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Resumo

As frequéncias de alteracbes cromossdmicas instaveis em linfocitos periféricos séo
uma poderosa ferramenta para avaliacdo de dose absorvida em casos de
superexposicdo acidental recente a radiacdo ionizante. A dosimetria biolégica dos
campos de néutrons e sua caracterizacdo fisica e biofisica ainda € um tema
complexo em pesquisas sobre radiacdo. Deste modo, existe uma necessidade de
uma maior compreensao quanto a exposi¢do de néutrons e sua avaliagdo de risco.
O objetivo deste trabalho foi analisar as frequéncias de alteragcbes cromossdmicas
instaveis induzidas por campo misto néutrons-gama e estabelecer suas curvas dose-
resposta. O sangue obtido de um doador saudavel foi exposto a duas fontes de
campo misto néutron-gama 2**AmBe no Laboratério de Calibragdo com Néutrons
(LCN - CRCN/NE - PE - Brasil), resultando em doses absorvidas 0,256, 0,412,
0,497, 0,660, 0,723, 0,964 e 1,254Gy. Metéfases mitoticas foram obtidas através da
cultura de linfocitos para analise cromossdmica. Foi observada uma dependéncia
linear-quadratica entre dose absorvida e as frequéncias de alteracbes
cromossOmicas, apesar de se esperar uma dependéncia linear para campos mistos
néutron-gama. No entanto, o tipo de radiacdo utilizada no presente estudo é
composto por 50% de vetor gama, possivelmente, uma razéo pela qual as curvas
dose-resposta observadas sejam linear-quadréatica. Além disso, analisando-se a
distribuicdo intercelular, nas doses de 0,256, 0,497 e 1,254Gy, para fragmentos
acéntricos e anéis cromossdmicos, parece haver uma tendéncia a uma
sobredispersdo significativa, enquanto que para os dicéntricos, diferentemente,
parece comportar-se melhor como uma distribuicdo de Poisson. As curvas descritas
neste trabalho contribuirdo para o desenvolvimento do Laboratorio de Dosimetria
Biologica (LBD) e serdo utilizadas como base para ensaios futuros nas investigacdes
relativas a interacdo de campos mistos néutron-gama com sistemas biologicos e a
dosimetria bioldgica.

Palavras-chave: biodosimetria; néutron; gama, citogenética.
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Abstract

Frequencies of unstable chromosomal aberrations in peripheral lymphocytes are a
powerful tool for early biological dose assessment in cases of accidental
overexposures to ionizing radiation. A criticality accident, less frequent than those
with y-ray or X-ray but more complex in its evaluation, involves a neutron-gamma
mixed field. Biological dosimetry of neutron fields and their physical and biophysical
characterization is still a complex topic in radiation research. Hence, there is a need
for greater understanding of neutron exposure and its risk assessment. The aim of
the present study was to analyze the frequencies of unstable chromosome alterations
induced by neutron-gamma mixed field and to establish their dose-response curves.
Blood was obtained from one healthy donor and exposed to mixed field neutron-
gamma sources **AmBe at the Neutron Calibration Laboratory (NCL — CRCN/NE —
PE — Brazil), resulting in absorbed doses of 0.256, 0.412, 0.497, 0.660, 0.723, 0.964
and 1.254Gy. Mitotic metaphase cells were obtained by lymphocyte culture for
chromosomal analysis. Results showed a linear-quadric dependence between
radiations absorbed dose and chromosomal aberrations frequencies, despite a linear
dependence be expected to a neutron-gamma mixed field. However, the radiation
type used in the present study has in its composure 50% of gamma vector, possibly a
reason why the observed dose-response curves are linear-quadratic. Furthermore,
the intercellular distribution of acentric fragments and chromosome rings, analyzed
at 0.256 Gy, 0.497 Gy and 1.254 Gy, seems to trend to a significant overdispersion,
while the dicentrics distribution, otherwise, seems to behave better as a Poisson
distribution. Dose-response curves described in this paper will contribute to the
Laboratory of Biological Dosimetry (LBD) deployment and will be used as basis for
future essays in investigations concerning the interaction of neutron-gamma mixed
fields with biological systems and the biodosimetry.

Key words: biodosimetry; neutron; gamma; cytogenetic.
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1. Introducéo

Acidentes ocupacionais ou superexposicdo de individuos a radiacao
lonizante, geralmente, envolvem radiagdes com baixa Transferéncia Linear de
Energia (LET), como os raios X e y. Um acidente critico de maior complexidade
em sua avaliacdo, porém menos frequente, envolve radiacdo de um campo misto
néutron-gama (radiagdo com alta LET). A dosimetria de néutrons e a
caracterizacdo fisica e biofisica dos campos de néutrons, ainda é um tema
complexo em pesquisas sobre radiacdo, principalmente devido a ocorréncia de
interacdes nucleares e a ampla faixa de energia de interesse prético.

Ha um numero significativo e crescente de instalacdes de geradores de
néutrons e aplicagées industriais de radiacbes com potencial para promover
exposicdes ocupacionais de néutrons. Com excec¢ado dos sobreviventes da bomba
atomica em Hiroshima e dos acidentes com trabalhadores em usinas nucleares, a
maioria das pessoas € exposta de maneira ocupacional ou terapéutica a doses
muito baixas de néutrons. Além disso, h4 uma preocupacdo com a exposi¢ao
ocupacional a radiacdo cosmica de tripulacdo comercial, questdo que tem sido
tratada ao nivel internacional.

A biodosimetria tem apresentado maior importadncia, uma vez que a
dosimetria fisica fornece informacdes limitadas quando se trata de exposicdes
complexas. Além disso, a biodosimetria € utilizada em todas as situacbes em que
a dose absorvida de corpo inteiro € desconhecida ou incerta, como em
exposicdes acidentais ou ocupacionais; ou nos casos em que a avaliacado de dose
por meio de dosimetria fisica ndo é possivel; ou, ainda, para validar a estimativa

de dose desta.



Durante os ultimos 30 anos, a analise de alteracdes cromossémicas e a
deteccado de alteracdes instaveis (dicéntricos, anéis cromossémicos e fragmentos
acéntricos) tém sido utilizados para a estimativa de danos causados ao genoma
por clastogenos fisicos e quimicos. A analise de cromossomos dicéntricos €,
ainda hoje, a técnica mais utilizada pelos laboratérios de dosimetria biolégica. A
analise da frequéncia de dicéntricos e de anéis cromossémicos permite uma boa
estimativa da dose equivalente do 'corpo inteiro' recebida pela mistura de
linfécitos expostos e ndo expostos contidos em uma amostra de sangue, e é
precisa em casos de superexposicado aguda, homogénea e recente.

Com isso, a dosimetria citogenética tem sido apontada como uma
ferramenta confidvel e Util para o direcionamento do tratamento médico das
vitimas de acidentes com radiacdo ionizante. Além da dosimetria em exposi¢ao
acidental, suas aplicacbes sao diversas, como na avaliacdo de efeitos
citogenéticos radioinduzidos em astronautas.

No Brasil, existem em torno de 5 laboratorios de biodosimetria, sendo que
nenhum deles realiza ainda dosimetria biolégica para néutrons. O Laboratorio de
Dosimetria Biologica (LDB) do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do
Nordeste (CRCN-NE) é um deles e conta com a vantagem de possuir um
laboratério de irradiacdo para néutrons e ter implementado a técnica para
estabelecer curvas de calibracdo dose-resposta para campo misto néutron-gama.

