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RESUMO 

 

Desde o início da década de 60, a dosimetria citogenética – padrão ouro em biodosimetria – tem 

sido utilizada na avaliação da dose absorvida de profissionais ocupacionalmente expostos, bem 

como em investigações de exposições acidentais às radiações ionizantes (RIs). Embora essa 

técnica dosimétrica seja considerada bem estabelecida, a influência de alguns parâmetros 

metodológicos nos ensaios biodosimétricos permanece controversa, em especial aqueles 

relacionados à escolha do método matemático para construção de curvas dose-efeito, ao momento 

ideal para adição de Colcemid e à temperatura adequada para o armazenamento prolongado de 

amostras de sangue periférico. Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a 

otimização dos parâmetros, relativos à adição de Colcemid, à construção de curvas dose-efeito e 

à temperatura de armazenamento de sangue periférico. Uma vez avaliados, estes parâmetros 

foram aplicados em investigações de casos envolvendo suspeita de exposição acidental e/ou 

ocupacional às radiações ionizantes. Na execução 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 construção de curvas de calibração dose-efeito, foram 

utilizados os softwares Dose estimate (HPA-UK) e CABAS que empregam o Método dos 

Mínimos Quadrados (MMQ) e de Máxima Verossimilhança (MV), respectivamente. Nesta 

pesquisa, o MV do programa CABAS foi escolhido como método de referência por produzir um 

menor erro associado ao ajuste de baixas doses e por este ser um software de livre acesso. Em 

seguida, foi determinado o melhor intervalo de tempo para adição de Colcemid nas culturas 

celulares, bem como a melhor temperatura de estocagem das amostras de sangue. Os resultados 

obtidos indicaram que ambos os métodos matemáticos (MMQ e MV) promovem um bom ajuste 

dos coeficientes da curva de calibração. Utilizando amostras de sangue não irradiadas (controle) e 

irradiadas com 2 Gy, verificou-se que a adição de uma baixa concentração de Colcemid no início 

do cultivo celular (0,05 µg/ml – 0 h) gera índices mitóticos mais elevados, sem comprometer a 

qualidade das preparações cromossômicas. Além disso, o acondicionamento das amostras 

irradiadas com 2 Gy a 25 °C gerou uma maior aproximação entre a dose estimada e a dose de 

radiação utilizada na irradiação in vitro, indicando que essa temperatura de estocagem é a mais 

adequada para o armazenamento prolongado do  sangue periférico. Após a otimização desses 

parâmetros metodológicos – a saber, o tempo de adição do Colcemid e programa para cálculo da 

dose absorvida (CABAS – MV) - a dosimetria citogenética foi aplicada com sucesso na 

investigação da dose absorvida por profissionais ocupacionalmente expostos às radiações 

ionizantes. 

 

Palavras-chave: Radiações ionizantes. Dosimetria citogenética. Curva de calibração 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 µg/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 

ºC 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: Ionizing radiation. Cytogenetic dosimetry. Dose-response calibration curve. 

Colcemid. Storage temperature.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Desde a década de 60, marcadores citogenéticos sensibilizados pela ação das radiações 

ionizantes (RIs) têm sido mensurados, quantitativa e qualitativamente, para reconstrução da dose 

de radiação absorvida. Em dosimetria citogenética, os cromossomos dicêntricos são considerados 

os biomarcadores mais sensíveis e específicos para avaliação dos efeitos biológicos produzidos 

pela ação das RIs (IAEA, 2011; LEMOS-PINTO et al., 2010). 

Para análise dos dicêntricos, linfócitos presentes no sangue periférico são utilizados 

como modelo biológico, os quais são cultivados in vitro para obtenção de células em metáfase, 

cuja visualização é realizada por microscopia óptica. Na investigação de um acidente radiológico, 

envolvendo suspeita ou ocorrência de exposição excessiva à radiação, a estimativa da dose 

absorvida
1
 é feita a partir da correlação entre a frequência obtida de dicêntricos e as curvas de 

calibração dose-efeito (CHAUHAN; WILKINS, 2010). 

Após 50 anos de desenvolvimento, a dosimetria citogenética é considerada uma técnica 

bem estabelecida, com protocolos bem definidos. Todavia, recentes intercomparações entre 

laboratórios dessa área revelaram a existência de variações metodológicas entre as principais 

etapas vinculadas ao processo de estimação biológica da dose, relacionadas: 1) ao momento ideal 

para adição de Colcemid, 2) à escolha do método matemático para construção de curvas dose-

efeito, e 3) à temperatura adequada para o armazenamento prolongado de amostras de sangue 

periférico (ROY et al., 2012). 

No cultivo e processamento dos linfócitos, a adição de Colcemid – substância inibidora 

da polimerização das fibras do fuso mitótico – compreende uma das etapas cruciais na obtenção 

de preparações cromossômicas de boa qualidade, provenientes de células em primeira divisão 

(M1), e com elevado índice mitótico. Alguns estudos também têm apresentado dados 

contraditórios quanto à concentração ideal de Colcemid relativa ao tempo de adição (início ou ao 

final do cultivo celular), indicando a necessidade de estudos complementares nesse sentido 

(IAEA, 2011). 

Atualmente, existem vários programas computacionais disponíveis para a construção de 

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

                                                 
1
 Definição de dose absorvida – energia média (dε) depositada pela radiação em volume elementar de massa (dm). Unidade – 

Joule por quilograma (J/kg), denominada Gray (Gy). 
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utilizados para esse fim. Nesses programas, os métodos matemáticos mais utilizados no ajuste 

dos dados são o Método dos Mínimos Quadrados (MMQ) e de Máxima Verossimilhança (MV) 

(DEPERAS et al., 2007; AINSBURY; BARQUINERO, 2009; AINSBURY; LLOYD, 2010). A 

não uniformização quanto ao método de referência pode promover diferenças entre as curvas de 

calibração geradas por laboratórios de dosimetria citogenética, que podem tanto comprometer a 

exatidão da dose estimada quanto dificultar possíveis intercomparações laboratoriais entre os 

resultados alcançados (WILKINS et al., 2008).  

De maneira geral, há um consenso que, havendo suspeita de exposição excessiva às RIs, 

a coleta e processamento das amostras de sangue devem ser procedidas com máxima urgência. 

Entretanto, em emergências radiológicas, esse tempo pode ser consideravelmente maior, em 

decorrência do grande número de indivíduos afetados e da carência de laboratórios especializados 

nessa área que disponham de infraestrutura e mão de obra capacitada para a execução de ensaios 

dessa natureza. Em consequência dessa situação, a maior parte das amostras recebidas é então 

estocada a uma temperatura de aproximadamente 4 °C por um período médio de 48 horas 

(IAEA, 2011; LEMOS-PINTO; AMARAL, 2011). Considerando que variações na temperatura 

de estocagem podem comprometer a viabilidade das amostras, é de suma relevância avaliar o 

impacto que o fator temperatura pode exercer sobre a dose estimada.  

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi realizar a otimização de parâmetros 

metodológicos em dosimetria citogenética, relativos à adição de Colcemid, à construção de 

curvas dose-efeito e à temperatura de armazenamento de sangue periférico. Posteriormente, estes 

parâmetros foram aplicados em investigações de casos envolvendo suspeita de exposição 

excessiva às radiações ionizantes. Como objetivos específicos:  

 

1) Comparar dois protocolos em que o Colcemid é adicionado a zero e 45 horas após o 

início do cultivo celular, sob diferentes concentrações, em amostras irradiadas e 

controle, analisando a influência deste fator em função do índice mitótico e 

frequência de alterações cromossômicas instáveis; 

 

2) Comparar curvas de calibração dose-efeito construídas com base nos métodos 

matemáticos MMQ e MV, comumente empregados no ajuste de curvas de calibração 

dose-efeito, com relação ao nível de dispersão dos coeficientes calculados; 
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3) Simular in vitro situações de exposição acidental e ocupacional excessivas às RIs, 

visando avaliar a interferência da temperatura e tempo de armazenamento sobre a 

dose estimada e o índice mitótico; 

 

4) Aplicar os parâmetros otimizados nesta pesquisa na investigação de suspeitas de 

exposição individual excessiva às RIs.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

Desde sua descoberta, as radiações ionizantes (RIs) têm tido uma crescente aplicação em 

diversos campos relacionados à medicina, indústria e agricultura de países desenvolvidos e em 

desenvolvimento. Atualmente, as exposições ocupacionais compreendem o principal veículo 

responsável pelo crescimento do número de incidentes envolvendo fontes ou aparelhos emissores 

de radiação, uma vez que os trabalhadores estão continuamente expostos aos efeitos das RIs na 

execução de suas atividades (UNSCEAR, 2008).  

As aplicações radiológicas que mais contribuem para o aumento da exposição 

ocupacional estão na área médica, visto que cada vez mais as RIs têm sido utilizadas como 

ferramenta de diagnóstico por imagem e na terapia de tumores. Como resultado, os profissionais 

de saúde têm apresentado os maiores níveis de exposição à radiação dentre os profissionais desta 

área de atuação, fato acompanhado de perto pelas agências internacionais e órgãos fiscalizadores 

de radioproteção (LINET et al., 2010). 

No Brasil, para práticas envolvendo raios-X e aplicação das radiações α, β e γ, a 

monitoração dos profissionais radioexpostos é regulamentada e fiscalizada pela Comissão 

Nacional de Energia Nuclear (CNEN), juntamente com a Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA). A CNEN estabelece os limites médios anuais de dose para trabalhadores  

(20 mSv) e indivíduos do público (1 mSv) ao nível nacional, em concordância com a publicação 

90 da Comissão Internacional de Proteção Radiológica
2,3

 (ICRP) (MS/PORTARIA/ /SVS Nº 453, 

1998; CNEN-NN-3.01, 2005). 

Essas normas têm caráter preventivo e objetivam limitar os níveis de doses com base no 

princípio ALARA (acrônimo de “As Low As Reasonably Achievable”), pelo qual as radiações 

ionizantes devem ser aplicadas em níveis tão baixos quanto razoavelmente exequíveis e assim 

prevenindo que trabalhadores e membros do público em geral sejam submetidos a doses elevadas 

de radiação e apresentem efeitos biológicos radioinduzidos (ICRP 60, 1990). 

 

 

                                                 
2
Limite anual para o trabalhador - média de 20 mSv em cinco anos, sendo tolerável até 50 mSv por ano (ICRP 60, 

1990). 
 
3
 Limite anual para o público - média de 1 mSv em cinco anos, sendo tolerável até 5 mSv por ano (ICRP 60, 1990). 
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2.1 Efeitos biológicos das radiações ionizantes  

 

As radiações ionizantes são agentes físicos que, ao interagirem com o meio biológico, 

são capazes de romper as ligações físico-químicas dos átomos que compõem os elementos 

primários da célula, induzindo assim uma série de modificações orgânicas locais ou sistêmicas 

(HANDE et al., 2005). Tais eventos, contudo, não são necessariamente deletérios ou nocivos aos 

seres vivos, uma vez que a resposta ou efeito biológico produzido depende principalmente da 

dose de radiação, do tipo da radiação, da área irradiada e das funções desempenhadas pela 

estrutura danificada (BOLUS, 2001). 

Da interação da radiação ionizante ao dano biológico induzido pela radiação, ocorrem 

diferentes estágios: físico, químico, biológico e orgânico (Tauhata, 2003) (Figura 1).  

 

Figura 1 – Características das fases de produção dos efeitos biológicos pelas radiações ionizantes 

 

 
Fonte: Adaptado de Pouget e Mather (2001) e Tauhata (2003) 
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De modo geral, as exposições às RIs podem ser agudas ou crônicas e envolver diferentes 

frações do corpo (corpo inteiro ou parcial). Os efeitos biológicos radioinduzidos podem ser 

classificados em (BOLUS, 2001; IAEA, 2010): 

 

1) Estocásticos ou Determinísticos: 

 

a) Efeitos estocásticos – são aqueles em que há probabilidade de ocorrência de um 

efeito biológico independente da dose de radiação, embora as chances de 

ocorrência aumentem com o aumento da dose (p.ex. câncer);  

 

b) Efeitos determinísticos – são aqueles que certamente ocorrerão após exposição a 

doses elevadas, e que possuem um limiar de dose a partir do qual a gravidade do 

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

 

2) Imediatos ou Tardios: 

 

a) Efeitos imediatos – ocorrem entre um período de poucas horas a algumas semanas 

(60 dias) após a exposição (p.ex. radiodermites);  

 

b) Efeitos tardios – manifestam-se anos ou décadas após o incidente radiológico 

(p.ex. câncer). 

 

3) Somáticos ou Hereditários: 

 

c) Efeitos somáticos – surgem a partir dos danos presentes nas células afetadas, cujo 

efeito biológico apresenta-se no próprio indivíduo irradiado. A intensidade do 

dano depende de diversos fatores, tais como a dose absorvida, a taxa de absorção 

da energia de radiação, da região e da área do corpo que foi irradiada (p.ex. 

radiodermites); 
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d) Efeitos hereditários – são aqueles que se manifestam nos descendentes da pessoa 

irradiada, em resultado ao dano produzido nas células germinativas dos órgãos 

reprodutores (testículos e ovários). Tais efeitos têm caráter acumulativo e 

independem da taxa de absorção de dose (p. ex. embriões anencéfalos). 

 

Os primeiros relatos acerca de manifestações desta natureza iniciaram-se poucos anos 

após a descoberta dos raios-X por Roentegen em 1895. Atualmente sabe-se que a dose mínima 

necessária para induzir o aparecimento de efeitos determinísticos radioinduzidos é da ordem de  

1 Gy, valor muitas vezes superior ao limite permitido pelas agências nacionais e internacionais de 

fiscalização da área radiológica (PRISE et al., 2001; KOENIG et al., 2005; LINET et al., 2010).  

 

2.2 Síndrome da irradiação aguda 

 

O conjunto de sinais e sintomas clínicos que se sucedem imediatamente após uma 

exposição aguda, de corpo inteiro (48 horas a 6 dias), com doses superiores a 1 Gy, denomina-se 

fase prodrômica da Síndrome da Irradiação Aguda (SIA). A duração dessa fase e sua letalidade 

dependem diretamente da dose absorvida e das características do sistema afetado 

(NOUAILHETAS, 2008) (Tabela 1).  

A fase latente é caracterizada pela atenuação temporária dos sintomas, que pode durar de 

vários dias até 1 mês. Ao final desse período inicia-se a fase “patológica” da SIA, caracterizada 

por intensa imunodepressão, que pode se estender até várias semanas após a exposição (Tabela 

1). Dentre os sistemas que constituem o corpo humano, o Sistema Hematopoiético exibe maior 

susceptibilidade aos efeitos prejudiciais da radiação em virtude de sua elevada 

radiossensibilidade. O maior comprometimento dos demais sistemas, tais como o Gastrointestinal 

e Nervoso Central, é alcançado apenas com doses superiores a 6 Gy (IAEA, 2000; 

WASELENKO et al., 2004). 

Na SIA, a triagem inicial das vítimas afetadas é realizada com base no quadro clínico e 

nos dados obtidos por meio de hemograma (contagem leucocitária e de plaquetas). Esta 

estimativa de dose não é precisa, mas auxilia no manejo das vítimas e torna mais ágil a tomada de 

decisões quanto à indicação do melhor tratamento médico. Em situações de emergência, que por 

vezes podem atingir centenas ou milhares de pessoas, a obtenção de um prognóstico preliminar 
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pode ser fundamental na recuperação e sobrevida dos indivíduos afetados (BERGER et al., 

2006). 

