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RESUMO

Desde o inicio da década de 60, a dosimetria citogenética — padrdo ouro em biodosimetria — tem
sido utilizada na avaliacdo da dose absorvida de profissionais ocupacionalmente expostos, bem
como em investigacOes de exposi¢cdes acidentais as radiacfes ionizantes (RIs). Embora essa
técnica dosimétrica seja considerada bem estabelecida, a influéncia de alguns pardmetros
metodoldgicos nos ensaios biodosimétricos permanece controversa, em especial aqueles
relacionados a escolha do método matematico para construcao de curvas dose-efeito, ao momento
ideal para adicdo de Colcemid e a temperatura adequada para 0 armazenamento prolongado de
amostras de sangue periférico. Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a
otimizacdo dos parametros, relativos a adicdo de Colcemid, & construcéo de curvas dose-efeito e
a temperatura de armazenamento de sangue periférico. Uma vez avaliados, estes pardmetros
foram aplicados em investigacOes de casos envolvendo suspeita de exposicdo acidental e/ou
ocupacional as radiacdes ionizantes. Na execucdo das etapas de cada ensaio, amostras de sangue
periférico de doadores sadios foram irradiadas com uso de aceleradores lineares com taxas de
dose de 0,54 Gy/min e 2 Gy/min. Para construcdo de curvas de calibracdo dose-efeito, foram
utilizados os softwares Dose estimate (HPA-UK) e CABAS que empregam o Método dos
Minimos Quadrados (MMQ) e de Méaxima Verossimilhanca (MV), respectivamente. Nesta
pesquisa, 0 MV do programa CABAS foi escolhido como método de referéncia por produzir um
menor erro associado ao ajuste de baixas doses e por este ser um software de livre acesso. Em
sequida, foi determinado o melhor intervalo de tempo para adicdo de Colcemid nas culturas
celulares, bem como a melhor temperatura de estocagem das amostras de sangue. Os resultados
obtidos indicaram que ambos os métodos matematicos (MMQ e MV) promovem um bom ajuste
dos coeficientes da curva de calibracdo. Utilizando amostras de sangue ndo irradiadas (controle) e
irradiadas com 2 Gy, verificou-se que a adi¢do de uma baixa concentracdo de Colcemid no inicio
do cultivo celular (0,05 pg/ml — 0 h) gera indices mitoticos mais elevados, sem comprometer a
qualidade das preparacdes cromossomicas. Além disso, o acondicionamento das amostras
irradiadas com 2 Gy a 25 °C gerou uma maior aproximacao entre a dose estimada e a dose de
radiacdo utilizada na irradiacdo in vitro, indicando que essa temperatura de estocagem é a mais
adequada para 0 armazenamento prolongado do sangue periférico. Apos a otimizagdo desses
parametros metodologicos — a saber, o tempo de adi¢cdo do Colcemid e programa para célculo da
dose absorvida (CABAS — MV) - a dosimetria citogenética foi aplicada com sucesso na
investigacdo da dose absorvida por profissionais ocupacionalmente expostos as radiagdes
ionizantes.

Palavras-chave: RadiacGes ionizantes. Dosimetria citogenética. Curva de calibracdo dose-

efeito. Colcemid. Temperatura de armazenamento.



ABSTRACT

Since the early 1960s, cytogenetic dosimetry — the gold standard of biological dosimetry — has
been used to evaluate the absorbed dose of occupationally exposed individuals as well as to
investigate accidental exposures to ionizing radiations (IR). Although this dosimetric technique
is considered well established, the influence of some methodological approaches on
biodosimetric assays remains controversial, in particular those related to mathematical method of
choice for fitting dose-response curves, optimal protocol for Colcemid addition, and temperature
suitable for prolonged storage of peripheral blood samples. In this context, the aim of this
research was to evaluate the optimization of methodological parameters on cytogenetic
dosimetry relatives to Colcemid addition, for fitting dose-response curves and about temperature
storage for peripheral blood samples. Then, these parameters were applied into investigations of
suspected cases of overexposures to ionizing radiation. In assays, peripheral blood samples from
healthy donors were irradiated using linear accelerators with dose rate of 0.54 and 2 Gy/min.
The establishment of dose-response curves was performed with curve-fitting softwares called
Dose estimate (HPA-UK) and CABAS using the methods of Reweighted Least Squares (RLS)
and Maximum Likelihood (ML), respectively. After, it was evaluated different concentration and
time of Colcemid addition on whole-blood cultures and defined the better storage temperature of
blood samples for prolonged periods. The results pointed out that both mathematical methods
(RLS and ML) provide similar calibration curve coefficients. In this work, the RLS of CABAS
was chosen as the reference method to provide minor error associated to fitting of low doses and
be freely accessible online. Using non-irradiated (control) and 2 Gy-irradiated blood samples, it
was demonstrated that the addition of low Colcemid concentrations (0.05 pg/ml — 0 h) at the
beginning of cell culture triggers higher mitotic index, without compromise the quality of
chromosome preparations. Furthermore, the storage of irradiated blood samples with 2 Gy at 25
°C produce a higher approximation between estimated dose and dose employed during in vitro
irradiation. After optimization of those methodological parameters— namely, Colcemid addition
protocol and software to estimate the absorbed dose (CABAS — RLS) — the cytogenetic
dosimetry was successfully applied to investigate absorbed doses of workers occupationally
exposure to ionizing radiations.

Key words: lonizing radiation. Cytogenetic dosimetry. Dose-response calibration curve.
Colcemid. Storage temperature.
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1 INTRODUCAO

Desde a década de 60, marcadores citogeneticos sensibilizados pela acdo das radiacGes
ionizantes (RIs) tém sido mensurados, quantitativa e qualitativamente, para reconstrucdo da dose
de radiacdo absorvida. Em dosimetria citogenética, os cromossomos dicéntricos sdo considerados
0s biomarcadores mais sensiveis e especificos para avaliacdo dos efeitos bioldgicos produzidos
pela acdo das RIs (IAEA, 2011; LEMOS-PINTO et al., 2010).

Para analise dos dicéntricos, linfocitos presentes no sangue periférico sdo utilizados
como modelo bioldgico, os quais sdo cultivados in vitro para obtencéo de células em metéafase,
cuja visualizacdo € realizada por microscopia Optica. Na investigacdo de um acidente radioldgico,
envolvendo suspeita ou ocorréncia de exposicdo excessiva a radiacdo, a estimativa da dose
absorvida® é feita a partir da correlagdo entre a frequéncia obtida de dicéntricos e as curvas de
calibracdo dose-efeito (CHAUHAN; WILKINS, 2010).

Apds 50 anos de desenvolvimento, a dosimetria citogenética é considerada uma técnica
bem estabelecida, com protocolos bem definidos. Todavia, recentes intercomparaces entre
laboratdrios dessa area revelaram a existéncia de variagbes metodoldgicas entre as principais
etapas vinculadas ao processo de estimacédo bioldgica da dose, relacionadas: 1) ao momento ideal
para adi¢do de Colcemid, 2) a escolha do método matematico para construcdo de curvas dose-
efeito, e 3) a temperatura adequada para o armazenamento prolongado de amostras de sangue
periférico (ROY et al., 2012).

No cultivo e processamento dos linfocitos, a adi¢cdo de Colcemid — substancia inibidora
da polimerizacdo das fibras do fuso mitético — compreende uma das etapas cruciais na obtencéao
de preparacdes cromossémicas de boa qualidade, provenientes de células em primeira divisao
(M1), e com elevado indice mitdtico. Alguns estudos também tém apresentado dados
contraditérios quanto a concentracdo ideal de Colcemid relativa ao tempo de adicéo (inicio ou ao
final do cultivo celular), indicando a necessidade de estudos complementares nesse sentido
(IAEA, 2011).

Atualmente, existem varios programas computacionais disponiveis para a construcao de

curvas dose-efeito. O emprego desses sistemas surgiu da necessidade de simplificar os calculos

! Definicdo de dose absorvida — energia média (de) depositada pela radiacdo em volume elementar de massa (dm). Unidade —
Joule por quilograma (J/kg), denominada Gray (Gy).



utilizados para esse fim. Nesses programas, 0s méetodos matematicos mais utilizados no ajuste
dos dados s@o o Método dos Minimos Quadrados (MMQ) e de Méxima Verossimilhanga (MV)
(DEPERAS et al., 2007; AINSBURY; BARQUINERO, 2009; AINSBURY; LLOYD, 2010). A
ndo uniformizacdo quanto ao método de referéncia pode promover diferencas entre as curvas de
calibracdo geradas por laboratérios de dosimetria citogenética, que podem tanto comprometer a
exatiddo da dose estimada quanto dificultar possiveis intercomparacGes laboratoriais entre 0s
resultados alcancados (WILKINS et al., 2008).

De maneira geral, hd um consenso que, havendo suspeita de exposi¢do excessiva as RIS,
a coleta e processamento das amostras de sangue devem ser procedidas com méxima urgéncia.
Entretanto, em emergéncias radioldgicas, esse tempo pode ser consideravelmente maior, em
decorréncia do grande numero de individuos afetados e da caréncia de laboratérios especializados
nessa area que disponham de infraestrutura e mdo de obra capacitada para a execucao de ensaios
dessa natureza. Em consequéncia dessa situacdo, a maior parte das amostras recebidas € entéo
estocada a uma temperatura de aproximadamente 4 °C por um periodo médio de 48 horas
(IAEA, 2011; LEMOS-PINTO; AMARAL, 2011). Considerando que variagdes na temperatura
de estocagem podem comprometer a viabilidade das amostras, é de suma relevancia avaliar o
impacto que o fator temperatura pode exercer sobre a dose estimada.

Neste contexto, o0 objetivo geral deste trabalho foi realizar a otimizagdo de parametros
metodoldgicos em dosimetria citogenética, relativos a adicdo de Colcemid, a construcdo de
curvas dose-efeito e a temperatura de armazenamento de sangue periférico. Posteriormente, estes
parametros foram aplicados em investigagdes de casos envolvendo suspeita de exposicado

excessiva as radiacOes ionizantes. Como objetivos especificos:

1) Comparar dois protocolos em que o Colcemid é adicionado a zero e 45 horas apds o
inicio do cultivo celular, sob diferentes concentragdes, em amostras irradiadas e
controle, analisando a influéncia deste fator em funcdo do indice mitotico e

frequéncia de alteracfes cromossdmicas instaveis;

2) Comparar curvas de calibracdo dose-efeito construidas com base nos metodos
matematicos MMQ e MV, comumente empregados no ajuste de curvas de calibracédo

dose-efeito, com relacdo ao nivel de dispersao dos coeficientes calculados;



3) Simular in vitro situacdes de exposicdo acidental e ocupacional excessivas as RIS,
visando avaliar a interferéncia da temperatura e tempo de armazenamento sobre a

dose estimada e o indice mitotico;

4) Aplicar os parametros otimizados nesta pesquisa na investigacdo de suspeitas de

exposicao individual excessiva as Rls.



2 REVISAO DA LITERATURA

Desde sua descoberta, as radiacfes ionizantes (RIs) tém tido uma crescente aplicacdo em
diversos campos relacionados & medicina, industria e agricultura de paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Atualmente, as exposi¢fes ocupacionais compreendem o principal veiculo
responsavel pelo crescimento do nimero de incidentes envolvendo fontes ou aparelhos emissores
de radiacdo, uma vez que os trabalhadores estdo continuamente expostos aos efeitos das RIs na
execucdo de suas atividades (UNSCEAR, 2008).

As aplicacdes radiolégicas que mais contribuem para o aumento da exposicdo
ocupacional estdo na area médica, visto que cada vez mais as Rls tém sido utilizadas como
ferramenta de diagnostico por imagem e na terapia de tumores. Como resultado, os profissionais
de salde tém apresentado os maiores niveis de exposicao a radiacao dentre os profissionais desta
area de atuacdo, fato acompanhado de perto pelas agéncias internacionais e 6rgaos fiscalizadores
de radioprotecao (LINET et al., 2010).

No Brasil, para praticas envolvendo raios-X e aplicagao das radiagdes a, B e v, a
monitoracdo dos profissionais radioexpostos € regulamentada e fiscalizada pela Comisséo
Nacional de Energia Nuclear (CNEN), juntamente com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). A CNEN estabelece os limites médios anuais de dose para trabalhadores
(20 mSv) e individuos do publico (1 mSv) ao nivel nacional, em concordancia com a publicacao
90 da Comisséo Internacional de Protecdo Radiolégica®® (ICRP) (MS/PORTARIA/ /SVS N° 453,
1998; CNEN-NN-3.01, 2005).

Essas normas tém carater preventivo e objetivam limitar os niveis de doses com base no
principio ALARA (acronimo de “As Low As Reasonably Achievable”), pelo qual as radiacdes
ionizantes devem ser aplicadas em niveis tdo baixos quanto razoavelmente exequiveis e assim
prevenindo que trabalhadores e membros do pablico em geral sejam submetidos a doses elevadas

de radiacdo e apresentem efeitos bioldgicos radioinduzidos (ICRP 60, 1990).

“Limite anual para o trabalhador - média de 20 mSv em cinco anos, sendo toleravel até 50 mSv por ano (ICRP 60,
1990).

® Limite anual para o publico - média de 1 mSv em cinco anos, sendo toleravel até 5 mSv por ano (ICRP 60, 1990).



2.1 Efeitos bioldgicos das radiagdes ionizantes

As radiacdes ionizantes sdo agentes fisicos que, ao interagirem com o meio bioldgico,
sdo capazes de romper as ligacdes fisico-quimicas dos atomos que compdem os elementos
primérios da célula, induzindo assim uma série de modificagdes organicas locais ou sistémicas
(HANDE et al., 2005). Tais eventos, contudo, ndo sdo necessariamente deletérios ou nocivos aos
seres vivos, uma vez que a resposta ou efeito bioldgico produzido depende principalmente da
dose de radiacdo, do tipo da radiacdo, da area irradiada e das fun¢des desempenhadas pela
estrutura danificada (BOLUS, 2001).

Da interacdo da radiagdo ionizante ao dano bioldgico induzido pela radiacdo, ocorrem

diferentes estagios: fisico, quimico, bioldgico e organico (Tauhata, 2003) (Figura 1).

Figura 1 — Caracteristicas das fases de producdo dos efeitos bioldgicos pelas radiaces ionizantes

Estagio Fisico Estagio Quimico Estagio Biolagico Estagio Organico
Energia

» lonizaglo = Mobilizaglio ¢ neutralizagio u Restauragio de danos

+ Elétrons dos fons ¢ radicais livres u Morte celular

¢ lons ¢ Radicais = Restaurago do equilibrio u Alteragio do metabolismo
u Absorglio de energia quimico local
= Excitagio u Induglio de novas u Aberragiio cromossomial
u Quebra de ligagdes quimicas substincias » Armazenagem de informagdes

1017210138 10121078 De segundos a horas De dias a anos

Fonte: Adaptado de Pouget e Mather (2001) e Tauhata (2003)




De modo geral, as exposi¢des as RIs podem ser agudas ou cronicas e envolver diferentes
fracbes do corpo (corpo inteiro ou parcial). Os efeitos bioldgicos radioinduzidos podem ser
classificados em (BOLUS, 2001; IAEA, 2010):

1) Estocésticos ou Deterministicos:

a) Efeitos estocasticos — sdo aqueles em que ha probabilidade de ocorréncia de um
efeito bioldgico independente da dose de radiacdo, embora as chances de

ocorréncia aumentem com 0 aumento da dose (p.ex. cancer);

b) Efeitos deterministicos — sdo aqueles que certamente ocorrerdo apds exposicao a
doses elevadas, e que possuem um limiar de dose a partir do qual a gravidade do

dano sera maior com o aumento da dose (p.ex. catarata e esterilidade).

2) Imediatos ou Tardios:

a) Efeitos imediatos — ocorrem entre um periodo de poucas horas a algumas semanas
(60 dias) apos a exposicao (p.ex. radiodermites);

b) Efeitos tardios — manifestam-se anos ou décadas apds o incidente radioldgico

(p.ex. cancer).

3) Somaticos ou Hereditarios:

c) Efeitos somaticos — surgem a partir dos danos presentes nas células afetadas, cujo
efeito biologico apresenta-se no préprio individuo irradiado. A intensidade do
dano depende de diversos fatores, tais como a dose absorvida, a taxa de absor¢édo
da energia de radiacdo, da regido e da area do corpo que foi irradiada (p.ex.

radiodermites);



d) Efeitos hereditarios — s@o aqueles que se manifestam nos descendentes da pessoa
irradiada, em resultado ao dano produzido nas células germinativas dos 6rgdos
reprodutores (testiculos e ovarios). Tais efeitos tém carater acumulativo e

independem da taxa de absorcao de dose (p. ex. embribes anencéfalos).

Os primeiros relatos acerca de manifestagdes desta natureza iniciaram-se poucos anos
apos a descoberta dos raios-X por Roentegen em 1895. Atualmente sabe-se que a dose minima
necessaria para induzir o aparecimento de efeitos deterministicos radioinduzidos é da ordem de
1 Gy, valor muitas vezes superior ao limite permitido pelas agéncias nacionais e internacionais de
fiscalizagdo da area radioldgica (PRISE et al., 2001; KOENIG et al., 2005; LINET et al., 2010).

2.2 Sindrome da irradiacdo aguda

O conjunto de sinais e sintomas clinicos que se sucedem imediatamente apds uma
exposicao aguda, de corpo inteiro (48 horas a 6 dias), com doses superiores a 1 Gy, denomina-se
fase prodrémica da Sindrome da Irradiacdo Aguda (SIA). A duracdo dessa fase e sua letalidade
dependem diretamente da dose absorvida e das caracteristicas do sistema afetado
(NOUAILHETAS, 2008) (Tabela 1).

A fase latente € caracterizada pela atenuacao temporaria dos sintomas, que pode durar de
varios dias até 1 més. Ao final desse periodo inicia-se a fase “patologica” da SIA, caracterizada
por intensa imunodepressdo, que pode se estender até varias semanas ap0s a exposicdo (Tabela
1). Dentre os sistemas que constituem o corpo humano, o Sistema Hematopoiético exibe maior
susceptibilidade aos efeitos prejudiciais da radiagdo em virtude de sua elevada
radiossensibilidade. O maior comprometimento dos demais sistemas, tais como o Gastrointestinal
e Nervoso Central, é alcancado apenas com doses superiores a 6 Gy (IAEA, 2000;
WASELENKO et al., 2004).

Na SIA, a triagem inicial das vitimas afetadas é realizada com base no quadro clinico e
nos dados obtidos por meio de hemograma (contagem leucocitaria e de plaguetas). Esta
estimativa de dose ndo é precisa, mas auxilia no manejo das vitimas e torna mais agil a tomada de
decisbes quanto a indicacdo do melhor tratamento médico. Em situacbes de emergéncia, que por

vezes podem atingir centenas ou milhares de pessoas, a obtencdo de um prognostico preliminar



pode ser fundamental na recuperacdo e sobrevida dos individuos afetados (BERGER et al.,

2006).

Tabela 1 — Correlacao entre manifestacGes clinicas e nivel de exposicéo

Tipo de manifestacéo Dose (Gy) Sintomatologia apresentada
Infra-clinica <1 Individuos assintomaticos
Reacdes leves 1a? Astenia, nduseas e vOmitos, 2 horas ap06s a exposi¢do
generalizadas Desaparecimento dos efeitos apds 24 horas
. Depresséo da funcdo medular (linfopenia, trombopenia e anemia®)

Sindrome . s

o 2a4 dentro de 3 semanas. Em geral, o retorno da normalidade é
Hematopoiética leve

alcangado com 4 a 6 meses

Sindrome x ,

o 426 Depressao severa da medula 0ssea
Hematopoiética grave
Sindrome do Sistema . Al .

. . 6a’ Diarreias, vomitos e hemorragias
Gastrointestinal
Sindrome Pulmonar 6al0 Insuficiéncia respiratoria aguda
Sindrome do Sistema ; -
> 10 Coma e morte, horas apds a exposic¢éo

Nervoso Central

Fonte: Nouailhetas (2008)

Acidentes radiol6gicos que envolvem exposicdo aguda de grande parte do corpo

(> 50 %) sdo considerados raros e estdo comumente associados a uma série de manifestacbes

clinicas adversas, tais como febre, nauseas, vomitos e diarreia. Por essa razdo, os individuos

afetados precisam ser rapidamente diagnosticados e tratados conforme a dose de radiacéo
absorvida (WASELENKO et al., 2004).

Por outro lado, acidentes em que um 6rgao ou uma pequena por¢do do corpo (< 10 %)

sdo irradiados com uma alta dose de radiacdo sdo muito mais frequentes do que aqueles que

envolvem exposicdo de corpo inteiro, 0s quais se caracterizam pela manifestacdo de

sintomatologia mais definida. As lesbes surgem em resposta a elevadas doses de radiagédo

(> 8 Gy), assemelhando-se a queimaduras térmicas (Figura 2) que, entretanto, necessitam de um

prolongado periodo de recuperacao (dias ou semanas) (IAEA, 2000).

* Redugdo do niimero de linfcitos, plaquetas e hemécias, respectivamente.



Figura 2 — Necrose apresentada na mdo esquerda de médico traumatologista apds continua
exposicdo aguda as RIs. Seta indica a regido lesada

/

Fonte: Amaral (2008)

Similarmente ao que ocorre para as irradiagcdes de corpo inteiro, a gravidade dos danos
gerados por exposicdes parciais também pode ser correlacionada com a dose de radiacéo (Tabela
2). Dentre eles, um dos primeiros indicios observados desta exposi¢cdo é o aparecimento de

eritemas, cuja relacdo com a dose é denominada de Dose-eritema (IAEA; WHO, 1998).

Tabela 2 — Principais lesbes epiteliais e relativos niveis de radiacdo em exposi¢cdes agudas
parciais

Sintomatologia Dose (Gy) Manifestacéo dos sintomas
Eritema 3-10 14 — 21dias
Epilacdo >3 14 — 18 dias
Escamacdo seca 8-12 25 — 30 dias
Escamacédo Umida 15-20 20 — 28 dias
Formacéo de bolhas 15-25 15 — 25 dias
Ulceracdes internas > 20 14 — 21 dias
Necroses cutaneas > 25 > 21 dias

Fonte: IAEA e WHO (1998)
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Os efeitos biologicos radioinduzidos descritos anteriormente possuem uma mesma
origem de formacéo, pois sdo reflexo da acdo clastogénica das radiagdes ionizantes sobre a
molécula fundamental da célula — o DNA (acido desoxirribonucleico) (NATARAJAN, 2002).

2.3 Influéncia das radiages ionizantes sobre o DNA

A avaliacdo do impacto mutagénico induzido pelas radiacdes ionizantes sobre o nucleo
da célula, em particular no DNA, tem sido alvo de inUmeras pesquisas, inicialmente baseadas em
modelos animais (p.ex. parasitas, gafanhotos e ratos) e vegetais (p.ex. plantas do género
Tradescantia e Vicia faba) (NATARAJAN, 2002).

O elevado interesse sobre os tipos de danos deve-se ao fato de que € no DNA que estdo
contidas as informacdes necessarias ao funcionamento e manutencdo das atividades metabolicas
essenciais para a subsisténcia da célula. Além disso, varias evidéncias apontam o DNA como
molécula alvo da acdo genotoxica da radiacdo (p.ex. morte celular, carcinogénese e mutacao) em
vista de sua elevada radiossensibilidade (HALL; GIACCIA, 2006).

Ha& duas vias pelas quais se processam as lesdes no DNA: 1) a direta, onde a radiacao
incide diretamente sobre a dupla fita do DNA, induzindo alteracdes na cadeia polipeptidica; e 2)
a indireta, na qual as ionizacBes ocorrem inicialmente sobre as moléculas de agua, em um
processo conhecido como radiolise, gerando radicais livres e perdxidos toxicos que, por sua vez,
agem sobre o DNA (HALL; GIACCIA, 2006) (Figura 3).

Nas exposicdes as radiacdes que possuem alta transferéncia linear de energia (LET —
Linear Energy Transfer), a exemplo das particulas alfa, néutrons e elementos de fissdo, 70 % das
lesGes radioinduzidas séo do tipo direta. Por outro lado, para radiacGes de baixo LET (p.ex.
radiacdo gama e raios-X) a prevaléncia do efeito direto cai para 40 %, como consequéncia da
distribuicdo randdmica (Poisson) de energia ao longo da trajetéria do feixe de radiacéo
(YOKOYA et al., 2008).
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Figura 3 — Efeitos direto e indireto das RIs na molécula de DNA
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Fonte: Fernandes (2005)

As radiagdes ionizantes podem gerar alteracdes estruturais na cadeia polipeptidica que
incluem substituicdo de base nitrogenada, formacdo de quebras simples (SSB — Single Strand
Breaks) e duplas (DSB — Double Strand Breaks), entre outras (Figura 4) (JOKSIC et al., 2000;
CARLONI et al., 2001; HANDE et al., 2005).