Deste modo, existe uma necessidade de uma maior compreensdo e
realizacdo de mais estudos quanto aos efeitos bioldégicos dos néutrons de baixa e
alta energia e sua avaliacdo do risco, uma vez que pouco se tém discutido sobre

0S mecanismos fisicos responsaveis por tais danos celulares associados a eles.



2. Revisao da Literatura

2.1 Radiagao lonizante

A radiacdo ionizante refere-se a particulas subatdbmicas e a radiacdo
eletromagnética que, interagindo com um atomo, pode direta ou indiretamente
causar a perda de um elétron desse atomo ou mesmo quebrar seu nucleo.
Quando esses eventos ocorrem no tecido humano podem ser observados efeitos
na saude, caso haja falha dos mecanismos de reparos biol6gicos. A radiacao
ionizante é parte natural do ambiente, sendo emitida por algumas células normais
do tecido humano, emanada a partir do solo e de alguns materiais de construcéo,
e sdo também oriundas da radiacdo cosmica galatica (Bagshaw, 2012).

As radiacdes ionizantes séo caracterizada pela sua capacidade de ionizar
qualguer meio que atravesse, através da retirada de um ou mais elétrons dos
atomos do material. A ionizacdo ocorre por transferéncia de toda ou parte da
energia da radiacdo incidente aos atomos e se da através de diversos
mecanismos, dependendo das caracteristicas da radiagdo e dos &atomos
irradiados (Scaff, 1997; Khan, 2003). Outro processo relacionado com a ionizacao
€ a excitacdo que se produz quando a energia cedida ao elétron nao é suficiente
para arranca-lo do atomo, mas suficiente para que seja promovido para um
estado de energia maior. O atomo, assim excitado, volta ao seu estado normal,
emitindo luz de comprimento de onda caracteristico (Scaff, 1997)

Os tipos de radiacéo ionizante e as suas propriedades (Bagshaw, 2012)

sdo mostradas na tabela 1.



Tabela 1 — Tipos de radiacdo ionizante e suas composicoes.

Tipo de Radiacao Composicéao

2 prétons + 2 néutrons

Particulas a (ntcleo do Hélio)

Um elétron negativo () ou

Particulas B positivo (B")
Raios y Radiacao eletromagnética
Raios X Radiacao eletromagnética

Néutrons Néutrons livre

Fonte: (Bagshaw, 2012).

A superficie da Terra € um ambiente relativamente benigno com relacéo as
particulas de radiacdo ionizante. As duas principais fontes naturais de radiacao
ionizante sobre um corpo planetario sdo o decaimento de isétopos radioativos
presentes na superficie e o fluxo de raios cosmicos oriundos do espago. Os raios
césmicos sao particulas subatdbmicas carregadas ou nucleos atdmicos que séo
acelerados a altas energias (Dartnell, 2011).

O nosso planeta é constantemente “bombardeado” por radiacdo ionizante
de alta energia conhecida como radiacdo césmica galatica, proveniente de fora do
sistema solar e, esporadicamente, exposto a rajadas de particulas energéticas do
sol referidas como eventos de particulas solares (Bagshaw, 2012). As particulas
de radiacdo césmica galética, ao penentrarem na atmosfera da Terra, colidem
com o0s nucleos de Oxigénio, Nitrogénio e outros atomos da atmosfera, gerando
radiacOes ionizantes particuladas adicionais. Aquelas que entram na atmosfera e
aquelas que nela sédo geradas séo coletivamente chamadas de radiacdo cosmica
galatica (NCRP, 1995; Bagshaw, 2012).

Nas altitudes de voos comerciais, esta radiacdo césmica galatica consiste
principalmente de néutrons, protons, elétrons, positrons e fétons (NCRP, 1995;

Bagshaw, 2012). Os espectros de néutrons, nessas altitudes, tém caracteristicas



semelhantes as encontradas em ambientes de elevada energia de aceleracao,
particularmente aqueles espectros acima de 20MeV (IAEA, 2001a).

Tripulantes de aeronaves estdo expostos a elevados niveis de radiacéo
cosmica de origem galactica e solar. A intensidade das diferentes particulas que
compdem a radiacdo cosmica atmosférica, as suas distribuicbes de energia e 0s
seus potenciais efeitos bioldgicos variam com a altitude, latitude geomagnético e
o ponto do tempo do ciclo de atividade magnética do Sol (Bagshaw, 2012). Assim,
€ crescente a preocupacdo com a exposi¢cao ocupacional de tripulagcdo comercial
a radiacdo cosmica. Todavia, ndo se tem fornecido sérias consideracbes ao
monitoramento individual dessas pessoas. As medi¢des tém sido feitas com mais
cautela para caracterizacdo do ambiente de radiacdo e a provavel exposicao

resultante (IAEA, 2001a).

2.1.1 Néutrons

O néutron é uma particula de matéria mais pesada que o ndcleo de um
atomo de hidrogénio e ndo ocorre livre na natureza, apenas como um dos
elementos fundamentais em todos os nucleos atémicos, que sdo mais pesados do
que o hidrogénio comum. Quando certos tipos de desintegracées de nucleos
atbmicos sdo produzidos, os néutrons sao ejetados com alta energia. Esses
néutrons energizados sao chamados néutrons rapidos. Uma vez que sao
desprovidos de cargas, nao ionizam diretamente, fato que explica seu poder de
penetragdo na matéria. A ionizagdo que causam é resultados da ocorréncia de
colisbes com o nucleo dos atomos. Estes nudcleos, sendo altamente densos e

carregados, ionizam fortemente (Stasiulevicius, 1995).



Os néutrons podem ser subdivididos em intervalos de energia e
classificados de acordo com sua energia cinética. De acordo com Santos (2003),
a classificacdo para dosimetria neutrdnica € a seguinte:

Térmicos: Energia media < 0,4 eV

Intermediarios: Energia média entre 0,4 eV e 200 keV

Réapidos: Energia média entre 200 keV e 10 MeV

Relativisticos: Energia média > 10 MeV.

N&o ha nenhuma ocorréncia natural significativa de emissores de néutrons,
pois a ocorréncia natural de um nucleo instavel em razdo do excesso de néutrons
transforma néutrons em prétons e libera particulas B ao invés de néutrons (IAEA,
1985). O Califérnio (*°°Cf) é a fonte mais comum de fissdo espontanea — emite
néutrons rapidos, além de radiacdo y e B . Para ser usado como uma fonte de
néutrons é encapsulado em containers com espessura suficiente para que so6
radiacdo y e néutrons rapidos emerjam da fonte (Knoll, 2010).

Outra forma de produzir fontes de néutrons é a partir de reacdes nucleares
em fontes radioisotopicas, onde fontes sédo fabricadas por meio da mistura de um
is6topo’ emissor a ou y com outros elementos alvos de niimero atémico menor . A
reacdo mais comum é o bombardeamento do Berilio com particulas a e as fontes
de néutrons de uso mais frequente sdo as de **AmBe, ?*RaBe e ***PuBe. No
caso de radiois6topos emissores gama, o resultado sdo fontes de fotonéutrons,
nas quais apenas dois ncleos alvos sdo empregados, o Berilio (°Be) e o Deutério

(®H), e os emissores y mais comuns sdo **°Ra, **Sb, "“Ga e **Na (Knoll, 2010).