 

Tabela 1 – Correlação entre manifestações clínicas e nível de exposição 

Tipo de manifestação Dose (Gy) Sintomatologia apresentada 

Infra-clínica  1 Indivíduos assintomáticos 

Reações leves 

generalizadas 
1 a 2 

Astenia, náuseas e vômitos, 2 horas após a exposição 

Desaparecimento dos efeitos após 24 horas 

Síndrome 

Hematopoiética leve 
2 a 4 

Depressão da função medular (linfopenia, trombopenia e anemia
4
) 

dentro de 3 semanas. Em geral, o retorno da normalidade é 

alcançado com 4 a 6 meses 

Síndrome 

Hematopoiética grave 
4 a 6 Depressão severa da medula óssea 

Síndrome do Sistema 

Gastrointestinal 
6 a 7 Diarreias, vômitos e hemorragias 

Síndrome Pulmonar 6 a 10 Insuficiência respiratória aguda 

Síndrome do Sistema 

Nervoso Central 
 10 Coma e morte, horas após a exposição 

Fonte: Nouailhetas (2008) 

 

Acidentes radiológicos que envolvem exposição aguda de grande parte do corpo  

(> 50 %) são considerados raros e estão comumente associados a uma série de manifestações 

clínicas adversas, tais como febre, náuseas, vômitos e diarreia. Por essa razão, os indivíduos 

afetados precisam ser rapidamente diagnosticados e tratados conforme a dose de radiação 

absorvida (WASELENKO et al., 2004). 

Por outro lado, acidentes em que um órgão ou uma pequena porção do corpo (< 10 %) 

são irradiados com uma alta dose de radiação são muito mais frequentes do que aqueles que 

envolvem exposição de corpo inteiro, os quais se caracterizam pela manifestação de 

sintomatologia mais definida. As lesões surgem em resposta a elevadas doses de radiação  

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

prolongado período de recuperação (dias ou semanas) (IAEA, 2000).  

 

                                                 
4
 Redução do número de linfócitos, plaquetas e hemácias, respectivamente. 
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Figura 2 – Necrose apresentada na mão esquerda de médico traumatologista após contínua 

exposição aguda às RIs. Seta indica a região lesada 

 

 
Fonte: Amaral (2008) 

 

 

Similarmente ao que ocorre para as irradiações de corpo inteiro, a gravidade dos danos 

gerados por exposições parciais também pode ser correlacionada com a dose de radiação (Tabela 

2). Dentre eles, um dos primeiros indícios observados desta exposição é o aparecimento de 

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

 

Tabela 2 – Principais lesões epiteliais e relativos níveis de radiação em exposições agudas 

parciais 

 

Sintomatologia Dose (Gy) Manifestação dos sintomas 

Eritema 3 – 10 14 – 21dias 

Epilação  3 14 – 18 dias 

Escamação seca 8 – 12 25 – 30 dias 

Escamação úmida 15 – 20 20 – 28 dias 

Formação de bolhas 15 – 25 15 – 25 dias 

Ulcerações internas  20 14 – 21 dias 

Necroses cutâneas  25  21 dias 

Fonte: IAEA e WHO (1998) 
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Os efeitos biológicos radioinduzidos descritos anteriormente possuem uma mesma 

origem de formação, pois são reflexo da ação clastogênica das radiações ionizantes sobre a 

molécula fundamental da célula – o DNA (ácido desoxirribonucleico) (NATARAJAN, 2002).  

 

2.3 Influência das radiações ionizantes sobre o DNA  

 

A avaliação do impacto mutagênico induzido pelas radiações ionizantes sobre o núcleo 

da célula, em particular no DNA, tem sido alvo de inúmeras pesquisas, inicialmente baseadas em 

modelos animais (p.ex. parasitas, gafanhotos e ratos) e vegetais (p.ex. plantas do gênero 

Tradescantia e Vicia faba) (NATARAJAN, 2002).  

O elevado interesse sobre os tipos de danos deve-se ao fato de que é no DNA que estão 

contidas as informações necessárias ao funcionamento e manutenção das atividades metabólicas 

essenciais para a subsistência da célula. Além disso, várias evidências apontam o DNA como 

molécula alvo da ação genotóxica da radiação (p.ex. morte celular, carcinogênese e mutação) em 

vista de sua elevada radiossensibilidade (HALL; GIACCIA, 2006). 

Há duas vias pelas quais se processam as lesões no DNA: 1) a direta, onde a radiação 

incide diretamente sobre a dupla fita do DNA, induzindo alterações na cadeia polipeptídica; e 2) 

a indireta, na qual as ionizações ocorrem inicialmente sobre as moléculas de água, em um 

processo conhecido como radiólise, gerando radicais livres e peróxidos tóxicos que, por sua vez, 

agem sobre o DNA (HALL; GIACCIA, 2006) (Figura 3).  

Nas exposições às radiações que possuem alta transferência linear de energia (LET – 

Linear Energy Transfer), a exemplo das partículas alfa, nêutrons e elementos de fissão, 70 % das 

lesões radioinduzidas são do tipo direta. Por outro lado, para radiações de baixo LET (p.ex. 

radiação gama e raios-X) a prevalência do efeito direto cai para 40 %, como consequência da 

distribuição randômica (Poisson) de energia ao longo da trajetória do feixe de radiação 

(YOKOYA et al., 2008). 
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Figura 3 – Efeitos direto e indireto das RIs na molécula de DNA 

 

 
Fonte: Fernandes (2005) 

 

As radiações ionizantes podem gerar alterações estruturais na cadeia polipeptídica que 

incluem substituição de base nitrogenada, formação 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 lesões estruturais descritas anteriormente, a formação de DSBs complexas 

representa o dano celular mais severo, responsável por grande parte dos efeitos biológicos 

radioinduzidos (GARCIA-SAGREDO, 2008). 
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Figura 4 – Tipos de alterações mais frequentes nas cadeias do DNA 

 

 
Fonte: IAEA (2011) 

 

Nos eucariontes, o reparo das DSBs dá-se por pelo menos três mecanismos diferentes 

(NATARAJAN et a., 2008):  

 

1) Reparo por recombinação homóloga (Homologous recombination repair – HRR), via 

de reparo altamente precisa pela qual a sequência original de DNA é corrigida a partir 

de uma sequência homóloga;  

 

2) Pareamento de fita simples (Single- strand anneling – SSA), via de reparo semelhante 

à HRR que, contudo, não envolve recombinação e leva à formação das principais 

deleções intersticiais;  
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3) União terminal de DNA não homóloga (Nonhomologous DNA end joining – NHEJ), 

via de reparo na qual duas quebras terminais são unidas diretamente, gerando 

alterações em pequena escala (p.ex. substituição de bases, inserções e deleções) no 

ponto em que houve a quebra do DNA. 

 

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

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

 

Figura 5 – Esquema geral das vias de reparo HRR (a) e NHEJ (b) 

 

 

Fonte: Adaptado de Kanaar e cols. (1998) 
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A ausência de reparo das DSBs, resultante do comprometimento e inativação dos 

mecanismos citados anteriormente, está intimamente associada a modificações na conformação 

da cromatina
5
, podendo gerar alterações cromossômicas instáveis e/ou estáveis (GARCIA-

SAGREDO, 2008). 

 

2.4 Alterações cromossômicas (ACs) instáveis e estáveis 

 

A instabilidade genômica resultante de modificações estruturais na cromatina está 

diretamente relacionada ao aparecimento de alterações citogenéticas do tipo cromatídicas e 

cromossômicas. As alterações cromossômicas (ACs) são mais específicas às exposições 

envolvendo radiações ionizantes, enquanto que as cromatídicas geralmente estão associadas a 

algum tipo de estresse químico (BONASSI; AU, 2002). 

O estudo das ACs em linfócitos do sangue periférico, como indicador de genotoxicidade 

de agentes mutagênicos, tem origem na relação entre elevadas frequências de ACs e maior risco 

de aparecimento de cânceres. Esta associação foi inicialmente observada no sentido de avaliar o 

impacto que tais danos cromossômicos exercem sobre a saúde de trabalhadores expostos a 

agentes cancerígenos (NORPA et al., 2006). Posteriormente, as ACs também passaram a ter 

importância no campo da radiobiologia como biomarcadores de exposição, na avaliação do risco 

de carcinogênese após incidentes radiológicos e no acompanhamento de pacientes em 

radioterapia (SACHS et al., 2000). 

 

2.4.1 Classificação das ACs 

 

As ACs são classificadas em instáveis ou estáveis de acordo com o tempo de vida médio 

e a viabilidade da célula  portadora dessas aberrações (BONNER, 2003). As alterações 

cromossômicas instáveis (ACIs) exibem um caráter transitório em virtude do grau de rearranjo e 

do tipo de deleção sofrido na conformação original dos cromossomos, estando associadas à perda 

de material genético e comprometimento da viabilidade celular (LLOYD, 1998; BONASSI; AU, 

2002).  

                                                 
5
  A cromatina é estrutura formada pela associação da dupla fita de DNA às proteínas histônicas e não-histônicas, 

cujo empacotamento origina os cromossomos. 



15 

 

O material genético tende a ser perdido na mitose por duas vias principais: (1) dispersão 

de fragmentos acêntricos no meio extracelular, como resultado de sua reduzida capacidade de se 

fixar aos fusos mitóticos; e (2) ruptura das pontes nucleoplásmicas, geralmente formadas pelos 

dicêntricos no final da telófase (citocinese) (Figura 6) (ALEXANDER et al., 2006). 

 

Figura 6 – Representação esquemática das etapas do ciclo celular mitótico. Em destaque estão as 

principais vias de formação das ACIs 

 

 
 

Fonte: Adaptado de <http://www.dartmouth.edu> 

 

Em contrapartida, as alterações cromossômicas estáveis (ACEs) não afetam de forma tão 

significativa o processo de divisão e a viabilidade da célula, permanecendo em linfócitos do 

sangue periférico e em células-tronco hematopoiéticas da medula óssea vários anos após a 

Fragmentos acêntricosPonte nucleoplásmica

http://www.dartmouth.edu/
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exposição. São exemplos de ACEs as translocações
6
 recíprocas e inserções, cujo mecanismo de 

formação envolve rearranjo entre segmentos cromossômicos homólogos e não homólogos 

(RODRÍGUEZ et al., 2004; TUCKER, 2008). 

As translocações recíprocas ganharam destaque nos ensaios biodosimétricos por 

persistirem ao longo do processo de renovação celular por um período de tempo maior, o que as 

tornou biomarcadores de exposição mais apropriados que os dicêntricos em investigações 

retrospectivas (SOROKINE-DURM et al., 2000; EDWARDS et al., 2005).  

Entretanto, a análise desse biomarcador não é recomendada como método de rotina em 

decorrência dos custos relativos às técnicas citogenéticas de coloração mais utilizadas (p.ex. 

Hibridização in situ fluorescente, SKY e m-FISH). Além disso, significativas variações 

interindividuais têm sido detectadas, em particular em indivíduos com idade acima de 40 anos. 

Tal variação é resultado da contribuição de outros fatores como senilidade, tabagismo e agentes 

químicos mutagênicos na produção das ACEs (MÜLLER et al., 2005; LEMOS-PINTO; 

AMARAL, 2011). 

Os tipos mais comuns de ACIs são os cromossomos dicêntricos, os cromossomos em 

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

 

Figura 7 – Cromossomos dicêntricos (setas vermelhas), em anel (seta azul) e fragmentos 

acêntricos (círculos): aberrações cromossômicas instáveis (ACIs) em metáfase irradiada 

 

 

Fonte: Autor 

 

                                                 
6
 Definição: Trocas ou rearranjos cromossômicos que podem ou não ser recíprocos. 
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Os dicêntricos são formados a partir da clivagem de dois cromossomos adjacentes que, 

por meio de falhas do sistema enzimático de reparo (endonucleases), são unidos 

assimetricamente, gerando uma estrutura modificada com dois centrômeros, mais um fragmento 

acêntrico. O aparecimento de tri ou tetracêntricos ocorre principalmente devido a doses elevadas 

de radiação (  4 Gy) (LÉONARD et al., 2005).   

Por sua vez, os cromossomos em anel são originados da união das extremidades 

adesivas de um mesmo cromossomo, após a ruptura de seus respectivos segmentos terminais. 

Este tipo de alteração raramente é observado nos linfócitos irradiados, compreendendo apenas  

10 % de todas as alterações instáveis. A incidência de cromossomos em anel está mais 

frequentemente associada a altas doses e a radiações com alto poder de ionização (VOISIN et al., 

2004; STRICKLIN et al., 2005). 

Os fragmentos acêntricos incluem anéis acêntricos, deleções terminais e intersticiais, 

que apesar de serem igualmente agrupados nesta classe, possuem distintas origens de formação, 

formas e tamanhos. A aplicação dos fragmentos acêntricos em dosimetria citogenética é restrita 

devido à sua elevada frequência basal (1 em cada 250 células) e à significativa influência positiva 

que agentes tóxicos não radioativos, como certos agentes mutagênicos químicos, exercem em sua 

formação. Contudo, alguns laboratórios o utilizam como indicativo da presença de cromossomos 

dicêntricos quando sua frequência está acima dos níveis basais (0-3 em 1000 células) (IAEA, 

2011). 

Dentre as ACIs, os cromossomos dicêntricos são considerados uma “assinatura 

biológica” das RIs devido (LEMOS-PINTO; AMARAL, 2011): 

 A sua elevada especificidade às radiações ionizantes; 

 Ao fato de que poucos agentes mutagênicos induzem a formação de dicêntricos (p.ex. 

bleomicina e neocarcinostatina), e de que esses agentes “radiomiméticos” possuem 

aplicação restrita a tratamentos quimioterápicos, devido a sua alta toxicidade;  

 A sua alta incidência entre as ACIs (~ 60 %) e baixo nível de “background” em 

células de indivíduos não radioexpostos (0-1 em 1000); 

 Às inexpressivas variabilidades interindividuais observadas nas populações 

estudadas; 

 À possibilidade de determinação do grau de homogeneidade da exposição com base 

em seu padrão de distribuição. 
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2.4.2 Modelo biológico – Linfócitos ou fibroblastos? 

 

Os modelos biológicos mais comumente utilizados no estudo das ACIs são os 

fibroblastos e os linfócitos presentes no sangue periférico. Tratam-se de células quiescentes (fase 

G0 do ciclo celular) que, ao sofrerem a ação das RIs, armazenam o dano radioinduzido, ainda que 

sejam estimuladas e retomem o processo de divisão celular (FRINGER; GRINNELL, 2003; 

YUSUF; FRUMAN, 2003).  

Ao serem cultivados in vitro, os fibroblastos e os linfócitos são estimulados a entrarem 

novamente em divisão (e passarem pelas fases G1, S, G2 e Mitose). Para tanto, a 

fitohemaglutinina (PHA – Phytohemagglutinin) é o mitógeno mais comumente utilizado. A 

visualização dos cromossomos é realizada na etapa do ciclo mitótico em que apresentam 

morfologia melhor definida e maior grau de condensação – a metáfase. O bloqueio da mitose em 

metáfase é obtido por meio da adição de Colcemid ao meio de cultivo celular (CARLONI et al., 

2001).  

O Colcemid é uma droga antimitótica sintética, análoga à colchicina (Figura 8), que 

possui uma toxicidade 30 vezes menor do que a colchicina e um bloqueio mais eficiente do ciclo 

mitótico (BANERJEE; BHATTACHARYYA, 1979; KANDA et al., 1994). 

 

Figura 8 – Semelhança entre a estrutura molecular do Colcemid e da colchicina. Em vermelho 

está evidenciado o radical (R) que é particular de cada molécula 

 

 

Fonte: www. fx.damasgate.com 
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Tanto os linfócitos quanto os fibroblastos podem ser cultivados in vitro de acordo com 

as condições descritas anteriormente. Entretanto, as células linfocitárias exibem características 

mais vantajosas aos ensaios biodosimétricos, tais como: tempo de cultivo reduzido (48 horas) em 

relação aos fibroblastos (1 semana), o que reduz o risco de contaminação; procedimento de coleta 

das amostras (punção venosa) mais simples e menos invasivo do que o dos fibroblastos (biópsia); 

além de serem células que estão em contínua circulação no sangue periférico (STANKEOVÁ et 

al., 2003; GARCIA-SAGREDO, 2008).  