Dentre as lesdes estruturais descritas anteriormente, a formacdo de DSBs complexas
representa o dano celular mais severo, responsavel por grande parte dos efeitos bioldgicos
radioinduzidos (GARCIA-SAGREDO, 2008).
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Figura 4 — Tipos de alteracGes mais frequentes nas cadeias do DNA
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Fonte: IAEA (2011)

Nos eucariontes, o reparo das DSBs da-se por pelo menos trés mecanismos diferentes
(NATARAJAN et a., 2008):

1) Reparo por recombinacdo homdloga (Homologous recombination repair — HRR), via
de reparo altamente precisa pela qual a sequéncia original de DNA é corrigida a partir

de uma sequéncia homéloga;

2) Pareamento de fita simples (Single- strand anneling — SSA), via de reparo semelhante
a HRR que, contudo, ndo envolve recombinacdo e leva a formacdo das principais
delegdes intersticiais;
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3) Unido terminal de DNA ndo homdloga (Nonhomologous DNA end joining — NHEJ),
via de reparo na qual duas quebras terminais sdo unidas diretamente, gerando
alteracdes em pequena escala (p.ex. substituicdo de bases, insercfes e delecBes) no

ponto em que houve a quebra do DNA.

Dentre eles, os mecanismos de reparo HRR e NHEJ sdo os mais utilizados por

mamiferos e demais eucariontes superiores (Figura 5) (OBE et al., 2002).

Figura 5 — Esquema geral das vias de reparo HRR (a) e NHEJ (b)
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A auséncia de reparo das DSBs, resultante do comprometimento e inativagdo dos
mecanismos citados anteriormente, esta intimamente associada a modifica¢fes na conformacéo
da cromatina®, podendo gerar alteracdes cromossomicas instaveis e/ou estaveis (GARCIA-
SAGREDO, 2008).

2.4 AlteracBes cromossdmicas (ACs) instaveis e estaveis

A instabilidade gendmica resultante de modificacGes estruturais na cromatina esta
diretamente relacionada ao aparecimento de alteracBes citogenéticas do tipo cromatidicas e
cromossémicas. As alteracdes cromossomicas (ACs) sdo mais especificas as exposices
envolvendo radiacBes ionizantes, enquanto que as cromatidicas geralmente estdo associadas a
algum tipo de estresse quimico (BONASSI; AU, 2002).

O estudo das ACs em linfocitos do sangue periférico, como indicador de genotoxicidade
de agentes mutagénicos, tem origem na relacdo entre elevadas frequéncias de ACs e maior risco
de aparecimento de canceres. Esta associac¢ao foi inicialmente observada no sentido de avaliar o
impacto que tais danos cromossdmicos exercem sobre a salde de trabalhadores expostos a
agentes cancerigenos (NORPA et al., 2006). Posteriormente, as ACs também passaram a ter
importancia no campo da radiobiologia como biomarcadores de exposi¢éo, na avaliagdo do risco
de carcinogénese apds incidentes radiolégicos e no acompanhamento de pacientes em
radioterapia (SACHS et al., 2000).

2.4.1 Classificacdo das ACs

As ACs sdo classificadas em instaveis ou estaveis de acordo com o tempo de vida médio
e a viabilidade da célula portadora dessas aberragdes (BONNER, 2003). As alteracdes
cromossomicas instaveis (ACIs) exibem um caréater transitorio em virtude do grau de rearranjo e
do tipo de delecdo sofrido na conformacéo original dos cromossomos, estando associadas a perda
de material genético e comprometimento da viabilidade celular (LLOYD, 1998; BONASSI; AU,
2002).

5 A cromatina é estrutura formada pela associagao da dupla fita de DNA as proteinas histonicas e ndo-histonicas,
Cujo empacotamento origina 0s cromossomos.
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O material genético tende a ser perdido na mitose por duas vias principais: (1) disperséo
de fragmentos acéntricos no meio extracelular, como resultado de sua reduzida capacidade de se
fixar aos fusos mitdticos; e (2) ruptura das pontes nucleoplasmicas, geralmente formadas pelos
dicéntricos no final da tel6fase (citocinese) (Figura 6) (ALEXANDER et al., 2006)

Figura 6 — Representacao esquematica das etapas do ciclo celular mitético. Em destaque estdo as
principais vias de formagéao das ACls
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Fonte: Adaptado de <http://www.dartmouth.edu>

Em contrapartida, as alteragdes cromossémicas estaveis (ACEs) ndo afetam de forma tdo
significativa o processo de divisdo e a viabilidade da célula, permanecendo em linfocitos do

sangue periférico e em ceélulas-tronco hematopoiéticas da medula dssea varios anos apos a


http://www.dartmouth.edu/
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exposicao. Sdo exemplos de ACEs as translocages® reciprocas e insercdes, cujo mecanismo de
formacdo envolve rearranjo entre segmentos cromossémicos homologos e ndo homologos
(RODRIGUEZ et al., 2004; TUCKER, 2008).

As translocacdes reciprocas ganharam destaque nos ensaios biodosimeétricos por
persistirem ao longo do processo de renovacgéo celular por um periodo de tempo maior, o que as
tornou biomarcadores de exposi¢cdo mais apropriados que os dicéntricos em investigagdes
retrospectivas (SOROKINE-DURM et al., 2000; EDWARDS et al., 2005).

Entretanto, a analise desse biomarcador ndo é recomendada como método de rotina em
decorréncia dos custos relativos as técnicas citogenéticas de coloragdo mais utilizadas (p.ex.
Hibridizacdo in situ fluorescente, SKY e m-FISH). Além disso, significativas variagdes
interindividuais tém sido detectadas, em particular em individuos com idade acima de 40 anos.
Tal variacdo é resultado da contribuicdo de outros fatores como senilidade, tabagismo e agentes
quimicos mutagénicos na producdo das ACEs (MULLER et al., 2005, LEMOS-PINTO;
AMARAL, 2011).

Os tipos mais comuns de ACIs sdo 0s cromossomos dicéntricos, 0S Cromossomos em

anel e os fragmentos acéntricos (IAEA, 2011) (Figura 7).

Figura 7 — Cromossomos dicéntricos (setas vermelhas), em anel (seta azul) e fragmentos
acéntricos (circulos): aberragdes cromossémicas instaveis (ACIs) em metéfase irradiada

Fonte: Autor

® Definigdo: Trocas ou rearranjos cromossémicos que podem ou n&o ser reciprocos.
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Os dicéntricos sdo formados a partir da clivagem de dois cromossomos adjacentes que,
por meio de falhas do sistema enzimético de reparo (endonucleases), sdo unidos
assimetricamente, gerando uma estrutura modificada com dois centrdmeros, mais um fragmento
acéntrico. O aparecimento de tri ou tetracéntricos ocorre principalmente devido a doses elevadas
de radiacdo (> 4 Gy) (LEONARD et al., 2005).

Por sua vez, os cromossomos em anel sdo originados da unido das extremidades
adesivas de um mesmo cromossomo, ap0s a ruptura de seus respectivos segmentos terminais.
Este tipo de alteracdo raramente é observado nos linfocitos irradiados, compreendendo apenas
10 % de todas as alteracBGes instaveis. A incidéncia de cromossomos em anel estd mais
frequentemente associada a altas doses e a radiacdes com alto poder de ionizacao (VOISIN et al.,
2004; STRICKLIN et al., 2005).

Os fragmentos acéntricos incluem anéis acéntricos, delecdes terminais e intersticiais,
que apesar de serem igualmente agrupados nesta classe, possuem distintas origens de formacéo,
formas e tamanhos. A aplicacdo dos fragmentos acéntricos em dosimetria citogenética é restrita
devido a sua elevada frequéncia basal (1 em cada 250 células) e a significativa influéncia positiva
que agentes toxicos nao radioativos, como certos agentes mutagénicos quimicos, exercem em sua
formacdo. Contudo, alguns laboratérios o utilizam como indicativo da presenca de cromossomos
dicéntricos quando sua frequéncia esta acima dos niveis basais (0-3 em 1000 células) (IAEA,
2011).

Dentre as ACIs, os cromossomos dicéntricos sdo considerados uma “assinatura
bioldgica” das RIs devido (LEMOS-PINTO; AMARAL, 2011):

e A sua elevada especificidade as radiacGes ionizantes;

e Ao fato de que poucos agentes mutagénicos induzem a formacéo de dicéntricos (p.ex.
bleomicina e neocarcinostatina), e de que esses agentes “radiomiméticos” possuem
aplicacdo restrita a tratamentos quimioterapicos, devido a sua alta toxicidade;

e A sua alta incidéncia entre as ACIs (~ 60 %) e baixo nivel de “background” em
células de individuos ndo radioexpostos (0-1 em 1000);

e As inexpressivas variabilidades interindividuais observadas nas populacdes
estudadas;

e A possibilidade de determinacfo do grau de homogeneidade da exposicio com base

em seu padréo de distribuicéo.
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2.4.2 Modelo bioldgico — Linfocitos ou fibroblastos?

Os modelos bioldgicos mais comumente utilizados no estudo das ACIs sdo 0s
fibroblastos e os linfécitos presentes no sangue periférico. Tratam-se de células quiescentes (fase
GO0 do ciclo celular) que, ao sofrerem a ac¢do das Rls, armazenam o dano radioinduzido, ainda que
sejam estimuladas e retomem o processo de divisdo celular (FRINGER; GRINNELL, 2003;
YUSUF; FRUMAN, 2003).

Ao serem cultivados in vitro, os fibroblastos e os linfocitos sdo estimulados a entrarem
novamente em divisdo (e passarem pelas fases G1, S, G2 e Mitose). Para tanto, a
fitohemaglutinina (PHA — Phytohemagglutinin) é o mitdgeno mais comumente utilizado. A
visualizacdo dos cromossomos € realizada na etapa do ciclo mitdtico em que apresentam
morfologia melhor definida e maior grau de condensacdo — a metafase. O bloqueio da mitose em
metafase é obtido por meio da adicdo de Colcemid ao meio de cultivo celular (CARLONI et al.,
2001).

O Colcemid é uma droga antimitdtica sintética, analoga a colchicina (Figura 8), que
possui uma toxicidade 30 vezes menor do que a colchicina e um blogueio mais eficiente do ciclo
mitético (BANERJEE; BHATTACHARYYA, 1979; KANDA et al., 1994).

Figura 8 — Semelhanca entre a estrutura molecular do Colcemid e da colchicina. Em vermelho
esta evidenciado o radical (R) que € particular de cada molécula
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Tanto os linfdcitos quanto os fibroblastos podem ser cultivados in vitro de acordo com
as condicBes descritas anteriormente. Entretanto, as células linfocitarias exibem caracteristicas
mais vantajosas aos ensaios biodosimétricos, tais como: tempo de cultivo reduzido (48 horas) em
relacdo aos fibroblastos (1 semana), o que reduz o risco de contaminacao; procedimento de coleta
das amostras (pun¢do venosa) mais simples e menos invasivo do que o dos fibroblastos (bidpsia);
além de serem células que estdo em continua circulagio no sangue periférico (STANKEOVA et
al., 2003; GARCIA-SAGREDO, 2008).

Adicionalmente, a transmissibilidade e relativa estabilidade das ACIs nas células
linfocitarias permitem que a dose absorvida possa ser mensurada até 3,5 anos ap6s uma
exposicéo a baixas doses de radiagdo (GARCIA-SAGREDO, 2008).

2.4.3 Técnicas citogenéticas de coloragao

O método de coloracdo comumente empregado na andlise das ACIs é a coloracdo
convencional com Giemsa, pela qual todos os cromossomos sdo uniformemente corados (IAEA,
2011). As vantagens desta coloracdo como método de rotina devem-se a simplicidade
metodoldgica, ao baixo custo associado e a rapidez de execucdo. Por outro lado, por ser uma
técnica que cora uniformemente toda a extensdo do cromossomo, a identificacdo dos dicéntricos
torna-se uma tarefa mais laboriosa, principalmente se houver sobreposicdo de cromatides-irmas
(FERNANDES et al., 2008a).

O desenvolvimento de métodos que permitem localizar de forma mais rapida e precisa a
regido centromérica dos dicéntricos tem auxiliado os citogeneticistas na identificacdo e analise
das metafases linfocitarias em investigaces biodosimétricas. Como exemplo, podem ser citadas

as técnicas de bandeamento C e de hibridizac&o in situ fluorescente (IAEA, 2011).

2.4.3.1 Fluorescence plus Giemsa (FPG)

Em dosimetria citogenética, a técnica de FPG é aplicada como um método de controle
do ciclo celular, que permite ao citogeneticista excluir da analise biodosimétrica células em M2

(2@ divisdo mitotica). Esta distincdo faz-se pela adicdo da 5-Bromo-2-desoxiuridina (BrdU) no
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inicio do cultivo celular, permitindo uma coloragéo diferenciada das cromatides de acordo com
seu progresso no ciclo de diviséo celular em M1, M2, M3 e M4 (HAYATA et al., 1992).

O DNA das metéafases que incorporam BrdU na passagem de dois ciclos celulares torna-
se sensivel a luz ultravioleta. Como resultado, as crométides-irmas de cada cromossomo exibem

uma coloracgéo diferenciada, denominada de “Harlequim” (Figura 9).

Figura 9 — Metafase em segunda divisdo corada com FPG
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Fonte: IAEA (2011)

Embora este método gere uma maior acuracia nos ensaios biodosimétricos, a resolucao
das preparacdes cromossdmicas pode ser seriamente comprometida, tornando 0s cromossomos
“borrados”, o que pode dificultar o reconhecimento dos dicéntricos (ROY et al., 1996).

Como alternativa ao FPG, alguns estudos tém adicionado Colcemid 0 ou 24 horas apés o
inicio do cultivo celular, como forma de bloquear mais eficientemente a entrada dos linfécitos em
M2 (KANDA, 2000). Este procedimento, contudo, pode gerar uma excessiva condensacdo
cromossémica (Figura 10) a ndo ser que a concentracdo final de Colcemid normalmente utilizada

(0,5 pg/ ml) seja substancialmente reduzida em cerca de 10 vezes (0,05 pg/ ml) (IAEA, 2011).
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Figura 10 — Pares cromossdmicos 2 (verde - FITC) e 3 (vermelho — Texas red) marcados por
FISH. Em (a), os cromossomos exibem tamanho normal e em (b) estdo altamente contraidos pela
adicdo de alta concentracdo de Colcemid no inicio da cultura

Fonte: Fernandes (2009)

2.5 Dosimetria citogenética na avaliacdo dos niveis de exposi¢do individual

Na investigacdo de exposicdes as RIs, a dosimetria citogenética surge como um caso
particular da biodosimetria no qual a reconstrucédo da dose absorvida baseia-se na mensuracao de
marcadores citogenéticos sensibilizados (p.ex. ACls e ACEs) pela acdo das radiacBes ionizantes
com a dose (MONTORO et al., 2009). Esse método tem sido aplicado de forma complementar,
ou mesmo em substituicdo a dosimetria fisica na estimacdo do nivel de exposicdo de
trabalhadores e membros do publico em geral, principalmente em casos de incidentes radiolégico
(AMARAL, 2005).

Os primeiros trabalhos a correlacionarem as ACls com a dose absorvida foram iniciados
por Bender e Gooch em 1962, através da quantificacdo de dicéntricos e fragmentos nas vitimas
do acidente nuclear ocorrido em Hanford, Estados Unidos (KANDA, 2000; AGRAWALA et al.,
2010). Estudos posteriores ratificaram as observagdes de Bender e Gooch, evidenciando a
auséncia de variagGes significativas entre a formagdo de dicéntricos in vivo e in vitro em amostras
de sangue periférico uniformemente irradiadas. Tal principio é utilizado na construcdo de curvas
de calibracdo (KAWATA, 2004; LEONARD et al., 2005).

A construgdo de curvas de calibracdo em dosimetria citogenética baseia-se na relacdo

dose-efeito obtida em linfocitos humanos irradiados, com doses de radiacdo conhecidas,
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considerando as caracteristicas fisicas da radiacdo incidente e o tipo de exposicdo (aguda ou
crénica) (AMARAL, 2002; VOISIN et al., 2002).

Fatores como a transferéncia linear de energia da radiacdo (Linear Energy Transfer -
LET), a taxa de dose com a qual a radiacdo foi recebida, a temperatura do meio externo e o nivel
de oxigencdo podem afetar o grau de resposta da célula, tecido ou oOrgdo frente a acéo
clastogénica da radiacdo (VINNIKOV et al., 2010). Cada um desses parametros seré discutido a

sequir.

2.5.1 Fatores de influéncia — LET, taxa de dose, temperatura e oxigénio

Por definicdo, a transferéncia linear de energia ou LET é definida como a energia média
de radiacdo depositada na matéria, por unidade de comprimento (keV/um). Em termos
citogenéticos, quanto maior for o LET da radiacéo ionizante incidente, maior sera a sua eficacia
bioldgica relativa (Relative Biologic Effectiveness — RBE) em produzir quebras cromossémicas

radioinduzidas e, por conseguinte, cromossomos dicéntricos (IAEA, 2011) (Figura 11).

Figura 11 — Curva dose-efeito para radiacdes de alto e baixo LET
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Fonte: IAEA (2011)

Para radiacOes de baixo LET (p.ex. radiacdo gama e raios-X), que possuem alto poder de

penetracdo e cuja ionizacdo da-se de forma espacada, a curva dose-efeito descreve uma equacao



23

polinomial do 2° grau, denominada linear-quadratica (Equacéao 1). Isto ocorre porque na producao

das DSBs pode haver a participagdo de mais de um feixe de radiacdo (Figura 12). Para doses

inferiores a 0,5 Gy, a maior parte das DSBs é formada pela contribuicdo de um unico feixe,

enguanto que para doses acima de 1 Gy predomina a contribuicdo de dois feixes (IAEA, 2011).

Onde:

Y =C +aD + pD?

“Y” ¢ a frequéncia de dicéntricos nas células analisadas;

“C” ¢ a frequéncia de aberra¢fes cromossdmicas devido a radiagdo natural;

[YP2

a” e “P” sdo os coeficientes linear e quadratico, respectivamente;

“D” ¢ a dose de radiacao absorvida.

Figura 12 — Frequéncia de ACIs para altas e baixas doses de radiacdo
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1)

Para radiacGes de alto LET (p.ex. néutrons, particulas alfa e elementos de fissdo), que

possuem alto poder de ionizagdo e cuja deposicdo de energia ocorre de forma localizada, o

componente quadratico desaparece e a curva passa a apresentar uma resposta linear em funcéo da

dose-resposta, definida pela equacdo abaixo (Equacdo 2). Neste caso, para cada particula de

radiacdo havera producdo de um dicéntrico (IAEA, 2011).
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Y=C+oaD @)

Além do LET, outro fator que interfere na relacdo dose-efeito é o intervalo de tempo
entre cada exposicdo. O fracionamento ou prolongamento da dose de radiacdo viabiliza a
corregdo das SSBs pelo sistema de reparo celular antes que novas SSBs sejam formadas,
impedindo assim que a dupla-fita de DNA seja dissociada por quebras duplas (DSBs). Dessa
maneira, a frequéncia de AClIs produzida apds uma exposi¢do cronica sera menor do que aquela
gerada ap6s uma exposicdo aguda (ROZGAJ et al., 2002).

Para radiacdes de baixo LET, a reducdo da taxa de dose altera a conformacédo da curva
dose-efeito tornando-a cada vez mais linear. Caso o intervalo de tempo entre as exposi¢Oes seja
superior a 6 horas, a curva linear-quadratica se tornara linear. Esse raciocinio ndo €, todavia,
aplicavel as radiacGes de alto LET, que naturalmente apresentam uma resposta linear. Na Figura
13, é ilustrado o efeito que variagfes na taxa de dose promovem na conformacédo das curvas de
dose-resposta (HALL; GIACCIA, 2006).

Figura 13 — Influéncia da taxa de dose na conformacéo de curvas dose-efeito para radiacdes de
alto e baixo LET
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Assim como o LET e a taxa de dose, a temperatura ambiente e o nivel de oxigenacdo do
meio extracelular também exercem um papel importante na frequéncia de ACIs. Estudos
mostram que a inducdo de variacGes térmicas entre 4 e 37 °C, antes e ap0és a irradiacdo, interfere
tanto na formagdo quanto no reparo das lesdes radioinduzidas, agindo como um “fator
modificador da dose”. Algumas hipoOteses tém sido propostas para justificar tal fendmeno
(GUMRICH et al., 1986; VIRSIK-PEUCKERT; HARDER, 1986), a saber:

1) A temperatura determinaria a eficiéncia com a qual lesbes moleculares precursoras
seriam convertidas em lesdes mais estaveis (SSBs — DSBs), por meio de rearranjos

modulados pela temperatura;

2) A temperatura de irradiacdo afetaria a atividade das enzimas de reparo de acdo rapida

que participam da conversao de lesdes precursoras em lesbes mais estaveis;

3) A cromatina sofreria uma alteracdo temperatura-dependente em sua conformacéo a
15 °C, conferindo um efeito radioprotetor contra os efeitos danosos da radiacdo e,

com isso, diminuindo a frequéncia das lesGes radioinduzidas;

4) O efeito da temperatura inibiria o efeito indireto do oxigénio, ou seja, sua influéncia
estaria atrelada a inibicdo da difusdo do oxigénio até o nucleo da célula em

decorréncia de baixas temperaturas.

A radiossensibilizacdo causada pelo efeito do oxigénio (O,) € geralmente atribuida a
capacidade do O, de se ligar aos radicais formados pela acdo indireta da radiagéo, resultando em
subprodutos danosos que dificultam o reparo imediato do DNA. Na prética, células irradiadas na
presenca de O, s@o cerca de trés vezes mais sensiveis do que aquelas irradiadas sob condicGes de
hipoxia. O grau de sensibilizacdo produzido pelo oxigénio é caracterizado pela relacdo de
aumento do oxigénio (“Oxygen enhancement ratio”) ou OER, que é obtido pela divisdo da dose
necessaria para produzir um determinado efeito sob condig¢Ges de hipoxia com a dose necessaria
para produzir o mesmo efeito, em condicdes aerobicas (IAEA, 2010).

Vale salientar que ndo apenas os fatores fisicos descritos anteriormente contribuem com

a diminuicdo da frequéncia de AClIs nos linfocitos. As caracteristicas do préprio linfécito (p.ex.
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taxa de proliferacdo, de recirculagdo e o tempo médio de vida) favorecem igualmente a
eliminacdo desses marcadores citogenéticos a cada ciclo de divisdo celular. Em dosimetria
citogenética, o resultado qualitativo da eliminacdo progressiva destas alteracdes € o aumento das
incertezas associadas a estimacgéo da dose de radiacéo absorvida (PALA et al., 2001; ROZGAJ et
al., 2002; BELLONI et al., 2008).

2.5.2 Producdo in vitro da curva dose-resposta

De acordo com a IAEA (2011), cada laboratério de dosimetria citogenética deve
estabelecer sua propria curva de dose-resposta, a fim de reduzir as incertezas associadas as
estimativas de dose. Isto porque o uso de diferentes reagentes e protocolos laboratoriais
eventualmente geram varidveis que, somadas as incertezas relacionadas a analise das alteracdes
cromossdmicas radioinduzidas podem comprometer as investigacfes envolvendo casos de
suspeita e/ou ocorréncia de exposicao excessiva as RIs.

Sabendo-se que o tipo predominantemente de exposicdo as RIs esta associado a
irradiacGes por raios-X e gama, a determinacdo de curvas dose-resposta in vitro para estas
radiacGes é uma prioridade em laboratérios de dosimetria citogenética. Na producdo de uma
curva de calibragdo, € imprescindivel que a dose-resposta gerada in vitro seja similar aquela
observada in vivo. Nesse sentido, faz-se necessario a tomada de algumas precaucgdes na etapa de

irradiacdo dos linfécitos (IAEA, 2011), tais como:

1) A distancia entre a fonte e o material a ser irradiado deve ser devidamente calculada

de modo a proporcionar irradiagdo uniforme das amostras de sangue;

2) As amostras de sangue devem ser alocadas em material com densidade similar a do
tecido sanguineo (fantoma), de modo a garantir o equilibrio na geracéo de particulas

carregadas, em toda amostra;

3) Para que a curva de calibracdo possa ser utilizada em caso de exposi¢Ges acidentais
agudas, a taxa de dose deve ser ajustada de modo que o tempo total de irradiacdo nao

ultrapasse 15 minutos;
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4) A geometria e 0os materiais adjacentes ao fantoma devem ser selecionados a fim de
que corre¢des quanto a distdncia, absorcdo, espalhamento e falhas na interface

sangue/fantoma sejam minimizadas.

As amostras irradiadas devem ser devidamente acondicionadas e transportadas até o
laboratério para entdo serem incubadas em meio enriquecido, processadas e fixadas. A partir das
culturas fixadas sdo confeccionadas laminas para analise das ACIs (dicéntricos, fragmentos e
cromossomos em anel). Os dados obtidos sobre a frequéncia de dicéntricos sao entdo “ajustados”
e validados através de métodos matematicos e estatisticos (IAEA, 2001).