! Is6topos sdo formas de um elemento que tem o mesmo nimero atémico e diferente nimero de
massa (Argonne National Laboratory, 2005).



Os aceleradores de particulas sdo amplamente utilizados na medicina para
irradiacbes de pacientes com cancer, bem como em experimentos de fisica
nuclear e producao de radionuclideos. Nestes casos, 0s néutrons sao produzidos
mais comumente na colisdo de ions aceleradas com atomos de H ou seus
isétopos alvos ou por reagdes (y,n) oriundas do bremsstrahlung de aceleradores
de elétrons (Knoll, 2010).

Nos ultimos anos, verificou-se um crescimento consideravel de técnicas
gue utilizam néutrons ou radiacdes que os gerem indiretamente, por exemplo:

e Técnicas industriais, como radiografia com néutrons, para controle de
qualidade envolvendo materiais hidrogenados, prospeccédo de petréleo e
outros (Casali, 1995; Vilela, 1996).

e Aplicagbes em medicina, no tratamento de tumores, utilizando a técnica
BNCT (Boron Neutron Capture Therapy), aceleradores de particulas
carregadas de alta energia que geram residuos fotons de energia suficiente

para produzir fotonéutrons (Campos, 2000; Coelho, 2003).

2.1.1.1. Fontes de *AmBe

Uma fonte comum de néutrons é composta de ***Am e Berilio (Argonne
National Laboratory, 2005). Esta fonte de **AmBe é a mais utilizada
comercialmente por causa de seu tempo de meia vida longo? 433 anos. Esta
fonte € produzida a partir da mistura compactada de oxido de Americio e de

Berilio metalico em po6 (Souto, 2007).

> Tempo de meia vida: Intervalo de tempo, contando a partir de um certo instante, necessario para
que metade dos atomos radioativos decaiam (Tauhata et al., 2003).



A particula a emitida durante o decaimento radioativo de ***Am e emissao
de fétons de 59,5keV séo absorvidos pelo Berilio-9, produzindo Carbono-12 e um
néutron. Assim, utilizando o bombardeio do Berilio com particulas a provenientes
de um radionuclideo a ele misturado, gera-se campos de néutrons de alto fluxo, a
partir das reacfes nucleares nele produzidas (Argonne National Laboratory,
2005). O espectro energético da fonte de ***AmBe (Fig. 1) compreende néutrons
com energias entre 100 keV e 10MeV. A moda® da energia dos néutrons emitidos

é 4,5MeV (IAEA, 2001a).
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Figura 1 — Espectro da fonte de ***AmBe (IAEA, 2001a)

2.1.2 Interacdo daradiacdo com a matéria
No processo de transferéncia de energia de uma radiagéo incidente para a
matéria, as radiagbes que tém carga, como elétrons, particulas a e fragmentos de

fissdo, atuam principalmente por meio de seu campo elétrico e transferem sua

® Moda: A moda de um conjunto de dados, em geral representada por M, € o valor que ocorre
mais frequentemente (Triola, 2005).



energia para muitos atomos ao mesmo tempo, e sdo denominadas radiacfes
diretamente ionizantes. As radiacdes que ndo possuem carga, como as radiacdes
eletromagnéticas e os néutrons, sdo chamadas de radiacdes indiretamente
ionizantes, pois interagem individualmente transferindo sua energia para
particulas carregadas, que irdo provocar novas ionizacdes (Tauhata et al., 2003,
Knoll, 2010).

As radiacoes eletromagnéticas de interesse séo as radiacdes X e y. Devido
ao seu carater ondulatério, auséncia de carga e massa de repouso, essas
radiacbes podem penetrar em um material, percorrendo grandes espessuras
antes de sofrer a primeira interacdo. A penetrabilidade dos raios X e y € muito
maior que a das particulas carregadas, e a probabilidade do tipo de interacao
depende muito do valor de sua energia (Tauhata et al., 2003).

H& numerosos mecanismos de interacdo possiveis da radiacdo y com a
matéria, entretando os trés tipos mais importantes sao: efeito fotoelétrico,
espalhamento Compton e producdo de pares. Esses processos levam a uma
transferéncia completa ou parcial da energia do foéton, resultando no
desaparecimento ou espalhamento do mesmo (Knoll, 2010).

Na interacdo dos néutrons com a matéria ocorre um processo diferente ao
das particulas carregadas e a da radiacdo eletromagnética; sua interacdo se da
por meio de reacdes nucleares. A auséncia de carga dos néutrons faz com que a
interacdo do néutron com 0s campos elétricos atbmicos seja desprezivel, sendo
assim, a interacao ocorre diretamente com os nucleos. E, ao contrario da radiacao
Yy, as radiacOes secundarias sao frequentemente nucleos de recuo com alto poder

de ionizacao, principalmente para materiais hidrogenados (Lamarsh, 1983).



Dentre os processos de interacdo dos néutrons com a matéria, 0s
principais sao: espalhamento elastico, espalhamento inelastico, reacdes por
absorcao e reacdes de fissdo. Essas interacdes dependem da energia cinética do
néutron incidente e da seccdo de choque do material com que ele interage

(Lamarsh, 1983).

2.2 Interacao da radiacao ionizante com o tecido humano

Na interacdo da radiacdo ionizante com o material bioldégico o que ocorre
em termos bastante amplos é a transferéncia de energia da radiacdo para as
biomoléculas das células. Nesse processo, ocorre ionizacdo e excitacdo dos
atomos da matéria viva com a absorcao de energia da radiacdo. Na ionizacdo, o
elétron é ejetado do atomo e na excitacdo, o elétron ganha energia passando
para uma camada orbital mais energética (Hall, 1994).

Considerando que as moléculas biolégicas sdo constituidas,
principalmente, por atomos de carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, 0s
elétrons que provavelmente serdo ejetados de um atomo, no caso de irradiacao
de um ser vivo, serdo elétrons de atomos destes elementos. Para que ocorra
ionizacdo em um material bioldgico, a energia da radiacdo deve ser superior ao
valor da energia de ligacdo dos elétrons ligados aos atomos destes elementos
(Nouailhetas et al., 2010).

A transformacéo de uma molécula especifica (agua, proteina, acucar, DNA,
RNA) pela agéo das radiagdes leva a consequéncias que devem ser analisadas
em funcdo do papel biolégico desempenhado pela molécula atingida. O efeito
desta transformacdo deve ser acompanhado nas células, visto serem estas as

unidades morfoldgicas e fisiologicas dos seres vivos. Da mesma maneira, a
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geracdo de novas entidades quimicas no sistema também deve ser analisada
considerando seu impacto na célula irradiada (Nouailhetas et al., 2010).

O efeito biologico de uma exposicdo as radiacdes ionizantes €
normalmente resultado de um dano que ultrapassa os limites de eficiéncia dos
mecanismos adaptativos do organismo. A severidade do dano varia segundo a
idade, sexo, estilo de vida, tipo de tecido irradiado, dentre outros fatores. A
principal caracteristica do efeito biolégico causado pela radiacdo € a modificacao
morfologica e/ou fisioldgica da estrutura celular (Amundson et al., 2001).

Quando algum tipo de radiacdo ionizante — eletromagnética ou particulada
— € absorvida por um material biolégico, ha possibilidade que a radiacdo venha a
interagir diretamente com os alvos celulares, como o DNA (acdo direta da
radiacdo) (Silva, 2009). Assim, os danos diretos ocorrem quando a energia
depositada excita elétrons dentro de biomoléculas, o que leva a ionizacdo ou
radidlise (Dartnell, 2011). E o processo dominante para radiacbes com alta
Transferéncia Linear de Energia (LET — Linear Energy Transfer)®, tais como
néutrons, particulas a e fragmentos de fissdo (Silva, 2009).