Adicionalmente, a transmissibilidade e relativa estabilidade das ACIs nas células 

linfocitárias permitem que a dose absorvida possa ser mensurada até 3,5 anos após uma 

exposição a baixas doses de radiação (GARCIA-SAGREDO, 2008). 

 

2.4.3 Técnicas citogenéticas de coloração 

 

O método de coloração comumente empregado na análise das ACIs é a coloração 

convencional com Giemsa, pela qual todos os cromossomos são uniformemente corados (IAEA, 

2011). As vantagens desta coloração como método de rotina devem-se à simplicidade 

metodológica, ao baixo custo associado e à rapidez de execução. Por outro lado, por ser uma 

técnica que cora uniformemente toda a extensão do cromossomo, a identificação dos dicêntricos 

torna-se uma tarefa mais laboriosa, principalmente se houver sobreposição de cromátides-irmãs 

(FERNANDES et al., 2008a). 

O desenvolvimento de métodos que permitem localizar de forma mais rápida e precisa a 

região centromérica dos dicêntricos tem auxiliado os citogeneticistas na identificação e análise 

das metáfases linfocitárias em investigações biodosimétricas. Como exemplo, podem ser citadas 

as técnicas de bandeamento C e de hibridização 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 análise biodosimétrica células em M2 

(2ª divisão mitótica). Esta distinção faz-se pela adição da 5-Bromo-2-desoxiuridina (BrdU) no 
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início do cultivo celular, permitindo uma coloração diferenciada das cromátides de acordo com 

seu progresso no ciclo de divisão celular em M1, M2, M3 e M4 (HAYATA et al., 1992). 

O DNA das metáfases que incorporam BrdU na passagem de dois ciclos celulares torna-

se sensível à luz ultravioleta. Como resultado, as cromátides-irmãs de cada cromossomo exibem 

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

 

Figura 9 – Metáfase em segunda divisão corada com FPG 

 

 
Fonte: IAEA (2011) 

 

Embora este método gere uma maior acurácia nos ensaios biodosimétricos, a resolução 

das preparações cromossômicas pode ser seriamente comprometida, tornando os cromossomos 

“borrados”, o que pode dificultar o reconhecimento dos dicêntricos (ROY et al., 1996).  

Como alternativa ao FPG, alguns estudos têm adicionado Colcemid 0 ou 24 horas após o 

início do cultivo celular, como forma de bloquear mais eficientemente a entrada dos linfócitos em 

M2 (KANDA, 2000). Este procedimento, contudo, pode gerar uma excessiva condensação 

cromossômica (Figura 10) a não ser que a concentração final de Colcemid normalmente utilizada  

(0,5 µg/ ml) seja substancialmente reduzida em cerca de 10 vezes (0,05 µg/ ml) (IAEA, 2011). 
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Figura 10 – Pares cromossômicos 2 (verde - FITC) e 3 (vermelho – Texas red) marcados por 

FISH. Em (a), os cromossomos exibem tamanho normal e em (b) estão altamente contraídos pela 

adição de alta concentração de Colcemid no início da cultura 

 

 

Fonte: Fernandes (2009) 

 

2.5 Dosimetria citogenética na avaliação dos níveis de exposição individual 

 

Na investigação de exposições às RIs, a dosimetria citogenética surge como um caso 

particular da biodosimetria no qual a reconstrução da dose absorvida baseia-se na mensuração de 

marcadores citogenéticos sensibilizados (p.ex. ACIs e ACEs) pela ação das radiações ionizantes 

com a dose (MONTORO et al., 2009). Esse método tem sido aplicado de forma complementar, 

ou mesmo em substituição à dosimetria física na estimação do nível de exposição de 

trabalhadores e membros do público em geral, principalmente em casos de incidentes radiológico 

(AMARAL, 2005).  

Os primeiros trabalhos a correlacionarem as ACIs com a dose absorvida foram iniciados 

por Bender e Gooch em 1962, através da quantificação de dicêntricos e fragmentos nas vítimas 

do acidente nuclear ocorrido em Hanford, Estados Unidos (KANDA, 2000; AGRAWALA et al., 

2010). Estudos posteriores ratificaram as observações de Bender e Gooch, evidenciando a 

ausência de variações significativas entre a formação de dicêntricos in vivo e in vitro em amostras 

de sangue periférico uniformemente irradiadas. Tal princípio é utilizado na construção de curvas 

de calibração (KAWATA, 2004; LÉONARD et al., 2005). 

A construção de curvas de calibração em dosimetria citogenética baseia-se na relação 

dose-efeito obtida em linfócitos humanos irradiados, com doses de radiação conhecidas, 
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considerando as características físicas da radiação incidente e o tipo de exposição (aguda ou 

crônica) (AMARAL, 2002; VOISIN et al., 2002).  

Fatores como a transferência linear de energia da radiação (Linear Energy Transfer - 

LET), a taxa de dose com a qual a radiação foi recebida, a temperatura do meio externo e o nível 

de oxigenção podem afetar o grau de resposta da célula, tecido ou órgão frente à ação 

clastogênica da radiação (VINNIKOV et al., 2010). Cada um desses parâmetros será discutido a 

seguir. 

 

2.5.1 Fatores de influência – LET, taxa de dose, temperatura e oxigênio 

 

Por definição, a transferência linear de energia ou LET é definida como a energia média 

de radiação depositada na matéria, por unidade de comprimento (keV/µm). Em termos 

citogenéticos, quanto maior for o LET da radiação ionizante incidente, maior será a sua eficácia 

biológica relativa (Relative Biologic Effectiveness – RBE) em produzir quebras cromossômicas 

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

 

Figura 11 – Curva dose-efeito para radiações de alto e baixo LET 

 
Fonte: IAEA (2011) 

 

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

penetração e cuja ionização dá-se de forma espaçada, a curva dose-efeito descreve uma equação 
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polinomial do 2º grau, denominada linear-quadrática (Equação 1). Isto ocorre porque na produção 

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

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

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

 

     Y = C + αD + βD
2      

 (1) 

Onde: 

“Y” é a frequência de dicêntricos nas células analisadas; 

 “C” é a frequência de aberrações cromossômicas devido à radiação natural; 

 “α” e “β” são os coeficientes linear e quadrático, respectivamente; 

 “D” é a dose de radiação absorvida.  

 

Figura 12 – Frequência de ACIs para altas e baixas doses de radiação 

 

 

Fonte: Dainiak e cols. (2003) 

 

Para radiações de alto LET (p.ex. nêutrons, partículas alfa e elementos de fissão), que 

possuem alto poder de ionização e cuja deposição de energia ocorre de forma localizada, o 

componente quadrático desaparece e a curva passa a apresentar uma resposta linear em função da 

dose-resposta, definida pela equação abaixo (Equação 2). Neste caso, para cada partícula de 

radiação haverá produção de um dicêntrico (IAEA, 2011). 
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Y = C + αD       (2) 

 

Além do LET, outro fator que interfere na relação dose-efeito é o intervalo de tempo 

entre cada exposição. O fracionamento ou prolongamento da dose de radiação viabiliza a 

correção 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 frequência de ACIs produzida após uma exposição crônica será menor do que aquela 

gerada após uma exposição aguda (ROZGAJ et al., 2002).  

Para radiações de baixo LET, a redução da taxa de dose altera a conformação da curva 

dose-efeito tornando-a cada vez mais linear. Caso o intervalo de tempo entre as exposições seja 

superior a 6 horas, a curva linear-quadrática se tornará linear. Esse raciocínio não é, todavia, 

aplicável às radiações de alto LET, que naturalmente apresentam uma resposta linear. Na Figura 

13, é ilustrado o efeito que variações na taxa de dose promovem na conformação das curvas de 

dose-resposta (HALL; GIACCIA, 2006).  

 

Figura 13 – Influência da taxa de dose na conformação de curvas dose-efeito para radiações de 

alto e baixo LET 

 
 

Fonte: Lloyd e Purrott (1981) 
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Assim como o LET e a taxa de dose, a temperatura ambiente e o nível de oxigenação do 

meio extracelular também exercem um papel importante na frequência de ACIs. Estudos 

mostram que a indução de variações térmicas entre 4 e 37 ºC, antes e após a irradiação, interfere 

tanto na formação quanto no reparo das lesões radioinduzidas, agindo como um “fator 

modificador da dose”. Algumas hipóteses têm sido propostas para justificar tal fenômeno 

(GUMRICH et al., 1986; VIRSIK-PEUCKERT; HARDER, 1986), a saber: 

 

1) A temperatura determinaria a eficiência com a qual lesões moleculares precursoras 

seriam convertidas em lesões mais estáveis (SSBs → DSBs), por meio de rearranjos 

modulados pela temperatura; 

 

2) A temperatura de irradiação afetaria a atividade das enzimas de reparo de ação rápida 

que participam da conversão de lesões precursoras em lesões mais estáveis; 

 

3) A cromatina sofreria uma alteração temperatura-dependente em sua conformação a 

15 ºC, conferindo um efeito radioprotetor contra os efeitos danosos da radiação e, 

com isso, diminuindo a frequência das lesões radioinduzidas; 

 

4) O efeito da temperatura inibiria o efeito indireto do oxigênio, ou seja, sua influência 

estaria atrelada a inibição da difusão do oxigênio até o núcleo da célula em 

decorrência de baixas temperaturas.  

 

A radiossensibilização causada pelo efeito do oxigênio (O2) é geralmente atribuída à 

capacidade do O2 de se ligar aos radicais formados pela ação indireta da radiação, resultando em 

subprodutos danosos que dificultam o reparo imediato do DNA. Na prática, células irradiadas na 

presença de O2 são cerca de três vezes mais sensíveis do que aquelas irradiadas sob condições de 

hipoxia. O grau de sensibilização produzido pelo oxigênio é caracterizado pela relação de 

aumento do oxigênio (“Oxygen enhancement ratio”) ou OER, que é obtido pela divisão da dose 

necessária para produzir um determinado efeito sob condições de hipóxia com a dose necessária 

para produzir o mesmo efeito, em condições aeróbicas (IAEA, 2010). 

Vale salientar que não apenas os fatores físicos descritos anteriormente contribuem com 

a diminuição da frequência de ACIs nos linfócitos. As características do próprio linfócito (p.ex. 
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taxa de proliferação, de recirculação e o tempo médio de vida) favorecem igualmente a 

eliminação desses marcadores citogenéticos a cada ciclo de divisão celular. Em dosimetria 

citogenética, o resultado qualitativo da eliminação progressiva destas alterações é o aumento das 

incertezas associadas à estimação da dose de radiação absorvida (PALA et al., 2001; ROZGAJ et 

al., 2002; BELLONI et al., 2008).   

 

2.5.2 Produção in vitro da curva dose-resposta  

 

De acordo com a IAEA (2011), cada laboratório de dosimetria citogenética deve 

estabelecer sua própria curva de dose-resposta, a fim de reduzir as incertezas associadas às 

estimativas de dose. Isto porque o uso de diferentes reagentes e protocolos laboratoriais 

eventualmente geram variáveis que, somadas às incertezas relacionadas à análise das alterações 

cromossômicas radioinduzidas podem comprometer as investigações envolvendo casos de 

suspeita e/ou ocorrência de exposição excessiva às RIs.  

Sabendo-se que o tipo predominantemente de exposição às RIs está associado a 

irradiações por raios-X e gama, a determinação de curvas dose-resposta in vitro para estas 

radiações é uma prioridade em laboratórios de dosimetria citogenética. Na produção de uma 

curva de calibração, é imprescindível que a dose-resposta gerada in vitro seja similar àquela 

observada in vivo. Nesse sentido, faz-se necessário a tomada de algumas precauções na etapa de 

irradiação dos linfócitos (IAEA, 2011), tais como: 

 

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

de modo a proporcionar irradiação uniforme das amostras de sangue; 

 

2) As amostras de sangue devem ser alocadas em material com densidade similar a do 

tecido sanguíneo (fantoma), de modo a garantir o equilíbrio na geração de partículas 

carregadas, em toda amostra; 

 

3) Para que a curva de calibração possa ser utilizada em caso de exposições acidentais 

agudas, a taxa de dose deve ser ajustada de modo que o tempo total de irradiação não 

ultrapasse 15 minutos; 
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4) A geometria e os materiais adjacentes ao fantoma devem ser selecionados a fim de 

que correções quanto à distância, absorção, espalhamento e falhas na interface 

sangue/fantoma sejam minimizadas. 

 

As amostras irradiadas devem ser devidamente acondicionadas e transportadas até o 

laboratório para então serem incubadas em meio enriquecido, processadas e fixadas. A partir das 

culturas fixadas são confeccionadas lâminas para análise das ACIs (dicêntricos, fragmentos e 

cromossomos em anel). Os dados obtidos sobre a frequência de dicêntricos são então “ajustados” 

e validados através de métodos matemáticos e estatísticos (IAEA, 2001). 

No processo de construção das curvas de dose-resposta, o crescente emprego de 

softwares específicos tem contribuído para uma maior precisão e rapidez das análises 

citogenéticas voltadas a pesquisas e prestações de serviço em Biodosimetria (AINSBURY; 

BARQUINERO, 2009). Nesse sentido, primeiramente é preciso avaliar se a distribuição de 

dicêntricos obtida para cada dose segue uma distribuição de Poisson.  

A partir da taxa de dispersão dos dados, a aplicação do Teste u (SAVAGE, 1970 apud 

IAEA, 2011) permitirá predizer o quanto a variância das amostragens corresponde ao esperado na 

distribuição de Poisson. Caso sejam identificados desvios na taxa média de variância, estes 

podem ser corrigidos pontualmente através da multiplicação da variância derivada de Poisson 

pela taxa de variância/média (IAEA, 2011). 

Para obtenção dos termos “α”, “β” e “C”, a frequência de dicêntricos é ajustada para 

cada dose através de métodos matemáticos. Os mais utilizados são o Método dos Mínimos 

Quadrados (MMQ) e o de Máxima Verossimilhança (MV), normalmente executados por 

softwares que utilizam métodos interativos para ajuste dos dados. Por definição, um método 

interativo é um procedimento matemático computacional que gera uma melhor sequência de 

aproximação para a resolução de uma determinada classe de problemas. A implementação de um 

método interativo depende da definição de um algoritmo e a inclusão de um critério de parada 

(AINSBURY; BARQUINERO, 2009).  

No MMQ, a soma das diferenças ao quadrado é reduzida entre os valores observados, 

que são ajustados com o peso dos dados fornecidos pelo inverso de sua variância. Por outro lado, 

em MV os valores dos diferentes parâmetros do modelo estatístico são estimados de forma a 

maximizar a função de verossimilhança relacionada com a probabilidade dos dados observados. 



28 

 

A qualidade e a significância dos coeficientes α e β 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 frequência de dicêntricos para radiações de baixo e alto LET 

 

Fonte C ± DP α ± DP β ± EP χ
2 

GL F (p < 0,01) 

60
Co 0, 00128 ± 0,00047 0,02103 ± 0,00516 0,06307 ± 0,00401 6,61 8 15,73 

4
He (20 Mev) 0,00143 ± 0,00093 0,32790 ± 0,02875 0,02932 ± 0,01636 7,40 6 11,41 

DP – Desvio padrão; GL – Graus de liberdade 

Fonte: IAEA (2011) 

 

Do ponto de vista estatístico, o ajuste satisfatório da curva de calibração depende da 

utilização de um número suficiente de graus de liberdade. Idealmente, devem ser utilizadas cerca 

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

Gy é desnecessária, especialmente porque acima deste valor há saturação da frequência de 

aberrações, resultando em distorções do coeficiente β (IAEA, 2001). Tendo em vista que os 

coeficientes α e β são fatores correlatos, a diminuição do coeficiente β irá promover o 

consequente aumento do coeficiente α (Tabela 4).  