No processo de construcdo das curvas de dose-resposta, 0 crescente emprego de
softwares especificos tem contribuido para uma maior precisdo e rapidez das analises
citogenéticas voltadas a pesquisas e prestaches de servico em Biodosimetria (AINSBURY;
BARQUINERO, 2009). Nesse sentido, primeiramente é preciso avaliar se a distribuicdo de
dicéntricos obtida para cada dose segue uma distribuicdo de Poisson.

A partir da taxa de dispersdao dos dados, a aplicacdo do Teste u (SAVAGE, 1970 apud
IAEA, 2011) permitira predizer o quanto a variancia das amostragens corresponde ao esperado na
distribuicdo de Poisson. Caso sejam identificados desvios na taxa média de variancia, estes
podem ser corrigidos pontualmente através da multiplicacdo da variancia derivada de Poisson
pela taxa de variancia/média (IAEA, 2011).

Para obtencdo dos termos “a”, “B” e “C”, a frequéncia de dicéntricos é ajustada para
cada dose através de métodos matematicos. Os mais utilizados sdo o Método dos Minimos
Quadrados (MMQ) e o de Méxima Verossimilhanca (MV), normalmente executados por
softwares que utilizam métodos interativos para ajuste dos dados. Por definicdo, um método
interativo € um procedimento matematico computacional que gera uma melhor sequéncia de
aproximagao para a resolucdo de uma determinada classe de problemas. A implementacdo de um
método interativo depende da definicdo de um algoritmo e a inclusdo de um critério de parada
(AINSBURY; BARQUINERO, 2009).

No MMQ, a soma das diferencas ao quadrado é reduzida entre os valores observados,
gue sdo ajustados com o peso dos dados fornecidos pelo inverso de sua variancia. Por outro lado,
em MV os valores dos diferentes parametros do modelo estatistico sdo estimados de forma a

maximizar a funcdo de verossimilhanca relacionada com a probabilidade dos dados observados.
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A qualidade e a significancia dos coeficientes o e p podem ser verificadas através do emprego do
teste do qui-quadrado e do teste-F, respectivamente (Tabela 3) (AINSBURY; BARQUINERO,

2009).

Tabela 3 — Ajustamento da frequéncia de dicéntricos para radiacdes de baixo e alto LET

Fonte C+DP p+EP 7 GL F(p<0,1)
%Co 0,00128 + 0,00047 0,02103 +0,00516 0,06307 +0,00401 6,61 8 15,73
“He (20 Mev)  0,00143 + 0,00093 0,32790 + 0,02875 0,02932 + 0,01636 7,40 6 11,41

DP — Desvio padréo; GL — Graus de liberdade

Fonte: IAEA (2011)

Do ponto de vista estatistico, o ajuste satisfatorio da curva de calibracdo depende da

utilizacdo de um numero suficiente de graus de liberdade. Idealmente, devem ser utilizadas cerca

de 10 doses entre 0,1 e 5,0 Gy. Para radiacfes de baixo LET, a inclusdo de doses superiores a 5

Gy € desnecessaria, especialmente porque acima deste valor ha saturacdo da frequéncia de

aberragoes, resultando em distor¢des do coeficiente B (IAEA, 2001). Tendo em vista que 0s

coeficientes o e P sdo fatores correlatos, a diminui¢do do coeficiente [ ird promover o

consequente aumento do coeficiente o (Tabela 4).

Tabela 4 — Efeito da inclusdo de altas doses no ajustamento dos dados para uma radiacdo de

baixo LET
Dose (Gy) a+DP p+EP P Graus de liberdade
30 180,0 £ 37,0 0,95+0,24 205 10
25 149,0 £ 34,0 1,35+0,28 142 9
20 120,0 £ 31,0 1,79+£0,32 99 8
12 49,0+ 21,0 3,2+0,35 30 7
8 16,0 £ 15,0 4,18 +0,36 11 6
6 3,4+131 4,67 +0,37 59 5
5 -59+44 516 +0,44 2,5 4

DP: Desvio padréo
Fonte: Norman e Sasaki (1966) apud IAEA (2001)
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Quanto ao termo “C” da equagao linear-quadrética, a baixa incidéncia de dicéntricos na
populacdo em geral tem gerado problemas de ordem matematica devido a inclusdo de um “ponto
zero” na curva. Para evitar tal situa¢do, tem sido proposta a inclusdo de um valor pequeno,
equivalente ao nivel basal de dicéntricos, mas matematicamente representativo do valor de C ao
ponto zero da curva (0-1 em 1000 células) (VINNIKOV et al., 2010).

No processo de construcdo das curvas de dose-resposta, 0 crescente emprego de
softwares especificos tem contribuido com uma maior precisdo e rapidez das andlises
citogenéticas voltadas a pesquisas e prestaches de servico em Biodosimetria (AINSBURY;
BARQUINERO, 2009).

2.5.3 Estimacéo da dose absorvida

A dose absorvida é a grandeza fisica fundamental utilizada na avaliacdo dos potenciais
efeitos bioldgicos, resultantes de exposicdes excessivas as RlIs. No Sistema Internacional de
medidas, sua unidade é J/kg e nome especifico Gray (Gy). A partir desta grandeza, a ICRP
estabeleceu duas outras grandezas fisicas denominadas dose equivalente e dose efetiva, ambas
expressas em Sievert (Sv), como forma de diferencié-las da anterior (ICRP, 1990). O célculo das
doses equivalente e efetiva leva em conta ndo sé a energia da radiacdo incidente, como também a
radiacdo incidente e a radiossensibilidade de 6rgdos e tecidos do corpo humano (STREFFER,
2007).

Em dosimetria citogenética, um dos aspectos que mais contribui para 0 aumento das
incertezas estatisticas na estimacdo da dose absorvida diz respeito ao nimero de metafases que
precisa ser contabilizado nas analises biodosimétricas (Tabela 5) (AINSBURY; BARQUINERO,
2009).

No estabelecimento da dose-resposta para construgcdo da curva de calibragdo, por
exemplo, até 10.000 metafases podem ser contabilizadas para reducéo das incertezas associadas,
a valores considerados despreziveis (ROMM et al., 2009). Por outro lado, na investigacdo de
incidentes radioldgicos tem sido proposta a contagem de 500 metéfases ou 100 dicéntricos, como
regra geral. Estatisticamente, a precisdo dessas analises € de aproximadamente 200 + 100 mGy
(AINSBURY; BARQUINERO, 2009). Todavia, em se tratando de uma avaliacdo preliminar da
dose absorvida em que grande parte da populagéo local foi afetada, a contagem de 50 metafases
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ou 30 dicéntricos € suficiente para a obtencdo de um progndstico inicial quanto ao risco do

paciente manifestar algum tipo de efeito deterministico radioinduzido. Vale salientar que a

diminuicdo do numero de células contabilizadas reduz a acuracia das analises para 400 + 300

mGy, 0 que para uma situacdo de criticalidade radiologica € considerado aceitavel (LLOYD et
al., 2000; VOISIN et al., 2004).

Tabela 5 — Influéncia do numero de metafases contabilizadas, nos intervalos de confianca, da
dose estimada, considerando uma exposi¢do aguda a partir de uma fonte de **'Cs

Metafases Dose estimada Intervalo de confianca N° de Frequéncia de
contabilizadas (Gy) LClI LCS dicéntricos dicéntricos
250 0,25 0,05 0,58 205 10
500 0,25 0,09 0,47 142 9
750 0,25 0,12 0,43 99 8
1000 0,25 0,14 0,40 30 7
1500 0,25 0,16 0,37 11 6
2000 0,25 0,17 0,35 59 5

LCI: Limite de confianca inferior; LCS: Limite de confianga superior

Fonte: Romm e cols. (2009)

A decisdo sobre o nimero de células a ser contabilizado na avaliacdo de individuos

expostos ou com suspeita de exposicdo as Rls depende: 1) do tipo de exposi¢do (corpo inteiro ou

parcial); 2) da importancia do caso analisado com relacdo ao numero de pessoas afetadas; e 3) de

evidéncias que indiqguem a ocorréncia de uma exposicdo excessiva ou cronica a radiacdo

(LLOYD et al., 2000; IAEA, 2011).

2.5.4 AplicacOes da dosimetria citogenética

2.5.4.1 Exposicdes acidentais

Acidentes radiol6gicos de larga escala, tais como os ocorridos em Chernobyl (1986),

Goiania (1987) e Fukushima (2011) estdo comumente associados a exposi¢Oes agudas, nas quais

grande parte do corpo (> 50 %) € submetida a altos niveis de radiaco, resultando em uma serie
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de manifestacOes clinicas adversas, tais como febre, nuseas, vomitos e diarreia. Nesses casos, a
triagem inicial das vitimas é primariamente realizada por meio da avaliacdo das manifestaces
clinicas apresentadas (WASELENKO et al., 2004; IAEA, 2011; LEMOS-PINTO; AMARAL,
2011).

Quando a coleta de sangue ocorre até trés meses apos o incidente, a determinacdo da
frequéncia de dicéntricos, anéis e fragmentos acéntricos é amplamente validada como método de
referéncia para estimar a dose absorvida. Ap6s periodos prolongados (> 3 meses — exposi¢des
agudas; > 3 anos — exposicdes cronicas), a analise e contagem de translocagdes reciprocas passa a
representar de forma mais fidedigna o nivel de exposicdo individual (MOQUET et al., 2000;
PALA et al., 2001; BELLONI et al., 2008).

No caso particular dos acidentes nos quais um 6rgdo ou uma pequena porcdo do corpo
(< 10 %) foi exposta a altas doses de radiacdo, a contagem de ACIs presente nos linfocitos da
vitima afetada torna-se ineficaz, uma vez que o nimero de células irradiadas é desprezivel
(LEONARD et al., 2005).

2.5.4.2 Exposicdes ocupacionais

A maior parte das exposi¢fes ocupacionais estd associada a exposi¢cdes parciais,
cronicas e nao uniformes, envolvendo baixas doses de radiagdo, que induzem a diminuicéo do
namero de ACIs nas células analisadas em relacdo a frequéncia que seria esperada ap6s uma
exposicdo aguda, para a mesma dose (LEONARD et al., 2005).

Diante desse cenario, comumente sdo efetuadas extrapolacfes matematicas para o
calculo da dose absorvida, visando a ndo subestimacdo da dose absorvida. Em geral, os métodos
Poisson contaminada (CP) e Qdr sdo utilizados em casos de exposi¢do parciais, enquanto que a
introducdo de uma fungdo G(x) possibilita o ajuste da dose, em conformidade com a taxa de dose
empregada (IAEA, 2011). Tendo em vista que a fragdo de células irradiadas sofre atraso mitotico
devido aos danos radioinduzidos, o prolongamento do tempo de cultivo celular de 48 para 72
horas, com adi¢do precoce de Colcemid (0 e 24 horas), também viabiliza a corre¢do da dose em
casos de exposi¢do parcial, pois possibilita a andlise de células M1 em atraso mitotico
(FERNANDES et al., 2008b).
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2.5 Dosimetria citogenética na Legislacdo Brasileira

O emprego da dosimetria citogenética como ferramenta de investigacdo em saude
ocupacional tem sido particularmente importante em questdes médico-legais (pericias
trabalhistas) e como método complementar a dosimetria fisica, onde a monitoracédo individual é
realizada com auxilio de dispositivos sensiveis & radiacdo, genericamente denominados de
dosimetros (AMARAL, 2002). Enquanto os dosimetros fisicos medem grandezas operacionais
utilizadas no estabelecimento de niveis de referéncia, a fim de limitar a probabilidade de
ocorréncia de efeitos bioldgicos; os dosimetros bioldgicos, por sua vez, sdo o produto da
interacdo das RIs com o tecido vivo e por isso refletem com maior precisao os efeitos resultantes
da exposicao a esse agente genotoxico (AMARAL, 2005).

Em vérios paises da Europa e dos Estados Unidos, a pratica da dosimetria citogenética é
uma realidade. No Brasil, o tema é ainda pouco difundido entre os profissionais de salde.
Somente em 2005, o Ministério do Trabalho e Emprego aprovou a Norma Regulamentadora 32
(NR 32) — Seguranca e Saude no Trabalho em Servicos de Saude — que estabelece procedimentos
a serem seguidos no sentido de garantir a integridade fisica e mental do trabalhador da area de
salde. Dentre os Vvarios aspectos abordados, esta norma inclui a dosimetria citogenética como um
exame complementar em casos de suspeita ou ocorréncia de exposicdo individual acidental as
radiacGes ionizantes, a critério médico (MT/PORTARIA/ /SST N° 32.4.5; 32.4.6, 2005).

O desconhecimento desta norma por muitos profissionais da area resulta na néo
solicitacdo da dosimetria citogenética, por medicos do trabalho, em diversos casos de suspeita de
exposicao acidental. Em paralelo, raros sdo os laboratérios que dispdem de infraestrutura e de
profissionais capacitados para a realizacdo de analises citogenéticas para fins de investigacao de
acidentes radiolégicos (LEMOS-PINTO; AMARAL, 2011).

Embora o estabelecimento da NR 32 tenha revelado a preocupagdo e conscientizagdo
dos riscos inerentes as RIs pelos orgdos de radioprotecdo responsaveis, ainda podem ser
identificadas algumas lacunas na legislacdo vigente. Dentre elas, alguns pontos merecem atencéo
especial:

1) Os demais profissionais do setor nuclear que estdo ocupacionalmente expostos as RIs

ndo foram legalmente incluidos nessa norma;
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2) Observa-se uma caréncia de informagdes quanto ao método biodosimétrico de
referéncia, mais especificamente, o tipo de marcador biol6gico a ser utilizado em

virtude das condigcdes em que se processou a exposi¢do (aguda ou crénica);

3) A indicacdo da dosimetria citogenética na avaliacdo do nivel exposi¢do ocupacional
se restringe tdo somente aos casos de exposicao acidental, que contribuem em menor

escala no ambito das irradiacdes.

2.6 Padronizacao de critérios metodoldgicos em dosimetria citogenética

Todos os critérios metodologicos precisam ser devidamente parametrizados em
dosimetria citogenética com o intuito de evitar a subestimacdo da dose de radiacdo, o que
prejudicaria o prognéstico de individuos expostos quanto ao risco de desenvolverem efeitos
bioldgicos a curto ou em longo prazo. Isto é particularmente verdade em situacdes de exposicao
cronica prolongadas ou excessivas as Rls (acima dos limites recomendados) (WHITEHOUSE et
al., 2005).

A IAEA, por meio de suas publicacfes em 2001 e 2011, tem procurado apresentar com
detalhe revisGes e atualizacBes com relacdo aos atuais métodos citogenéticos disponiveis em
dosimetria citogenética, bem como sobre 0s critérios e recomendac@es internacionais empregados
no controle de qualidade desta pratica. A finalidade desta iniciativa é assegurar a uniformidade e
otimizacdo das técnicas e procedimentos aplicados nas varias etapas dos ensaios biodosimétricos,
estejam eles relacionados ao cultivo e analise das amostras, a construcao de curvas de calibracéo,
ou ainda do simples conhecimento sobre a necessidade de se conhecer previamente o historico de
exposicao do individuo a ser analisado, ao se mensurar a dose absorvida.

Uma aplicacédo direta do avango em termos de conhecimento cientifico nesse ambito foi,
por exemplo, a reducdo do nimero de metéafases linfocitarias e dicéntricos contabilizados de 500
e 100 para 50 e 30, respectivamente, em situacdes de emergéncia radiologica (LLOYD et al.,
2000). Este procedimento foi pega-chave para o encurtamento do tempo de analise em até 20
vezes, 0 que tem permitido a execucdo de uma triagem preliminar de vitimas acidentalmente
expostas as RIs em funcéo do grau de exposicdo (LLOYD, 2005).

No ambito das exposi¢Bes ocupacionais, que sdo significativamente mais frequentes e

apresentam, portanto, maior risco associado, a otimizacdo e padronizacdo da dosimetria
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citogenética é de suma importancia na avaliacdo do impacto real que as RIs geram ao nivel
bioldgico, em fungdo da dose de radiagdo recebida (LINET et al., 2010).

Muitos paises tém constituido laboratorios de dosimetria citogenética de referéncia e
estabelecido redes regionais e nacionais, com intuito de aprimorar as suas capacidades. Por sua
vez, as agéncias das Nagdes Unidas (IAEA e OMS) que fornecem cooperacdo internacional em
biodosimetria também tém reunido esforcos para formar redes citogenéticas (WILKINS et al.,
2008). Contudo, sdo poucos 0s paises que possuem mais de um laboratério de dosimetria
citogenética em atividade.

Nesse sentido, redes nacionais situadas na Franca, Coréia, Japdo e Canada tém
implementado uma série de iniciativas pelas quais especialistas em citogenética humana possam
ser treinados de modo a estarem aptos a participar de ensaios em dosimetria citogenética, caso
seja necessario. De modo geral, tal processo requer uma adequada coordenacdo de diversos
fatores, relacionados a infraestrutura, logistica, manejo dos dados e comunicagéo (IAEA, 2011).

No Brasil, a caréncia de laboratérios especializados em dosimetria citogenética tem sido
um dos principais fatores do desconhecimento e da falta de padronizacdo desta metodologia,
especialmente como ferramenta de investigacdo em salde ocupacional em questdes médico-
legais (pericias trabalhistas) e no controle de qualidade da dosimetria fisica (LEMOS-PINTO;
AMARAL, 2011). Esse quadro dificulta a realizacdo de intercomparacdes laboratoriais ao nivel
nacional, importantes para a realizacdo de triagens nos laboratérios biodosimétricos quanto a sua
precisdo e confiabilidade na estimacao da dose absorvida (STRICKLIN et al., 2007).

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi realizar a otimiza¢do de parametros
metodolégicos em dosimetria citogenética, relativos a adicdo de Colcemid, a construcdo de
curvas dose-efeito e a temperatura de armazenamento de sangue periférico. Posteriormente, estes
pardmetros foram aplicados em investigacGes de casos envolvendo suspeita de exposicdo

excessiva as radiacOes ionizantes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Perfil da pesquisa

Esta pesquisa foi do tipo experimental, na qual foram utilizadas células linfocitarias do
sangue periférico de individuos do puablico considerados clinicamente saudaveis e de
profissionais ocupacionalmente expostos. A casuistica deste trabalho foi composta por 6
individuos, 5 mulheres e 1 homem, com idade entre 25 e 40 anos.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco, sob registro de N°
031/09 (Apéndice A)

Os participantes desta pesquisa foram orientados sobre a proposta do estudo e, mediante
concordancia com os procedimentos a serem realizados, assinaram um termo de consentimento
livre e esclarecido (Apéndice B) e preencheram um questionario informativo (Apéndice C).

Dados de identificacdo pessoal foram mantidos em sigilo.

3.1.1 Critérios para selecao dos voluntarios

A selecdo dos individuos voluntérios foi baseada nos seguintes critérios:

% Incluséo:
e NG&o ser portador de patologias malignas que pudessem comprometer os resultados
desta pesquisa, tais como cancer;
o NA&o ter sido submetido a tratamento radioterapico e/ou quimioterapico nos ultimos
dois anos;
¢ NA&o ter tido recente contato ocupacional com agrotdxicos e/ou veneno;
e N&o ter realizado exames de raios-X, medicina nuclear e tomografia

computadorizada nos ultimos trés meses.
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% Excluséo:
e Em caso de recusa do individuo quanto a participacdo nesta pesquisa;
o Circunstancias materiais ou logisticas que tornem impossivel o desenvolvimento

normal da investigacéo.

3.2 Disposicao dos ensaios experimentais realizados

Primeiramente foi executada uma analise comparativa entre o protocolo convencional,
em que o Colcemid é adicionado 3 horas antes (45 horas - 0,5 pg/ml) do fim do cultivo celular, e
0 ndo convencional, em que o Colcemid é acrescido as culturas no inicio do cultivo, a baixas
concentracdes (0 hora - 0,05 pg/ml), objetivando determinar o melhor protocolo para adicéo de
Colcemid em amostras controle e irradiadas com 2 Gy. A andlise comparativa das culturas teve
como parametros: indice mitotico e frequéncia de alteracdes cromossémicas instaveis.

Em seguida, foram construidas curvas de calibracdo dose-efeito a partir dos dados
obtidos in vitro em amostras de sangue irradiadas com raios-X, aplicando-se 0s métodos
matematicos MMQ e MV. Para tanto, foram seguidas as recomendacdes da IAEA, no que
concerne as etapas de irradiacdo e processamento das amostras, contabilizacdo das alteracdes
cromossémicas instaveis e ajuste dos coeficientes linear e quadratico. A decisdo sobre a escolha
do método matematico fundamentou-se na qualidade do ajuste obtido.

Também foi avaliada a influéncia da temperatura de armazenamento em amostras de
sangue periférico mantidas a 4 e 25 °C, cada qual foi mantida a essa temperatura por um periodo
de 48 e 96 horas apés a coleta de sangue. Neste experimento, pretendeu-se simular um incidente
radioldgico de larga escala, no qual inimeras amostras sdo enviadas e mantidas nessas condi¢des
nos laboratérios de dosimetria citogenética. Neste ensaio foram avaliados parametros como
indice mitotico e proximidade da dose estimada com a dose de radiacdo utilizada. A dose foi
calculada com base na curva de calibragdo construida no primeiro ensaio.

Com base na otimizacdo alcangada nos ensaios anteriores, profissionais sob suspeita de
exposicdo excessiva as Rls foram investigados a luz da dosimetria citogenética. Em suma, os

ensaios experimentais foram realizados sequencialmente em quatro etapas (Tabela 6).
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Tabela 6 — Resumo das etapas desenvolvidas nesta pesquisa

- Individuos Dose de radiagéo
Etapas Descricao
amostrados (Gy)
Analise comparativa entre diferentes protocolos
Etapa | . .
para adi¢éo de Colcemid 2 2,0
(45 horas - 0,5 pg/ml e 0 horas - 0,05 pg/ml)
0,25
Construgéo de curvas de calibracdo dose-efeito 0,5
com base nos métodos matematicos dos 1,0
Etapa Il ) ) 1*
Minimos quadrados e de Maxima 15
Versossimilhanca 2,0
3,0

Avaliacdo da temperatura de armazenamento
Etapa Il1 ) 2 2,0
para diferentes tempos de estocagem (48 e 96 h)

Aplicacdo dos parametros otimizados em
Etapa IV profissionais sob suspeita de exposicéo 4 -

individual excessiva as RIs

* Um dos individuos amostrado na etapa |

3.3 Processamento das amostras

3.3.1 Coleta e irradiacdo do material biolégico

As amostras de sangue periférico dos individuos voluntarios foram coletadas no
Laboratério de Modelagem e Biodosimetria Aplicada (LAMBDA) por meio de venopuncéo,
utilizando tubos a vacuo (Vacuette) contendo heparina sodica e obedecendo aos principios de
biosseguranca, e de boas praticas laboratoriais. Nas etapas I, 1l e Ill, o material biologico foi
acondicionado e transportado em isopor para manutencdo de sua temperatura (37 °C) até o local

de irradiagéo.
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As irradiagbes foram realizadas nos aceleradores lineares’ do Real Hospital Portugués e
do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira de Pernambuco (IMIP), de acordo com
a disponibilidade de cada equipamento na execucao dos ensaios.

Considerando que ambos os equipamentos tém diferentes taxas de dose, as irradiacdes
foram realizadas sob distintos arranjos experimentais (altura, campo de irradiagcdo e tempo de
exposicdo) em fantoma construido com material de densidade semelhante & do tecido mole
humano (p = 1,0 g/lem®), de forma a garantir que a dose fosse aplicada homogeneamente no
material bioldgico. Maiores detalhes sobre esses parametros serdo apresentados nos topicos
subsequentes.

Ap0s a irradiacdo, as amostras foram novamente conduzidas ao LAMBDA, onde foram
mantidas em banho-maria a 37 °C por 2 horas e incubadas em meio de cultivo, sob condicGes

adequadas ao estimulo e proliferacéo das células linfocitarias.
3.3.2 Etapa | — Andlise comparativa entre diferentes protocolos para adi¢cdo de Colcemid

Para este experimento, foram coletados 9 mL de sangue periférico através de um 1 tubo
heparinizado de cada um dos voluntéarios, os quais foram aliquotados em 3 seringas de 3 mL.

A irradiagé@o foi procedida no acelerador linear (Siemens/ Modelo Primus) pertencente
ao IMIP com raios-X de energia 6 MeV e taxa de dose de 2 Gy/min. O campo de irradiacdo foi
de 10 x 10 cm, e a distancia entre o acelerador e o fantoma de 1 metro (Figura 14).

Para avaliacdo do parametro “tempo de adicdo do Colcemid”, parte das aliquotas foi
mantida como controle (ndo irradiadas) enquanto as demais foram irradiadas com dose de 2 Gy.
Dessa forma, foi possivel verificar a influéncia deste composto em células linfocitarias sob
condic¢Bes normais e apos irradiagéo.