No entanto, a radiacdo interage principalmente com a agua (as células séao
compostas por 40-70% de agua), o que conduz ao mecanismo indireto de danos
da radiac&o. Agua irradiada sofre ionizacéo e radidlise, resultando na producéo de
elétrons aquosos livres (eyq) € das espécies altamente reativas com os elétrons
nao emparelhados e os radicais livres, tais como H- e -OH, ou os seus produtos

de recombinacéo tais como peroxido de Hidrogénio (Dartnell, 2011).

* LET: Transferéncia Linear de Energia é a energia que é depositada ao longo do trajeto da
radiagdo, excluindo a porgdo de energia que & depositada por “bremsstrahlung” (radiagdo de
freamento) (Knoll, 2010).
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Estas espécies quimicas podem danificar moléculas organicas como o
DNA, proteinas, lipides, carboidratos etc (acédo indireta da radiacdo). E um
mecanismo dominante para radiacdes de baixo LET, como os raios X, particulas 3
e radiacdo y. Os efeitos bioldégicos da radiacdo, entdo, resultam de danos
ocorridos ao DNA que é considerado ser o alvo preferencial de muitos agentes,
tanto fisicos como quimicos (Silva, 2009).

Uma consequéncia da distribuicdo de ionizacdo para radiacbes de
diferentes LET esta na distribuicdo de frequéncia de alteracbes cromossdémicas
entre as células. Com baixo LET, ou baixa densidade de radiacédo ionizante, a
ionizacdo em qualquer dose especifica sera distribuida aleatoriamente entre as
células e, consequentemente, o dano ao DNA também serd distribuido
aleatoriamente entre as células. No pressuposto de que existe uma probabilidade
igual de que qualquer dano pode ser potencialmente convertido em uma
alteracdo, entdo, a alteracdo também sera distribuida aleatoriamente entre as
células. Isto foi demonstrado em irradiagcdes com raios X e radiagao y, onde as
alteracées citogenéticas induzidas adequam-se & distribuicdo de Poisson® (IAEA,
2011).

Com LET elevado, ou radiacbes densamente ionizantes, as interacdes de
ionizagdo serdo distribuidas de maneira ndo-aleatoria entre as células, a energia
sera depositada como "pacotes discretos" (IAEA, 2011). Radiacbes de alto LET
(néutrons ou particulas a) produzem poucas interacées com muitos eventos

primarios (ionizagdes, excitagdes) muito proximos. Ha uma série de danos no

> A distribuicdo de Poisson é uma distribuicdo de probabilidade discreta. Ela expressa, por
exemplo, a probabilidade de um certo nUmero de eventos ocorrerem num dado periodo de tempo,
caso estes ocorram com uma taxa média conhecida e caso cada evento seja independente do
tempo decorrido desde o ultimo evento (Leitdo, 2010).
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mesmo ponto e a falta de reparo desses danos induz células com muitas
alteracdes (Vaurijoux et al., 2012).

Com a exposicéo a radiacao de alta LET, existe uma elevada probabilidade
de uma interacdo produzir um dicéntrico (Vaurijoux et al., 2012). Assim, o0 niumero
de interacfes sera muito menor do que comparado a radiacdes de baixo LET em
doses equivalentes. Além disso, em qualquer frequéncia média de alteracdo
observada, havera mais células com multiplas alteracfes e células com nenhuma

alteracéo do que o esperado a partir de uma distribuicdo de Poisson (IAEA, 2011).

2.2.1 Efetividade bioldgica relativa

Os vérios tipos de radiacdo produzem efeitos bioldgicos diferentes. Isso
porque cada radiacdo deposita no material biolégico quantidades diferentes de
energia por unidade de comprimento de percurso ou por unidade de volume
irradiado (Garcia, 2002). Assim, para poder comparar os efeitos biolégicos das
diversas radiacdes, criou-se um fator de correcdo chamado Efetividade Biol6gica
Relativa (RBE - Relative Biological Effectiviness). O RBE é a medida relativa da
efetividade de diferentes tipos e energias de radiacdo em induzir um determinado
efeito & salude. E definida como a raz&o inversa das doses absorvidas de dois
diferentes tipos e energias de radiacdo que produziriam o mesmo grau de um
efeito biologico definido (CNEN, 2011).

Para um determinado tipo de radiagdo A, e supondo constantes todas as
variaveis fisicas e biologicas, exceto o tipo de radiacdo, a RBE € adimensional e é

representada matematicamente por:

RBE (A) = Dose referéncia / Dose teste Q)

13



onde, Dose referéncia é a dose absorvida® na qual se observa um nivel especifico
de resposta/efeito e Dose teste é a dose absorvida da radiagdo A necessaria para
produzir o mesmo efeito (Cember, 1996).

A RBE pode ser considerada como sendo funcdo da qualidade da
radiacdo, expressa em termos de LET. Em muitos sistemas, a RBE aumenta com
a LET até cerca de 100 keV/um, depois diminui. A rigor, a RBE para uma
determinada radiacdo ndo € somente dependente da LET, mas também da dose,
da taxa de dose, do fracionamento da dose e de fatores intrinsecos do individuo
exposto (Cember, 1996).

A figura 2 mostra as tipicas formas linear e linear-quadratica das curvas
dose-resposta para dicéntricos obtidas com radiacbes de alta e baixa LET,

respectivamente.

® Dose absorvida (D) é uma grandeza dosimétrica fundamental expressa por D= de /dm, onde de é
a energia média depositada pela radiacdo em um volume elementar de matéria de massa dm. A
unidade no sistema internacional é o Joule por Kilograma (J/kg) denominada Gray (Gy) (CNEN,
2011).
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Figura 2 — Tipicas curvas dose-resposta linear e linear-quadratica, ilustrando como a

RBE altera com a frequéncia de altera¢gBes (IAEA, 2011).

A RBE com uma frequéncia elevada de dicéntricos, que estaria associada
com altas doses, ¢€ ilustrada pela linha tracejada horizontal superior que intercepta
as duas curvas nas doses 1,0 e 3,5Gy. O RBE ¢ a razao entre as duas doses que
€ 3.5/1.0 = 3,5. A linha horizontal tracejada mais inferior intercepta a curva nas
doses 0,1 e 1,0Gy, resultando em uma maior RBE: 1.0/0.1 = 10 (IAEA, 2011).

A partir da analise de muitos parametros (incluindo mutagcdes, morte celular
e alteracbes cromossdmicas) foi demonstrado que a RBE varia de acordo com a

LET. A curva resposta € ilustrada na figura 3.
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Figura 3 — Relagdo generalizada entre RBE e LET (IAEA, 2011).

Esta curva mostra que a RBE aumenta até um valor 6timo de cerca de
100keV/pm e, em seguida, diminui para valores mais elevados de LET. A
interpretacdo desta curva é melhor considerada para a inducdo de alteracbes
cromossomicas (IAEA, 2011). A diminuigdo da RBE, nas regides de elevada LET
tem sido geralmente aceita como um efeito de saturacdo, resultante de
desperdicio da energia destrutiva, denominado "overkilling" (Takatsuji et al.,

1999).