 

Tabela 4 – Efeito da inclusão de altas doses no ajustamento dos dados para uma radiação de 

baixo LET 

Dose (Gy) α ± DP β ± EP χ
2 

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 ± 13,1 4,67 ± 0,37 5,9 5 

5 - 5,9 ± 4,4 5,16 ± 0,44 2,5 4 

DP: Desvio padrão 

Fonte: Norman e Sasaki (1966) apud IAEA (2001) 
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Quanto ao termo “C” da equação linear-quadrática, a baixa incidência de dicêntricos na 

população em geral tem gerado problemas de ordem matemática devido à inclusão de um “ponto 

zero” na curva. Para evitar tal situação, tem sido proposta a inclusão de um valor pequeno, 

equivalente ao nível basal de dicêntricos, mas matematicamente representativo do valor de C ao 

ponto zero da curva (0-1 em 1000 células) (VINNIKOV et al., 2010). 

No processo de construção das curvas de dose-resposta, o crescente emprego de 

softwares específicos tem contribuído com uma maior precisão e rapidez das análises 

citogenéticas voltadas a pesquisas e prestações de serviço em Biodosimetria (AINSBURY; 

BARQUINERO, 2009).  

 

2.5.3 Estimação da dose absorvida 

  

A dose absorvida é a grandeza física fundamental utilizada na avaliação dos potenciais 

efeitos biológicos, resultantes de exposições excessivas às RIs. No Sistema Internacional de 

medidas, sua unidade é J/kg e nome específico Gray (Gy). A partir desta grandeza, a ICRP 

estabeleceu duas outras grandezas físicas denominadas dose equivalente e dose efetiva, ambas 

expressas em Sievert (Sv), como forma de diferenciá-las da anterior (ICRP, 1990). O cálculo das 

doses equivalente e efetiva leva em conta não só a energia da radiação incidente, como também a 

radiação incidente e a radiossensibilidade de órgãos e tecidos do corpo humano (STREFFER, 

2007). 

Em dosimetria citogenética, um dos aspectos que mais contribui para o aumento das 

incertezas estatísticas na estimação da dose absorvida diz respeito ao número de metáfases que 

precisa ser contabilizado nas análises biodosimétricas (Tabela 5) (AINSBURY; BARQUINERO, 

2009). 

No estabelecimento da dose-resposta para construção da curva de calibração, por 

exemplo, até 10.000 metáfases podem ser contabilizadas para redução das incertezas associadas, 

a valores considerados desprezíveis (ROMM et al., 2009). Por outro lado, na investigação de 

incidentes radiológicos tem sido proposta a contagem de 500 metáfases ou 100 dicêntricos, como 

regra geral. Estatisticamente, a precisão dessas análises é de aproximadamente 200 ± 100 mGy 

(AINSBURY; BARQUINERO, 2009). Todavia, em se tratando de uma avaliação preliminar da 

dose absorvida em que grande parte da população local foi afetada, a contagem de 50 metáfases 
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ou 30 dicêntricos é suficiente para a obtenção de um prognóstico inicial quanto ao risco do 

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

diminuição do número de células contabilizadas reduz a acurácia das análises para 400 ± 300 

mGy, o que para uma situação de criticalidade radiológica é considerado aceitável (LLOYD et 

al., 2000; VOISIN et al., 2004). 

 

Tabela 5 – Influência do número de metáfases contabilizadas, nos intervalos de confiança, da 

dose estimada, considerando uma exposição aguda a partir de uma fonte de 
137

Cs 

Metáfases 

contabilizadas 

Dose estimada 

(Gy) 

Intervalo de confiança Nº de 

dicêntricos
 

Frequência de 

dicêntricos LCI LCS 

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 5,9 5 

LCI: Limite de confiança inferior; LCS: Limite de confiança superior 

 

Fonte: Romm e cols. (2009) 

 

A decisão sobre o número de células a ser contabilizado na avaliação de indivíduos 

expostos ou com suspeita de exposição às RIs depende: 1) do tipo de exposição (corpo inteiro ou 

parcial); 2) da importância do caso analisado com relação ao número de pessoas afetadas; e 3) de 

evidências que indiquem a ocorrência de uma exposição excessiva ou crônica à radiação 

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

 

2.5.4 Aplicações da dosimetria citogenética 

 

2.5.4.1 Exposições acidentais 

 

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

Goiânia (1987) e Fukushima (2011) estão comumente associados a exposições agudas, nas quais 

grande parte do corpo (> 50 %) é submetida a altos níveis de radiação, resultando em uma série 
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de manifestações clínicas adversas, tais como febre, náuseas, vômitos e diarreia. Nesses casos, a 

triagem inicial das vítimas é primariamente realizada por meio da avaliação das manifestações 

clínicas apresentadas (WASELENKO et al., 2004; IAEA, 2011; LEMOS-PINTO; AMARAL, 

2011).  

Quando a coleta de sangue ocorre até três meses após o incidente, a determinação da 

frequência de dicêntricos, anéis e fragmentos acêntricos é amplamente validada como método de 

referência para estimar a dose absorvida. Após períodos prolongados (> 3 meses – exposições 

agudas; > 3 anos – exposições crônicas), a análise e contagem de translocações recíprocas passa a 

representar de forma mais fidedigna o nível de exposição individual (MOQUET et al., 2000; 

PALA et al., 2001; BELLONI et al., 2008). 

No caso particular dos acidentes nos quais um órgão ou uma pequena porção do corpo  

(< 10 %) foi exposta a altas doses de radiação, a contagem de ACIs presente nos linfócitos da 

vítima afetada torna-se ineficaz, uma vez que o número de células irradiadas é desprezível 

(LÉONARD et al., 2005).  

 

2.5.4.2 Exposições ocupacionais 

 

A maior parte das exposições ocupacionais está associada a exposições parciais, 

crônicas e não uniformes, envolvendo baixas doses de radiação, que induzem a diminuição do 

número de ACIs nas células analisadas em relação à frequência que seria esperada após uma 

exposição aguda, para a mesma dose (LÉONARD et al., 2005).  

Diante desse cenário, comumente são efetuadas extrapolações matemáticas para o 

cálculo da dose absorvida, visando a não subestimação da dose absorvida. Em geral, os métodos 

Poisson contaminada (CP) e Qdr são utilizados em casos de exposição parciais, enquanto que a 

introdução de uma função G(x) possibilita o ajuste da dose, em conformidade com a taxa de dose 

empregada (IAEA, 2011). Tendo em vista que a fração de células irradiadas sofre atraso mitótico 

devido aos danos radioinduzidos, o prolongamento do tempo de cultivo celular de 48 para 72 

horas, com adição precoce de Colcemid (0 e 24 horas), também viabiliza a correção da dose em 

casos de exposição parcial, pois possibilita a análise de células M1 em atraso mitótico 

(FERNANDES et al., 2008b).  
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2.5 Dosimetria citogenética na Legislação Brasileira 

 

O emprego da dosimetria citogenética como ferramenta de investigação em saúde 

ocupacional tem sido particularmente importante em questões médico-legais (perícias 

trabalhistas) e como método complementar à dosimetria física, onde a monitoração individual é 

realizada com auxílio de dispositivos sensíveis à radiação, genericamente denominados de 

dosímetros (AMARAL, 2002). Enquanto os dosímetros físicos medem grandezas operacionais 

utilizadas no estabelecimento de níveis de referência, a fim de limitar a probabilidade de 

ocorrência de efeitos biológicos; os dosímetros biológicos, por sua vez, são o produto da 

interação das RIs com o tecido vivo e por isso refletem com maior precisão os efeitos resultantes 

da exposição a esse agente genotóxico (AMARAL, 2005). 

Em vários países da Europa e dos Estados Unidos, a prática da dosimetria citogenética é 

uma realidade. No Brasil, o tema é ainda pouco difundido entre os profissionais de saúde. 

Somente em 2005, o Ministério do Trabalho e Emprego aprovou a Norma Regulamentadora 32 

(NR 32) – Segurança e Saúde no Trabalho em Serviços de Saúde – que estabelece procedimentos 

a serem seguidos no sentido de garantir a integridade física e mental do trabalhador da área de 

saúde. Dentre os vários aspectos abordados, esta norma inclui a dosimetria citogenética como um 

exame complementar em casos de suspeita ou ocorrência de exposição individual acidental às 

radiações ionizantes, a critério médico (MT/PORTARIA/ /SST Nº 32.4.5; 32.4.6, 2005). 

O desconhecimento desta norma por muitos profissionais da área resulta na não 

solicitação da dosimetria citogenética, por médicos do trabalho, em diversos casos de suspeita de 

exposição acidental. Em paralelo, raros são os laboratórios que dispõem de infraestrutura e de 

profissionais capacitados para a realização de análises citogenéticas para fins de investigação de 

acidentes radiológicos (LEMOS-PINTO; AMARAL, 2011). 

Embora o estabelecimento da NR 32 tenha revelado a preocupação e conscientização 

dos riscos inerentes às RIs pelos órgãos de radioproteção responsáveis, ainda podem ser 

identificadas algumas lacunas na legislação vigente. Dentre elas, alguns pontos merecem atenção 

especial:  

1) Os demais profissionais do setor nuclear que estão ocupacionalmente expostos às RIs 

não foram legalmente incluídos nessa norma;  
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2) Observa-se uma carência de informações quanto ao método biodosimétrico de 

referência, mais especificamente, o tipo de marcador biológico a ser utilizado em 

virtude das condições em que se processou a exposição (aguda ou crônica);  

 

3) A indicação da dosimetria citogenética na avaliação do nível exposição ocupacional 

se restringe tão somente aos casos de exposição acidental, que contribuem em menor 

escala no âmbito das irradiações. 

 

2.6 Padronização de critérios metodológicos em dosimetria citogenética 

 

Todos os critérios metodológicos precisam ser devidamente parametrizados em 

dosimetria citogenética com o intuito de evitar a subestimação da dose de radiação, o que 

prejudicaria o prognóstico de indivíduos expostos quanto ao risco de desenvolverem efeitos 

biológicos a curto ou em longo prazo. Isto é particularmente verdade em situações de exposição 

crônica prolongadas ou excessivas às RIs (acima dos limites recomendados) (WHITEHOUSE et 

al., 2005).  

A IAEA, por meio de suas publicações em 2001 e 2011, tem procurado apresentar com 

detalhe revisões e atualizações com relação aos atuais métodos citogenéticos disponíveis em 

dosimetria citogenética, bem como sobre os critérios e recomendações internacionais empregados 

no controle de qualidade desta prática. A finalidade desta iniciativa é assegurar a uniformidade e 

otimização das técnicas e procedimentos aplicados nas várias etapas dos ensaios biodosimétricos, 

estejam eles relacionados ao cultivo e análise das amostras, à construção de curvas de calibração, 

ou ainda do simples conhecimento sobre a necessidade de se conhecer previamente o histórico de 

exposição do indivíduo a ser analisado, ao se mensurar a dose absorvida.  

Uma aplicação direta do avanço em termos de conhecimento científico nesse âmbito foi, 

por exemplo, a redução do número de metáfases linfocitárias e dicêntricos contabilizados de 500 

e 100 para 50 e 30, respectivamente, em situações de emergência radiológica (LLOYD et al., 

2000). Este procedimento foi peça-chave para o encurtamento do tempo de análise em até 20 

vezes, o que tem permitido a execução de uma triagem preliminar de vítimas acidentalmente 

expostas às RIs em função do grau de exposição (LLOYD, 2005).  

No âmbito das exposições ocupacionais, que são significativamente mais frequentes e 

apresentam, portanto, maior risco associado, a otimização e padronização da dosimetria 
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citogenética é de suma importância na avaliação do impacto real que as RIs geram ao nível 

biológico, em função da dose de radiação recebida (LINET et al., 2010).  

Muitos países têm constituído laboratórios de dosimetria citogenética de referência e 

estabelecido redes regionais e nacionais, com intuito de aprimorar as suas capacidades. Por sua 

vez, as agências das Nações Unidas (IAEA e OMS) que fornecem cooperação internacional em 

biodosimetria também têm reunido esforços para formar redes citogenéticas (WILKINS et al., 

2008). Contudo, são poucos os países que possuem mais de um laboratório de dosimetria 

citogenética em atividade. 

Nesse sentido, redes nacionais situadas na França, Coréia, Japão e Canadá têm 

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 necessário. De modo geral, tal processo requer uma adequada coordenação de diversos 

fatores, relacionados à infraestrutura, logística, manejo dos dados e comunicação (IAEA, 2011). 

No Brasil, a carência de laboratórios especializados em dosimetria citogenética tem sido 

um dos principais fatores do desconhecimento e da falta de padronização desta metodologia, 

especialmente como ferramenta de investigação em saúde ocupacional em questões médico-

legais (perícias trabalhistas) e no controle de qualidade da dosimetria física (LEMOS-PINTO; 

AMARAL, 2011). Esse quadro dificulta a realização de intercomparações laboratoriais ao nível 

nacional, importantes para a realização de triagens nos laboratórios biodosimétricos quanto à sua 

precisão e confiabilidade na estimação da dose absorvida (STRICKLIN et al., 2007). 

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi realizar a otimização de parâmetros 

metodológicos em dosimetria citogenética, relativos à adição de Colcemid, à construção de 

curvas dose-efeito e à temperatura de armazenamento de sangue periférico. Posteriormente, estes 

parâmetros foram aplicados em investigações de casos envolvendo suspeita de exposição 

excessiva às radiações ionizantes. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Perfil da pesquisa 

 

Esta pesquisa foi do tipo experimental, na qual foram utilizadas células linfocitárias do 

sangue periférico de indivíduos do público considerados clinicamente saudáveis e de 

profissionais ocupacionalmente expostos. A casuística deste trabalho foi composta por 6 

indivíduos, 5 mulheres e 1 homem, com idade entre 25 e 40 anos. 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo Seres Humanos 

do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal de Pernambuco, sob registro de Nº 

031/09 (Apêndice A) 

Os participantes desta pesquisa foram orientados sobre a proposta do estudo e, mediante 

concordância com os procedimentos a serem realizados, assinaram um termo de consentimento 

livre e esclarecido (Apêndice B) e preencheram um questionário informativo (Apêndice C). 

Dados de identificação pessoal foram mantidos em sigilo. 

 

3.1.1 Critérios para seleção dos voluntários 

 

A seleção dos indivíduos voluntários foi baseada nos seguintes critérios: 

 

 Inclusão: 

 Não ser portador de patologias malignas que pudessem comprometer os resultados 

desta pesquisa, tais como câncer; 

 Não ter sido submetido a tratamento radioterápico e/ou quimioterápico nos últimos 

dois anos; 

 Não ter tido recente contato ocupacional com agrotóxicos e/ou veneno; 

 Não ter realizado exames de raios-X, medicina nuclear e tomografia 

computadorizada nos últimos três meses. 
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 Exclusão: 

 Em caso de recusa do indivíduo quanto à participação nesta pesquisa; 

 Circunstâncias materiais ou logísticas que tornem impossível o desenvolvimento 

normal da investigação. 

 

3.2 Disposição dos ensaios experimentais realizados 

 

Primeiramente foi executada uma análise comparativa entre o protocolo convencional, 

em que o Colcemid é adicionado 3 horas antes (45 horas - 0,5 g/ml) do fim do cultivo celular, e 

o não convencional, em que o Colcemid é acrescido às culturas no início do cultivo, a baixas 

concentrações (0 hora - 0,05 g/ml), objetivando determinar o melhor protocolo para adição de 

Colcemid em amostras controle e irradiadas com 2 Gy. A análise comparativa das culturas teve 

como parâmetros: índice mitótico e frequência de alterações cromossômicas instáveis.  

Em seguida, foram construídas curvas de calibração dose-efeito a partir dos dados 

obtidos in vitro em amostras de sangue irradiadas com raios-X, aplicando-se os métodos 

matemáticos MMQ e MV. Para tanto, foram seguidas as recomendações da IAEA, no que 

concerne às etapas de irradiação e processamento das amostras, contabilização das alterações 

cromossômicas instáveis e ajuste dos coeficientes linear e quadrático. A decisão sobre a escolha 

do método matemático fundamentou-se na qualidade do ajuste obtido. 