O cultivo celular foi realizado sob condicdes estéreis utilizando-se 4 mL de meio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute, RPMI-1640) da Cultilab, suplementado com 20 % (1 mL) de
soro fetal bovino (Cultilab) e 2 % (0,1 mL) de fitohemaglutinina (Gibco). Em seguida, foi
adicionado 0,1 mL de Colcemid a 0,05 ug/ml em parte das amostras (controle e irradiadas), e
0,5 ug/ml (45 horas) nas demais. Apos o acréscimo de 0,4 mL de sangue total, as culturas foram
incubadas em estufa de CO, (5 %) a 37° C por 48 horas (IAEA, 2011).

" Definigdo — aparelho emissor de raios-X comumente utilizado em tratamentos radioterapicos.
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Figura 14 — Arranjo experimental utilizado na irradiacdo das amostras
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Ap6s o término do tempo de incubacdo, as culturas foram centrifugadas, com descarte
do sobrenadante e ressuspensdo do sedimento com solugéo hipotonica de KCl a 0,56 %, para o
rompimento das membranas celulares e nucleares. O material em seguida foi mantido em banho-
maria a 37 °C por 7 minutos. Decorrido este tempo, foi adicionado fixador — uma solugéo de
metanol e &cido acético (3:1). O material foi novamente centrifugado, sendo o sobrenadante
desprezado e o sedimento ressuspenso em fixador. Este procedimento foi repetido até que a
solucdo se tornasse limpida ou o que sedimento adquirisse uma coloragdo esbranquicada (IAEA,
2011).

A suspensdo celular foi gotejada sobre laminas em posi¢do horizontal, que secaram em
placa metédlica a 70 °C para facilitar o espalhamento dos cromossomos metafésicos
(HENEGARIU et al., 2001). Os pormenores deste e de outros métodos de preparo de laminas
testados nesta pesquisa estdo apresentados no tépico 3.5.
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Para observacdo do material citologico, as 1dminas foram coradas em solucéo de Giemsa
a 5 % por 2 minutos. A anélise citogenética foi realizada em microscépio 6ptico (LEICA DME).
As imagens foram capturadas e armazenadas com o auxilio de uma camera digital acoplada ao
referido equipamento. Apds sua andlise, as laminas foram armazenadas em ambiente seco a

temperatura ambiente.
3.3.3 Etapa Il — Construcédo das curvas de calibracéo

Para este experimento, foram coletados 27 mL de sangue periférico de um voluntéario
através de 3 tubos heparinizados. O sangue total foi aliquotado em 6 seringas de 3 mL — uma
seringa para cada dose de radiacdo (0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; e 3,0 Gy).

As amostras foram irradiadas no acelerador linear (Siemens/ Modelo Artiste) do Real
Hospital Portugués com raios-X de energia 6 MeV, e taxa de dose de 0,54 Gy/min. O campo de
irradiagdo foi de 15 x 15 cm e a distancia entre o acelerador e o fantoma de 1 metro.

O cultivo celular foi realizado sob as mesmas condi¢Oes da etapa I, exceto pelo tempo de
adicdo e concentracdo do Colcemid. Nesta etapa, foi adicionado 0,1 mL de Colcemid a
0,05 pg/ml (0 hora) nas amostras controle e irradiadas. Apos o término do tempo de incubacéo, o
material bioldgico foi processado e corado conforme descrito na etapa I.

Para a construcdo das curvas foram empregados os programas CABAS, disponivel
gratuitamente no site http://www.pu.kielce.pl/ibiol/cabas, e Dose Estimate, gentilmente cedido
pela Health Protection Agency (HPA, Inglaterra).

O teste-u e a relacdo da variancia/meédia foram utilizados para verificar se a distribuicdo
de cromossomos dicéntricos seguiu uma distribuicdo de Poisson. A qualidade do ajustamento das
curvas geradas pelos programas CABAS e Dose estimate foi avaliada pelo teste do qui-quadrado

0)-
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3.3.4 Etapa |1l — Avaliagdo da temperatura de armazenamento para diferentes tempos de
estocagem

Para este experimento, foram coletados 9 mL de sangue periférico de cada um dos
voluntarios através de 3 tubos heparinizados, os quais foram aliquotados em 3 seringas de 3 mL.
A irradiacdo foi realizada nas mesmas condicGes da etapa | (topico 3.3.2).

Para andlise do fator “temperatura de estocagem”, foram utilizadas apenas amostras de
sangue irradiadas com 2 Gy, representando um cendrio similar ao observado em emergéncias
radioldgicas. Estas foram subdividas em dois grupos, que foram armazenados por 48 e 96 horas
apos a coleta de sangue sob diferentes temperaturas de estocagem (4 e 25 °C).

As amostras estocadas a 25 °C foram mantidas em recipiente hermeticamente fechado
com temperatura ambiente controlada. As amostras armazenadas a 4 °C foram conservadas em
geladeira com temperatura média de 4 °C. O cultivo celular, processamento e coloragdo do
material biologico foram realizados sob as mesmas condicdes da etapa Il.

3.3.5 Etapa IV - Investigacdo de profissionais ocupacionalmente expostos as Rls

Para este experimento, foi coletado 1 tubo heparinizado (9 mL) de sangue periférico de
cada um dos quatro profissionais investigados. As amostras desses individuos foram incubadas
seguindo o melhor tempo de adicdo de Colcemid, determinado na etapa |.

O cultivo celular, processamento e coloracdo do material bioldgico foram realizados sob
as mesmas condigdes da etapa II.

Para o célculo da dose absorvida, utilizou-se a curva de calibragdo construida com o

programa de referéncia definido na etapa II.

3.3.5.1 Descricao dos estudos de caso — Profissionais ocupacionalmente expostos

Foram analisados quatro estudos de caso envolvendo profissionais ocupacionalmente

expostos as radiacOes ionizantes. Cada um dos casos esta descrito a seguir:
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«» Casosle?

Dois profissionais (Individuos A e B), atuantes na area nuclear, informaram terem
sido acidentalmente expostos as Rls ao transportarem material radioativo indevidamente
acondicionado. No momento da exposicdo, os profissionais ndo portavam seus
monitores individuais.

No dia subsequente ao incidente, o individuo A relatou ter sentido nauseas, vémitos e
diarreia. Passados alguns meses, ambos os individuos foram submetidos a uma série de
exames que indicaram uma anemia recorrente. Tais achados clinicos foram entéo
associados a uma exposicdo excessiva as RIs, 0 que gerou a solicitacdo do exame de

dosimetria citogenética pelo médico do trabalho responsavel.

% Caso 3

Médico do trabalho de certo hospital solicitou o exame de dosimetria citogenética
para um dos funcionarios desse hospital (Individuo C), responsavel pelo
acompanhamento dos pacientes submetidos a tratamento radioterapico.

A solicitacdo do exame partiu da observacdo de que o dosimetro fisico deste
profissional havia recebido uma elevada dose de radiagdo. O profissional em questdo
relatou ter esquecido seu dosimetro na sala em que sdo realizadas as sessbes de
radioterapia. No intuito de assegurar a condi¢do de isencdo da empresa, 0 medico do

trabalho solicitou o exame de dosimetria citogenética.

%+ Caso 4

O dosimetro fisico de um profissional da area de saude (Individuo D) registrou uma
dose de radiacdo mensal acima dos valores permitidos (20 mSv). Este profissional
mencionou que, por esquecimento, a substituicdo mensal de seu monitor individual néo
havia sido realizada no més anterior.

A elevada dose do dosimetro foi entdo associada ao acimulo de dose proveniente da

contribuicdo de dois meses de exposi¢do ocupacional. Como forma de investigar a real



43

natureza da dose registrada, o médico do trabalho fez a solicitacdo do exame de

dosimetria citogenética.

3.5 Preparacao das laminas

As laminas foram limpas e mantidas em etanol a 100 %, tendo sido limpas com len¢o de

papel no momento em que a suspensdo celular foi dispensada sobre a superficie da lamina

(IAEA, 2011).

Foram testadas quatro metodologias para o preparo das laminas, comumente utilizadas

em laboratorios de citogenética, a saber:

a)

b)

Banho-maria a 70 °C com secagem em placa de Petri

As laminas foram dispostas em suporte vazado até que houve a formacao de uma
pelicula de 4gua na superficie da lamina (~ 1 minuto);

Cerca de 50 pL da suspensdo celular foi dispensada na superficie de cada lamina;
As laminas, entdo, foram retiradas do banho-maria e secas em placa de Petri a

60 °C, em estufa de secagem, até que secassem por completo.

Banho-maria a 70 °C com secagem em placa metalica

As laminas foram pré-aquecidas com o vapor d’agua liberado pelo banho-maria,
e s6 entdo 50 pL da suspensdo celular foi dispensada na superficie da lamina;

Ap0s a evaporacado parcial do fixador e formagéo de granulos esbranquigados na
lamina, estas foram mantidas em contato direto com a placa metalica sobre o

banho-maria até que secassem por completo.

Agua gelada a 4 °C
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e As laminas foram imersas em recipiente (Becker) coberto com parafilme por
cerca de 30 minutos, tempo necessario para que a agua do Becker atingisse 4 °C;

e Com a retirada da lamina, 50 pL da suspensdo celular for rapidamente
dispensada na superficie da lamina;

e As laminas secaram a temperatura ambiente.

d) Léaminas estocadas em freezer a - 20 °C

e As laminas foram mantidas por aproximadamente 5 minutos no freezer até que
houvesse a formacdo de cristais de gelo na superficie da lamina;

e Em seguida, as ldaminas retornaram a temperatura ambiente (25 °C) por tempo
suficiente para que houvesse o derretimento dos cristais de gelo;

e Aproximadamente 50 pL da suspensdo celular foi rapidamente dispensada na

superficie da lamina, as quais secaram a temperatura ambiente.

3.6 Critérios para analise das ldaminas e determinacéo do indice mitotico

3.6.1 Analise das laminas

Em concordancia com a IAEA (2011), foram contabilizadas metafases contendo pelo
menos 46 elementos, incluindo cromossomos normais, dicéntricos, anéis ou fragmentos
acéntricos. Além destas, outras recomendacdes da IAEA (2011) foram seguidas na andlise das
laminas dentre as quais se destacam:

a) A orientacdo do escaneamento das laminas: transversal;

b) As lentes utilizadas para varredura e captura das metafases: 20 e 100 X;

c) A contabilizagdo de metéfases que exibiram boa nitidez de imagem, com pouca ou

nenhuma sobreposi¢do, e sem cromatides sobrepostas;

d) O registro das AClIs em folha de contagem apropriada (Apéndice D);

e) A classificacdo das ACIs foi realizada de acordo com nomenclatura adaptada da

IAEA (2011):

e Metafase normal — 2n=46 (N)
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Dicéntrico + fragmento acéntrico — 2n= 46 (Dic)

e Tricéntricos + 2 fragmentos acéntricos — 2n=46 (2* Dic)

e Tetracéntrico + 3 fragmentos acéntricos — 2n=46 (3* Dic)

e Cromossomo em anel + fragmento acéntrico — 2n=47 (CrA)
e Anel acéntrico (An)

e Fragmentos adicionais ou em excesso (Frag)

e Fragmentos pontuais (Min)

A contabilizacdo do numero de metéfases para obtencdo da frequéncia de ACls variou
entre as etapas desta pesquisa, tendo sido igual a 200 nas etapas | e Il1, e igual ou superior a 500

metafases nas etapas Il e IV.
3.6.2 Determinacéo do indice mitdtico

Tendo em vista a grande diversidade de tamanhos e formas que os nucleos interfasicos
podem apresentar, um limite arbitrario foi determinado para diferenciar os ndcleos considerados
estimulados e ndo estimulados. Além disso, na contagem das células mit6ticas foram

contabilizadas tanto metafases quanto prometafases.

O indice mitético (IM) foi calculado de acordo com a Equagdo 1 (IAEA, 2011):

Indice mitético = (metdfases) X 100
metafases + blastos 1)

A determinacdo deste parametro foi realizada nas amostras controle e irradiada das

etapas Il e 111, e incluiram os critérios de exclus&o e inclusdo descritos pela IAEA (2011):

e Exclusdo do nucleo de células polimorfonucleares, de celulas ndo estimuladas

(ndcleos diminutos), células mortas ou em apoptose e micronucleos;



46

e Contagem do nucleo de células estimuladas (blastos com nucleo extenso) e de

células mit6ticas em metafase.

Para que fosse obtida uma andlise completa quanto ao IM, nas etapas | e Il desta
pesquisa foram contabilizadas 500 células, incluindo metafases e blastos, nas amostras controle e

irradiadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Preparacéo das laminas

O preparo das laminas é uma etapa importante na aquisicdo de preparacdes
cromossdmicas de boa qualidade e na melhor visualizacdo de alteracbes cromossémicas, a
exemplo dicéntricos e fragmentos acéntricos. Por isso a escolha do metodo de preparacdo deve
atender as necessidades e aos recursos de cada laboratorio (HENEGARIU et al., 2001).

Dentre as metodologias testadas, a secagem das laminas em placa metalica aquecida a
70 °C foi a que apresentou 0os melhores resultados, ndo somente em termos de espalhamento e
visibilidade das metafases, mas principalmente na remocdo do citoplasma (Figura 15). Tal
procedimento foi executado de acordo com o trabalho de Henegariu e cols. (2001), com algumas

modificacdes.

Figura 15 — Influéncia do método de preparacdo na qualidade das laminas, utilizando banho-
maria a 70 °C com secagem em placa de Petri (a), banho-maria a 70 °C com secagem em placa
metalica (b), agua gelada a 4 °C (c) e laminas estocadas em freezer a -20 °C (d)
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4.2 Determinacéo do protocolo ideal para adi¢do de Colcemid as culturas celulares

Na determinacdo do protocolo ideal para adicdo de Colcemid, ndo foi verificado
comprometimento na qualidade das preparacdes cromossomicas das amostras submetidas ao
protocolo ndo convencional (0 hora - 0,05 pg/ml), pois a concentragcdo de Colcemid utilizada foi
10 vezes menor do que aquela utilizada no protocolo convencional (45 horas - 0,5 pg/ml). Na
figura 16 é apresentada uma visdo geral das preparacGes cromossémicas obtidas em cada caso.
De modo geral é possivel notar que os cromossomos metafasicos apresentaram condensacoes

semelhantes.

Figura 16 — Similaridade do grau de contracdo cromossémica induzido pelo protocolo nao
convencional (a) e convencional com Colcemid (b) em células linfocitarias irradiadas com 2 Gy
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Nas Tabelas 7 e 8 estdo discriminados os dados obtidos com relacéo ao indice mitético e

as frequéncias de dicéntricos das culturas submetidas aos dois protocolos.
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Tabela 7 — indice mitético de células linfocitarias, controle e irradiadas, cultivadas com distintas
concentragdes de Colcemid

Identificagdo  Colcemid Dose  Células Metafases Indice mitotico

0,05 pg/ml oo 500 9% 18.6 %
05ugm  (0Gy) 500 59 11.8 %
Individuo 1
NAVIGLO 2 75,05 ng/mi 500 35 7%
2 Gy
0,5 ug/ml 500 32 6.4 %
0,05 pgiml - 500 75 15 %
05ugm  (0Gy) 500 39 7.8%
Individuo 2
0,05 ng/mi 500 54 108 %
2 Gy
0,5 pg/ml 500 28 5.6 %

Os resultados apresentados na Tabela 7 mostram que o protocolo ndo convencional
(0,05 pg/ml) promoveu um aumento significativo do nimero de metafases em relagdo ao
protocolo convencional (0,5 png/ml), tanto para as células controle (15 e 18,6 % vs. 7,8 e 11,8 %)
quanto para as irradiadas com 2 Gy (7 e 10,8 % vs. 5,6 e 6,4 %). Esse crescimento, contudo,
variou entre os individuos estudados, tendo sido mais expressivo (~ 50 %) no individuo 2 (Figura
17).

Figura 17 — Efeito das diferentes concentraces de Colcemid no indice mitético de células
linfocitarias controle e irradiadas
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Nas amostras irradiadas de ambos os individuos, foi observado um maior nimero de

cromossomos dicéntricos (23 e 33) quando o protocolo ndo convencional foi utilizado (Tabela 8).

Tabela 8 — Relagédo dose-efeito em células irradiadas para diferentes concentracGes de Colcemid

Identificacho  Dose Colcemid Metéfases Dic CrA Min Frag

200 33 3 - L2
Individuo 1 2 Gy it il -
05ugm 200 24 6 - 2
200 23 3 1 2
Individuo2 2y o0°Rg/mM T
05ugm 200 19 - - 24

Em contrapartida, a distribui¢do de anéis, “minutes” e fragmentos acéntricos ndo seguiu
um padrdo uniforme. Na Figura 18, é apresentado o somatdrio da frequéncia de dicéntricos e
anéis de cada condicao.

Figura 18 — Frequéncia de dicéntricos e anéis em celulas linfocitérias irradiadas com 2 Gy,
cultivadas com diferentes concentrag¢6es de Colcemid
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Na literatura podem ser encontrados trabalhos em que altas e baixas concentragdes de
Colcemid sdo acrescidas 0, 24 e até 45 horas ap0s o inicio do cultivo celular (SAZAKI et al.,
1989; HAYATA et al, 1992; KANDA et al, 1994, SCHMID et al, 1995;
SENTHAMIZHCHELVAN et al., 2007; FERNANDES et al., 2008b). Em cada caso tem sido
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ressaltado que a tomada de deciséo sobre a escolha do protocolo a ser utilizado deve ser feita com
base no conhecimento de que o uso prolongado de altas concentracfes desse agente antimitotico
pode gerar excessiva condensaces cromossomica.

No trabalho de Fernandes e cols. (2008b), o Colcemid foi adicionado a uma
concentra¢do de 0,5 pg/ml as culturas no inicio do cultivo celular, como meio de melhorar as
estimativas de dose em situa¢fes envolvendo exposicao parcial as RIs. Apesar dos autores terem
comprovado a eficacia desse método em termos de dose-resposta, 0S mesmos constataram que o
uso dessa concentracdo provocou uma contracdo excessiva dos cromossomos metafasicos,
tornando mais laboriosa a analise citogenética das ACIs.

Uma provavel razdo para o desencadeamento de tal fendmeno estaria relacionada ao
mecanismo de acdo dessa droga antimitotica. Primariamente, o Colcemid liga-se as proteinas
(tubulinas) que compdem as fibras do fuso mitdtico, impedindo sua polimerizacdo e
consequentemente suprimindo sua formag&o, ou ainda inativando os fusos ja formados. Contudo,
quando esse reagente permanece por um periodo prolongado no meio de cultivo celular ele
aparentemente age como um cofator de condensacao, que atua sobre as proteinas que formam os
Cromossomos, 0 que gera 0 excessivo empacotamento destes (GUERRA; SOUZA, 2002).

A acdo do Colcemid também tem sido evidenciada com relacdo aos parametros indice
mitético e frequéncia de ACls. Por exemplo, no trabalho de Kanda e cols. (1994), o efeito de
baixas concentracdes de Colcemid e colchicina (0,001 a 0,05 pg/ml) foi avaliado em células
linfocitarias ndo irradiadas apos cultivo de 48 horas. Esses autores obtiveram um valor maximo
de indice mitético de 15 % e bloqueio de até 99,6 % das metafases em M1 ao adicionarem
0,05 pg/ml de Colcemid no inicio do cultivo celular.

Nesta pesquisa, os melhores resultados em termos de indice mitético e frequéncia de
ACls também foram obtidos quando o Colcemid foi acrescido as culturas nessas condigdes (0,05
png/ml a 0 h). A vantagem de se ter um blogueio mais eficiente do processo de diviséo celular em
M1 é que a fracdo de células normais (controle) e aberrantes (irradiadas), capaz de atingir o
segundo ciclo de divisdo (M2), é reduzida.

Em dosimetria citogenética, é crucial que a analise dos linfécitos irradiados seja
procedida em M1, pois a cada ciclo de divisdo celular ha 50 % de chance das células portadoras
de ACIs transmitirem essas alteracdes para uma de suas células-filhas, e 50 % de chance de
serem eliminadas. Com essa finalidade, tem sido recomendado o emprego da técnica de FPG na
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distincdo das metafases linfocitarias de acordo com seu progresso no ciclo de divisdo celular.
Entretanto, o uso do FPG ndo apenas compromete a qualidade e resolugdo das preparacOes
cromossémicas, como também induz retardo mitdtico devido a adicdo de BrdU as culturas
celulares (IAEA, 2001).

Atualmente, vérios laboratérios vém adotando e otimizando o protocolo néo
convencional por meio de ajustes na concentragdo (0,01 a 0,05 pg/ml) e no tempo de adi¢do do
Colcemid (0 ou 24 horas ap6s o inicio do cultivo celular), em substituicdo ao protocolo
convencional (SENTHAMIZHCHELVAN et al., 2007; IAEA, 2011). Em suma, as principais
vantagens dessa mudanca de protocolo estdo relacionadas ao aumento do indice mitético, a
otimizacdo do bloqueio das células em M1, & diminuicdo do efeito citotdxico associado ao
Colcemid e a reducdo dos riscos de contaminacao.

De maneira geral, os resultados obtidos neste trabalho reforcam outros dados da
literatura com relacédo a aplicabilidade do protocolo ndo convencional com Colcemid nos ensaios
biodosimétricos, inclusive como uma alternativa vidvel a técnica de FPG, na investigacdo e

analise das ACls em dosimetria citogenética.

4.3 Construcao de Curvas de calibracdo com base nos métodos matemaéticos dos Minimos
Quadrados e o de Maxima Verossimilhanca

A Tabela 9 apresenta a frequéncia de cromossomos dicéntricos, anéis acéntricos,
cromossomos em anel, “minutes” e fragmentos acéntricos observada nas amostras irradiadas com
diferentes doses de radiacdo. No total foram analisadas 5.871 metéfases linfocitarias para
obtencdo da relacdo dose-resposta e frequéncia de distribuicdo dos dicéntricos, a qual foi

empregada no calculo da relacio entre variancia e a média (c?/y) e do Teste u.
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Tabela 9 — Frequéncia de ACls obtida apos irradiacdo in vitro com diferentes doses. Destaque
para o padrdo de distribuicdo dos dicéntricos nas celulas analisadas

N © de dicéntricos por célula

Dose (Gy) Céls. Dic An Cra Min Frag o’ly Testeu
0 1 2 3 4
0 1000 1 0 0 0 3 999 1 0 O 0 1,00 0*
0,25 1504 9 0 1 0 20 1495 9 0 O 0 0,99 -0,17
0,5 1039 27 2 2 6 29 1013 25 1 0 0 1,05 1,12
1,0 768 51 O 2 2 47 719 47 2 0 0 1,08 1,55
15 500 64 1 5 5 40 440 56 4 0 0 1,00 - 0,05
2,0 560 163 5 7 3 93 429 105 21 4 1 1,19 3,14
3,0 500 258 1 14 7 173 306 138 49 6 1 1,05 0,79

*Valor que se aproxima do infinito Céls - células; Dic — dicéntricos; Na — anel acéntrico; Cra — cromossomo em anel; Min —
minutes; Frag — fragmento acéntrico

A proximidade da relagdo ?/y em torno de 1, juntamente com valores de u dentro do
intervalo -1,96 > u < 1,96, indicam que o indice de dispersdo da quase totalidade dos dados
seguiu uma distribuicdo de Poisson. Este tipo de distribuicdo expressa a probabilidade de
ocorréncia de eventos randémicos raros, e por isso é amplamente reconhecida e aplicada na
analise da distribuicdo de dados citogenéticos (IAEA, 2011).

De acordo com Edwards e cols. (1979), a ocorréncia de dicéntricos € tdo rara que é mais
realistico assumir que estes seguem uma distribui¢do de Poisson do que uma distribuicdo normal.
As demais ACIs, todavia, exibem um padrdo de distribuicdo significantemente mais disperso
(Tabela 9), o que pode gerar desvios no ajuste e correlagdo entre os coeficientes o e 3, € por isso
sua frequéncia ndo é utilizada no ajuste dos dados (LLOYD et al., 1986).

Das informacdes apresentadas na Tabela 9, o tinico ponto que exibiu valor de “u” acima
de 1,96 foi a dose de 2 Gy, o que indica uma maior dispersdo dos dados para essa dose. Este tipo
de desvio “para cima”, além de ndo ser incomum para altas doses, é corrigido pelos softwares que
foram utilizados neste trabalho. Por outro lado, valores de “u” inferiores a -1,96 sdo
biologicamente improvaveis e podem indicar um problema na amostragem dos dados
(STRICKLIN et al., 2005; IAEA, 2011).