2.2.2 Radiossensibilidade celular

As células que apresentam grande atividade mitética, bem como aquelas
mais indiferenciadas, sdo mais sensiveis a radiacdo ionizante (Bergonié e
Tribondeau, 1959). Por isso, 0 sistema hematopoiético e o reprodutivo sdo mais
agredidos durante uma exposicdo as radiagbes ionizantes do que o tecido

nervoso e o parénquima renal. Em virtude da grande atividade mitotica, as células
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neoplasicas séo, via de regra, mais sensiveis do que as células normais e isso

permite que seja utilizado as radiacdes ionizantes para tratar alguns tipos de

tumores malignos por meio da radioterapia. A radiossensibilidade varia de acordo

com a atividade metabolica e com fatores estruturais inerentes a cada tipo celular.

A tabela 2 mostra a radiossensibilidade de algumas células de mamiferos (Garcia,

2002).

Tabela 2 — Variacdo da radiossensibilidade de acordo com o grupo celular.

Célula Radiossensibilidade L
divisao

Capacidade de Nivel de

diferenciacéo

1.Eritroblastos, células das
criptas intestinais, células o+ o+
basais da epiderme

2. Mielécitos e espermatdcitos et bt

3. Células dos rins, figado,

pancreas e tireoide ++ s

4. Neurdnios e células

musculares + -

+

++

+++

++++

+ (menor intensidade)/ ++++ (maior intensidade)

Fonte: Garcia (2002).

No caso dos linfécitos, observa-se a diminuicdo do nimero destas células

presentes na circulacdo sanguinea quando ocorre irradiacdo do corpo inteiro,

resultando em doses absorvidas de 2 a 10Gy. Isto ocorre devido a sensibilidade

destas células a radiacdo ionizante (Léonard, 2005; IAEA, 2001b), sendo, por

isso, excecdo a lei da radiossensibilidade de Bergonié e Tribondeau (1959), uma

vez que sao células altamente diferenciadas.

2.3 Lesdes e reparo do DNA

O DNA contido em nossas células é constantemente exposto e bastante

vulneravel a uma série de agentes que podem causar-lhe danos (Neal e Meek,
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2011). Embora haja uma tendéncia de maior preocupacdo quanto as fontes
ambientais de danos no DNA (como agentes quimicos, radiacdo ultravioleta (UV)
e radiacao ionizante), uma célula humana repara mais de 10.000 lesdes por dia
no DNA para neutralizar fontes de danos endégenos. O DNA possui uma meia-
vida de depurinacdo espontanea que pode gerar sitios desprovidos de bases em
fitas de DNA a uma taxa estimada em 2.000-10.000 lesdes por célula humana por
dia. De fato, propde-se que a maior parte da maquinaria de reparo do DNA tenha
se desenvolvido para lidar com danos no DNA gerado pelos subprodutos do
metabolismo celular — espécies reativas de Oxigénio, agentes alquilantes
enddgenos e quebras de fita Unica e dupla do DNA resultantes de colapso de
forquilhas de replicacdo do DNA ou de destruicdo oxidativa de residuos de
desoxirribose (Peterson e C6té, 2004).

Entre os diversos tipos de lesGes que podem ocorrer no DNA, a quebra de
fita dupla do DNA (doublestrand break — DSB) é considerada uma das mais
citotoxicas (Kass e Jasin, 2010). Estudos mostram que uma Unica DSB pode ser
fatal para uma célula, caso ndo haja reparos, e que o reparo incorreto das DSBs
pode resultar, em larga escala, em rearranjos cromossdmicos que, em Ultima
analise, pode levar a carcinogénese. As DSBs de DNA séo geradas tanto por
fontes exdgenas, como por fisioldgicas. Entre os agentes exdgenos estdo a
radiacao ionizante e agentes genotoxicos, tais como inibidores da topoisomerase
de DNA ou de agentes de cross-linking de DNA, que sdo muitas vezes utilizados
para a quimioterapia (Neal e Meek, 2011).

As DSBs também podem ser geradas por agentes endogenos, tais como
espécies reativas de Oxigénio, gerado por respiracdo celular, de acbes

enzimaticas fora do alvo, tais como clivagem inadvertida por nucleases, e de
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estresse mecanico sobre os cromossomos (Neal e Meek, 2011). Além disso, as
DSBs sdo intermediarias essenciais durante eventos de recombinacao
programada, como a meiose e desenvolvimento de linfécitos (Symington e
Gautier, 2011).

Devido a critica natureza de manutencdo do DNA, tanto para a
sobrevivéncia celular quanto para a fidelidade genética, 0s organismos
desenvolveram uma série de mecanismos complexos e altamente regulados que
funcionam para reparar danos causados ao DNA (Neal e Meek, 2011). A falha
para reparar tais lesdes pode levar a uma taxa de mutacdo deletéria, a
instabilidade genémica ou a morte celular. Em eucariotos superiores, a lesdo em
genes responsaveis pelo reparo ao DNA e / ou de regulacéo do ciclo celular pode

conduzir ao desenvolvimento de doencas como o cancer (Peterson e C6té, 2004).

2.3.1 Reparo por excisao de bases

O reparo por excisdo de bases (REB) € um mecanismo pelo qual as células
reparam lesGes de nucleotideos derivadas de dano de base ocasionada por
espécies reativas de Oxigénio, irradiacdo, produtos quimicos genotéxicos,
desaminacdo espontanea ou por ocorréncia natural de sitios desprovidos de
bases (apirimidinicos e apurinicos — AP). Os sitios AP e de quebra de fita simples
do DNA (single-strand breaks - SSB), que necessitam de processamento final,
podem ser reparados através desta via, uma vez que sao formados como
intermediarios na via de REB (Xu et al., 2008). A maior parte dos danos no DNA é
causada por agentes endogenos metabdlicos, como a oxidagcdo. O sistema de

REB detecta eficientemente tal dano de base dentre uma enorme quantidade de
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bases normais no DNA, remove esse dano e restaura a base normal para manter
a integridade do genoma (Hitomi et al., 2007; Xu et al., 2008).

Comparado a outros tipos de mecanismos de reparo do DNA como o
reparo por excisdo de nucleotideos, os sistemas de reparo por excisdo de bases
séo verticalmente bem conservados, de bactérias a seres humanos, em termos
de componentes do nucleo de sua maquinaria. Nas células, no entanto, o REB
atua em redes complexas de proteinas, que variam entre os diferentes tipos de
organismos e que ndo sdo independentes de outras regulacbes metabdlicas do
DNA, incluindo a replicacéo e transcri¢do (Hitomi et al., 2007).

O REB ocorre, de maneira geral, em duas etapas: primeiro, 0
reconhecimento especifico do dano e excisdo realizada por glicosilase
direcionadas para lesbes de base distintas, e em segundo lugar, um estagio de
dano geral durante a qual centrais resultantes de intermediarios e 3’'terminal do
sitio AP séo processadas por nucleases de estrutura especifica, tais como FEN-1,
seguido de sintese de reparo do DNA e de ligacdo. Embora diversos tipos de
danos de base de DNA ocorram nas células, todos os organismos desenvolveram
meios eficientes e especificos para encontrar, remover e reparar tais danos de
base. Além disso, como este é o dano mais comum ao DNA, o REB é uma das

principais vias para protecdo celular da molécula (Hitomi et al., 2007).