Também foi avaliada a influência da temperatura de armazenamento em amostras de 

sangue periférico mantidas a 4 e 25 ºC, cada qual foi mantida a essa temperatura por um período 

de 48 e 96 horas após a coleta de sangue. Neste experimento, pretendeu-se simular um incidente 

radiológico de larga escala, no qual inúmeras amostras são enviadas e mantidas nessas condições 

nos laboratórios de dosimetria citogenética. Neste ensaio foram avaliados parâmetros como 

índice mitótico e proximidade da dose estimada com a dose de radiação utilizada. A dose foi 

calculada com base na curva de calibração construída no primeiro ensaio. 

Com base na otimização alcançada nos ensaios anteriores, profissionais sob suspeita de 

exposição excessiva às RIs foram investigados à 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 

* Um dos indivíduos amostrado na etapa I 

 

 

3.3 Processamento das amostras 

 

3.3.1 Coleta e irradiação do material biológico 

 

As amostras de sangue periférico dos indivíduos voluntários foram coletadas no 

Laboratório de Modelagem e Biodosimetria Aplicada (LAMBDA) por meio de venopunção, 

utilizando tubos a vácuo (Vacuette) contendo heparina sódica e obedecendo aos princípios de 

biossegurança, e de boas práticas laboratoriais. Nas etapas I, II e III, o material biológico foi 

acondicionado e transportado em isopor para manutenção de sua temperatura (37 ºC) até o local 

de irradiação. 

Etapas Descrição 
Indivíduos 

amostrados 

Dose de radiação 

(Gy) 

Etapa I 

 

Análise comparativa entre diferentes protocolos 

para adição de Colcemid 

(45 horas - 0,5 g/ml e 0 horas - 0,05 g/ml) 

2 2,0 

Etapa II 

Construção de curvas de calibração dose-efeito 

com base nos métodos matemáticos dos 

Mínimos quadrados e de Máxima 

Versossimilhança 

1* 

0,25 

0,5 

1,0 

1,5 

2,0 

3,0 

Etapa III 
Avaliação da temperatura de armazenamento 

para diferentes tempos de estocagem (48 e 96 h) 
2 2,0 

Etapa IV 

Aplicação dos parâmetros otimizados em 

profissionais sob suspeita de exposição 

individual excessiva às RIs 

4 - 
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As irradiações foram realizadas nos aceleradores lineares
7
 do Real Hospital Português e 

do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira de Pernambuco (IMIP), de acordo com 

a disponibilidade de cada equipamento na execução dos ensaios. 

Considerando que ambos os equipamentos têm diferentes taxas de dose, as irradiações 

foram realizadas sob distintos arranjos experimentais (altura, campo de irradiação e tempo de 

exposição) em fantoma construído com material de densidade semelhante à do tecido mole 

humano (ρ = 1,0 g/cm
3
), de forma a garantir que a dose fosse aplicada homogeneamente no 

material biológico. Maiores detalhes sobre esses parâmetros serão apresentados nos tópicos 

subsequentes. 

Após a irradiação, as amostras foram novamente conduzidas ao LAMBDA, onde foram 

mantidas em banho-maria a 37 ºC por 2 horas e incubadas em meio de cultivo, sob condições 

adequadas ao estímulo e proliferação das células linfocitárias. 

 

3.3.2 Etapa I – Análise comparativa entre diferentes protocolos para adição de Colcemid 

 

Para este experimento, foram coletados 9 mL de sangue periférico através de um 1 tubo 

heparinizado de cada um dos voluntários, os quais foram aliquotados em 3 seringas de 3 mL.  

A irradiação 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 irradiação foi 

de 10 x 10 cm, e a distância entre o acelerador e o fantoma de 1 metro (Figura 14). 

Para avaliação do parâmetro “tempo de adição do Colcemid”, parte das alíquotas foi 

mantida como controle (não irradiadas) enquanto as demais foram irradiadas com dose de 2 Gy. 

Dessa forma, foi possível verificar a influência deste composto em células linfocitárias sob 

condições normais e após irradiação. 

O cultivo celular foi realizado sob condições 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 g/ml em parte das amostras (controle e irradiadas), e  

0,5 g/ml (45 horas) nas demais. Após o acréscimo de 0,4 mL de sangue total, as culturas foram 

incubadas em estufa de CO2 (5 %) a 37º C por 48 horas (IAEA, 2011). 

                                                 
7
 Definição – aparelho emissor de raios-X comumente utilizado em tratamentos radioterápicos. 
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Figura 14 – Arranjo experimental utilizado na irradiação das amostras 

 

 

 

Após o término do tempo de incubação, as culturas foram centrifugadas, com descarte 

do sobrenadante e ressuspensão do sedimento com solução hipotônica de KCl a 0,56 %, para o 

rompimento das membranas celulares e nucleares. O material em seguida foi mantido em banho-

maria a 37 ºC por 7 minutos. Decorrido este tempo, foi adicionado fixador – uma solução de 

metanol e ácido 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 

solução se tornasse límpida ou o que sedimento adquirisse uma coloração esbranquiçada (IAEA, 

2011).  

A suspensão celular foi gotejada sobre lâminas em posição horizontal, que secaram em 

placa metálica a 70 ºC para facilitar o espalhamento dos cromossomos metafásicos 

(HENEGARIU et al., 2001). Os pormenores deste e de outros métodos de preparo de lâminas 

testados nesta pesquisa estão apresentados no tópico 3.5. 
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Para observação do material citológico, as lâminas foram coradas em solução de Giemsa 

a 5 % por 2 minutos. A análise citogenética foi realizada em microscópio óptico (LEICA DME). 

As imagens foram capturadas e armazenadas com o auxílio de uma câmera digital acoplada ao 

referido equipamento. Após sua análise, as lâminas foram armazenadas em ambiente seco à 

temperatura ambiente. 

 

3.3.3 Etapa II – Construção das curvas de calibração  

 

Para este experimento, foram coletados 27 mL de sangue periférico de um voluntário 

através de 3 tubos heparinizados. O sangue total foi aliquotado em 6 seringas de 3 mL – uma 

seringa para cada dose de radiação (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 Português com raios-X de energia 6 MeV, e taxa de dose de 0,54 Gy/min. O campo de 

irradiação foi de 15 x 15 cm e a distância entre o acelerador e o fantoma de 1 metro.  

O cultivo celular foi realizado sob as mesmas condições da etapa I, exceto pelo tempo de 

adição e concentração do Colcemid. Nesta etapa, foi adicionado 0,1 mL de Colcemid a  

0,05 g/ml (0 hora) nas amostras controle e irradiadas. Após o término do tempo de incubação, o 

material biológico foi processado e corado conforme descrito na etapa I.  

Para a construção das curvas foram empregados os programas CABAS, disponível 

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 relação da variância/média foram utilizados para verificar se a distribuição 

de cromossomos dicêntricos seguiu uma distribuição de Poisson. A qualidade do ajustamento das 

curvas geradas pelos programas CABAS e Dose estimate foi avaliada pelo teste do qui-quadrado 

(χ
2
). 
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3.3.4 Etapa III – Avaliação da temperatura de armazenamento para diferentes tempos de 

estocagem 

 

Para este experimento, foram coletados 9 mL de sangue periférico de cada um dos 

voluntários através de 3 tubos heparinizados, os quais foram aliquotados em 3 seringas de 3 mL. 

A irradiação foi realizada nas mesmas condições da etapa I (tópico 3.3.2). 

Para análise do fator “temperatura de estocagem”, foram utilizadas apenas amostras de 

sangue irradiadas com 2 Gy, representando um cenário similar ao observado em emergências 

radiológicas. Estas foram subdividas em dois grupos, que foram armazenados por 48 e 96 horas 

após a coleta de sangue sob diferentes temperaturas de estocagem (4 e 25 ºC).  

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 coloração do 

material biológico foram realizados sob as mesmas condições da etapa II.  

 

3.3.5 Etapa IV – Investigação de profissionais ocupacionalmente expostos às RIs 

 

Para este experimento, foi coletado 1 tubo heparinizado (9 mL) de sangue periférico de  

cada um dos quatro profissionais investigados. As amostras desses indivíduos foram incubadas 

seguindo o melhor tempo de adição de Colcemid, determinado na etapa I.  

O cultivo celular, processamento e coloração do material biológico foram realizados sob 

as mesmas condições da etapa II.  

Para o cálculo da dose absorvida, utilizou-se a curva de calibração construída com o 

programa de referência definido na etapa II.  

 

3.3.5.1 Descrição dos estudos de caso – Profissionais ocupacionalmente expostos 

 

Foram analisados quatro estudos de caso envolvendo profissionais ocupacionalmente 

expostos às radiações ionizantes. Cada um dos casos está descrito a seguir: 
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 Casos 1 e 2 

 

Dois profissionais (Indivíduos A e B), atuantes na área nuclear, informaram terem 

sido acidentalmente expostos às RIs ao transportarem material radioativo indevidamente 

acondicionado. No momento da exposição, os profissionais não portavam seus 

monitores individuais. 

No dia subsequente ao incidente, o indivíduo A relatou ter sentido náuseas, vômitos e 

diarreia. Passados alguns meses, ambos os indivíduos foram submetidos a uma série de 

exames que indicaram uma anemia recorrente. Tais achados clínicos foram então 

associados a uma exposição excessiva às RIs, o que gerou a solicitação do exame de 

dosimetria citogenética pelo médico do trabalho responsável. 

 

  Caso 3 

  

Médico do trabalho de certo hospital solicitou o exame de dosimetria citogenética 

para um dos funcionários desse hospital (Indivíduo C), responsável pelo 

acompanhamento dos pacientes submetidos a tratamento radioterápico.  

A solicitação do exame partiu da observação de que o dosímetro físico deste 

profissional havia recebido uma elevada dose de radiação. O profissional em questão 

relatou ter esquecido seu dosímetro na sala em que são realizadas as sessões de 

radioterapia. No intuito de assegurar a condição de isenção da empresa, o médico do 

trabalho solicitou o exame de dosimetria citogenética. 

 

 Caso 4 

 

O dosímetro físico de um profissional da área de saúde (Indivíduo D) registrou uma 

dose de radiação mensal acima dos valores permitidos (20 mSv). Este profissional 

mencionou que, por esquecimento, a substituição mensal de seu monitor individual não 

havia sido realizada no mês anterior. 

A elevada dose do dosímetro foi então associada ao acúmulo de dose proveniente da 

contribuição de dois meses de exposição ocupacional. Como forma de investigar a real 
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natureza da dose registrada, o médico do trabalho fez a solicitação do exame de 

dosimetria citogenética.  

 

3.5 Preparação das lâminas 

 

As lâminas foram limpas e mantidas em etanol a 100 %, tendo sido limpas com lenço de 

papel no momento em que a suspensão celular foi dispensada sobre a superfície da lâmina 

(IAEA, 2011).  

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

em laboratórios de citogenética, a saber: 

 

a) Banho-maria a 70 ºC com secagem em placa de Petri 

 

 As lâminas foram dispostas em suporte vazado até que houve a formação de uma 

película de água na superfície da lâmina (~ 1 minuto); 

 Cerca de 50 µL da suspensão celular foi dispensada na superfície de cada lâmina; 

 As lâminas, então, foram retiradas do banho-maria e secas em placa de Petri a  

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

 

b) Banho-maria a 70 ºC com secagem em placa metálica 

 

 As lâminas foram pré-aquecidas com o vapor d’água liberado pelo banho-maria, 

e só então 50 µL da suspensão celular foi dispensada na superfície da lâmina; 

 Após a evaporação parcial do fixador e formação de grânulos esbranquiçados na 

lâmina, estas foram mantidas em contato direto com a placa metálica sobre o 

banho-maria até que secassem por completo. 

 

 

 

c) Água gelada a 4 ºC 
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 As lâminas foram imersas em recipiente (Becker) coberto com parafilme por 

cerca de 30 minutos, tempo necessário para que a água do Becker atingisse 4 ºC; 

 Com a retirada da lâmina, 50 µL da suspensão celular for rapidamente 

dispensada na superfície da lâmina; 

 As lâminas secaram a temperatura ambiente. 

 

d) Lâminas estocadas em freezer a - 20 ºC 

 

 As lâminas foram mantidas por aproximadamente 5 minutos no freezer até que 

houvesse a formação de cristais de gelo na superfície da lâmina; 

 Em seguida, as lâminas retornaram a temperatura ambiente (25 ºC) por tempo 

suficiente para que houvesse o derretimento dos cristais de gelo;  

 Aproximadamente 50 µL da suspensão celular foi rapidamente dispensada na 

superfície da lâmina, as quais secaram a temperatura ambiente. 

 

3.6 Critérios para análise das lâminas e determinação do índice mitótico 

 

3.6.1 Análise das lâminas 

 

Em concordância com a IAEA (2011), foram contabilizadas metáfases contendo pelo 

menos 46 elementos, incluindo cromossomos normais, dicêntricos, anéis ou fragmentos 

acêntricos. Além destas, outras recomendações da IAEA (2011) foram seguidas na análise das 

lâminas dentre as quais se destacam: 

a) A orientação do escaneamento das lâminas: transversal; 

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

c) A contabilização de metáfases que exibiram boa nitidez de imagem, com pouca ou 

nenhuma sobreposição, e sem cromátides sobrepostas; 

d) O registro das ACIs em folha de contagem apropriada (Apêndice D); 

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

IAEA (2011): 

 Metáfase normal  2n=46 (N) 
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 Dicêntrico + fragmento acêntrico  2n= 46 (Dic) 

 Tricêntricos + 2 fragmentos acêntricos  2n=46 (2* Dic) 

 Tetracêntrico + 3 fragmentos acêntricos  2n=46 (3* Dic) 

 Cromossomo em anel + fragmento acêntrico  2n=47 (CrA) 

 Anel acêntrico (An) 

 Fragmentos adicionais ou em excesso (Frag) 

 Fragmentos pontuais (Min) 

 

A contabilização do número de metáfases para obtenção da frequência de ACIs variou 

entre as etapas desta pesquisa, tendo sido igual a 200 nas etapas I e III, e igual ou superior a 500 

metáfases nas etapas II e IV. 

 

3.6.2 Determinação do índice mitótico 

 

Tendo em vista a grande diversidade de tamanhos e formas que os núcleos interfásicos 

podem apresentar, um limite arbitrário foi determinado para diferenciar os núcleos considerados 

estimulados e não estimulados. Além disso, na contagem das células mitóticas foram 

contabilizadas tanto metáfases quanto prometáfases.  

 

O índice mitótico (IM) foi calculado de acordo com a Equação 1 (IAEA, 2011): 

 

    (1) 

 

A determinação deste parâmetro foi realizada nas amostras controle e irradiada das 

etapas II e III, e incluíram os critérios de exclusão e inclusão descritos pela IAEA (2011): 

 

 Exclusão do núcleo de células polimorfonucleares, de células não estimuladas 

(núcleos diminutos), células mortas ou em apoptose e micronúcleos; 
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 Contagem do núcleo de células estimuladas (blastos com núcleo extenso) e de 

células mitóticas em metáfase. 

 

Para que fosse obtida uma análise completa quanto ao IM, nas etapas I e III desta 

pesquisa foram contabilizadas 500 células, incluindo metáfases e blastos, nas amostras controle e 

irradiadas. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Preparação das lâminas 

 

O preparo das lâminas é uma etapa importante na aquisição de preparações 

cromossômicas de boa qualidade e na melhor visualização de alterações cromossômicas, a 

exemplo dicêntricos e fragmentos acêntricos. Por isso a escolha do método de preparação deve 

atender às necessidades e aos recursos de cada laboratório (HENEGARIU et al., 2001). 