Nas Figuras 19 e 20 sdo apresentadas as curvas dose-efeito geradas pelos programas

CABAS e DOSE ESTIMATE. Em ambos 0s casos, as curvas foram do tipo linear-quadrética:



a) Y = (0,001 % 0,001) + (0,013 % 0,007)D + (0,056 + 0,005) D>~ CABAS
b) Y = (0,001 % 0,001) + (0,013 + 0,010)D + (0,056 + 0,006) D?> — DOSE ESTIMATE

Figura 19 — Curva de calibracdo gerada pelo programa CABAS
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Figura 20 — Curva de calibracdo produzida com o software DOSE ESTIMATE
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Na Tabela 10, a qualidade do ajuste de cada curva foi verificada através do teste do qui-

quadrado (x?).

Tabela 10 — Coeficientes das curvas de calibragdo ajustadas com base nos métodos MMQ e MV

Programa  Método o+ DP B +DP C+DP ¥ Gl p=005 r

Cabas MV  0,013+0,007 0,056+0,005 0,001+0,001 7,18 4 9,487 -
Dose estimate MMQ 0,013+0,010 0,056 +0,006 0,001+0,001 7.18 4 9487 0,99

Gl — Graus de liberdade; DP — Desvio padrédo; Coeficiente de correlagéo re

Os valores de “p” mostrados na Tabela 10 mostram que os dados ajustados sdo
significativamente semelhantes aqueles observados, confirmando o bom ajuste das curvas de
dose-efeito tanto com o método MV quanto com o MMQ. Além disso, a obtencdo de um
coeficiente de correlagdo “r” proximo a 1 (0,7 < r < 1) — informagdo fornecida apenas pelo
programa DOSE ESTIMATE - sugere uma correlacdo fortemente positiva entre os dados
(DANCEY; REIDY, 2006).

Com relacdo a adequacdo do método matematico, os resultados demonstram que houve
uma extensa similaridade entre os ajustamentos do MMQ e de MV para os dados em questdo, de
forma que qualquer um dos dois programas satisfaria sua finalidade. Entretanto, Ainsbury e
Lloyd (2010) ressaltaram que, embora 0 MMQ seja 0 método mais utilizado no ajuste dos termos
da curva dose-efeito, seu desempenho geralmente € inferior ao MV quanto a adequacdo dos
dados, especialmente no ajuste de baixas doses, e por isso o atual sistema computacional do
DOSE ESTIMATE sera atualizado, substituindo o MMQ para 0 MV nas proximas versdes do
programa. Na Tabela 10 verifica-se que realmente h4& um maior desvio padrdo associado ao
coeficiente “a” gerado pelo programa DOSE ESTIMATE (+ 0,010), do que aquele produzido
pelo CABAS (+ 0,007).

Considerando o parametro ‘acessibilidade’, apenas o programa CABAS esta disponivel
gratuitamente, uma vez que a aquisi¢do do software do DOSE ESTIMATE depende de contato
prévio com a Health Protection Agency (HPA). Sobre as ferramentas disponiveis, o software
DOSE ESTIMATE é um programa dotado de mais recursos que o CABAS para anélise dos

ensaios biodosimétricos (p.ex. construcdo de curvas de dose-efeito lineares, analise e correcdo da

80 coeficiente de correlagdo r ou coeficiente de Pearson é definido como a medida de associacdo linear entre
variaveis pela qual duas variaveis se associam pelo compartilhnamento da variancia.
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distribui¢do dos dados, calculo do valor de “p” com base no teste T de Student e qui-quadrado),
entretanto o CABAS possui a vantagem de possibilitar o armazenamento dos dados gerados
(AINSBURY; BARQUINERO, 2009).

A escolha do programa de referéncia para determinacdo da curva dose-efeito
fundamentou-se, portanto, na adequacdo dos métodos matematicos, na acessibilidade e nas
ferramentas de cada programa, tendo sido o CABAS considerado o mais adequado para o fim
proposto (Tabela 11). E importante ressaltar que, em um ambito mais geral, ambos os softwares
tém sido extensivamente testados e validados, ao nivel internacional, em diversos laboratorios de
dosimetria citogenética na estimativa da dose absorvida, em situacdes reais ou suspeitas de
exposicdes excessivas as RIs.

Tabela 11 - Sintese da analise comparativa dos programas CABAS e DOSE ESTIMATE

Parametros CABAS DOSE ESTIMATE
Método matematico MV MMQ
Ajuste dos coeficientes Bom Bom
Disponilidade Gratuito Depende de autorizagédo

Ferramentas do sistema Programa mais simples Programa mais robusto

Registro dos dados Sim Néo

4.3.1 Curvas de calibracao dose-efeito - intercomparagoes

Na Tabela 12, os termos o ¢  das curvas dose-efeito gerados pelos softwares CABAS e
DOSE ESTIMATE foram comparados com os de outros trabalhos publicados também para

radiagdes de baixo LET.
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Tabela 12 — Comparacdo entre os coeficientes lineares e quadraticos de radiacdes de baixo LET

Pesquisas Fonte de radiacdo Energia média Gy/min a+DP p+DP

Lloyd et al.(1986) - 0,036 + 0,005 0,067 + 0,002
Prasanna et al. ( 2002) Raios-X (250 kVp) 0,08 MeV 1,0 0,059+ 0,014 0,029 + 0,005
Beinke et al. (2010) 0,24 MeV 0,043 +0,006 0,063 + 0,004
Nesta pesquisa Acelerador Linear 6,0 MeV 0,5 SRR

0,013+0,010 0,056 + 0,006
Bauchinger et al. ( 1983) 0,5 0,011+ 0,004 0,056 £ 0,003
Lloyd et al. (1986) 0,5 0,014 + 0,004 0,076 £ 0,003
Edwards et al. (1997) Fonte de ®Co 1,25 MeV - 0,018 £ 0,003 0,060 + 0,006
Lindholm et al. (1998) - 0,013+ 0,004 0,054 £0,003
Prasanna et al. (2002) 1,0 0,098 + 0,021 0,044 £+ 0,009
Stricklin et al. (2005) Fonte de ©*'Cs 0,66 MeV 04  0,013+0,007 0,065+ 0,003

DP — Desvio padréo

Tendo em vista que as condicGes de irradiacdo do presente estudo (exposicdo aguda aos
raios-X), seria de se esperar que os termos ajustados, em particular os coeficientes o e B, fossem
similares aqueles cuja fonte emissora de radiacdo € de mesma natureza. Todavia, estes
coeficientes foram equivalentes aos termos o e B das curvas geradas a partir de fontes emissoras
de radiacdo gama, cuja irradiacdo foi realizada com idéntica taxa de dose (0,5 Gy/min). A
discrepancia observada advém principalmente dos diferentes niveis de energia das fontes
emissoras e das diferentes taxas de dose (Gy/min) utilizadas.

Com relacdo ao nivel energético, é importante notar que enquanto Lloyd e cols. (1986),
Prasanna e cols. (2002) e Beinke e cols. (2010) irradiaram suas amostras com equipamentos que
geram raios-X de 100 a 300 kVp (energia média < 0,25 MeV), neste trabalho foi utilizado um
acelerador linear que produz raios-X de 4 a 25 MeV (energia média = 6 MeV). Tal ordem de
grandeza se aproxima mais daquela produzida por fontes de cobalto-60, por isso a relacdo dose-
efeito radioinduzida (i.e. DSBs e alteragGes cromossémicas instaveis) também foi mais proxima.

Além disso, no processo de irradiacdo das amostras para constru¢do das curvas de
calibracdo, foram utilizadas distintas taxas de dose (0,5 Gy/min versus 1,0 Gy/min). Para
radiacdes de baixo LET, a reducéo da taxa de dose altera a conformacéo da curva de calibragéo

em termos de dose-resposta, pois o intervalo de tempo entre as doses viabiliza o reparo das SSBs
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radioinduzidas pelo sistema de reparo celular antes que novas SSBs sejam formadas. Como
resultado, a dupla-fita de DNA sofre menos dissociacdo por quebras duplas (DSBs) e menos
dicéntricos sao formados, o que por sua vez se reflete nos valores de a e B (ROZGAJ et al.,
2002).

Sabendo-se que tais peculiaridades podem interferir nas estimativas de dose, a IAEA
(2011) recomenda que os laboratorios de dosimetria citogenética construam curvas de calibracéo,
para os tipos de exposicdo as RIs mais comuns — radiagdo gama, raios-X (200-250 kVp) e
néutrons. Nesse ambito, é importante ressaltar que as atuais fontes de cobalto-60 vém sendo
gradativamente substituidas por aceleradores lineares de elétrons. Logo, € de grande interesse que
curvas de calibragdo dose-efeito sejam construidas para este tipo de exposi¢do, no intuito de
assegurar uma maior exatiddo nas estimativas de dose. Segundo dados da literatura,
mundialmente, estdo em funcionamento 1,6 aceleradores de elétrons e 0,4 fontes de cobalto-60
para cada 1 milhdo de pessoa. Em paises desenvolvidos, esta diferenca é ainda maior - 5,4
aceleradores/milhdo de pessoa (ZUBIZARRETA et al., 2004; UNSCEAR, 2008).

4.4 Avaliacdo sobre a temperatura de armazenamento para diferentes tempos de estocagem

Na Tabela 13 sdo mostrados os dados referentes a influéncia de diferentes temperaturas
de estocagem (4 e 25 °C) sobre o indice mitotico (IM) em amostras irradiadas com 2 Gy, ap6s

um periodo de 48 e 96 horas.

Tabela 13 — indice mitético de células linfocitarias irradiadas e armazenadas por 48 e 96 horas
sob temperaturas de estocagem de 4 e 25 °C

L ’ 48 horas 96 horas
Identificacdo Dose Temperatura Células - -
Metafases IM Metafases IM
el 2@ 40°C 1000 44 8,8 % 56 11,2 %
ndividuo y 25 0C 1000 32 6,4 % 32 6,4 %
dividuo 2 2G 4°C 1000 49 9,8% 49 9,8%
Indivi
ndividuo y 25 oC 1000 14 2.8 % 20 4%

IM — Indice mitético

Os maiores percentuais em termos de IM foram alcancados quando o acondicionamento

das amostras, armazenadas por 48 e 96 horas, mantiveram-se a 4 °C (9,8 e 11,2 %,
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respectivamente). Para as amostras mantidas a 25 °C, a flutuacdo do indice mitético variou entre
os individuos estudados (Figura 21).

Figura 21 — Analise comparativa do indice mit6tico das amostras armazenadas a 4 e 25 °C e
cultivadas por 48 e 96 horas
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Tais resultados corroboram com aqueles descritos por Belloni e cols. (2008), em que a
manutencdo de amostras de sangue (ndo irradiadas) a baixas temperaturas ndo sé elevou o 1M,
como também retardou o processo de apoptose celular e aumentou o percentual de células viaveis
das amostras armazenadas por até uma semana. No trabalho de Belloni e cols. (2008), o sangue
foi mantido em meio de cultivo enriquecido com e sem PHA. Nas culturas sem PHA, mantidas a
20 e 4 °C por um periodo de 96 horas, o IM foi de aproximadamente 4 e 13 % e o percentual de
células apoptoticas de 34,5 e 20 %, respectivamente.

De fato, algumas pesquisas tém evidenciado que o controle da temperatura de estocagem
em que as células linfocitarias sdo mantidas é fundamental para uma avaliacdo fidedigna dos
efeitos genotoxicos gerados pelas Rls. De outro modo, poderd haver o comprometimento da
viabilidade deste modelo biolégico como consequéncia da aceleracdo do processo de apoptose,
especialmente nos linfécitos que possuirem dicéntricos (BELLONI et al., 2008; MORONI et al.,

2008; BELLONI et al., 2010). A apoptose € um fendbmeno que ocorre de forma fisioldgica no



60

organismo para a manutencéo da homeostase® celular, mas que nesse caso foi desencadeado em
virtude de danos celulares radioinduzidos (TAYLOR et al., 2008).

A perda da viabilidade celular é tida como a maior limitagdo dos ensaios
biodosimétricos, devido ao desencadeamento do processo apoptotico. Com isso, as células
portadoras de dicéntricos sdo preferencialmente eliminadas em relacdo as demais ACIs,
resultando na subestimacdo da dose absorvida (VIRSIK-PEUCKERT; HARDER, 1986;
BELLONI et al., 2008).

Em relacdo a variabilidade individual observada a 25 °C para os individuos 1 e 2, duas

hipoteses sdo propostas:

1) A reposta apresentada pode ter origem nas caracteristicas intrinsecas de cada
individuo estudado. Esse fendbmeno, conhecido como radiossensibilidade individual,
depende de fatores biologicos relativos ao perfil genético de cada organismo,
podendo contribuir para uma maior ou menor susceptibilidade aos efeitos danosos
das RIs (SZUMIEL, 2008);

2) A variacdo interindividual pode ser reflexo da taxa de proliferacdo dos linfocitos em
meio de cultivo celular. Alguns individuos possuem linfécitos que crescem
rapidamente em cultura (“fast grower”), enquanto que para outros esse crescimento
da-se de forma mais lenta (“slow grower”). No primeiro caso, havera um numero
maior de células em M2 e significativa perda de informacéo, associada a uma maior
eliminacdo das células portadoras de ACls (LLOYD; PURROTT, 1981).

Nas Tabelas 14 e 15 sdo apresentados os dados referentes a influéncia de diferentes
temperaturas de estocagem (4 e 25 °C) na frequéncia das alteragcdes cromossdmicas instaveis, em

amostras irradiadas com 2 Gy, ap6s um periodo de 48 e 96 horas.

® Homeostase: equilibrio entre o nimero de células que formam o corpo humano.
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Tabela 14 — Relacdo dose-efeito em células irradiadas, estocadas por 48 horas sob temperaturas
de estocagem de 4 e 25 °C

Dose

Identificacdo Dose Temp. Metafases Dic An CrA Min Frag estimada

LCS LCI

. 4°C 200 24 0 4 0 29 134Gy 167Gy 1,05Gy
Individuol 2Gy ——

25°C 200 31 1 2 0 22 155Gy 187Gy 1,25Gy

. 4°C 200 23 0 1 0 16 132Gy 164Gy 1,02Gy
Individuo2 2Gy —————

25°C 200 31 0 5 0 22 155Gy 187Gy 125Gy

LCS — Limite de confianca superior; LCI - Limite de confianca inferior

Tabela 15 — Relacdo dose-efeito em células irradiadas e armazenadas por 96 horas sob
temperaturas de estocagem de 4 e 25 °C

Dose

Identificacdo Dose Temp. Metafases Dic An CrA Min Frag estimada

LCS LCI

4°C 200 30 0 1

27 152Gy 184Gy 123Gy
Individuol 2 Gy 95 oC

4°C 200 38 0 2 15 172Gy 204Gy 143Gy

1
2000 32 0 3 0 24 157Gy 189Gy 128Gy
- 1
Individuo 2 2Gy 55 ¢ 1 17 132Gy 164Gy 102Gy

200 23 0 3

LCS — Limite de confianca superior; LCI - Limite de confianca inferior

Para ambos os individuos estudados, praticamente ndo houve variacdo entre as doses
estimadas a partir das amostras mantidas, por 48 horas, a temperaturas de 4 °C (1,32-1,34 Gy) e
25 °C (1,55 Gy). Em contrapartida, quando o tempo de estocagem foi prolongado para 96 horas,
os resultados variaram entre si. Para o individuo 1, ndo houve diferenca significativa entre os
resultados das amostras armazenadas a 25 e 4 °C, sugerindo que a reducdo da temperatura nao
gerou perda de informacéo. Todavia, para o individuo 2 foi observada uma maior frequéncia de
cromossomos dicéntricos nas amostras mantidas a 4 °C. Assim ndo houve uma uniformidade

entre os dados obtidos para esse tempo de estocagem (Figura 22).
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Figura 22 — Dose de radiacdo estimada das amostras mantidas a 4 e 25 °C e cultivadas por 48 e
96 horas
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Sobre as condigdes de armazenamento, em sua maioria, os dados obtidos nesta etapa
indicam que a manutencdo do sangue periférico a temperatura ambiente (25 °C) gera uma
frequéncia de dicéntricos mais proxima daquela esperada apds exposicdo com dose de radiacdo
de 2 Gy. Desse modo, sob essas condi¢cOes, a dose estimada se aproxima mais da dose real de
exposicao, especialmente quando o periodo de armazenamento € de 48 horas.

De fato, algumas pesquisas tém verificado que o acondicionamento de sangue periférico
a temperaturas proximas ou iguais a 37 °C esta associado a uma maior frequéncia de ACls, e que
a reducdo da temperatura ambiente (10 a 0 °C) promove uma queda do nimero de alteracBes
cromossémicas instaveis de até 50 % (BAJERSKA; LINIECKI, 1969; GUMRICH et al., 1986;
VIRSIK-PEUCKERT; HARDER, 1986 apud BRZOZOWSKA et al., 2009). Porém, para outros
trabalhnos da literatura o0 armazenamento de amostras de sangue irradiadas a
25 °C, por um periodo de 24 e 48 horas, estaria associado a uma menor frequéncia de dicéntricos.
A justificativa para esse fendmeno estaria na acdo ineficiente do sistema de reparo celular em
corrigir corretamente as DSBs radioinduzidas, a baixas temperaturas (MORONI et al., 2008;
BELLONI et al., 2010).

A ativacdo e o desenvolvimento das principais vias de reparo das DSBs radioinduzidas —

HRR e NHE — mostram uma forte dependéncia da temperatura do meio extracelular (MORONI
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et al., 2008). Dessa forma, seria de se esperar que o acondicionamento de amostras de sangue a
temperaturas mais proximas a do corpo humano provavelmente reflita mais fidedignamente as
respostas que seriam naturalmente desencadeadas frente a acdo de agentes mutagénicos, tais
como as radiacdes ionizantes. Todavia, até o presente momento ainda ndo ha uma definicéo clara
sobre os mecanismos que induzem variagdes na formacdo e reparo das DSBs, frequéncia de
ACls, e que tornam a temperatura um “fator modificador da dose”.

Neste contexto, as hipdteses mais aceitas para justificar esse fendmeno foram propostas

por Gumrich e cols. (1986), as quais serdo apresentadas e discutidas a seguir:

1) A temperatura determinaria a eficiéncia com a qual lesdes moleculares precursoras
seriam convertidas em lesdes mais estaveis (SSBs — DSBs), por meio de rearranjos

modulados pela temperatura;

2) O efeito da temperatura inibiria o efeito indireto do oxigénio, ou seja, sua influéncia
estaria atrelada a inibicdo da difusdo do oxigénio até o nlcleo da célula em

decorréncia de baixas temperaturas;

3) A temperatura de irradiacdo afetaria a atividade das enzimas de reparo de acao rapida

que participam da conversao de lesdes precursoras em lesdes mais estaveis;

4) A cromatina sofreria uma alteracdo temperatura-dependente em sua conformacéo a
15 °C, conferindo um efeito radioprotetor contra os efeitos danosos da radiagéo e,

com isso, diminuindo a frequéncia das lesGes radioinduzidas.

Na hipotese 1, a conformacdo da cromatina a baixas temperaturas seria 0 componente
determinante na producdo de uma menor frequéncia de ACIs. Essa hipotese fundamenta-se na
premissa de que a hipotermia poderia conferir um efeito radioprotetor a cromatina, protegendo-a
dos danos provocados pela acdo indireta das radiagdes ionizantes, similarmente ao que ocorre em
regides de heterocromatina'®. Esses efeitos danosos seriam provocados pela acdo indireta das Rls

ao liberar radicais livres apés a radiolise da agua no meio intracelular (BRZOZOWSKA et al.,

19 Heterocromatina — Tipo de cromatina caracterizada por apresentar alto grau de condensagao e compactagao.
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2009). Elmroth e cols. (2003) demonstraram que o efeito radioprotetor associado a condensagdo
da cromatina a baixas temperaturas (2 °C) de fato existe e que este desaparece quando a
irradiacdo € executada na presenca de 0,5 M de DMSO (Dimetil sulfoxido) — agente capturador
de radicais livres. A adicdo deste agente tornou equivalente a frequéncia de danos radioinduzidos
e, portanto, ACls a 37 °C e 2 °C, evidenciando a importancia do efeito indireto da radiagdo na
promocdo de tais alteracdes cromossdmicas.

Na hipdtese 2, o efeito da temperatura inibiria o efeito indireto do oxigénio. A
radiossensibilizacdo causada pelo efeito do oxigénio (O,) é geralmente atribuida a capacidade do
O, de se ligar aos radicais formados pela acdo indireta da radiacéo, resultando em subprodutos
danosos que dificultam o reparo imediato do DNA (IAEA, 2010). Na pesquisa de Brzozowska e
cols. (2009) é discutida a acdo concomitante das duas hipoteses (1 e 2) na reducdo da frequéncia
de micronucleos em amostras mantidas a 0 °C.

Nas hipoteses 3 e 4, a temperatura teria influéncia tanto sobre a conversdo de lesdes
(SSBs) em lesdes mais complexas (DSBs), quanto sobre a atividade das enzimas de reparo de
acao rapida. Embora Gumrich e cols. (1986) tenham apontado a hipdtese 2 como sendo uma das
mais promissoras, uma vez que o processo de conversao das SSBs em DSBs é tido como rapido e
endotérmico, 0s proprios autores citaram em seu trabalho uma pesquisa na qual a formacdo de
DSBs em células tumorais ndo foi afetada pela variacdo de temperatura. Sobre a atividade das
enzimas de reparo a baixas temperaturas, na via de reparo NHEJ a principal enzima de acéo
rapida denominada DNA Ligase IV possui eficiéncia maxima a 4 °C (FERRETTI, 1981 apud
MORONI et al., 2008).

Dentre as justificativas apresentadas e discutidas, as hipdteses 1 e 2 favorecem a
observacao de uma menor frequéncia de dicéntricos a 4 °C, similarmente aos resultados obtidos
neste trabalho, enquanto que as hipoOteses 3 e 4 favorecem um aumento na frequéncia de
dicéntricos a 4 °C. Tendo em vista que ainda ndo hd um consenso sobre a influéncia da
temperatura na formacdo e reparo das DSBs e dicéntricos, € fundamental que novos experimentos
sejam realizados no futuro para que esta interessante questdo seja melhor esclarecida e

fundamentada.
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4.5 Aplicacdo dos parametros otimizados em profissionais sob suspeita de exposi¢io

individual excessiva as Rls

Na Tabela 16 estdo sumarizados os dados citogenéticos dos quatro casos estudados. Em
cada caso foram contabilizadas 1000 células de cada individuo, num total de 4.000 células ao
todo. Para exposicOes agudas e de corpo inteiro, a contagem de 1000 células permite ao
citogeneticista estimar a dose absorvida com um limite de deteccdo de 100 mSv a 5 Sv, com um
nivel de confianca de 95 % (AINSBURY; BARQUINERO, 2009).

Tabela 16 — Dados citogenéticos dos quatro casos investigados

Identificaco  Dosimetro Motivacéo Céls. Dic Frag Dose LCS LCI
Suspeita de
Caso 1 Néo L 1000 O 0 0 - -
exposicédo acidental
Suspeita de
Caso 2 Néo L 1000 O 2 0 - -
exposicédo acidental
) Controle de
Caso 3 Sim ) 1000 O 2 0 - -
qualidade
) Controle de
Caso 4 Sim ) 1000 4 6 145mSv 307 mSv 15,7 mSv
qualidade

Céls. — Células; Dic — dicéntricos; Frag - fragmento acéntrico; LCS e LCI — Limites de confianca superior e inferior

Os resultados apresentados na Tabela 16, com relagdo ao nimero de dicéntricos e
fragmentos acéntricos (0-2), sugerem nos casos 1, 2 e 3 os profissionais ndo sofreram exposicéo
aguda de corpo inteiro as RIs nos ultimos trés meses. A frequéncia basal de ACIs de um
individuo ndo-exposto a radiacdo é de até 1 dicéntrico e 3 fragmentos em 1000 células (ROMM
et al., 2009; ZAKERI; HIROBE, 2010).

Em contrapartida, a presenca de 4 dicéntricos e 6 fragmentos nas células do individuo D
foram um indicativo de que houve exposicdo recente a baixas doses de radiagdo. Considerando
uma exposicao de corpo inteiro, a dose média absorvida foi de 145 mSv. Esta dose pode variar de
15,7 a 307 mSv em virtude das incertezas estatisticas associados a este ensaio biodosimétrico. Tal

nivel de exposicdo ultrapassa em quase trés vezes a dose maxima anual permitida para



66

trabalhadores da &rea nuclear, que é de 50 mSv (MS/PORTARIA/ /SVS N° 453, 1998; CNEN-
NN-3.01, 2005).

Esses resultados reforcam a importancia da anélise de ACIs em linfocitos do sangue
periférico como metodo biologico de estimacdo da dose absorvida (BONASSI; AU, 2002).
Diante da aplicabilidade desses bioindicadores no campo da dosimetria é imprescindivel
assegurar a uniformidade e otimizacdo das técnicas e procedimentos aplicados nas vérias etapas
dos ensaios biodosimétricos, estejam eles relacionados ao cultivo e analise das amostras, ou ainda
a construcao de curvas de calibragéo.