2.3.2 Reparo por excisao de nucleotideos

O sistema de reparo por excisdo de nucleotideos (REN) esta envolvido na
remocao de uma grande variedade de lesdes que distorcem a hélice do DNA, tais
como dimeros de pirimidina ciclobutano e 6-4 fotoprodutos, produzidos por

bY

exposicao a luz UV, ligacdes cruzadas intracadeia (intrastrand cross-links), e
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adutos volumosos induzidos por varios carcinégenos (Sugasaw et al., 2001;
Bergink et al., 2006). Mais de 30 proteinas estdo envolvidas nesse sistema de
reparo (Bergink et al., 2006).

Defeitos no REN promovem a fotossensibilidade extrema e predisposicéo
ao cancer de pele observada na sindrome Xeroderma Pigmentoso. Sete grupos
de complementacdo do Xeroderma Piguimentoso foram identificados, o que
representa genes XPA-G de reparac0es distintas (De Laat et al., 1999; Bergink et
al., 2006).

A ocorréncia do REN eucariético envolve pelo menos duas subvias
distintas, reparacdo gendmica global (RGG) e reparacao de transcricdo acoplada
(RTA). A subvia RGG pode operar em qualquer local no genoma, e a sua eficacia
varia de acordo com o tipo de lesdo, por exemplo, os 6-4 fotoprodutos séo
eliminados do genoma global muito mais rapido do que os dimeros de pirimidina
ciclobutano. Em contraste, a RTA remove especificamente les6es que bloqueiam
RNA polimerases sobre as fitas de transcricdo de genes ativos. Ao contrario do
RGG, essa subvia elimina diferentes lesbes em taxas similares e contribui para a
rapida recuperacdo da atividade transcricional ap6s o DNA ter sido danificado,
garantindo a manutencdo de funcBes celulares normais e de sobrevivéncia

(Sugasaw et al., 2001; Bergink et al., 2006).

2.3.3 Reparo de DSBs

As vias classicamente envolvidas no reparo de DSBs do DNA nas células
eucariotas sdo: a recombinacdo de extremidade n&ao-homologa (RNH) e
recombinacdo homologa (RH). A RNH é uma via eficaz que funciona ao longo do

ciclo celular e envolve a ligagdo de DNA terminal com o minimo de
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processamento no local da unido final, enquanto a RH, ocorrendo especialmente
nas fases S e G, do ciclo celular, utiliza uma sequéncia homodloga nao danificada
como um modelo de reparo, de preferéncia a cromatide-irma, e é considerado o
método mais preciso para reparar DSBs no DNA (Kass e Jasin, 2010; Symington

e Gautier, 2011).

2.3.3.1 Recombinacgédo ndo-homadloga

A recombinacdo ndo-homologa (RNH) representa o mecanismo mais
simples para restaurar a DSBs e a integridade de cromossomos (Symington e
Gautier, 2011). Proteinas de RNH foram inicialmente identificadas através da sua
exigéncia de resisténcia a radiacdo ionizante e recombinacdo V(D)J no sistema
imune. A RNH pode unir as extremidades do DNA com um namero de diferentes
estruturas. Como resultado, esta via faz uso de um numero de etapas de
processamento que podem incluir a clivagem antes da ligacdo (Kass e Jasin,
2010).

A RNH envolve a religacdo das duas extremidades do DNA, e pelo fato
dessa reacdo ndo ser guiada por um molde de DNA, estd propensa a erros
(Peterson e Coté, 2004). Embora a RNH tenha o potencial para introduzir
mutacdes prejudiciais, uma vez que a maior parte do genoma de eucariotos
superiores consiste em DNA néo essencial, as consequéncias de introducdes de
mutacOes nem sempre sdo prejudiciais. De fato, em alguns casos, a inducéo de
mutacdes atraves do reparo de DSB por RNH pode até ser benéfica, por exemplo,
na recombinacdo V(D)J, onde unido sujeita a erro de segmentos V, D, e J
acrescenta consideravel diversidade ao repertorio imunolégico (Neal e Meek,

2011).
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2.3.3.2 Recombinacdo homologa

A recombinacdo homodloga (RH) € uma importante via de reparo de DSB
em todos os eucariotos e tem uma vantagem distinta sobre outros mecanismos, a
de ser livre de erros (Peterson e C6té, 2004). RH é iniciada por resseccao de
terminagcées de DNA no local da DSB para produzir 3' - DNA de cadeia simples
(single-stranded DNA — ssDNA), que sao capazes de invadir a fita dupla do DNA
contendo uma sequéncia homadloga (Kass e Jasin, 2010).

A RH requer membros do grupo de epistasia RAD52, definida pelo genes
de levedura RAD50, RAD51, RAD52, RAD54, RAD55, RAD57, RAD59, MRE11 e
XRS2. Estes genes séo altamente conservados entre todos 0s eucariontes,
destacando a importancia dessas proteinas para a sobrevivéncia celular
(Peterson e Cote, 2004).

Esse sistema de troca de informacgéo genética entre as sequéncias alélicas
exerce funcdes essenciais na meiose e mitose. Além disso, mantém estabilidade
genbmica somatica, promovendo reparo preciso das DSBs induzidas pela
radiacdo ionizante e outros agentes, reparando os teldbmeros incompletos que
surgem quando a enzima telomerase nao é funcional, reparo do DNA de ligacéo
cruzada, e a reparacdo de forquilhas de replicacdo danificadas. Embora as
células possuam vias alternativas de reparo, como a recombinacdo ndao-
homologa, estas podem nado estar operante em todas as fases do ciclo celular,
elas nem sempre agem em lesbes de forquilhas de replicagdo ou ndo sao tao
precisos quanto a RH na reparacdo de quebras cromossomicas (Filippo et al.,

2008).
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2.4 Dosimetria biologica

A dosimetria biolégica é um tema importante no campo da radioprotecao. A
preocupacao principal é estimar a dose de radiacdo através da medicdo de
alteracdes biolégicas em individuos expostos a radiacdo. Além disso, pode ser
possivel prever os efeitos futuros sobre a saude por um estudo de
acompanhamento em longo prazo dos efeitos da radiacéo (Jin et al., 1998). E
utilizada em todas as situacbes em que a dose absorvida de corpo inteiro &
desconhecida ou incerta, como em exposi¢cées acidentais ou ocupacionais, ou
nos casos em que a avaliacdo de dose por meio de dosimetria fisica ndo é
possivel. Mesmo em situacdes em que a medicao fisica € vidvel, uma estimativa
independente através de métodos bioldégicos pode ser de grande utilidade,
servindo de covalidacao a dosimetria fisica (IAEA, 2001b).

A dosimetria biolégica ndo mede a exposicdo em tempo real e, sim, as
modificacdes biologicas induzidas pela radiacdo, havendo indicadores de
exposicao e de efeito. Muitas vezes, 0s dois aspectos se sobrepdem, como no
caso de efeitos deterministicos induzidos por altas doses, assim como para a
clinica da Sindrome Aguda da Radiacao, que é caracterizada por danos na pele e
nos sistemas hematopoiético, gastrintestinal e cerebrovascular, onde a gravidade
das lesbes depende da quantidade da dose absorvida. No caso de efeitos
estocasticos, induzidos por doses baixas, os biomarcadores utilizados para medir
a dose absorvida, nem sempre implicam em um prejuizo claro de saude. No
entanto, muitas vezes foi demonstrado que um aumento da frequéncia desses
indicadores esta associado com um aumento do risco de inducdo de cancer e

pode ser indicativo de radiossensibilidade (Giovanetti et al., 2012).
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Dois métodos sdo comumente utilizados na dosimetria biologica: 0 método
citogenético convencional, onde se realiza a contagem de alteracfes
cromossOmicas instaveis (cromossomos dicéntricos, anéis e fragmentos
cromossoémicos) e FISH (“Fluorescence in situ Hybridization”), que é um método
baseado no uso de sondas fluorescentes para visualizacdo e contagem de
alteracdes cromossdmicas estaveis (translocacoes, por exemplo), diminuindo o
grande tempo gasto com 0 processo de cariotipagem necessario para contagem

de alteracdes instaveis (Amaral, 2002).