Dentre as metodologias testadas, a secagem das lâminas em placa metálica aquecida a 

70 ºC foi a que apresentou os melhores resultados, não somente em termos de espalhamento e 

visibilidade das metáfases, mas principalmente na remoção do citoplasma (Figura 15). Tal 

procedimento foi executado de acordo com o trabalho de Henegariu e cols. (2001), com algumas 

modificações. 

 

Figura 15 – Influência do método de preparação na qualidade das lâminas, utilizando banho-

maria a 70 ºC com secagem em placa de Petri (a), banho-maria a 70 ºC com secagem em placa 

metálica (b), água gelada a 4 ºC (c) e lâminas estocadas em freezer a -20 ºC (d) 
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4.2 Determinação do protocolo ideal para adição de Colcemid às culturas celulares 

 

 

Na determinação do protocolo ideal para adição de Colcemid, não foi verificado 

comprometimento na qualidade das preparações cromossômicas das amostras submetidas ao 

protocolo não convencional (0 hora - 0,05 g/ml), pois a concentração de Colcemid utilizada foi 

10 vezes menor do que aquela utilizada no protocolo convencional (45 horas - 0,5 g/ml). Na 

figura 16 é apresentada uma visão geral das preparações cromossômicas obtidas em cada caso. 

De modo geral é possível notar que os cromossomos metafásicos apresentaram condensações 

semelhantes. 

 

Figura 16 – Similaridade do grau de contração cromossômica induzido pelo protocolo não 

convencional (a) e convencional com Colcemid (b) em células linfocitárias irradiadas com 2 Gy 

 

 
 

Nas Tabelas 7 e 8 estão discriminados os dados obtidos com relação ao índice mitótico e 

às frequências de dicêntricos das culturas submetidas aos dois protocolos. 
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Tabela 7 – Índice mitótico de células linfocitárias, controle e irradiadas, cultivadas com distintas 

concentrações de Colcemid 

 

Identificação Colcemid Dose Células Metáfases Índice mitótico 

Indivíduo 1 

0,05 g/ml 
Controle 

(0 Gy) 

500 96 18,6 % 

0,5 g/ml 500 59 11,8 % 

0,05 g/ml 

2 Gy 

500 35 7 % 

0,5 g/ml 500 32 6,4 % 

Indivíduo 2 

0,05 g/ml 
Controle 

(0 Gy) 

500 75 15 % 

0,5 g/ml 500 39 7,8 % 

0,05 g/ml 

2 Gy 

500 54 10,8 % 

0,5 g/ml 500 28 5,6 % 

 

Os resultados apresentados na Tabela 7 mostram que o protocolo não convencional  

(0,05 g/ml) promoveu um aumento significativo do número de metáfases em relação ao 

protocolo convencional (0,5 g/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 indivíduos estudados, tendo sido mais expressivo (~ 50 %) no indivíduo 2 (Figura 

17).  

 

Figura 17 – Efeito das diferentes concentrações de Colcemid no índice mitótico de células 

linfocitárias controle e irradiadas 
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Nas amostras irradiadas de ambos os indivíduos, foi observado um maior número de 

cromossomos dicêntricos (23 e 33) quando o protocolo não convencional foi utilizado (Tabela 8).  

 

Tabela 8 – Relação dose-efeito em células irradiadas para diferentes concentrações de Colcemid 

 

Identificação Dose Colcemid Metáfases Dic CrA Min Frag 

Indivíduo 1 2 Gy 
0,05 g/ml 200 33 3 - 12 

0,5 g/ml 200 24 6 - 21 

Indivíduo 2 2 Gy 
0,05 g/ml 200 23 3 1 24 

0,5 g/ml 200 19 - - 24 

 

Em contrapartida, a distribuição de anéis, “minutes” e fragmentos acêntricos não seguiu 

um padrão uniforme. Na Figura 18, é apresentado o somatório da frequência de dicêntricos e 

anéis de cada condição. 

 

Figura 18 – Frequência de dicêntricos e anéis em células linfocitárias irradiadas com 2 Gy, 

cultivadas com diferentes concentrações de Colcemid 

 

 

 

Na literatura podem ser encontrados trabalhos em que altas e baixas concentrações de 

Colcemid são acrescidas 0, 24 e até 45 horas após o início 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 decisão sobre a escolha do protocolo a ser utilizado deve ser feita com 

base no conhecimento de que o uso prolongado de altas concentrações desse agente antimitótico 

pode gerar excessiva condensações cromossômica. 

No trabalho de Fernandes e cols. (2008b), o Colcemid foi adicionado a uma 

concentração de 0,5 µg/ml às culturas no início do cultivo celular, como meio de melhorar as 

estimativas de dose em situações envolvendo exposição parcial às RIs. Apesar dos autores terem 

comprovado a eficácia desse método em termos de dose-resposta, os mesmos constataram que o 

uso dessa concentração provocou uma contração excessiva dos cromossomos metafásicos, 

tornando mais laboriosa a análise citogenética das ACIs. 

Uma provável razão para o desencadeamento de tal fenômeno estaria relacionada ao 

mecanismo de ação dessa droga antimitótica. Primariamente, o Colcemid liga-se às proteínas 

(tubulinas) que compõem as fibras do fuso mitótico, impedindo sua polimerização e 

consequentemente suprimindo sua formação, ou ainda inativando os fusos já formados. Contudo, 

quando esse reagente permanece por um período prolongado no meio de cultivo celular ele 

aparentemente age como um cofator de condensação, que atua sobre as proteínas que formam os 

cromossomos, o que gera o excessivo empacotamento destes (GUERRA; SOUZA, 2002). 

A ação do Colcemid também tem sido evidenciada com relação aos parâmetros índice 

mitótico e frequência de ACIs. Por exemplo, no trabalho de Kanda e cols. (1994), o efeito de 

baixas concentrações de Colcemid e colchicina (0,001 a 0,05 µg/ml) foi avaliado em células 

linfocitárias não irradiadas após cultivo de 48 horas. Esses autores obtiveram um valor máximo 

de índice mitótico de 15 % e bloqueio de até 99,6 % das metáfases em M1 ao adicionarem  

0,05 µg/ml de Colcemid no início do cultivo celular.  

Nesta pesquisa, os melhores resultados em termos de índice mitótico e frequência de 

ACIs também foram obtidos quando o Colcemid foi acrescido às culturas nessas condições (0,05 

µg/ml a 0 h). A vantagem de se ter um bloqueio mais eficiente do processo de divisão celular em 

M1 é que a fração de células normais (controle) e aberrantes (irradiadas), capaz de atingir o 

segundo ciclo de divisão (M2), é reduzida. 

Em dosimetria citogenética, é crucial que a análise dos linfócitos irradiados seja 

procedida em M1, pois a cada ciclo de divisão celular há 50 % de chance das células portadoras 

de ACIs transmitirem essas alterações 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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distinção das metáfases linfocitárias de acordo com seu progresso no ciclo de divisão celular. 

Entretanto, o uso do FPG não apenas compromete a qualidade e resolução das preparações 

cromossômicas, como também induz retardo mitótico devido à adição de BrdU às culturas 

celulares (IAEA, 2001).  

Atualmente, vários laboratórios vêm adotando e otimizando o protocolo não 

convencional por meio de ajustes na concentração (0,01 a 0,05 µg/ml) e no tempo de adição do 

Colcemid (0 ou 24 horas após o início do cultivo celular), em substituição ao protocolo 

convencional (SENTHAMIZHCHELVAN et al., 2007; IAEA, 2011). Em suma, as principais 

vantagens dessa mudança de protocolo estão relacionadas ao aumento do índice mitótico, à 

otimização do bloqueio das células em M1, à diminuição do efeito citotóxico associado ao 

Colcemid e à redução dos riscos de contaminação. 

De maneira geral, os resultados obtidos neste trabalho reforçam outros dados da 

literatura com relação à aplicabilidade do protocolo não convencional com Colcemid nos ensaios 

biodosimétricos, inclusive como uma alternativa viável à técnica de FPG, na investigação e 

análise das ACIs em dosimetria citogenética.  

 

4.3 Construção de Curvas de calibração com base nos métodos matemáticos dos Mínimos 

Quadrados e o de Máxima Verossimilhança 

 

A Tabela 9 apresenta a frequência de cromossomos dicêntricos, anéis acêntricos, 

cromossomos em anel, “minutes” e fragmentos acêntricos observada nas amostras irradiadas com 

diferentes doses de radiação. No total foram analisadas 5.871 metáfases linfocitárias para 

obtenção da relação dose-resposta e frequência de distribuição dos dicêntricos, a qual foi 

empregada no cálculo da relação entre variância e a média (
2
/y) e do Teste u.  
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Tabela 9 – Frequência de ACIs obtida após irradiação in vitro com diferentes doses. Destaque 

para o padrão de distribuição dos dicêntricos nas células analisadas 

Dose (Gy) Céls. Dic An Cra Min Frag 
N º de dicêntricos por célula

 

2
/y Teste u 

0 1 2 3 4 

0 1000 1 0 0 0 3 999 1 0 0 0 1,00 0*
 

0,25 1504 9 0 1 0 20 1495 9 0 0 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 0 2 2 47 719 47 2 0 0 1,08 1,55 

1,5 500 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 – dicêntricos; Na – anel acêntrico; Cra – cromossomo em anel; Min – 

minutes; Frag – fragmento acêntrico 

 

A proximidade da relação 
2
/y em torno de 1, juntamente com valores de u dentro do 

intervalo -1,96 ≥ u  1,96, indicam que o índice de dispersão da quase totalidade dos dados 

seguiu uma distribuição de Poisson. Este tipo de distribuição expressa a probabilidade de 

ocorrência de eventos randômicos raros, e por isso é amplamente reconhecida e aplicada na 

análise da distribuição de dados citogenéticos (IAEA, 2011). 

De acordo com Edwards e cols. (1979), a ocorrência de dicêntricos é tão rara que é mais 

realístico assumir que estes seguem uma distribuição de Poisson do que uma distribuição normal. 

As demais ACIs, todavia, exibem um padrão de distribuição significantemente mais disperso 

(Tabela 9), o que pode gerar desvios no ajuste e correlação entre os coeficientes α e β, e por isso 

sua frequência não é utilizada no ajuste dos dados (LLOYD et al., 1986). 

Das informações apresentadas na Tabela 9, o único ponto que exibiu valor de “u” acima 

de 1,96 foi a dose de 2 Gy, o que indica uma maior dispersão dos dados para essa dose. Este tipo 

de desvio “para cima”, além de não ser incomum para altas doses, é corrigido pelos softwares que 

foram utilizados neste trabalho. Por outro lado, valores de “u” inferiores a -1,96 são 

biologicamente improváveis e podem indicar um problema na amostragem dos dados 

(STRICKLIN et al., 2005; IAEA, 2011). 

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

CABAS e DOSE ESTIMATE. Em ambos os casos, as curvas foram do tipo linear-quadrática: 
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a) Y = (0,001 ± 0,001) + (0,013 ± 0,007)D + (0,056 ± 0,005) D
2
 – CABAS 

b) Y = (0,001 ± 0,001) + (0,013 ± 0,010)D + (0,056 ± 0,006) D
2
 – DOSE ESTIMATE 

 

Figura 19 – Curva de calibração gerada pelo programa CABAS 

 

 
 

Figura 20 – Curva de calibração 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 (χ
2
).  

 

Tabela 10 – Coeficientes das curvas de calibração ajustadas com base nos métodos MMQ e MV 

Programa Método α ± DP β ± DP C ± DP χ
2
 Gl

 
p = 0,05 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 9,487 0,99 

Gl – Graus de liberdade; DP – Desvio padrão; Coeficiente de correlação r8 

 

Os valores de “p” mostrados na Tabela 10 mostram que os dados ajustados são 

significativamente semelhantes àqueles observados, confirmando o bom ajuste das curvas de 

dose-efeito tanto com o método MV quanto com o MMQ. Além disso, a obtenção de um 

coeficiente de correlação “r” próximo a 1 (0,7 ≤ r < 1) – informação fornecida apenas pelo 

programa DOSE ESTIMATE – sugere uma correlação fortemente positiva entre os dados 

(DANCEY; REIDY, 2006).  

Com relação à adequação do método matemático, os resultados demonstram que houve 

uma extensa similaridade entre os ajustamentos do MMQ e de MV para os dados em questão, de 

forma que qualquer um dos dois programas satisfaria sua finalidade. Entretanto, Ainsbury e 

Lloyd (2010) ressaltaram que, embora o MMQ seja o método mais utilizado no ajuste dos termos 

da curva dose-efeito, seu desempenho geralmente é inferior ao MV quanto à adequação dos 

dados, especialmente no ajuste de baixas doses, e por isso o atual sistema computacional do 

DOSE ESTIMATE será atualizado, substituindo o MMQ para o MV nas próximas versões do 

programa. Na Tabela 10 verifica-se que realmente há um maior desvio padrão associado ao 

coeficiente “α” gerado pelo programa DOSE ESTIMATE (± 0,010), do que aquele produzido 

pelo CABAS (± 0,007). 

Considerando o parâmetro ‘acessibilidade’, apenas o programa CABAS está disponível 

gratuitamente, uma vez que a aquisição do software do DOSE ESTIMATE depende de contato 

prévio com a Health Protection Agency (HPA). Sobre as ferramentas disponíveis, o software 

DOSE ESTIMATE é um programa dotado de mais recursos que o CABAS para análise dos 

ensaios biodosimétricos (p.ex. construção de curvas de dose-efeito lineares, análise e correção da 

                                                 
8
O coeficiente de correlação r ou coeficiente de Pearson é definido como a medida de associação linear entre 

variáveis pela qual duas variáveis se associam pelo compartilhamento da variância. 
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distribuição dos dados, cálculo 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 referência para determinação da curva dose-efeito 

fundamentou-se, portanto, na adequação dos métodos matemáticos, na acessibilidade e nas 

ferramentas de cada programa, tendo sido o CABAS considerado o mais adequado para o fim 

proposto (Tabela 11). É importante ressaltar que, em um âmbito mais geral, ambos os softwares 

têm sido extensivamente testados e validados, ao nível internacional, em diversos laboratórios de 

dosimetria citogenética na estimativa da dose absorvida, em situações reais ou suspeitas de 

exposições excessivas às RIs.  

 

Tabela 11 – Síntese da análise comparativa dos programas CABAS e DOSE ESTIMATE 

Parâmetros CABAS DOSE ESTIMATE 

Método matemático MV MMQ 

Ajuste dos coeficientes Bom Bom 

Disponilidade Gratuito Depende de autorização 

Ferramentas do sistema Programa mais simples Programa mais robusto 

Registro dos dados Sim Não 

 

4.3.1 Curvas de calibração dose-efeito - intercomparações 

 

Na Tabela 12, os termos α e β das curvas dose-efeito gerados pelos softwares CABAS e 

DOSE ESTIMATE foram comparados com os de outros trabalhos publicados também para 

radiações de baixo LET. 
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Tabela 12 – Comparação entre os coeficientes lineares e quadráticos de radiações de baixo LET 

DP – Desvio padrão 

 

Tendo em vista que as condições de irradiação do presente estudo (exposição aguda aos 

raios-X), seria de se esperar que os termos ajustados, em particular os coeficientes α e β, fossem 

similares àqueles cuja fonte emissora de radiação é de mesma natureza. Todavia, estes 

coeficientes foram equivalentes aos termos α e β das curvas geradas a partir de fontes emissoras 

de radiação gama, cuja irradiação foi realizada com idêntica taxa de dose (0,5 Gy/min). A 

discrepância observada advém principalmente dos diferentes níveis de energia das fontes 

emissoras e das diferentes taxas de dose (Gy/min) utilizadas. 

Com relação ao nível 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 relação dose-

efeito radioinduzida (i.e. DSBs e alterações cromossômicas instáveis) também foi mais próxima. 