Nesta etapa foram empregadas as otimizacgdes concernentes ao protocolo para adicdo de
Colcemid (0,05 pg/ml — 0h), para o cultivo das amostras de sangue periférico, e ao programa
CABAS (Método de Maxima Verossimilhanca), para o calculo da dose absorvida em cada caso

analisado.
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5 CONCLUSOES

1. O tratamento continuo com 0,05 pg/ml de Colcemid a partir do inicio do cultivo celular
gerou indices mitoticos mais elevados e estimativas de dose mais precisas nas amostras

controle e irradiadas, sem prejuizo da qualidade das prepara¢fes cromossdmicas;

2. Os métodos dos Minimos Quadrados (MMQ) e de Maxima Verossimilhanca (MV)
possibilitaram um bom ajuste dos fatores da curva de calibragdo construida a partir da
relacdo dose-efeito obtida experimentalmente in vitro, por isso a escolha do método
matematico de referéncia fundamentou-se no desvio padrdo associado aos coeficientes

ajustados e a acessibilidade do programa CABAS (método MV);

3. Embora o acondicionamento a 25 °C tenha gerado indices mitéticos menores nas
amostras irradiadas com 2 Gy, ele gerou uma maior aproximacao entre a dose estimada e
a dose de radiacdo utilizada na irradiacdo in vitro, indicando que essa temperatura de
estocagem € a mais adequada para o armazenamento prolongado de amostras de sangue
periférico;

4. Os parametros metodoldgicos otimizados em dosimetria citogenética — protocolo para
adicdo de Colcemid e programa para calculo da dose absorvida (CABAS — MV) - foram
aplicados com sucesso na investigacdo da dose absorvida por profissionais

ocupacionalmente expostos as radiacfes ionizantes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, o emprego dos softwares CABAS e DOSE ESTIMATE para construgéo
de curvas dose-efeito foi de suma importancia dentro do cenario cientifico, no que diz respeito ao
engajamento do LAMBDA dentro das recomendagdes da IAEA e da “International Organization
for Standardization” (ISO). O documento mais recente da 1SO sobre praticas relacionadas a
biodosimetria (ISO 19238) preconiza que todo laboratrio de dosimetria citogenética deve
construir a0 menos uma curva de calibragdo. Esta curva deve ser desenvolvida segundo os
protocolos-padrBes utilizados em todos os ensaios biodosimétricos voltados as estimativas de
dose (IAEA, 2011).

A experiéncia adquirida ird contribuir para o fornecimento de uma resposta mais rapida
em situacdes em que a dosimetria citogenética possa ser inserida, seja em casos ocorridos no pais
ou no mundo, visto que o LAMBDA foi convidado por membros da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) a integrar uma rede global de laboratorios de dosimetria citogenética denominada
de BioDoseNeT.

Por outro lado, os quatro estudos de caso apresentados e discutidos demonstram que, na
maior parte das exposi¢fes ocupacionais, o conhecimento isolado da dose registrada no
dosimetro fisico ndo é suficiente para validar uma possivel exposicdo excessiva a radiacdo, e nem
para determinar o risco real que esse tipo de incidente pode gerar a saude do trabalhador
(BALLARDIN et al., 2007). Em suma, foi possivel evidenciar o papel da dosimetria citogenética

em trés aspectos principais:

1) No auxilio da equipe de Seguranca Ocupacional com respeito a tomada de deciséo
pos-incidente, seja pelo remanejamento temporario do profissional de suas atividades

ou por tranquiliza-los sob a ocorréncia de uma possivel exposi¢do excessiva as RIs.
Exemplificando:
Nos casos 1 e 2 ndo foram encontrados cromossomos dicéntricos, o que reforgou a

hipotese de que ndo houve de fato exposicdo aguda de corpo inteiro a radiacdo. Por

outro lado, se os sintomas manifestados por estes profissionais estivessem associados
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a fase prodrébmica da SIA, a frequéncia de dicéntricos esperada seria de
aproximadamente 6,64 para cada 100 células analisadas.

2) No controle de qualidade da dosimetria fisica.

Exemplificando:

No Caso 3 ficou comprovado que o profissional ndo havia sido exposto a altas doses

de radiacéo.

3) Na incluséo da dosimetria citogenética como um dos exames a compor o Atestado de
Saude Ocupacional (ASO) de trabalhadores ocupacionalmente expostos as radiaces

ionizantes.

Exemplificando:

No Caso 4, a dose estimada (145 mSv) foi significativamente maior do que a dose
registrada no dosimetro fisico (20 mSv). Tal incidente ocorreu com um profissional
que, apesar de haver sido contratado apenas a 6 meses na empresa, havia atuado a
varios anos em outras empresas, exercendo semelhante funcdo. De modo que nao foi
possivel determinar se os dicéntricos encontrados foram produzidos em virtude das

atividades desenvolvidas na empresa atual ou de atividades anteriores.

O ASO é um atestado emitido pelo médico do trabalho que define se o profissional esta
ou ndo apto a desenvolver suas atividades dentro da empresa. A certificacdo desse documento, na
admissdo ou demisséo do trabalhador, depende da efetivacdo de alguns procedimentos, dentre os
quais se destaca a realizacdo de exames clinicos e avalia¢cbes médicas, solicitados em funcao dos
riscos a que o trabalhador esteve, estd ou estard exposto ao realizar suas atividades ocupacionais.

Segundo a Norma Regulamentadora 7 (NR 7) — Programa de Controle Médico e Saude
Ocupacional — das normas de Seguranca e Medicina do Trabalho, na monitoragéo ocupacional
dos riscos envolvendo exposi¢do as radiacdes ionizantes é obrigatoria a realizacdo de hemograma

completo e contagem de plaquetas na admisséo do profissional, e periodicamente a cada 6 meses
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(SEGURANCA E MEDICINA DO TRABALHO, 2008). Contudo, alteracdes desses
bioindicadores, além de ndo serem especificas de exposi¢do as RIs, manifestam-se tdo somente
em decorréncia de um incidente radioldgico envolvendo elevadas doses de radiacédo (~1 e 2 Gy).

Acidentes dessa natureza, que envolvem exposi¢do aguda de grande parte do corpo
(> 50 %), sdo considerados raros e estdo comumente associados a outros sinais clinicos, tais
como febre, nduseas, vomitos e diarreia (WASELENKO et al., 2004). Adicionalmente, variacoes
na contagem de plaquetas e hemograma sdo em sua maioria reversiveis, especialmente em casos
de exposicdo cronica as RIs, o que inviabiliza a eficacia dessa metodologia em avaliacGes
retrospectivas. Tais limitacGes sdo decisivas, sobretudo, em pericias médicas de atividades
insalubres ou perigosas Vvisto que o estabelecimento da relacdo causa-efeito, nessas
circunstancias, é muitas vezes complexa (AMARAL; MELO, 2010).

A dosimetria citogenética, diferentemente dos pardmetros bioldgicos citados
anteriormente, possui indicadores bioldgicos especificos das radiacdes ionizantes e por isso é
atualmente considerado o método de referéncia para estimar a dose absorvida por varios paises da
Europa e dos Estados Unidos. No Brasil, somente em 2005 com a NR 32, a dosimetria
citogenética pdde ser incluida como um exame complementar na investigacdo de profissionais de
salde, em casos de suspeita ou ocorréncia de exposicdo individual acidental as RIs
(MT/PORTARIA/ /SST N° 32.4.5; 32.4.6, 2005).

Embora o estabelecimento da NR 32 tenha revelado a preocupacdo e conscientizagao
dos riscos inerente as RIs pelos 6rgdos de radioprotecdo responsaveis, ainda persistem algumas

lacunas na legislacdo vigente. Dentre elas, alguns pontos merecem atencgéo especial:

1) Os demais profissionais do setor nuclear, sujeitos a exposicao ocupacional as RIs, ndo

foram legalmente contemplados nessa norma;

2) Ha uma caréncia de informacdes quanto ao método biodosimétrico de referéncia,
mais especificamente, o tipo de marcador biologico a ser utilizado em virtude das

condicBes em que Se processou a exposicao (aguda ou cronica);

3) A indicacdo da dosimetria citogenética na avaliacdo do nivel exposi¢cdo ocupacional
se restringe tdo somente aos casos de exposicdo acidental, que contribuem em menor

escala no ambito das irradiagoes.
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Ainda hoje esta norma € desconhecida por muitos profissionais da area nuclear,
inclusive por profissionais de salde, e sua consequéncia direta pode ser notada pela néao
prescricdo da dosimetria citogenética, por médicos do trabalho, em diversos casos de suspeita de
exposicao acidental e ocupacional (LEMOS-PINTO; AMARAL, 2011).
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QUESTIONARIO

IDENTIFICACAO

¢ Nome completo:

e Sexo: [ IFeminino DTMasculino
e Telefones de contato:( ) Celular:( )

e Datade Nascimento: /[
e E-mail:

INFORMACOES IMPORTANTES
e Fumante?
" INAO

[] SIM; H& quanto tempo? Quantos cigarros por dia?

[] Ex-fumante; Ha quanto tempo deixou?

Faz uso de medicamentos regularmente?
[ INAO
[] SIM; Quais? Dose: Duracéo:

Teve contato com Agrotoxicos e/ou veneno?
L INAO
[ INAO SEI
[ Isim; Quais? Ha quanto tempo?

Precisou realizar Quimioterapia?
L INAO
[] SIM; Quando?

Precisou realizar Radioterapia e/ou exame de Medicina nuclear?
L INAO
[] SIM; Qual? Quando? Parte do corpo:




e Precisou realizar algum exame com Raios - x?
L INAO
[] SIM; Qual? Quando? Parte do corpo:

e Precisou realizar exame com Tomografia computadorizada?
L INAO

[] SIM;Qual? Quando? Parte do corpo:

e Precisou realizar Transfusdo sanguinea?
[INAO
[] SIM; Quando?

¢ Trabalha exposto a radiacéo ionizante
[ INAO
[] SIM; Em que situacéo?

e Consumo recente de alcool nas Ultimas 48 horas?
" INAO
Isim

OBSERVACOES
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Abstract Knowledge about dose levels in radiation pro-
tection is an important step for risk assessment. However, in
most cases of real or suspected accidental exposures to
ionizing radiation (IR), physical dosimetry cannot be per-
formed for retrospective estimates. In such situations, bio-
logical dosimetry has been proposed as an alternative for
investigation. Briefly, biodosimetry can be defined as indi-
vidual dose evaluation based on biological endpoints
induced by IR (so-called biomarkers). The relationship
between biclogical endpoints and absorbed dose is not
always straightforward: nausea, vomiting and diarrhoea, for
example, are the most well-known biological effects of
individual irradiation, but a precise correlation between
those symptoms and absorbed dose is hardly achieved. The
scoring of unstable chromosomal-type aberrations (such as
dicentrics and rings) and micronuglei in mitogen-stimulated
peripheral blood, up till today, has been the most extensively
biodosimetry assay emploved for such purposes. Dicentric
assay is the gold standard in biodosimetry, since its presence
is generally considered to be specific to radiation exposure;
scoring of micronuclei (a kind of by-preduct of chromo-
somal damages) is easier and faster than that of dicentrics for
dose assessment. In this context, the aim of this work is to
present an overview on biedosimetry based on standard
cytogenetic methods, highlighting its advantages and limi-
tations as tool in monitoring of radiation workers” doses or
investigation into accidental exposures. Recent advances
and perspectives are also briefly presented.

M. M. P. de Lemos Pinte (B - N, F. G. Santes - A, Amaral
Grupe de Estudos em Radioprotegio e Radioecologia (GERAR),
Departamento de Energia Nuclear, Universidade Federal de
Pernambuco, Avenida Professor Luiz Freire, 1000, Cidade
Universitdna, Recife, Pernambuce, PE 50740-540, Brazil
e-mail: marcelazoo@yahoo.com.br

Introduction

Since its discovery, ionizing radiation (IR} has provided
great benefit to mankind through its applications in agri-
culture, industry, medicine and research. The continuous
improvement in radiation protection (radioprotection), the
science in charge of protecting people (radiation workers
and the general public), is based on knowledge about the
interactions of IR with living tissues (UNSCEAR 2000).

The importance of radioprotection programmes has
grown due to increasing of IR application and to the public
interest on potential risks associated with the usage of
radiation sources. Still today, radioprotection management
is based on evaluation of specific dosimetric gquantities.
Among them, absorbed dose, defined as the amount of
energy delivered by IR to matter per unit of mass, is the
fundamental physical guantity to evaluate potential bio-
logical response resulting from exposure to radiation. In the
international system of units, the unit of absorbed dose is
1 kg_], and its specific name is Gray (ICRP 1991).

To regulate the exposure of workers and the public at
large, two derived dose quantities are suggested by the
International Commission on Radiological Protection
(ICRP}): equivalent and effective doses, both expressed in
Sievert (Sv) to distinguish them from abscrbed dose in
Gray (Gy) (ICRP 1991). The effective dose takes into
account radiosensitivity of organs and tissues of the human
body (Streffer 2007) and was introduced to represent the
long-term risk of harm from radiation exposure, in partic-
ular radiation-induced cancer (ICRP 1991; Amaral 2005).

Usually, physical dosimeters (film badges, thermolumi-
nescent crystals and semiconductors) have been used for
monitering of personnel absorbed dose in all facilities that
use regulated radiation sources, in order to maintain the
exposure as low as reasonably achievable (ALARA
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principle), following the recommendations of the major
organizations of radioprotection, ICRP and International
Atomic Energy Agency (IAEA).

Nevertheless, in the majority of incidents involving
radiation exposure, the affected individual does not wear
such dosimeters. In these situations, physical dosimetry is
not an easy task. For example, in case of emergency
responses to a large-scale accident, medical treatment of
most seriously affected persons might be delayed or even
prejudiced due to lack of sound dosimetric data (Lloyd
2005). In an attempt to overcome this drawback, alternative
methods for dose assessment using biological endpoints (or
biomarkers) have been purposed. Dosimetric evaluations
based on biomarkers studies are referred to as biodosimetry
(Prasanna et al. 2005).

This paper presents an overview on biodosimetry,
peinting out advantages and limitations, based on standard
cytogenetic methods, as important tool either in monitoring
of radiation workers” doses or in the investigation into
accidental exposures. Recent advances and perspectives are
briefly presented as well.

Clinical signals and haematological alterations

The first method employed te correlate human biological
parameters with absorbed dose was based on the chservation
of intensity, frequency and duration of some symptoms dis-
played after radiation overexposure (IAEA and WHO 2000).
Those symptoms characterize the so-called prodromal phase

of the acute radiation syndrome (ARS), which involve
hematopoietic, gastrointestinal and neurovascular systems.
Table | summarizes clinical symptoms with absorbed dose
levels. From this table, health disturbances of ARS only
appear after whole-body acute exposures greater than 1 Gy.
Screening and more accurate classification of irradiated
population with doses above 2 Gy are carried out by hae-
matelogical counts of lymphocytes, polymorphonuclear
leucocyte and platelets levels. These data are supported by a
well-known relationship between a large exposure levels and
ARS’s hematopoietic disturbances, by which the production
of one or more blood compenents is stopped or intensely
reduced (so-called cytopenia) (Waselenko et al. 2004).

Lymphopenia occurs before the manifestation of other
cytopenias (granulocytopenia and thrombocytopenia)
within the first 6-24 h after a moderate- to high-dose
exposure (Dainiak et al. 2003). Based on the level of
lymphocyte count, the degrees of ARS have been described
as shown in Table 2. This rapid and common laboratory
test enables a rapid screening of injured victims in case of
radiological emergency (Stepanova et al. 2008).

The application of those clinical and laboratory assays is
limited principally by two reasons: First, severity of these
manifestations also depends on dose rate, radiosensitivity
of rissues involved, body area exposed and damage level
suffered by organic systems. Other factors are adverse
environmental conditions and pathologic agents (virus and
bacterium), which can enhance ARS-related disturbs or
promote health alterations similar to those induced by
ionizing radiations (Dainiak et al. 2003); Second, the

Table 1 Early symptoms of the acute radiation syndrome (extracted from Table V1II-Prodromal phase of acute radiation syndrome (IAEA and

WHO 1998); WBE: Whole-body exposure

Symptoms ARS degree and approximate dose of acute WBE (Gy)

Mild (1-2 Gy) Moderate (2—4 Gy) Severe (4-0 Gy) Very severe (6-8 Gy) Lethal (=8 Gy)
Vomiting Present Present Presant Presant Presant
Onset ~2h 1=2 h Earlier than 1 h Earlier than 30 min Earlier than 10 min
Incidence 10-50% T0-90% 100% 100% 1009
Diarrhoea - - Mild Heavy Heavy
Onset None None 3-8 h 1-3 h Within minutes or | h
Incidence - - <10% >10% ~ 100%
Headache Slight Mild Moderate Severe Severe
Onset - - 4-24 h 34 h 1-2 h
Incidence - - 0% B0 BO-90%
Consclousness Unaffected Unaffected Unaffected May be altered Unconsciousness
Onset - - - - Seconds/minutes
Incidence - - - - 100% (at =30 Gy)
Body temperature Normal Increased Fever High fever High fever
Onset - 1-3 h 1-2 h <l h <l h
Incidence - 10-80% B0-100% 100% 100%
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Table 2 Relationship between absolute lymphocyte count and
absorbed dose after 6 days since first exposure (IAEA and WHO
1998)

Degrees of ARS Dose (Gy) Lymphoeyte count (per L)
Pre-clinical phase 0.1-1.0 1.5-2.5 x 107
Mild 1.0-2.0 0.7-1.5 % 10°
Moderate 2.0-4.0 0.5-0.8 = 10°
Severe 4.0-6.0 0.3-0.5 % 10°
Very severe 6.0-8.0 0.1=0.3 % 10°
Lethal =8.0 0.0-0.05 % 10°

minimum radiation dose for observation of such events
{~1 Gy) is many times higher than that usually involved
in occupational exposures. Indeed, nuclear workers are
generally under low-level radiation at low-dose rate
(=20 mSv per year) that is considered an acceptable level
of radiation exposure (Prise et al. 2001; Koenig et al.
2005). Thus, dese estimation by clinical and laboratory
assays is not precise, but they can be used for initial
screening of exposed individuals and fast deciding upon
proper medical care in radiological accidents involving
tens or hundreds of individuals (Berger et al. 2006). For a
more precise evaluation, it has been proposed the use of
cytogenetic dosimetry that is based on investigation into
radiation-induced changes in chromatin structure.

Cytogenetic dosimetry

Genomic instability is directly related to rearrangements of
chromatin structure, resulting in chromosome aberrations
(CAs) that are classified in accordance with their mecha-
nism of formation. Chromatid-type aberrations are usually
related te chemical stress, whereas chromosome-type
aberrations are more specific to IR (Bonassi and Au 2002).

The most commonly used cell models for the study of CAs
are fibroblasts and lymphocytes. When IR interacts with
these cells, which are in the quiescence phase, radiation-
induced DNA lesions can remain latent and persist through
the DNA replication process (Fringer and Grinnell 2003;
Yusuf and Fruman 2003). The analysis of radiation-induced
CAs requires artificial induction of cell proliferation, sub-
sequent processing of DNA lesions by DNA synthesis
occurring in S phase, and then arresting of cells in mitosis.

Lymphocyte cultures require a shorter culture time and
involve a lower risk of contamination than fibroblast cul-
tures. Lymphocytes also can be obtained by procedures that
are simpler (venous punction) than those for fibroblasts
(biopsy). Additionally, Iymphocytes circulate throughout
the body, being a better model for biodosimetric assays
(Stankeovd et al. 2003; Garcia-Sagredo 2008).

In vitro culture, a lymphocyte population is stimulated
to divide by addition of a mitogen, generally

phytohaemagglutinin (PHA) (Carloni et al. 2001). Highly
condensed and better defined chromosomes are observed in
the metaphase stage after blocking of mitosis with an
arresting agent, usually colcemid. This prevents formation
of the mitotic spindle, due to inhibition of microtubule
polymerization during chromosome segregation at ana-
phase (Kanda et al. 1994).

After culture, it is possible to identify CAs in metaphase
chromosomes. Depending on life-time/viability of bearing
cells, CAs are classified as unstable or stable aberrations.
Dicentrics, acentric rings and fragments are types of
unstable aberrations, whereas insertions, reciprocal and
non-reciprocal translocations are referred to as stable
aberrations {(Obe et al. 2002).

Unstable aberrations are usually associated with loss of
genomic material that can occur in two pathways: (1)
acentric fragments fail to wrap on the mitotic spindle
during anaphase: (2) anaphase bridges are formed from
dicentrics resulting in ruptures of affected chromosomes.
Both events contribute to dose underestimation if IR
exposure occurred thereafter 3 months (Lloyd 1998). On
the other hand, stable aberrations are transmissible through
successive divisions, providing important information to
assess absorbed dose over long periods of time (Léonard
et al. 2005; Rodrigues et al. 2005).

These different features are employed on distinet situ-
ations in personal monitoring, depending on the period of
time between irradiation and development of the biodosi-
metric assays. More details are presented below.

Dicentric scoring: dose—effect curves and absorbed dose

The first studies propoesing the employment of CAs to detect
previous exposures to radiation and quantify absorbed dose
were published by Bender and Gooch in 1962 (see Hoffmann
and Schmitz-Feuerhake 1999), In those researches, the fre-
quency of CAs was scored in 1,000 metaphases from eight
individuals who were exposed to radiation in a nuclear
accident in Idaho Falls, United States, in 1961. Quantitative
dose—effect information could not be measured because the
bioassay was performed several years after irradiation, but
CAs were still present in most of the cases (Kawata et al.
2004). Later in the 1960s, the scoring of CAs was success-
fully tested in a number of cases of accidental exposure to IR,
and good correlation between the number of dicentric
chromosomes and absorbed dose predicted by physical
models was obtained.

Today, as a general rule, it has been proposed that the
analysis of CAs should be performed using 500 cells, if an
incident involving low doses (=1 Gy) might have hap-
pened. On the other hand, for an incident involving higher
doses (=1 Gy), it is recommended to count 100 dicentrics
(TAEA 2001). However, for a preliminary estimation of

@ Springer

90



570

Radiat Enviren Biophys (2010) 49:567-581

dose in a radiological accident, only 50 metaphases or 3()
dicentrics per subject need to be scored (Lloyd et al. 2000).

The dose—effect relationship obtained after in vitro
irradiation of blood can be used as a calibration curve to
estimate effects from an irradiation in vivo (Doloy et al.
1991; IAEA 2001). Generally, frequencies of dicentrics are
related to known radiation doses, depending on radiation
quality (or LET-Linear Energy Transfer) and relative
biclogical effectiveness (RBE). This makes possible the
estimation of absorbed dose in uniformly irradiated persons
(accidental or occupational exposure), because in this case
lymphocytes should have been also exposed (Amaral 2002;
Voisin et al. 2002).

Dose—effect curves have shapes and slopes that vary as a
function of the LET and RBE, as illustrated in Fig. 1.

For low-LET radiation (e.g. gamma and X rays), the
dose—effect curve for dicentrics fits better as linear-qua-
dratic model: ¥ = A + D + ,{J’Dl. Here, Y is the dicen-
trics” yield, A is the frequency of dicentrics at dose zero, o
and f are fitted parameters and D is the dose. On the other
hand, for high-LET radiations (e.g. neutrons and alpha
particles), the shape of the calibration curve fits better to a
linear dose response (Y = A + «D). The reason for that is
related to differences in the quantity of energy deposited
per micrometre of an ionization track, leading to a different
biclogical effectiveness as a function of different types of
radiation (IAEA 2001). Thus, for an accurate assessment of
absorbed dose involving individual exposure to mixed
fields, such as gamma and fission neutrons, it is essential to
estimate separately the contribution of each component
(Ballarini et al. 2003; Voisin et al. 2004a).

It was not before the year 2004 when dicentrics scoring
was recognized as an international standard by the Inter-
national Organization for Standardization (ISO} that pub-
lished a guideline for performing laboratory services (ISO

High LET Low LET

Dicentrics/cell

0,5 -

0 1 2 3 4
Dose (Gy)
Fig. 1 Dose—effect curves for different quality radiations (IAEA

2001)
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2004; Srricklin et al. 2007). Principal parameters of 1SO
2004 regulations are cited below:

Incorporation of good laboratory practices:

[l

Appropriate documentation of protocols;
Development of an own dose—response curve at each
laboratory, excluding inter-laboratorial differences;

4. Set-up of dicentrics scoring only by trained technicians;

5. Demonstration of scoring experience by intra- and
inter-laboratory comparisons, using standard scoring
criteria (Roy et al. 2004 Yoshida et al. 2007; Wilkins
et al. 2008).