2.4.1 Bioindicadores para as radiacdes ionizantes

O termo “bioindicador” ou “biomarcador” & utilizado em um sentido amplo
para incluir qualquer medida que reflita uma interacdo entre um sistema biologico
e um agente ambiental, que podem ser fisicos, quimicos ou biolégicos (WHO,
1993). Varios sdo os parametros biolégicos que podem estar alterados como
consequéncia da interacdo entre 0 agente quimico e o0 organismo, entretanto, a
determinacao quantitativa destes parametros usados como indicadores bioldgicos
ou biomarcadores, s6 é possivel se existir correlacdo com a intensidade da
exposicao e/ou o efeito biolégico da substancia. Desta forma, o biomarcador
compreende toda substancia ou seu produto de biotransformacéo, assim como
qualquer alteracdo bioquimica precoce, cuja determinacao nos fluidos biol6gicos,
tecidos ou ar exalado, avalie a intensidade da exposicéo e o risco a saude (WHO,
1996).

Para que um parametro biologico seja considerado bioindicador para a
radiacdo ionizante, de maneira geral, € necessario que contemple os seguintes

critérios (Voisin et al., 2004):
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e Ser especifico para a radiagdo ionizante, de forma que agentes quimicos
ou genotdxicos nao produzam alteragdes similares;

e Ser de mensuracdao relativamente facil, possibilitando uma rapida avaliacéo
apos um acidente radioativo;

o Refletir a dose recebida de acordo com as circunstancias de exposicao.
Isto significa que relacbes dose-efeito devem ser estabelecidas e podem
ser calibradas por diversos fatores como radiacfes de diferentes naturezas

e taxas de dose.

A complexidade do biomonitoramento é diminuida através dos diversos
meétodos de avaliacdo associados aos métodos de monitoracéo fisica e ambiental.
Efeitos moleculares precoces, gerados pela interacdo da radiacéo ionizante com o
organismo humano s&o considerados bioindicadores, incluindo alteracbes
cromossOmicas, estudadas principalmente em linfécitos humanos (Rodrigues et

al., 2005).

2.4.2 Linfécitos humanos

Os linfécitos sdo as Unicas células do corpo capazes de reconhecer e
distinguir de modo especifico os diversos determinantes antigénicos e sao,
consequentemente, responsaveis por duas caracteristicas definidoras da resposta
imunologica adquirida, especificidade e memoria. Existem diversas
subpopulacdes de linfocitos que diferem em sua maneira de reconhecer os
antigenos e em suas func¢des (Abbas et al., 2008).

Os linfocitos B, por exemplo, sdo as Unicas células capazes de produzir

anticorpos. Eles reconhecem antigenos extracelulares (incluindo os que se
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encontram na superficie celular) e se diferenciam em células secretoras de
anticorpos, funcionando, assim, como mediadores da imunidade humoral. Os
linfécitos T, as células de imunidade celular, reconhecem os antigenos de
microrganismos intracelulares, destruindo-os ou destruindo as células infectadas.
Eles se constituem de populagdes funcionalmente distintas das quais as que
foram mais bem caracterizadas: as células T auxiliares e as células T citoliticas ou
citotoxicas. Uma terceira classe de linfocitos, as células natural killer (NK), esta
envolvida na imunidade natural contra virus e outros organismos extracelulares
(Abbas et al., 2008).

Todos os linfocitos derivam de células-tronco da medula 6ssea, entretanto,
os linfécitos T sofrem um processo de desenvolvimento no timo e os linfocitos B,
na medula 6ssea (em adultos). Em um esfregaco sanguineo convencional, essas
células variam grandemente tanto em tamanho (6 a 10um) quanto em morfologia
e estas diferencas podem ser observadas ao nivel da relacédo nucleo-citoplasma,
da morfologia do ndcleo e da presenca ou auséncia de granulos azurofilicos (Roitt
et al, 1999).

A populacéo de linfocitos de um adulto é estimada em cerca de 5 x 10*
células das quais aproximadamente 2% estdo presentes na corrente sanguinea.
Estas levam apenas cerca de 30 minutos para percorrer todo o trajeto sanguineo
e sdo continuamente trocados principalmente com linfécitos no pulmao, baco,
figado, medula 0ssea e linfonodos. Os linfécitos tém uma vida média de 3 anos,
porém o seu trafego e sua substituicdo podem ser afetados pela apoptose
generalizada das células linfaticas apos uma exposicao a radiacéo (IAEA, 2001b;

Léonard, 2005).
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A contagem de linfécitos pode ser reduzida (linfopenia) ou, em alguns
casos, aumentada (linfocitose) devido a drogas, a infeccdo e a varios disturbios
clinicos ndo relacionados com a radiacdo. A sindrome hematopoiética €
desenvolvida apos exposicdo a radiacdo no intervalo de doses absorvidas entre
2-3Gy e 8Gy, enquanto progenitores hematopoiéticos mitoticamente ativos séo
incapazes de se dividir ap0s uma exposicdo de corpo inteiro > 2-3Gy, 0 que
resulta em uma situacdo de crise hematoldgica durante as semanas seguintes
(Waller et al., 2009).

Em doses absorvidas mais baixas (<2Gy) a radiacao induz citopenias
brandas sem dano significativo na medula Ossea. A linfopenia do sangue
periférico pode desenvolver-se nas primeiras 6-24 horas apds uma exposicao de
moderada a altas doses absorvidas. Além da inducdo da apoptose, cujo efeito
nao € observado antes do primeiro ciclo celular, a radiacdo altera as propriedades
de recirculacao dos linfécitos (Giovanetti et al., 2012).

Além de radiossenssiveis, os linfécitos humanos periféricos sdo células
diferenciadas encontradas predominantemente na fase pré-sintética de DNA do
ciclo celular (ou seja, a fase Gy) e sdo capazes de armazenar os danos bioldgicos
causados pela radiacdo ionizante por um periodo de meia-vida de 3 anos. Apenas
0,2% ou menos de linfécitos periféricos estdo na fase auto-sintética do ciclo
celular e estes, provavelmente, originam-se do pool de grandes células linféides
representando linfocitos estimulados ou células plasmaticas imaturas. Células
deste grupo podem dar lugar a raras mitoses encontradas ocasionalmente no
sangue periférico (IAEA, 2001b).

Devido a facilidade de obtencdo do sangue através de uma forma nao-

invasiva, os linfécitos circulantes tém sido empregados como células-alvo para
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estimar dose absorvida de radiacdo ionizante em caso de acidentes. Uma vez que
a irradiacdo in vitro e in vivo de linfécitos induz a producdo de danos
cromossdmicos semelhantes por unidade de dose, a dose absorvida pode ser
estimada através da comparacdo da frequéncia de alteracbes observada nos
linfécitos de vitimas do acidente com a curva dose-resposta gerada a partir de
experimentos in vitro (IAEA, 2001b).