Além disso, no processo de irradiação das amostras para construção das curvas de 

calibração, foram utilizadas distintas taxas de dose (0,5 Gy/min versus 1,0 Gy/min). Para 

radiações de baixo LET, a redução da taxa de dose altera a conformação da curva de calibração 

em termos de dose-resposta, pois o intervalo de tempo entre as doses viabiliza o reparo das SSBs 

Pesquisas Fonte de radiação Energia média Gy/min α ± DP β ± DP 

Lloyd et al.(1986) 

Raios-X (250 kVp) 

- 

1,0 

0,036 ± 0,005 0,067 ± 0,002 

Prasanna et al. ( 2002) 0,08 MeV 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 
0,013 ± 0,007 0,056 ± 0,005 

0,013 ± 0,010 0,056 ± 0,006 

Bauchinger et al. ( 1983) 

Fonte de 
60

Co 1,25 MeV 

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) - 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 
137

Cs 0,66 MeV 0,4 0,013 ± 0,007 0,065 ± 0,003 
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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 dissociação por quebras duplas (DSBs) e menos 

dicêntricos são formados, o que por sua vez se reflete nos valores de α e β (ROZGAJ et al., 

2002). 

Sabendo-se que tais peculiaridades podem interferir nas estimativas de dose, a IAEA 

(2011) recomenda que os laboratórios de dosimetria citogenética construam curvas de calibração, 

para os tipos de exposição às RIs mais comuns – radiação gama, raios-X (200-250 kVp) e 

nêutrons. Nesse âmbito, é importante ressaltar que as atuais fontes de cobalto-60 vêm sendo 

gradativamente substituídas por aceleradores lineares de elétrons. Logo, é de grande interesse que 

curvas de calibração dose-efeito sejam construídas para este tipo de exposição, no intuito de 

assegurar uma maior exatidão nas estimativas de dose. Segundo dados da literatura, 

mundialmente, estão em funcionamento 1,6 aceleradores de elétrons e 0,4 fontes de cobalto-60 

para cada 1 milhão de pessoa. Em países desenvolvidos, esta diferença é ainda maior - 5,4 

aceleradores/milhão de pessoa (ZUBIZARRETA et al., 2004; UNSCEAR, 2008). 

 

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

 

Na Tabela 13 são mostrados os dados referentes à influência de diferentes temperaturas 

de estocagem (4 e 25 °C) sobre o índice mitótico (IM) em amostras irradiadas com 2 Gy, após 

um período de 48 e 96 horas. 

 

Tabela 13 – Índice mitótico de células linfocitárias irradiadas e armazenadas por 48 e 96 horas 

sob temperaturas de estocagem de 4 e 25 ºC 

 

Identificação Dose Temperatura Células 
48 horas 96 horas 

Metáfases IM Metáfases IM 

Indivíduo 1 2 Gy 
4 ºC 1000 44 8,8 % 56 11,2 % 

25 ºC 1000 32 6,4 % 32 6,4 % 

Indivíduo 2 2 Gy 
4 ºC 1000 49 9,8 % 49 9,8 % 

25 ºC 1000 14 2,8 % 20 4 % 

 IM – Índice mitótico 

 

Os maiores percentuais em termos de IM foram alcançados 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 flutuação do índice mitótico variou entre 

os indivíduos estudados (Figura 21).  

 

Figura 21 – Análise comparativa do índice mitótico das amostras armazenadas a 4 e 25 ºC e 

cultivadas por 48 e 96 horas 

 

 

 

Tais resultados corroboram com aqueles descritos por Belloni e cols. (2008), em que a 

manutenção de amostras de sangue (não irradiadas) a baixas temperaturas não só elevou o IM, 

como também retardou o processo de apoptose celular e aumentou o percentual de células viáveis 

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 período de 96 horas, o IM foi de aproximadamente 4 e 13 % e o percentual de 

células apoptóticas de 34,5 e 20 %, respectivamente.  

De fato, algumas pesquisas têm evidenciado que o controle da temperatura de estocagem 

em que as células linfocitárias são mantidas é fundamental para uma avaliação fidedigna dos 

efeitos genotóxicos gerados pelas RIs. De outro modo, poderá haver o comprometimento da 

viabilidade deste modelo biológico como consequência da aceleração do processo de apoptose, 

especialmente nos linfócitos que possuírem dicêntricos (BELLONI et al., 2008; MORONI et al., 

2008; BELLONI et al., 2010). A apoptose é um fenômeno que ocorre de forma fisiológica no 
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organismo para a manutenção da homeostase
9
 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 limitação dos ensaios 

biodosimétricos, devido ao desencadeamento do processo apoptótico. Com isso, as células 

portadoras de dicêntricos são preferencialmente eliminadas em relação às demais ACIs, 

resultando na subestimação da dose absorvida (VIRSIK-PEUCKERT; HARDER, 1986; 

BELLONI et al., 2008).  

Em relação à variabilidade individual observada a 25 °C para os indivíduos 1 e 2, duas 

hipóteses são propostas:  

 

1) A reposta apresentada pode ter origem nas características intrínsecas de cada 

indivíduo estudado. Esse fenômeno, conhecido como radiossensibilidade individual, 

depende de fatores biológicos relativos ao perfil genético de cada organismo, 

podendo contribuir para uma maior ou menor susceptibilidade aos efeitos danosos 

das RIs (SZUMIEL, 2008); 

  

2) A variação interindividual pode ser reflexo da taxa de proliferação dos linfócitos em 

meio de cultivo celular. Alguns indivíduos possuem linfócitos que crescem 

rapidamente em cultura (“fast grower”), enquanto que para outros esse crescimento 

dá-se de forma mais lenta (“slow grower”). No primeiro caso, haverá um número 

maior de células em M2 e significativa perda de informação, associada a uma maior 

eliminação das células portadoras de ACIs (LLOYD; PURROTT, 1981). 

 

Nas Tabelas 14 e 15 são apresentados os dados referentes à influência de diferentes 

temperaturas de estocagem (4 e 25 °C) na frequência das alterações cromossômicas instáveis, em 

amostras irradiadas com 2 Gy, após um período de 48 e 96 horas. 

 

 

 

 

                                                 
9
 Homeostase: equilíbrio entre o número de células que formam o corpo humano. 
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Tabela 14 – Relação dose-efeito em células irradiadas, estocadas por 48 horas sob temperaturas 

de estocagem de 4 e 25 ºC 

 

Identificação Dose  Temp. Metáfases Dic An CrA Min Frag 
Dose 

estimada 
LCS LCI 

Indivíduo 1 2 Gy 
4 ºC 200 24 0 4 0 29 1,34 Gy 1,67 Gy 1,05 Gy 

25 ºC 200 31 1 2 0 22 1,55 Gy 1,87 Gy 1,25 Gy 

Indivíduo 2 2 Gy 
4 ºC 200 23 0 1 0 16 1,32 Gy 1,64 Gy 1,02 Gy 

25 ºC 200 31 0 5 0 22 1,55 Gy 1,87 Gy 1,25 Gy 

LCS – Limite de confiança superior; LCI - Limite de confiança inferior 

 

 

Tabela 15 – Relação dose-efeito em células irradiadas e armazenadas por 96 horas sob 

temperaturas de estocagem de 4 e 25 ºC 

 

Identificação Dose  Temp. Metáfases Dic An CrA Min Frag 
Dose 

estimada 
LCS LCI 

Indivíduo 1 2 Gy 
4 ºC 200 30 0 1 1 27 1,52 Gy 1,84 Gy 1,23 Gy 

25 ºC 200 32 0 3 0 24 1,57 Gy 1,89 Gy 1,28 Gy 

Indivíduo 2 2 Gy 
4 ºC 200 38 0 2 1 15 1,72 Gy 2,04 Gy 1,43 Gy 

25 ºC 200 23 0 3 1 17 1,32 Gy 1,64 Gy 1,02 Gy 

LCS – Limite de confiança superior; LCI - Limite de confiança inferior 

 

 

Para ambos os indivíduos estudados, praticamente não houve variação entre as doses 

estimadas a partir das amostras mantidas, por 48 horas, a temperaturas de 4 ºC (1,32-1,34 Gy) e 

25 ºC (1,55 Gy). Em contrapartida, quando o tempo de estocagem foi prolongado para 96 horas, 

os resultados variaram entre si. Para o indivíduo 1, não houve diferença significativa entre os 

resultados das amostras armazenadas a 25 e 4 °C, sugerindo que a redução da temperatura não 

gerou perda de informação. Todavia, para o indivíduo 2 foi observada uma maior frequência de 

cromossomos dicêntricos nas amostras mantidas a 4 °C. Assim não houve uma uniformidade 

entre os dados obtidos para esse tempo de estocagem (Figura 22).  
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Figura 22 – Dose de radiação estimada das amostras mantidas a 4 e 25 ºC e cultivadas por 48 e 

96 horas  

 

 

 

Sobre as condições de armazenamento, em sua maioria, os dados obtidos nesta etapa 

indicam que a manutenção do sangue periférico a temperatura ambiente (25 ºC) gera uma 

frequência de dicêntricos mais próxima daquela esperada após exposição com dose de radiação 

de 2 Gy. Desse modo, sob essas condições, a dose estimada se aproxima mais da dose real de 

exposição, especialmente quando o período de armazenamento é de 48 horas. 

De fato, algumas pesquisas têm verificado que o acondicionamento de sangue periférico 

a temperaturas próximas ou iguais a 37 °C está associado a uma maior frequência de ACIs, e que 

a redução da temperatura ambiente (10 a 0 °C) promove uma queda do número de alterações 

cromossômicas instáveis de até 50 % (BAJERSKA; LINIECKI, 1969; GUMRICH et al., 1986; 

VIRSIK-PEUCKERT; HARDER, 1986 apud BRZOZOWSKA et al., 2009). Porém, para outros 

trabalhos da literatura o armazenamento de amostras de sangue irradiadas a  

25 °C, por um período de 24 e 48 horas, estaria associado a uma menor frequência de dicêntricos. 

A justificativa para esse fenômeno estaria na ação ineficiente do sistema de reparo celular em 

corrigir corretamente as DSBs radioinduzidas, a baixas temperaturas (MORONI et al., 2008; 

BELLONI et al., 2010).  

A ativação e o desenvolvimento das principais vias de reparo das DSBs radioinduzidas –

HRR e NHE – mostram uma forte dependência 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 próximas a do corpo humano provavelmente reflita mais fidedignamente as 

respostas que seriam naturalmente desencadeadas frente à ação de agentes mutagênicos, tais 

como as radiações ionizantes. Todavia, até o presente momento ainda não há uma definição clara 

sobre os mecanismos que induzem variações na formação e reparo das DSBs, frequência de 

ACIs, e que tornam a temperatura um “fator modificador da dose”.  

Neste contexto, as hipóteses mais aceitas para justificar esse fenômeno foram propostas 

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

 

1) A temperatura determinaria a eficiência com a qual lesões moleculares precursoras 

seriam convertidas em lesões mais estáveis (SSBs → DSBs), por meio de rearranjos 

modulados pela temperatura; 

 

2) O efeito da temperatura inibiria o efeito indireto do oxigênio, ou seja, sua influência 

estaria atrelada a inibição da difusão do oxigênio até o núcleo da célula em 

decorrência de baixas temperaturas; 

 

3) A temperatura de irradiação afetaria a atividade das enzimas de reparo de ação rápida 

que participam da conversão de lesões precursoras em lesões mais estáveis; 

 

4) A cromatina sofreria uma alteração temperatura-dependente em sua conformação a 

15 ºC, conferindo um efeito radioprotetor contra os efeitos danosos da radiação e, 

com isso, diminuindo a frequência das lesões radioinduzidas. 

 

Na hipótese 1, a conformação da cromatina a baixas temperaturas seria o componente 

determinante na produção de uma menor frequência de ACIs. Essa hipótese fundamenta-se na 

premissa de que a hipotermia poderia conferir um efeito radioprotetor à cromatina, protegendo-a 

dos danos provocados pela ação indireta das radiações ionizantes, similarmente ao que ocorre em 

regiões de heterocromatina
10

. Esses efeitos danosos seriam provocados pela ação indireta das RIs 

ao liberar radicais livres após a radiólise da água no meio intracelular (BRZOZOWSKA et al., 

                                                 
10

 Heterocromatina – Tipo de cromatina caracterizada por apresentar alto grau de condensação e compactação. 
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2009). Elmroth e cols. (2003) demonstraram que o efeito radioprotetor associado à condensação 

da cromatina a baixas temperaturas (2 °C) de fato existe e que este desaparece quando a 

irradiação é executada na presença de 0,5 M de DMSO (Dimetil sulfóxido) – agente capturador 

de radicais livres. A adição deste agente tornou equivalente a frequência de danos radioinduzidos 

e, portanto, ACIs a 37 °C e 2 °C, evidenciando a importância do efeito indireto da radiação na 

promoção de tais alterações cromossômicas. 

Na hipótese 2, o efeito da temperatura inibiria o efeito indireto do oxigênio. A 

radiossensibilização causada pelo efeito do oxigênio (O2) é geralmente atribuída à capacidade do 

O2 de se ligar aos radicais formados pela ação indireta da radiação, resultando em subprodutos 

danosos que dificultam o reparo imediato do DNA (IAEA, 2010). Na pesquisa de Brzozowska e 

cols. (2009) é discutida a ação concomitante das duas hipóteses (1 e 2) na redução da frequência 

de micronúcleos em amostras mantidas a 0 °C.  

Nas hipóteses 3 e 4, a temperatura teria influência tanto sobre a conversão de lesões 

(SSBs) em lesões mais complexas (DSBs), quanto sobre a atividade das enzimas de reparo de 

ação rápida. Embora Gumrich e cols. (1986) tenham apontado a hipótese 2 como sendo uma das 

mais promissoras, uma vez que o processo de conversão das SSBs em DSBs é tido como rápido e 

endotérmico, os próprios autores citaram em seu trabalho uma pesquisa na qual a formação de 

DSBs em células tumorais não foi afetada pela variação de temperatura. Sobre a atividade das 

enzimas de reparo a baixas temperaturas, na via de reparo NHEJ a principal enzima de ação 

rápida denominada DNA Ligase IV possui eficiência máxima a 4 °C (FERRETTI, 1981 apud 

MORONI et al., 2008).  

Dentre as justificativas apresentadas e discutidas, as hipóteses 1 e 2 favorecem a 

observação de uma menor frequência de dicêntricos a 4 °C, similarmente aos resultados obtidos 

neste trabalho, enquanto que as hipóteses 3 e 4 favorecem um aumento na frequência de 

dicêntricos a 4 °C. Tendo em vista que ainda não há um consenso sobre a influência da 

temperatura na formação e reparo das DSBs e dicêntricos, é fundamental que novos experimentos 

sejam realizados no futuro para que esta interessante questão seja melhor esclarecida e 

fundamentada. 
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4.5 Aplicação dos parâmetros otimizados em profissionais sob suspeita de exposição 

individual excessiva às RIs 

 

Na Tabela 16 estão sumarizados os dados citogenéticos dos quatro casos estudados. Em 

cada caso foram contabilizadas 1000 células de cada indivíduo, num total de 4.000 células ao 

todo. Para exposições agudas e de corpo inteiro, a contagem de 1000 células permite ao 

citogeneticista estimar a dose absorvida com um limite de detecção de 100 mSv a 5 Sv, com um 

nível de confiança de 95 % (AINSBURY; BARQUINERO, 2009).  

 

Tabela 16 – Dados citogenéticos dos quatro casos investigados  

Céls. – Células; Dic – dicêntricos; Frag - fragmento acêntrico; LCS e LCI – Limites de confiança superior e inferior 
 

Os resultados apresentados na Tabela 16, com relação ao número de dicêntricos e 

fragmentos acêntricos (0-2), sugerem nos casos 1, 2 e 3 os profissionais não sofreram exposição 

aguda de corpo inteiro às RIs nos últimos três meses. A frequência basal de ACIs de um 

indivíduo não-exposto à radiação é de até 1 dicêntrico e 3 fragmentos em 1000 células (ROMM 

et al., 2009; ZAKERI; HIROBE, 2010).  