The principal advantages of the dicentrics assay in
biodosimetry are as follows:

* High specificity to IR—only a few genotoxic mutagens
may produce a similar effect (bleomyein, neocarcinost-
atin and mitomycin C). Nevertheless, these radiomi-
metic agents are employed mainly to chemotherapy
treatments, presenting high toxicity;

* Low background in non-exposed populations—about
1-2 in 1,000 cells;

* High occurrence among unstable aberrations—in the
order of 60%;

+ Considerable range of dose detection—lower detection
limit is about 0.1 and (.01 Gy for low- and high-LET
radiation, respectively;

* Low cost method for chromosome staining—conven-
tional staining with Giemsa (Fig. 2).

Nevertheless, dicentrics have a limited applicability in
procedures that invelve fractionated irradiation as well as

Fig. 2 Unstable aberrations in irradiated lymphocytes, visualized by
conventional staining with Giemsa. The dicentric chromosome and its
respective fragment are marked by an arrow and a circle, respectively
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late exposures, which may result in a lower dicentrics yield
than if the same dose is received acutely.

In fractionated exposures, primary breaks in adjacent
chromosomes induced during the first irradiation can be
corrected by repair mechanisms before induction of
additional breaks by a subsequent dose fraction. If the
time interval between two consecutive irradiations is
greater than about 2 h (which corresponds to the mean
lifetime of the breaks), then the mis-rejoining of damaged
chromatin and dicentrics is minimized or even avoided
(IAEA 2001).

In the case of late exposures, cells bearing dicentrics and
other unstable aberrations are naturally eliminated (about
504 at each mitosis) from the circulating lymphocyte pool
by a mechanism called apoptosis (programmed cell death),
which may cause underestimation of the absorbed dose if
the bioassay was performed more than 3 months after
exposure. Probably, this selective removal is a strategy of
the immune system (o prevent or minimize late biologieal
effects, as cancer and leukaemia (Pala et al. 2001; Belloni
et al. 2008). Thus, cells bearing dicentrics have to be
scored only after first post-irradiation division (M1), in
order to maintain the gquantitative response.

This is particularly important after partial-body irradia-
tion, because a fraction of the affected cells may not have
enough time to reach the M1 stage within 48-h cell culture
{conventional time). These cells present a delayed cell
cycle, especially at check peints, in comparison with non-
irradiated lymphocytes, as a result of their abnormalities
(Suzuki et al. 2006). One experimental option to mathe-
matical extrapolations (Dolphin and Qdr models) has been
to extend cell culture time and add colcemid at the
beginning of the culture, reaching better dose estimations
(Fernandes et al. 2008b).

Other laboratorial factors that could influence cell pro-
gression rate and yield of radiation-induced CAs in culture
must be fit appropriately, such as temperature, culture time
and culture medium (Purrot et al. 1981; Gumrich et al.
1985; Virsik-Peuckert and Harder 1985; Hone et al. 2005).

Alternative staining methods, such as fluorescence plus
Giemsa (FPG) using bromodeoxyuridine, have enabled to
restrict the analyses to M1 cells, but some practical limi-
tations have been detected. The main drawback of the FPG
method is the final optical resolution of chromosomes,
which is very poor and blurred (Hayata et al. 1992; Roy
et al. 1996).

Dicentric assay is a time-consuming method, demanding
skilled technicians for accurate identification of this type of
CAs. For this reason, several studies have indicated that
fluorescent in situ hybridization (FISH) and C-banding
methods to highlight centromeric regions may allow faster
scoring with same accuracy (Fernandes et al. 2006; Fer-
nandes et al. 2008a; Mestres et al. 2008).

Stable aberrations: relationship with absorbed dose

The introduction of stable chromosome aberrations as IR
biomarker has been essential to overcome some limitations
of dicentrics scoring that can lead to an underestimation of
dose after late exposure or leng-term irradiation (Bauch-
inger 1998; Moquet et al. 2000).

Unlike cells bearing dicentrics and other types of
unstable CAs, those with stable aberrations usually do not
undergo negative selection during mitoses, given that the
presence of stable CAs is not necessarily lethal for cells
and the loss of genetic content is considerably limited
during successive mitosis. For this reason, this biomarker
has been more reliable for retrospective evaluations
(Tucker 2001; Rodriguez et al. 2004).

Symmetrical (or reciprocal) translecations and inser-
tions exhibit higher persistence than other stable CAs in the
peripheral blood lymphocytes pool, as cell renewal occurs.
Identification of such abnormalities requires the cell culture
of irradiated lymphocytes, similarly as done to dicentrics
(Edwards et al. 2005). However, staining methods other
than Giemsa staining are carried out to detect transloca-
tions, as later described in this paper.

Dose—effect curves based on translocations are also
cbtained in a similar way as those for dicentrics, with the
dose—effect relationship being a function of the same
equations (linear-quadratic for low-LET radiation, and
linear for high-LET radiation) (Bothwell et al. 2000; Dar-
roudi 2000; Rodriguez et al. 2004; Hande et al. 2003). The
vield of translocations shows distinct dose—effect responses
depending on conditions of exposure (early or long-term
irradiations). At low doses (<] Gy), most translocations
are of simple nature for both acute and chronic exposures,
while at higher doses (=2 Gy) complex aberrations pre-
dominate. The latter arise from multiple double-strand
breaks (DSBs) followed by a multi-way exchange involv-
ing more than three chromosomes (Anderson et al. 2003;
Camparoto et al. 2003).

Up to today, many studies have been conducted to
validate the accuracy of translocations as a retrospective
biomarker. Some issues have been cleared appropriately,
while others still remain ambiguous. The use of stable CAs
in cytogenetic dosimetry has some limitations:

+ High background frequency of translocations (2-10 per
1,000 cells);

¢ Significant inter-individual variations, especially with
age (>40 years):

+ Lower range of dose detection than with dicentrics
assay (0.25-2 Gy),

+ Influence of environmental and lifestyle factors;

¢ Lack of standardization in the choice of chromosome
pairs to be studied, as well as of the staining method
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and nomenclature system to analyse and classify
translocations, respectively.

Staining methods and nomenclature systems of stable
aberrations

Initially, cytogenetic identification of translocations was
carried out by banding techniques either using proteolytic
enzymes (trypsina) in G-banding or denaturation/rena-
tration of chromatin technigques (Moguet et al. 2000).

As for dicentric studies, these methodologies are time-
consuming, and data analyses require skilled personnel for
recognizing both normal and modified longitudinal patterns
of each chromosome pair (Tawn and Whitehouse 2005).
Besides, banding analyses also present limitations when
rearrangements involving small amounts of material or
multi-way exchanges appear. Such events can hardly be
detected, especially when banding and spreading of chro-
mosomes are not adequate. As a result, the G-banding and
denaturation/renaturation of chromatin techniques are not
suitable for large-scale screening of populations (Tucker
1998).

However, an improvement in translocation analyses for
cytogenetic dosimetry has been reached with the intro-
duction of molecular cytogenetic methodologies, particu-
larly fluorescent in situ hybridization (FISH). This staining
technique is based on the use of DNA-specific fluorescent
probes that bind to target chromosomes by complementary
base pairing. Scoring of highlighted translocations is
straightforward, less subjective and faster than with G-
banding (Sorokine-Durm et al. 2000; Miiller et al. 2005).

Most common laboratory practice is painting three of
the larger chromosomes, representing about 209% of the
genome. The total genomic translocation frequencies can
be estimated according to a formula proposed by Lucas
et al. (1992), which considers simple pair-wise exchanges

(see Lucas and Deng 2000), as follows:

Fg = Fp/2.056,(1 = ) (1)

where Fg is the full genome aberration frequency, F, is the
translocation yield detected by FISH and f; is the fraction
of the genome hybridized, taking into account the gender
of the investigated subject.

Equation 1 is based on the hypothesis that the frequency
of translocations observed for each chromosome is pro-
portional to its DNA content. Thus, larger chromosomes
would show a higher probability to undergo interaction
with IR. A number of studies have shown contradictory
results, either confirming Lucas’ hypothesis or suggesting
that specific chromosomes are more radiation sensitive
than others. In this context, a recent methodology, the
so-called spectral karyotype (or SKY), appears as an
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additional operational tool, providing specific fluorescent
painting of all chromosome pairs. SKY permits detection
of minimum damages and multiple chromosomal rear-
rangements, which could be useful for understanding of
early biological effects associated with irradiation. As a
result, “hidden aberrations™ produced after high-level
exposure may be detected (Braselmann et al. 2005; Zel-
jezic and Garaj-Vrhovac 2006).

Using fluorescence techniques, two methods allow a
better description of events involved in chromosome
exchanges than conventional terminology of routine cyto-
genetic scoring, including some unexpected and anomalous
patterns, namely: PAINT (Protocol for Aberration Identi-
fication and Nomenclature Terminology), created by
Tucker et al. (1995a, b), and the S&S System, performed
by Savage and Simpson (1994).

Table 3 contrasts these two methods. Actually, these two
systems are not mutually exclusive but they are comple-
mentary. The option for one or the other system depends on
research purpose. For dose estimation, both methods have
shown similar results, so that the choice of one of them is not
crucial to biodosimetric measurements (Tucker 2008).

On the other hand, although translocations and dicen-
trics are widely studied for radiation protection purposes, a
kind of by-product of chromosome damage has been pro-
posed as an alternative tool for such investigation, namely
the micronucleus.

Cytokinesis-block micronucleus (CBMN) assay

Unrepaired (or misrepaired) DNA lesions and chromosome
malsegregation produced from mitotic malfunction (dam-
aged kinetochores and spindle fibre defects) lead to loss of
entire chromosomes or to acentric fragments. At the end of
cell division, this “lost™ genomic material appears as small
nucleus-like particles, so-called micronuelei (MN) (Fenech
et al. 1999).

The preferred method for assessing MN in lymphocyte
cultures is to block cytokinesis using cytochalasin B. In the
cytokinesis-block micronucleus (CBMN) assay, cells that
have completed one or more nuclear divisions are blocked
on cytokinesis phase, being visualized as bi- or trinucleated
units (M1 and M2 cells, respectively), as illustrated in
Fig. 3 (Fenech 2000).

The addition of cytochalasin B guarantees the control of
lymphoeyte cell division, avoiding non-homogenous
response of these cells to a mitogenic stimulus. This
method is important for dose estimations because the
scoring can focus on binucleated cells only, excluding cells
that passed successive divisions (e.g. M2, M3, M4) (Miiller
et al. 1996).

In order to establish standard laboratory procedures in
MN analyses, the HUMN Project (The International

93



Radiat Environ Biophys (2010) 49:567-5381

Table 3 Comparison of PAINT and S&8 systems (moedified from Savage and Tucker 1996; Knher and Bauchinger 2000)

Paint

S&S

Provides a descriptive analysis of aberrant chromosome patterns

Considers and classifies, individually, each abnormal painted
chromosome or fragment, independent of any relationship with other
painted signals in the cell

Appropriate to any number of chromoesome-specific probes

Applicable with chromosome cocktails of same colour or multiple
coelours (the latter providing a sound classification)

Despite importance of centromeric identification, it is not indispensable
for quantification studies

Allows critical quantitative work, by investigation into exchange
origins and their mechanisms of formation

Considers and classifies each exchange as a whole, taking into account
all abnormal painted signals in the cell, given a unigue designation

Is only applicable to single probes
Applicable with chromosome cocktails multi-coloured, only

Centromeric identification is essential to reach accurate classification

Fig. 3 Binucleated cell with a micronucleus marked by an arrow

Collaborative Project on Micronucleus Frequency in
Human Populations) was initiated by Fenech et al. (1999).
As part of this project, data were collected on:

e MN baseline frequencies in different populations and
cell types;

¢ [nfluence of environmental and life-style factors on
dose reconstruction;

¢ Suitability of MN as a biomarker of risk for cancer and
other diseases.

In this project, a suggestive correlation between the
genotoxicity of some agents, particularly IR, and the
increase in MN frequencies in humans was found, which
has been supported by further studies (Ramirez et al. 1999
Bonassi et al. 2007).

The standard criteria for selecting binucleated cells and
for scoring micronuclei were described by Fenech (2000):

¢ Main nuclei should have intact nuclear membranes, be
situated within the same cytoplasmic boundary and
share similar features (e. g size, staining pattern and
staining intensity);

e Nucleoplasmic bridges wider than one-fourth of the
nuclear diameter are not acceptable;

¢ A cell with two overlapping nuclei can be scored only if
the nuclear boundaries of each nucleus
distinguishable;

e (Cellular membrane of a binucleated cell should be
intact and clearly distinguishable from the cytoplasmic
boundary of adjacent cells;

e MN in human lymphocytes usually vary between one-
sixteenth and one-third of the mean diameter of the
main nuclei;

¢  MN can not be refractive or linked to the main nuclei;

e MN usually have the same staining intensity as the
main nuclei, but occasionally staining may be more
intense.

are

MN show considerable advantages compared to classi-
cal cytogenetic biomarkers (dicentrics and translocations)
in terms of victims screening following high radiation
exposure, because it is an easy and fast method of scoring
of irradiated cells. However, unlike dicentrics, MN are not
a radiation-specific biomarker (Silva-Barbosa et al. 2005;
Fernandes et al. 2006) and can be induced, for example, by
age and gender.

Still compared with dicentrics, the MN frequency is
substantially lower, especially at high doses. As a conse-
quence, it is necessary to increase the number of analysed
cells in order to achieve a statistically significant dose—
effect relationship. In this case, an experimental alternative
to improve the mitotic index of first cycle metaphase was
obtained by Paul et al. (1997) through synchronized culture
method with addition of methotrexate. This approach
induces a 2-3 times higher mitotic growth than obtained
with conventional method.

Other critical points are the high spontaneous frequency
of MN in non-irradiated pepulation and the inter-individual
variability, which results in a low specificity of this bio-
marker at low radiation doses (Thierens et al. 2000). As
mentioned, the baseline frequency of MN in human lym-
phocytes (mean 7.8 MN per 1,000 cells) is strongly
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influenced by factors as age (associated with loss of whole
chromosomes), gender {women exhibit a higher MN fre-
quency, due to excess micronucleation of sex chromo-
somes) and also by the effect of smoking habits and
genotoxic agents (Norppa and Falek 2003: Joksic et al.
2004).

It is possible to distinguish spontaneous from radiation-
induced MN using FISH with pancentromeric and pantel-
omeric probes. Predominantly, spontaneous MN contain
whole chromosomes (centromeric-positive: C7) with sin-
gle chromatid, whereas radiation-induced MN contain
acentric fragments (centromeric-negative: C7) harbouring
chromatid-type terminal fragments (Fig. 4) (Wojcik et al.
2000; Lindberg et al. 2008).

For high doses of radiation, the dose—response curve
starts to level off at about 5-7 Gy and 3—4 Gy, for low- and
high-LET radiation, respectively. This phenomenon is well
known also for other cytogenetic endpoints, as for dicen-
trics, and it is interpreted as selection against heavily
damaged cells which cannot enter mitosis, due to very
severe damage resulting in apoptosis (Miiller and Rode
2002).

Up to today, validation of MN assays as a triage tool in
biological dosimetry has been guite successful at high
doses (=1 Gy) by scoring at least 2000 binucleated cells
(McNamee et al. 2009). However, it is not suited for
assessing either partial-body exposure or whole-body
exposures at low doses (<] Gy), given its low sensitivity to
IR {Wojcik et al. 2009).

In this context, the importance of scoring nucleoplasmic
bridges (NPBs) should not be underestimated because it
provides direct evidence of genome instability. Probably,
NPBs result from non-disjunction of one or more dicentric
chromosomes whose centromeres were pulled to opposite
poles of the binucleated cells (Thomas et al. 2003; Fenech
2006).

A great advance of the CBMN assay as a “cytome”
assay of chromosomal instability is the inclusion of cell

parameters, such as viability, mitotic status and chromo-
somal instability, in evaluation exposure to cytotoxic and
genotoxic agents. This new concept employs the use of
centromeric probes and kinetochore antibodies for mea-
suring chromosome breakage, chromosome loss, non-dis-
junction, necrosis, apoptosis and cytostasis. Furthermore,
molecular tools also enable the cytological scoring of target
cells in terms of their viability status, mitotic status and
chromosomal instability or damage status (Fenech 2006;
Duan et al. 2009).

Premature chromosome condensation {PCC) assay

Analyses of current biomarkers in cytogenetic dosimetry
(dicentrics, transleocations and micronuclei) are generally
performed from metaphase chromosome preparations
obtained through mitogenic stimuli in vitro. Tradition-
ally, after lymphocyte cell culture ({~48-72 h), the yield
of chromosome-type aberrations or related by-products
are scored for dose assessment (Prasanna et al. 1997).
Those assays are characterized by a high detection limit
of approximately 4 Gy. For higher doses, radiation-
induced mitotic delay and cell death of irradiated cells
overcome the yield of mitotic cells, causing underesti-
mation of the deduced radiation dose (Prasanna et al.
1997).

By contrast, the PCC assay allows an accurate evalu-
ation of damage at high doses after acute exposures.
Analysis of radiation-induced lesions is performed on
interphase cells, within a few hours (3—4 h) after blood
sampling. This method alse permits an accurate discrim-
ination between total- and partial-body exposures to low-
and high-LET radiation, and can be carried out in very
low mitotic indices, such as in pathologic situations
(IAEA 2001).

The induction of PCC occurs by fusion of isolated
human lymphocytes with mitotic cells (e.g. Chinese ham-
ster ovary—CHO) in the presence of a fusing agent (e.g.

®
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Fig. 4 Scheme of human lymphocytes painted with FISH using pancentromeric (white) and pantelomeric (black) probes. Arrows indicate
labelled micronucleus: a radiation-induced MN (one centromere signal and two telomere signals) and b spentanecus MN (ene telomere signal)
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polyethylene glycoel, ckadaic acid, calyculin A, virus). Both
fusion and chromosome condensation process depend on
the chosen fusing agent: for example, in the presence of
polyethylene glycol, mitotic CHO cells release a mitotic
factor that acts on lymphocyte interphase cells promoting
an early condensation {Gotoh and Durante 2006).

The morphology of chromosomes, in PCC assay, varies
according to cell cycle position of the investigated lym-
phocyte at time of fusion: (1) Gl-phase cells show a single
chromatid; (2) S-phase cells include chromosomes with
fragmented and pulverized appearance (3) G2-phase cells
show double chromatids that are greatly extended and
generally much longer than prometaphase elements (Ravi
et al. 2007).

Similarly to dicentrics, choice of the staining chromo-
some technique applied for translocations and micronuclei
depends on the purpose of research and, for the PCC assay,
the biomarker to be analysed: radiation-induced chromo-
some breaks can be stained with the Giemsa or FPG
techniques, while dicentrics can be visualized after pre-
treatment with C-banding.

A recent work performed by Lindholm et al. (2010)
compared the dicentric {gold standard) with the PCC assay,
in terms of cytogenetic dosimetry. This study showed that
PCC rings are a better radiation-induced biomarker to
evaluate high-dose individual exposure (>6 Gy), whereas
dicentric assay is better suited for assessing whole-body
low-dose estimates (0—6 Gy). Hence, the PCC assay is a
suitable tool in cases of a massive radiclogical emergency
when people may be exposed to high doses (5-50 Gy) and
1s crucial to identify those who will require medical care as
early as possible (Emamchai et al. 2009; Wanga et al.
2009).

The principal features about biological dosimetry are
summarized in the Table 4.

Molecular biomarkers: emerging tools for biodosimetry

With the advent of new technologies, a better compre-
hension of cellular mechanisms involved in the biological
response to physico-chemical stresses has been achieved.
As a result, several researches have been able to identify
molecular markers that may reflect radiation-induced DNA
damages, correlating them with inhibition, reduction and/or
over-expression of an ever-expanding number of genes.
Those early transcriptional responses may be useful to
predict consequences for the cell that occur later after
irradiation (surveillance, cell cycle arrest, apoptosis or
necrosis) (Coleman et al. 2003; Dainiak et al. 20035).
Below, some cell parameters suggested for estimating
exposure to IR are briefly discussed, namely: glycophorin
A (GPA), hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase
(HPRT) and p53 protein.

Glycophorin A (GPA)

The autosomal gpo locus, mapped to chromosome 4g28-
31, codes for the major abundant cell-surface sialoglyco-
protein in human erythrocytes, named glycophorin A
(GPA). This protein is present at about 5 x 10° copies per
cell (Bigbee et al. 1998: Ha et al. 2002). The GPA gene
occeurs in two co-dominantly expressed allelic forms, gpa™
and gjrm‘\". which differ by two of 131 amino acid residues.
The codified glycophorin A can be labelled with fluores-
cent monoclonal antibodies specific for the M and N allelic
forms and analysed by flow cytometry (Bigbee et al. 1998).
The GPA assay allows to identify the most common
genotype, the gpa”’w, which is present in 50% of all
individuals, and to measure variant frequencies in cell
types (NO, M, NN and MM). Hemizygous N0 and MO
variants indicate the occurrence of point mutations and
deletions, whereas the homozygous NN and MM variants
indicate events such as chromosome mis-segregation,
somatic recombination or gene conversion (Saenko et al.
2000; Ha et al. 2002).

The presence of a GPA mutant, especially of the NO and
NN wvariants, is a persistent indicator of past radiation
exposure to high doses (=1 Gy). Once these variants are
released from damaged bone marrow stem cells to the
circulating blood, gpa mutants are found after exposure
even when the blood cells are replaced, unlike dicentrics
and complex translocations (Ha et al. 2002).

Furthermore, the GPA assay exhibits several practical
advantages: (1) it represents a cheap method, (2) only 1 ml
of blood per subject is required, (3) the blood collected can
be stored at refrigerator temperature (4°C) up to 1 week
prior o analysis, (4) the employment of flow cytometry
reduces time of analysis, allowing to study large popula-
tons and (5) it is not influenced by environmental
parameters and life-style factors.

On the other hand, this biomarker shows a linear dose
dependence, and a detailed mutation spectrum cannot be
obtained, due to absence of nucleic acids in erythrocytes.
Besides, GPA mutations have not been observed in low
radiation exposures (Jones et al. 2001). Further limitations
are as follows: (1) there is no in vitro system to calibrate
GPA assays, (2) less than 50% of the population is M/N
heterozygous and, therefore, is eligible for the assay, (3) it
is not suitable to quantify low doses (<] Gy) and (4) it
shows a high inter-individual variation.

Considering the advantages and limitations of the GPA
assay as a retrospective biomarker to radiation exposure,
the International Commission on Radiation Units and
Measurements (ICRU) concluded that the use of the GPA
assay is more adequate in association with other biclogical
indicators, to determine average doses in a large population
exposed to a high radiation dose (Kleinerman et al. 2006).
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Hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase (HPRT)

The gene encoding HPRT is located on the Xq26 chro-
mosome of mammalian cells and exhibits hemizygous
features. This gene codes for a constitutive enzyme asso-
ciated with purine metabolism that is not essential to sur-
vival of a cell (Bigbee et al. 1998). Mutant peripheral blood
T lymphocytes do not express an active hprt gene product.
These mutant clones can be scored and clonally expanded
by selective growth (with or without 6-thioguanine) and
have been used in studies of radiation-induced alterations,
because genetic changes at this locus are tolerated (Bighee
et al. 1998).

For analyses of deletions and other molecular altera-
tions, the multiplex polymerase chain reaction technigue
(multiplex-PCR) has been employed. In general, gene
changes result in gene inactivation by mutations ( ~85%),
while the remaining changes (15%) show larger structural
modifications. By molecular analysis, the dose-response
curves can be obtained in vitro for high- and low-dose rates
and then used, for example, to estimate the radiation dose
of persons exposed accidentally (Bigbee et al. 1998; Kumar
et al. 2006).

Currently, it appears that the hprt locus frequently
involves large-scale genomic rearrangements from rejoin-
ing of double-strand breaks (DSB). Coensidering that the
presence of DSBs is associated with a negative selection of
dicentric-bearing cells, this biomarker may be only indi-
cated to evaluate an exposure that cccurred a short time
before analysis (Rothkamm et al. 2008).

In spite of the limited usefulness of the HPRT assay for
detecting exposures involving high acute doses, the effec-
tiveness of this biomarker is well documented for biodos-
imetric purposes (Jianlin et al. 2004; Rothkamm et al.
2008). Furthermore, the sensitivity of this assay can be

Fig. 5 Flow cytometry analysis a

improved by correcting for confounding factors that may
influence the mutant frequency, as age and smoking habits
(Kumar et al. 2006).

P33 protein expression level

The p53 gene is a tumour suppressor gene mapped (o
chromosome 17. The protein encoded by this gene binds to
the DNA and acts as a transcription factor for several genes
participating in the control of cell survival. After DNA
damage, p53 activation can lead to cell cycle arrest and
DNA repair or cell death. For this reason, this protein is
essential for maintaining genome integrity (Lamb and
Crawford 1986:; Okorokov and Orlova 2009). In contrast,
mutant p33 can no longer bind o the DNA in an effective
way and, conseguently, does not regulate suitably expres-
sion of its target genes. Cells bearing these changes cannot
promote a correct repair or induce apoptosis, starting an
anomalous process of cell division that may result in
tumour formation (Bahl et al. 2000).

