Dre Fablana Fatas de Lins, no Centr Regional
de C2ocies Neclemres do Noamleas, sito 4 Ay, Prol. Law Fredre, 0* 2K Cadade
Universndsia, Reafe-PE Eles serlio guandados por wm perfodo de 5 (ciaco) anos pds 0
rérming da pesquisa, ox guas postenormente serko destnuldos. O acesso @ a anklise dos
dados coletadon se farSo apenin pelos pesguisadores ¢ wsistentes envolvidos mo peujeto.

0 (A) senhon(a) recebeni uma odpda desae documentn oode consta o telefooe £ 0

endereyo institocionul & pesyasadoca poscipal. podendo tirer seus ddvides sobee 0
projeso ¢ sun punicipacio, sgora oo o qualques momensto, Caso deseje saher se este
projeso fou avaliado por s Comité de Biica, ou mesmo fazer algunm desdacia sobre
procedinuentos antiétcos ofa) seaborta) poders contatar o Comué de Bcs em Pesquisa
(Avenida da Engeahana «/n - 1¥ andar. sala 4, Culade Universizdna, Recife, PE CEP:
SOTA600, 1edefuone 21263585, email: copocs@utpe br)

PAIL SO0 1 PAIS S FOBNTIA

Reoade, _ de de X1

Pesquisadora respoasdvel: Fabiuna Fasias de Lima Guimerges
Cenmo Regwonal de Ciocias Neclearss do Nondeste

Av. Professor Lauz Frewe, 200, CDU, Recife/PE

Fone! (1) 37978024

Email: filima® coco gov:be
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