Em contrapartida, a presença de 4 dicêntricos e 6 fragmentos nas células do indivíduo D 

foram um indicativo de que houve exposição recente a baixas doses de radiação. Considerando 

uma exposição 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 estatísticas associados a este ensaio biodosimétrico. Tal 

nível de exposição ultrapassa em quase três vezes a dose máxima anual permitida para 

Identificação  Dosímetro Motivação Céls. Dic Frag Dose LCS LCI 

Caso 1 Não 
Suspeita de 

exposição acidental 
1000 0 0 0 - - 

Caso 2 Não 
Suspeita de 

exposição acidental 
1000 0 2 0 - - 

Caso 3 Sim 
Controle de 

qualidade 
1000 0 2 0 - - 

Caso 4 Sim 
Controle de 

qualidade 
1000 4 6 145 mSv 307 mSv 15,7 mSv 
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trabalhadores da área nuclear, que é de 50 mSv (MS/PORTARIA/ /SVS Nº 453, 1998; CNEN-

NN-3.01, 2005).  

Esses resultados reforçam a importância da análise de ACIs em linfócitos do sangue 

periférico como método biológico de estimação da dose absorvida (BONASSI; AU, 2002). 

Diante da aplicabilidade desses bioindicadores no campo da dosimetria é imprescindível 

assegurar a uniformidade e otimização das técnicas e procedimentos aplicados nas várias etapas 

dos ensaios biodosimétricos, estejam eles relacionados ao cultivo e análise das amostras, ou ainda 

à construção de curvas de calibração.  

Nesta etapa foram empregadas as otimizações concernentes ao protocolo para adição de 

Colcemid (0,05 µg/ml – 0h), para o cultivo das amostras de sangue periférico, e ao programa 

CABAS (Método de Máxima Verossimilhança), para o cálculo da dose absorvida em cada caso 

analisado. 
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5 CONCLUSÕES 

 

1. O tratamento contínuo com 0,05 µg/ml de Colcemid a partir do início do cultivo celular 

gerou índices mitóticos mais elevados e estimativas de dose mais precisas nas amostras 

controle e irradiadas, sem prejuízo da qualidade das preparações cromossômicas; 

 

2. Os métodos dos Mínimos Quadrados (MMQ) e de Máxima Verossimilhança (MV) 

possibilitaram um bom ajuste dos fatores da curva de calibração construída a partir da 

relação dose-efeito obtida experimentalmente in vitro, por isso a escolha do método 

matemático de referência fundamentou-se no desvio padrão associado aos coeficientes 

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

 

3. Embora o acondicionamento a 25 °C tenha gerado índices mitóticos menores nas 

amostras irradiadas com 2 Gy, ele gerou uma maior aproximação entre a dose estimada e 

a dose de radiação utilizada na irradiação in vitro, indicando que essa temperatura de 

estocagem é a mais adequada para o armazenamento prolongado de amostras de sangue 

periférico; 

 

4. Os parâmetros metodológicos otimizados em dosimetria citogenética – protocolo para 

adição de Colcemid e programa para cálculo da dose absorvida (CABAS – MV) - foram 

aplicados com sucesso na investigação da dose absorvida por profissionais 

ocupacionalmente expostos às radiações ionizantes.   
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Neste trabalho, o emprego dos softwares CABAS e DOSE ESTIMATE para construção 

de curvas dose-efeito foi de suma importância dentro do cenário científico, no que diz respeito ao 

engajamento do LAMBDA dentro das recomendações da IAEA e da “International Organization 

for Standardization” (ISO). O documento mais recente da ISO sobre práticas relacionadas à 

biodosimetria (ISO 19238) preconiza que todo laboratório de dosimetria citogenética deve 

construir ao menos uma curva de calibração. Esta curva deve ser desenvolvida segundo os 

protocolos-padrões utilizados em todos os ensaios biodosimétricos voltados às estimativas de 

dose (IAEA, 2011). 

A experiência adquirida irá contribuir para o fornecimento de uma resposta mais rápida 

em situações em que a dosimetria citogenética possa ser inserida, seja em casos ocorridos no país 

ou no mundo, visto que o LAMBDA foi convidado por membros da Organização Mundial de 

Saúde (OMS) a integrar uma rede global de laboratórios de dosimetria citogenética denominada 

de BioDoseNeT. 

Por outro lado, os quatro estudos de caso apresentados e discutidos demonstram que, na 

maior parte das exposições ocupacionais, o conhecimento isolado da dose registrada no 

dosímetro físico não é suficiente para validar uma possível exposição excessiva à radiação, e nem 

para determinar o risco real que esse tipo de incidente pode gerar a saúde do trabalhador 

(BALLARDIN et al., 2007). Em suma, foi possível evidenciar o papel da dosimetria citogenética 

em três aspectos principais: 

 

1) No auxílio da equipe de Segurança Ocupacional com respeito à tomada de decisão 

pós-incidente, seja pelo remanejamento temporário do profissional de suas atividades 

ou por tranquilizá-los sob a ocorrência de uma possível exposição excessiva às RIs.  

 

Exemplificando: 

 

Nos casos 1 e 2 não foram encontrados cromossomos dicêntricos, o que reforçou a 

hipótese de que não houve de fato exposição aguda de corpo inteiro à radiação. Por 

outro lado, se os sintomas manifestados por estes profissionais estivessem associados 
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à fase prodrômica da SIA, a frequência de dicêntricos esperada seria de 

aproximadamente 6,64 para cada 100 células analisadas. 

 

2) No controle de qualidade da dosimetria física.  

 

Exemplificando: 

 

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

de radiação.  

 

3) Na inclusão da dosimetria citogenética como um dos exames a compor o Atestado de 

Saúde Ocupacional (ASO) de trabalhadores ocupacionalmente expostos às radiações 

ionizantes.  

 

Exemplificando: 

 

No Caso 4, a dose estimada (145 mSv) foi significativamente maior do que a dose 

registrada no dosímetro físico (20 mSv). Tal incidente ocorreu com um profissional 

que, apesar de haver sido contratado apenas a 6 meses na empresa, havia atuado a 

vários anos em outras empresas, exercendo semelhante função. De modo que não foi 

possível determinar se os dicêntricos 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 está 

ou não apto a desenvolver suas atividades dentro da empresa. A certificação desse documento, na 

admissão ou demissão do trabalhador, depende da efetivação de alguns procedimentos, dentre os 

quais se destaca a realização de exames clínicos e avaliações médicas, solicitados em função dos 

riscos a que o trabalhador esteve, está ou estará exposto ao realizar suas atividades ocupacionais. 

Segundo a Norma Regulamentadora 7 (NR 7) – Programa de Controle Médico e Saúde 

Ocupacional – das normas de Segurança e Medicina do Trabalho, na monitoração ocupacional 

dos riscos envolvendo exposição às radiações ionizantes é obrigatória a realização de hemograma 

completo e contagem de plaquetas na admissão do profissional, e periodicamente a cada 6 meses 
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(SEGURANÇA E MEDICINA DO TRABALHO, 2008). Contudo, alterações desses 

bioindicadores, além de não serem específicas de exposição às RIs, manifestam-se tão somente 

em decorrência de um incidente radiológico envolvendo elevadas doses de radiação (~1 e 2 Gy).  

Acidentes dessa natureza, que envolvem exposição aguda de grande parte do corpo  

(> 50 %), são considerados raros e estão comumente associados a outros sinais clínicos, tais 

como febre, náuseas, vômitos e diarreia (WASELENKO et al., 2004). Adicionalmente, variações 

na contagem de plaquetas e hemograma são em sua maioria reversíveis, especialmente em casos 

de exposição crônica às RIs, o que inviabiliza a eficácia dessa metodologia em avaliações 

retrospectivas. Tais limitações são decisivas, sobretudo, em perícias médicas de atividades 

insalubres ou perigosas visto que o estabelecimento da relação causa-efeito, nessas 

circunstâncias, é muitas vezes complexa (AMARAL; MELO, 2010).  

A dosimetria citogenética, diferentemente dos parâmetros biológicos citados 

anteriormente, possui indicadores biológicos específicos das radiações ionizantes e por isso é 

atualmente considerado o método de referência para estimar a dose absorvida por vários países da 

Europa e dos Estados Unidos. No Brasil, somente em 2005 com a NR 32, a dosimetria 

citogenética pôde ser incluída como um exame complementar na investigação de profissionais de 

saúde, em casos de suspeita ou ocorrência de exposição individual acidental às RIs 

(MT/PORTARIA/ /SST Nº 32.4.5; 32.4.6, 2005). 

Embora o estabelecimento da NR 32 tenha revelado a preocupação e conscientização 

dos riscos inerente às RIs pelos órgãos de radioproteção responsáveis, ainda persistem algumas 

lacunas na legislação vigente. Dentre elas, alguns pontos merecem atenção especial: 

  

1) Os demais profissionais do setor nuclear, sujeitos a exposição ocupacional às RIs, não 

foram legalmente contemplados nessa norma;  

 

2) Há uma carência de informações quanto ao método biodosimétrico de referência, 

mais especificamente, o tipo de marcador biológico a ser utilizado em virtude das 

condições em que se processou a exposição (aguda ou crônica);  

 

3) A indicação da dosimetria citogenética na avaliação do nível exposição ocupacional 

se restringe tão somente aos casos de exposição acidental, que contribuem em menor 

escala no âmbito das irradiações. 
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Ainda hoje esta norma é desconhecida por muitos profissionais da área nuclear, 

inclusive por profissionais de saúde, e sua consequência direta pode ser notada pela não 

prescrição da dosimetria citogenética, por médicos do trabalho, em diversos casos de suspeita de 

exposição acidental e ocupacional (LEMOS-PINTO; AMARAL, 2011). 
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APÊNDICE A – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA 
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APÊNDICE B – TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO 

 

 

 

Eu,_____________________________________________________________, abaixo-

assinado, dou meu consentimento livre e esclarecido para realização da dosimetria citogenética, 

sob responsabilidade do Laboratório de Modelagem e Biodosimetria Aplicada – LAMBDA, 

vinculado ao Departamento de Energia Nuclear da Universidade Federal de Pernambuco. 

 

Assinando este Termo de Consentimento, estou ciente que: 

 

1. Obtive todas as informações necessárias para poder decidir conscientemente 

sobre a realização do exame. 

2. As amostras que serão coletadas, enviadas e analisadas pertencem a mim e que 

as mesmas consistem apenas de sangue periférico. 

3. Havendo necessidade em se repetir o exame, irei disponibilizar mais amostras.  

4. Todas as medidas serão tomadas para assegurar a confidencialidade e a 

privacidade de meus dados pessoais. 

 

 

 

 

_______________________________________________ 

Local e Data 

 

_____________________________  _________________________________ 

         Assinatura                                Identidade e Órgão expedidor     

 

________________________________  ________________________________ 

Assinatura da Testemunha (I)                  Identidade e Órgão expedidor     

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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APÊNDICE C– QUESTIONÁRIO 

           

 

 

 

 

 Nome completo:_________________________________________________________ 

 Sexo: ⁪Feminino   ⁪⁪Masculino 

 Telefones de contato:(___)__________________Celular:(___)___________________ 

 Data de Nascimento:___/___/___ 

 E-mail:_______________________________________________________________ 

 

 

 Fumante? 

⁪NÃO 

⁪SIM; Há quanto tempo?_________________Quantos cigarros por dia?___________ 

⁪Ex-fumante; Há quanto tempo deixou?___________ 

 

 Faz uso de medicamentos regularmente? 

⁪NÃO 

⁪SIM; Quais?________________________Dose:_______________Duração:______ 

 

 Teve contato com Agrotóxicos e/ou veneno? 

⁪NÃO 

⁪NÃO SEI 

⁪SIM; Quais?____________________________Há quanto tempo?______________ 

 

 Precisou realizar Quimioterapia? 

⁪NÃO 

⁪SIM; Quando?_______________________________ 

 

 Precisou realizar Radioterapia e/ou exame de Medicina nuclear? 

⁪NÃO 

⁪SIM; Qual?______________Quando?____________Parte do corpo:____________ 

 

 

QUESTIONÁRIO  

 
IDENTIFICAÇÃO 

INFORMAÇÕES IMPORTANTES 

 



85 

 

 Precisou realizar algum exame com Raios - x? 

⁪NÃO 

⁪SIM; Qual?______________Quando?__________Parte do corpo:______________ 

 

 Precisou realizar exame com Tomografia computadorizada? 

⁪NÃO 

⁪SIM;Qual?______________Quando?_____________Parte do corpo:____________ 

 

 Precisou realizar Transfusão sanguínea? 

⁪NÃO 

⁪SIM; Quando?_____________________________________ 

 

 Trabalha exposto à radiação ionizante 

⁪NÃO 

⁪SIM; Em que situação?_______________________________ 

 

 Consumo recente de álcool nas últimas 48 horas? 

⁪NÃO 

⁪SIM 

 

 

 

 

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________ 

 

 

 

 

 

 

OBSERVAÇÕES 
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APÊNDICE D – FOLHA DE CONTAGEM DAS ACIS 

 

       
LABORATÓRIO DE MODELAGEM E BIODOSIMETRIA APLICADA 

 

DOADOR :                                                EXPERIMENTO: 

RESPONSÁVEL:                                         MICROSCÓPIO:                                   DATA: 

Dir. Céls Coordenadas 2n N DIC CrA AC Min Frag Outros 

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

           

Total           
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APÊNDICE E – PRODUÇÃO CIENTÍFICA  

 

 Resumos publicados em anais de congresso nacionais 

 

1) XXIV Reunião Anual da Federação de Sociedades de Biologia Experimental FeSBE, 

Águas de Lindóia - São Paulo, de 19 a 22 de agosto de 2009. 

 

a. LEMOS-PINTO, M.M.P.; Fernandes, T.S.; Amaral, A. Influence of different 

temperatures on preparation of slides for Cytogenetic dosimetry.  

 

2) VII Congresso da Sociedade Brasileira de Biociências Nucleares, SBBN, Recife - PE, 

27 a 30 de outubro de 2010  

 

a. LEMOS-PINTO, M.M.P. ; LIMA, S.C. ; FELICIANO DE SOUZA, T ; 

FERNANDES, T. S. E. ; AMARAL, A. Cytogenetic dosimetry: an outstanding 

methodology for radioprotection management. 2010.  

 

b. LIMA, S.C.; FERNANDES, T.S.E.; LEMOS -PINTO, M.M.P.; FELICIANO DE 

SOUZA, T ; AMARAL, A. Uso do bandeamento C para aumento de 

especificidade da análise de micronúcleos em Biodosimetria. 2010.  

 

c. DA MATTA, M.C.; LEMOS-PINTO, M.M.P.; AMARAL, A. Métodos 

numéricos na construção de curvas de calibração em laboratórios de Dosimetria 

citogenética. 2010. 

 

 Artigos completos publicados em periódicos 

 

3) LEMOS-PINTO, M.M.P.; AMARAL, A. Análise citogenética na investigação de 

incidentes radiológicos. Newslab, v. 105, p. 76-86, 2011. 

 

4) LEMOS-PINTO, M.M.P.; Santos, N.; Amaral, A. Current status of biodosimetry 

based on standard cytogenetic methods. Radiation and Environmental Biophysics, v. 

49, p. 567-581, 2010. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



88 

 

 
 

 



89 

 

 
 

 



90 

 

 
 

 

 



91 

 

 
 

 

 



92 

 

 



93 

 

 
 



94 

 

 



95 

 

 
 

 



96 

 

 
 

 



97 

 

 
 

 



98 

 

 
 

 

 



99 

 

 
 

 



100 

 

 
 

 

 

 

 



101 

 

 
 

 



102 

 

 
 

 



103 

 

 
 

 



104 

 

 
 

 



105 

 

 
 

 



106 

 

 
 

 



107 

 

 
 

 



108 

 

 
 

 



109 

 

 
 

 



110 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