Under normal conditions, p53 is present in the cyto-
plasm in a low concentration and shows a short half-life
(~6-20 min). By contrast, in response to stress signals
produced by genotoxic agents, the p53 half-life increases
from minutes to hours { ~6 h). This immediately leads to a
higher p53 concentration permitting its detection and cor-
relation with biological and physico-chemical stress
(Novellino et al. 2003; Rossner et al. 2004: Riley et al.
2008). Several studies have proposed the evaluation of
changes in p53 levels as biomarker of individual exposure
to IR (Lu-Hesselmann et al. 2006; Cavalcanti et al. 2008).
As an example of the potential of this method in biodosi-
metry, Fig. 5 presents flow cytometry results of p533 protein
expression levels of irradiated (a) and non-irradiated (b)
blood samples from a healthy donor. The method of

-
of (a) samples irradiated with 2
4 Gy and (b) non-irradiated
samples. Lymphocyte cells were
marked with monoclonal anti-
p33 antibody conjugated with
phycoerythrin (PE), and the
results are presented in a dot
plot format. Cells positively
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the up left region. As dot plot is
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analysis was performed according to Cavalcanti et al.
(2008). The Figure 5 demonstrates that it is possible to
verify the increase of this protein level with radiation dose,
for a time period between blood sampling and data
acquisition of about 6 h, for the data presented. Consider-
ing that, in general, cytogenetic dosimetry is time-con-
suming, requiring days or even weeks to provide accurate
data, the methodology proposed by Cavalcanti and co-
workers has high potential as a rapid screening method in
case of a large-scale nuclear incident. However, further
studies must be carried out to evaluate the usefulness of the
method considering inter-individual differences (Amaral
et al. 2008).

Final considerations

Cytogenetic dosimetry is a powerful tool for evaluating
individual radiation-induced risks, complementary or
alternative to physical dosimetry, having dicentric assays
as the gold standard. Several emerging technologies, such
as flow cytometry and multiplex-PCR, have motivated the
investigation into new molecular biomarkers for rapid dose
assessment. These new approaches may allow to better
predicting health consequences after individual overexpo-
sure by taking into account individual radio-sensitivity and
thus are very promising for biodosimetric purposes.
Obviously, these new methods demand further studies
including a large number of subjects in terms of in vivo
response, inter-individual variability and radiation speci-
ficity. Besides, as those biological indicators belong to a
recent branch in the biodosimetry field, it is essential to
investigate their usefulness as biological signatures of
radiation exposures in terms of radiation quality (low and
high-LET), dose rate, irradiation conditions (whole- and
partial-body) and environmental and individual life-style
parameters.
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Resumo

Andlise citogenética na investigagdo de incidentes
radiclégicos

Em 2005, a NR 32 - Sagurance e Saldeno Trabalhe de Servico
de Solde - regulamentou o andlise de marcadores citogenéficos
modificados pela acho das radicpbes ionizantes, como métods de
monijoragdo do nivel exposigho individual. Todavia, o caréncia de
informogtes ccarca do lema fem gerads a subiilizegdo dassa fécni-
ca, sobrefudo, em fermas de invesiigopdo de exposipies excessivas
s rodiogbes ionizantes. Nesse contexio, o objefive desie arfige foi
discufir quesides de interesse aceron da dosimetria citogenéiica, fois
como relogio dose-afaito, crilérics de andlise para contogem dos
dlierogies cromossdmicas, méfodos de coloragdo, custos operc-

donais associodos cos ensaios biodosiméiricos e suas aplicogbes.

Summary

Cytogenetic analyses in the invesfigotion of radio-
logical incidents

In 2003, the NR-32 Regulatory Standard - Safefy and health
at work in health service = reguloted the use of cytogenetic
biomarkers related fo ionizing radiotion, os method o access
radiation levels for individual monitoring. However, the lack of
information about this subject hos been responsible fo underu-
tilization of this tachnique, particularly in tarms of investigation
of radiation individua! overexposures. In this contest, the aim
of this work was fo present issues of inferest reloted fo cyto-
genatic dosimatry, such as dose-sffact relationship, set up for
chromosomal aberations scoring, staining methods, evaluation
of costs and applications.

Palavras-chave: MR 12, dosimefria citogenéfica, dicéntricos,

franslococtes 8 micrenicleos

Keywords: NR-32, cytogenetic dosimelry, dicentrics, franslo-
cations and micronucigi

Introducido

—_——

Ministério do Trabalho e

Emprego aprovou em 2005

a Norma Regulamentadora

32 (NR 32) - Seguranga e Salde no

Trabalho de Servigo de Salde - que

estabelece procedimentos a serem

seguidas no sentido de garantir a inte-

gridade fisica e mental do trabalhador
da drea de salde.

Dentre os varios aspectos aborda-
dos, esta norma inclui a dosimetria
citogenética coma ferramenta de
monitoragdo individual em caso de
suspeita ou occorréncia de exposigdo
individual acidental s radiac@es ioni-
zantes, a critério médico (1).

Entretanto, tem-se verificado que
otema é ainda pouco difundido entre
o8 profissionals de salde, sendo esta
aprincipal razdo para que adosimetria
citogenética ndo seja, por exemplo,
prescrita por médicos do trabalho
em casos de suspeita de exposigio
acidental. Em paralelo, raros s8o os
laboratarios que dispdem de infra-
estrutura & maon-de-obra capacitada
para a realizagdo de andlises citoge-
néticas para fins de investigagdo de
acidentes radioldgicos.

Messe contexto, o objetive deste
artigo é abordar os principals aspectos
relacionados & dosimetria citogené-
tica, suas metodologias de analise e
importancia médico-legal, no auxilio

de avaliagfes de exposicdo individual
as radiagfes ionizantes.

Efeitos bioldgicos das radiacdes
ionizantes

As radiagBes lonizantes (RIs) sdo
urm fator de risco real a salde, capazes
de induzir uma série de modificagdes
orgénicas por meio da quebra de liga-
gbes fisico-guimicas dos componentes
primarios da célula, como resultado
de ionizagdes dos atomos intracelu-
lares (2).

Na célula, o sitic-alvo de acdo das
Rls & a molécula do DNA, cuja inte-
ragdo promove uma série de modifi-
cagBes estruturals em sua cadela po-
lipeptidica. Dentre estas, a formagao
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de quebras duplas ou DSBs ("Double
Strand Breaks") é considerada o tipo
de dano mals severn, responsavel pela
producdo de grande parte dos efeitos
bioldgicos radininduzidos (3).

Falhas no reparo das DSBs podem
levar ao aparecimento de modifica-
¢Bes na estrutura dacromatina e, con-
saquentements, de anamalias aonivel
cromossémico, como por exempla,
cromossomos dicéntricos, fragmentos
acéntricos e translocages (4).

0 estudo das alteragfes cromos-
sfimicas (ACs) e de seus subprodutos
ten sido extensivamente utilizado e
validado na dosimetria citogenética
para deteccdo de exposicfes exces-
sivas &s RIs e estimativa da dose
absorvida em células linfocitarias (5).

A dose absorvida & a grandeza
fisica basica utilizada nos programas
de radioprotecdo na avaliagdo e ge-
renciamento dos riscos relacionados
& interacdo das RIs com a matéria
viva, sendo definida como a energia
média depositada num certo volume
irradiado. Mo Sistema Internacional
(SI), a unidade da dose absorvida &
ogray (1 Gy =1 1/kg) (6).

Alteracdes cromossémicas e mi-
conldcleos em células linfocitarias

Aescolha dos linfacitos como mo-
delo biolagico do nivel de exposicio
individual baseia-se no fato de que
s30 células de facil obtengdo (puncio
venosa), sensiveis a radiagdo, que
retém as lesdes produzidas pela agdo
das RIs em seu DNA, por estarem pre-
dominantemente na fase quiescente
do cicle celular {GO) (7, 8).

Ao nivel cromossiémico, o acesso
ans danos radioinduzidos é obtido
através do cultive in vitro das células
linfocitarias, cujas alteragfes sdo clas-
sificadas em instdveis e estdveis, de
acordo com o tempo médio de vida e a
viabilidade da célula portadora (9, 10).

Os tipos mais comuns de altera-
cies cromossdmicas instavels (ACIs)
sdo dicéntricos (~60 %), cromosso-
mos em anel (10 %) e fragmentos
acéntricos (Figura 1). Destas, os
cromossomos dicéntricos sdo consi-
derados a assinatura biolégica das RIs
devido & sua elevada radioespecifici-
dade e baixa incidéncia na populaco
(1-2 dicéntricos/1.000 células).

As ACIs exiberm um cardter transi-
tario em virtude do grau de rearranjos
e do tipo de delecdo ocorrido na con-
formacgdo original dos cromossomos
(11, 12).

Em geral, cerca de 50% das células
portadoras s8o naturalmente elimi-
nadas a cada ciclo mitdtico (M1, M2,
M3 etc.), por meio de um processo
denominado de apoptose au marte
celular programada (13).

& apoptose é acionada pela redu-
cdo do ndmero diploide das células-
filhas ao final da mitose, resultado da
dispersdo de fragmentos acéntricos
no meio extracelular e da ruptura de
pontes nucleopldsmicas, geralmente
formadas por problemas na segrega-
cao dos cromossomos dicéntricos ao
final da teldfase (citocinese).

Dessa forma, o intervalo de tem-
po entre a irradiagdo e o inicio dos
ensaios biodosimétricos ndo deve
exceder um periodo superior a trés
meses, para que ndo haja perda de

informacdo e subestimagdo da dose
absorvida (14).

Em contrapartida, a presenga de
alterages cromossbmicas estdvels
(ACEs) ndo é necessariamente letal
a célula, de modo que os elementos
resultantes de eventos de insercdo e
de rearranjos reciprocos e ndo recipro-
cos s8o continuamente transmitidos
as células-filhas, a partir das células-
tronco hematopoidticas (15, 16].

Dentre as ACEs, as translocacfes
reciprocas persistem por um tempo
maior nos linfacitos irradiados, ao
lango do processo de renovacdo celu-
lar, o0 gue as torna biomarcadores de
exposigdo mals apropriados que os
dicdntricos em investigagBes retros-
pectivas (17).

A hibridizac8o in situ fluorescente
(FISH] & comumente utilizada na
deteccdo de segmentos transloca-
dos, através do emprego de sondas
cromossémicas especificas (18, 19).

A Figura 2 é um exemplo de apli-
cagdo do FISH em uma metdfase
linfocitéria normal, onde a estrutura
dos pares cromossimicos marcados
estd preservada.

Ma figura anterior, caso fosse ob-
servada permuta entre os segmentos
dos pares marcados, 08 Cromossomos
investigados teriam suas estruturas
alteradas, caracterizando o fenfmeno
de translocagdo reciproca.
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Figura 1, Cromossoma dicéntrico (o) e em anel [b) em metéfases linfocitérias iradiodas, Os

fragmentos acéniricos cparecem em destogue
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Figura 2. Matétse linfocitdria hibridizada
com sondas para os pares 2 [verde] e 3
frermelha)

Micronuicleos

0Os microndcleas (MM) s8o um
subproduto da perda ou fragmentacdo
cromossdmica, farmados por falhas no
mecanismo de reparc do DNA e pela
ndo disjungdo das cromatides-irmas
(defeitos nas fibras do fuso mitdtico
e cinetdcoros danificados), respecti-
vamente (20].

Ao final da divis8o celular, o mate-
rial genético perdido ou fragmentado
volta a descandensar-se e adquire
morfologia ovoide semelhante & do
niclen principal da célula, que pode
ser visualizada através da adigdo da
citocalasina-B ao meio de cultura (21).

A citocalasina-B atua no blo-
queio da citocinese, impedindo a
separagio das células-filhas e assim
gerando unidades bi, tri ou polinu-
cleadas (Figura 3).

Assim como os dicéntricos, os MNs
sdo eliminados ao longo das divisdes
celulares e por 150 sua aplicagdo é
restrita a exposicbes recentes. Con-
tudo, & importante destacar que os
MMNs podem ser gerados tanto pela
acdo de agentes genotdxicos clasto-
génicos (e.g. radiacBes lonizantes)
quanto aneugénicos (e.g. agrotdxicos
e pesticidas) e, portanta, n&o sio to
radinespecificos (22).

Estabelecimento da
relagdo dose-efeito

A correlacBo existente entre o
nimero de aberragBes produzida in
vivo e a frequéncia obtida & vitro em
amostras de sangue uniformemente
irradiadas foi inicialmente observada
em estudos experimentais, realizados
erm individuos acidentalmente expos-
tos as RIs (11, 23).

A partir dal, curvas dose-efejto
foram construidas em fungdo das
caracteristicas fisicas da radiagdo inci-
dente (alcance e poder de ionizagdo),
das condigles de exposigdo (aguda
ou crinica) e do tipo de irradiagdo
(parcial ou de corpo inteiro).

Isto porgue, para Uuma mesma
dose, radiagbes com diferentes LET
(transferénda linear de energia) apre-
sentam distintas eficiéncias bioldgicas
na produglo de quebras cromossémi-
cas & na distribuigio dessas alteragfes

e

Figura 3. Células linfozitérias bi () e polinucleadas (b) gerades opés a edicis de
citocolosing-B em meio de culive. A presenca de microndcles estd indicodo pela seta na

délula binucleada [a)

nas células afetadas (Figura 4).

Fara radiacGes de baixo LET (e.g.
radiagdo gama e raios-X), que pos-
suem alto poder de penetragdo e cuja
ionizagdo se da de forma espacgada, a
curva dose-efeito descreve uma equa-
cao polinomial do 22 grau denominada
linear-quadratica:

Y = A+ uD + [D?

Onde: ™Y & a frequéncia do bio-
marcador (dicéntricos, translocagfes
ou MMs) nas células analisadas

"A" & a frequéncia de aberragBes
devido & radiagdo natural

“u" e "A"sd0 08 coeficientes linear
e guadratico, respectivameante

"D" & a dose de radiagdo

Fara radiagfes de alto LET (e.g.
néutrons, particulas alfa e elementos
de fissdn), que possuem alto poder de
ionizagdo e cuja deposicdo de energia
ocorre de forma densa ou localizada,
o componente quadratico desaparece
£ & Curya passa a apresentar uma
resposta linear (Y = A+ oD).

Além do LET, o intervalo de tempo
entre cada exposicdo precisa ser con-
siderado na obteng3o da relagdo dose-
efeito, visto que altas taxas de dose
(dosefunidade de tempa) implicam em
maior probabilidade de ocorréneia de
danos bioldgicos, como resultado de
urma menor eficiéncia do sistema de
reparo (24].

MNa pratica, observa-se que para as
radiagfes de baixo LET a diminuigio
da taxa de dose ou fracionamento
da dose total acarreta na gradativa
redugdo do nimero de ACs e MMs
por célula, de tal forma que a curva
dose-efeito passa a ser linear. Este
raciocinio ndo é, todavia, aplicavel as
radiaces de alto LET, gue naturalmen-
te ja exibem esse tipo de resposta.

Preferencialmente, cada labora-
térin deve proceder com as etapas
necessdras ao processo de construgdo
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da curva de calibragdo, através da
contagem de um ndmero suficiente
de células, a fim de que a estimativa
da dose de radiacdo absorvida alcance
um limite de confianga de 959%.

Como regra geral, tem sido pro-
posta a contagem de até 1.000 cé-
lulas linfocitdrias na investigagdo de
incidentes radioldgicos que envolvam
baixas doses (£ 1 Gy). Esse ndmero,
entretanta, pode ser significativamen-
te reduzido caso a dose de radiag8o
recebida seja superior a 1 Gy (25).

E importante lembrar que na exe-
cugdo dos ensalos biodosimétricos
devem ser seguidas as boas praticas
laboratoriais, além de que, & funda-
mental que sejam realizadas periddi-
cas intercomparacBes dos resultados
obtidos, com base nos critérios de
contagem adotados por cada labora-
torio {26, 27).

Técnicas citogenéticas classicas e
moleculares utilizadas na dosime-
tria citogenética

MNa dosimetria citogenética, o
métado de rotina empregado na
analise das ACIs e MN & a coloragdo
convencional com Giemsa, que cora
uniformemente toda a extensdo dos
cromossomos e o interior dos nicleos
interfasicos.

Embora a coloragdo Giemsa seja

simples, de rdpida execucdo e de
baixo custo associado, a identificagBo
de dicéntricos € por vezes laboriosa,
principalmente quando ha sobre-
posicdo das cromatides-irmas dos
cromossomos metafdsicos. Por outro
lado, este tipo de coloragdo ndo per-
rrite a distingdo dos MNs quanto & sua
origem de formacdo (aneugénica ou
clastogénica) (28).

Corn a utilizag8o do Bandeamento
Ce da Hibridizag8o i situ fluorescente
(FISH), a identificagdo da regido cen-
tromérica dos dicéntricos, bem comao
aexclusdo dos MNs aneugénicos, phde
ser realizada de forma mais rapida e
precisa, contribuindo assim para uma
maior precisdo das andlises dosimé-
tricas (29, 30).

Adicionalmente, a técnica de FPG
(Fluorescence plus Glemsa) tem per-
mitido restringir a contagem de células
somente para aquelas que estdo no
primeiro ciclo de divisgo (M1), através
da adigdo da 5-Bromo-2-desoxiuridina
ou BrdU ao cultive celular (31).

MNa andlise das ACEs, a técnica
de bandeamento G foi inicialmente
introduzida no intuito de se avaliar as
modificagBes estruturals sofridas no
CMA das células irradiadas, com base
no padrdo de bandas longitudinais de
cada par cromossdmico (32). Essa
metodologia, entretanto, revelou-se

" =As el A4 oD o O
‘Alte LET Bz LET,
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Figura 4. Curva dose-eleite com relagiio & gualidode do radissge [24)

dermasiadamente subjetiva e labario-
sa, o gue inviabilizou sua aplicagdo
na triagem de grandes populagdes
(33, 34).

Atualmente, as ACEs sdo analisa-
das por FISH, um procedimento mais
simples e direta, que utiliza sondas
especificas para 08 cromossomos do
grupo A (pares 1, 2e3)eB (4e5). 0s
cromaossomos-alvo sd3o escolhidos com
hase na hipdtese de que a frequéncia
de translocaghes estd diretamente
relacionada ao conteldo de DMNA de
cada cromossomao (35).

Considerando que ainda ndo ha
CONSEnso a respeito dessa teoria, o
emprego do FISH multicolor ou SKY
(Spectral Karyotyping) tem ganhado
forga no campo dosimétrico, pois
possibilita a marcagdo de todos os
pares cromossdmicos, a detecgdo de
rearranjos multiplos, envolvendo dois
ou mMais cromossomos, e de alteragbes
minimas, produzidas normalmente
apds altas doses de radiagdo (36, 37).

ATabela 1, adaptada de Léonard et
al. (2005) e Fernandes et al. (2008),
resume as vantagens e limitagdes de
cada técnica com relagdo ao tempo,
custn e precisdn apresentados nos
ensaios biodosimétricos.

Uso da dosimetriacitogenética em
incidentes radioldgicos

Exposicoes acidentais

Acidentes gue envolvemn exposi-
cao aguda de grande parte do corpo
(=50 %), a alto niveis de radiagdo,
estdn comumente associados a uma
série de manifestacfes clinicas adver-
sas, tals como febre, nduseas, vamitos
ediarrela. Poressa razdo, os individu-
os afetados precisam ser rapidaments
diagnosticados e tratados conforme a
dose de radiagdo absorvida (38).

Quanda a coleta de sangue ocarre
até trés meses apds o incidente, o
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Tabela 1. Ralscas custa-baneficio relativa &5 téenicas citogenéticas avalisdas (11, 29)
Mitode | Biomarcador Tempo de axecugiio | Tempo de andlise ‘ Custos | Preciséio
Coloragdo Dicéniricos
convencianal Micronicleos * = * =
Dicéniricos
Bandeamenta C i = + = —_—
Micronicleos
FRG Dicéniricos + + + +HE
Bandeomento G TranskooagBes + HHE - s
Dicéniricas
FISH Micronicleos —_—— = —_— —_——
Translocagdes
SKY TranskooagBes e + HEEE H
+ B ++ Mésier H Ale - Elavads
Tabela 2. Caracteristicas dos ensaios biodosimétricas (40, 41, 42)
Cultive | Contagem de | Tempo de | Limite de detecglic Técnicas de andlise
Elemarcadar Mivel basal
calular chlulas andlisa da dose dtoganética
Coleragdo convencional
Dickniricos Ram 100 | pgp | DOJ00 | s 015Gy Bandeamenta C
oéls oéls, Fich
Caloracdo comvencianal
Minan ks ~Bem 1001 sk 1,000 céks. Ao 035Gy Boamhmrnsts
S Fish
Bandeamenio C
Tanshbcagsss 20 “;”all 000 72h 00-500cés, | 2-3dias 0,252 Gy Fish
Sky

método de referéncia, amplamente
validado como hiomarcador do nivel
de exposicdo individual, é a contagem
do numero de dicéntricos (13, 14).

Mo entanto, se o incidente tiver
envolvide centenas ou milhares de
pessnas, a frequéncia de microntcle-
os pode ser utilizada primeiramente
coma um método de triagem, visto
gue & um biomarcador de andlise mais
simples e rapida que os dicéntricos
(28, 39).

Apés periodos prolongados (>3
meses), o uso de translocagdes na do-
simetria retrospectiva representa mais
fidedignamente a dose absorvida (32).
Esta metodologia, entretanto, ndo é
recomendada para individuos com
idade avangada, pois a producdo de

ranslocagdes também é afetada por
fatores como senescéncia, tabagismo
e pela aglo de agentes quimicos,
tomo por exemplo, agrotdxicos (42).

Exposicoes ocupacionais

A maior parte dos incidentes ocu-
pacionais estd associada a exposigbes
crénicas ndo uniformes com baixas
doses de radiacBo, que resultam na
diminuigdo do ndmero de ACs nas
células analisadas em relagdo & fre-
quéncdia esperada apds uma exposicdo
aguda, para a mesma dose (11). Nes-
585 CAS0S, para que a dose absorvida
n2o seja subestimada, extrapolacfes
matematicas sdo necessarias.

Em geral, os métodos propostos
por Dolphin (Qdr) e por Lea e Ca-

tcheside (Fungdo G[x]) 580 utilizados
para corrigir a heterogeneidade da
irradiagdo e a influéncia da taxa de
dose, respectivaments (24).

For outro lado, se as radiac@es
ionizantes atingirem apenas uma
pequena frag8o do corpo (< 10 %), a
dosimetria citogenética serd ineficaz
na avaliagdo dosimétrica, uma vez
gue o nlmerao de células irradiadas &
desprezivel.

Ma Tabela 2, s8o apresentadas
as particularidades de cada ensaio

hindosimétrica, incluinde o limite de
deteccio de dose para radiagBes de
baixo LET.

Comao discutide, o emprego da
dosimetria citogenética como fer-
ramenta de investigacdo em salde
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ocupacional € particularmente im-
portante em guestfes médico-legais
(pericias trabalhistas) e no controle de
qualidade da dosimetria fisica, onde
a monitoracdo individual & realizada
com auxilio de dispositivos sensiveis
aradiagdo, genericamente denomina-
dos de dosimetros (43).

Isto porque, enquanto os dosi-
metros fisicos medem grandezas
operacionais que s8o utilizadas para
0 estabelecimento de nivels de refe-
réncia, a fim de limitar a probabilidade
de ocorréncia de efeitos bioldgicos; os
dosimetros bioldgicos sdo o produto
da interac3o das Rls e por isso refle-
tern com malor precisdo os efeitos re-
sultantes da exposicBo a esse agente
genotdxico (44).

Laboratdrios de dosimetria
citogenética

Mo Brasil, o Instituto de Radiopro-
tecdo e Dosimetria (IRD) € o instituto
de referéncia nacional em termos de
aplicacdo da dosimetria citogenética
para fins de protecdo do trabalhador.

Ermm contrapartida, o Laboratdrio de

Modelagem e Biodosimetria Aplicada
(LAMBDA), situado no Departamento
de Energia Muclear da Universidade
Federal de Fernambuco, desenvolve
atividades de pesquisa e inovagio em
dosimetria citogenética, objetivando
a otimizac8o do monitoramento de
individuos expostos as Rls, em con-
digfes normais - como em aplicagBes
médicas e exposicies ocupacionais -
ou em situacdes acidentais.

Messe sentido, resultados promis-
sores v&m sendo obtidos em comple-
mentardade s técnicas biodosimétri-
cas convencionals através de técnicas
maoleculares, tais como citometria de
fluxo & PCR - Polymerase Chain Reac-
tion (45, 46, 47, 48).

Conclusdo
_——
A dosimetria citogenética
& uma importante ferramenta na
avaliacio de exposiclo individual as
radiagfes ionizantes, tendo se tornado
uma exigéncia normativa conforme
estabelece a NR 32 - Sequrancga e
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