Desta forma, até o momento, a producao de alteracbes cromossémicas em
linfécitos sanguineos periféricos em seres humanos tem sido bioindicadores de
exposicdo a radiacdo (Rodrigues et al., 2005; IAEA, 2001b), apesar das
alteracdes cromossdmicas instaveis serem eliminadas seletivamente durante a
renovacao celular, inviabilizando a dosimetria biolégica retropectiva anos apos a

exposicao (Léonard et al., 2005).

2.4.3 Anédlise citogenética e alteracdes cromossdémicas

Como proposto por Hutchinson (1966), ha 46 anos, o principal alvo de
mutagénicos, como a radiacdo ionizante, € o DNA. Juntamente com as proteinas,
o DNA constitui os cromossomos, localizados no nucleo de cada célula
eucaridtica. Durante a mitose ou meiose, 0S Cromossomos condensam-se e
tornam-se mais facilmente identificaveis. Em humanos foram identificados 23
pares cromossOmicos. Inicialmente, os pares de cromossomos foram
classificados de acordo com o tamanho e forma, apos a utilizacdo de técnicas de
bandeamento a capacidade de uma identificagcdo mais precisa dos cromossomos
e das regides cromossdmicas foi aperfeicoada (Giovanetti et al., 2012).

A analise de alteracdes cromossdmicas permite detectar a acdo de agentes

clastogénicos que produzem quebras cromossOmicas; agentes aneugénicos, que
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interferem no processo de segregacdao cromossomica, provocando alteracdo na
distribuicdo dos cromossomos durante a divisao celular; e agentes alquilantes que
interagem diretamente com o DNA formando adutos covalentes (técnica de troca
de cromatides-irmas) (Lohmann, 1995).

As alteracbes cromossbmicas podem ser numeéricas ou estruturais e
envolver um ou mais autossomos, Cromossomos sexuais, ou ambos. Os
rearranjos estruturais resultam de quebra cromossémica, seguida de
reconstituicio numa combinag¢do anormal. Estes rearranjos sdo definidos como
balanceados, se o conjunto de cromossomos possuir o complemento normal de
informacdes genéticas, ou nao-balanceados, se houver informacdes a mais ou a
menos. Alguns rearranjos sao estaveis, capazes de passar por divisdes celulares
inalterados, enquanto outros sdo instaveis. Para ser estavel, um cromossomo
rearranjado deve ter elementos estruturais normais, incluindo um dnico
centrébmero funcional e teldmeros (Thompson et al., 2008).

Essas lesdes induzidas pelos agentes clastogénicos na estrutura
cromossOmica podem ser reparadas, restabelecendo a configuracao original,
pode ocorrer um erro no reparo, resultando em rearranjos cromossémicos ou
permanecer sem reparo, originando uma delecdo cromossémica (Silva, 2001).
Dessa forma, a presenca de alteragdes cromossémicas é um indicativo de que as
células sofreram um dano ao DNA decorrente de algum agente indutor.

A radiacdo ionizante € um agente extremamente potente na inducdo de
alteracdes cromossdmicas em todos os tipos de células in vivo e in vitro, em
qualquer fase do ciclo celular. No entanto, dependendo do estagio do ciclo celular,
diferentes tipos podem ser produzidos: se a célula for exposta na fase Gy ou G,

do ciclo celular, a alteracdo resultante sera do tipo cromossémica; na fase G,, do
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tipo cromatidica e na fase S, havera uma mistura dos dois tipos de alteracdes
(Carrano e Natarajan, 1987; Natarajan e Kesavan, 2005). Vale ressaltar que as
frequéncias das alteracbes aumentam com a dose absorvida devido a radiacéo
ionizante e a producdo dessas alteracbes cromossdmicas, como dicéntricos, é
similar tanto in vivo quanto in vitro (Natarajan e Kesavan, 2005).

As mais tipicas alteracdes radioinduzidas (Fig.4) séo: (1) os dicéntricos,
com dois centrébmeros, decorrente de duas quebras em dois cromossomos néo-
homologos fundidos, e com um fragmento terminal sem centrémero; (2) os anéis,
gue se desenvolvem a partir de duas quebras em um cromossomo. Se os dois
pontos de interrupcdo sdo muito proximos um dos outros sdo produzidos dois
anéis muito pequenos, os minutes ou delecbes intersticiais; (3) as delecdes
terminais ou fragmentos acéntricos, decorrentes de uma Unica quebra no DNA.
Alguns autores consideram apenas dicéntricos e anéis. Mas estes sdo raros e 0s
erros estatisticos associados sdo grandes em doses baixas (Shevchenko, 1998;
Edwards et al., 2007).

Entretanto, desde a introducédo por Bender e Gooch (1966), a analise de
dicéntricos, em linfécitos sanguineos periféricos em seres humanos como
indicadores de exposicdo a radiacdo, tem sido, até o momento, o melhor método
para a determinacdo da dose de radiacdo, pois apresenta uma relacdo dose
resposta precisa, é pouco influenciavel por fatores externos e independe do tipo
de radiacdo (Prasanna et al., 2002). Outras vantagens residem na possibilidade
de obtencdo de um grande numero de linfécitos em poucos mililitros de sangue,
onde estes constituem uma populagcéo celular sincronizada no estagio Go, com
longa vida média e uma baixa incidéncia de alteragbes cromossOmicas

espontaneas (Moura et al., 1986). Além disso, os linfocitos apresentam uma vida-
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meédia relativamente longa (3 anos) e circula por todos os tecidos (Lohmann,

1995).
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Figura 4 - Metafase com os principais tipos de alteracdes cromossémicas instaveis

radioinduzidas. 1- Cromossomos dicéntricos; 2- Anel cromossomico; 3-
Fragmentos acéntricos (IAEA, 2001b).

Por muitos anos, a avaliacao de alteracdes e rearranjos cromoss6micos em
linfocitos humanos de sangue periférico tem sido utilizada como dosimetro
biolégico para o calculo das doses absorvidas numa exposi¢ao real ou suspeita a
radiacdo. Em caso de exposi¢cdo ou suspeita de exposicao excessiva a radiagoes
ionizantes, é importante avaliar de forma mais rapida e precisa quanto possivel a
dose recebida pelo individuo exposto ou potencialmente superexposto,
possibilitando a adocdo do melhor programa de acdo médica e a obtencéo de

estimativas de risco de forma prospectiva (Terzoudi e Pantelias, 2006).
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A analise de dicéntricos esta de acordo com a maioria dos critérios
anteriormente citados para um bioindicador. A frequéncia de dicéntricos e anéis
cromossOmicos permite uma boa estimativa da dose equivalente do ‘corpo inteiro’
devido a mistura de linfécitos expostos e ndo expostos contidos em uma amostra
de sangue. Este bioindicador de dose € preciso em casos de superexposicao
aguda, homogénea e recente (Voisin et al., 2004). Uma vez que 50% destes tipos
de alteracbes sdo eliminados em cada mitose, as células precisam ser
examinadas em sua primeira divisdo 46-48h apés o inicio da cultura (Leonard et
al., 2005).

O limite inferior de deteccdo de dicéntricos em linfécitos humanos é de
cerca de 0,1Gy para raios y e a dose mais alta possivel de ser medida esta dentro
da faixa de dose letal’. Nas doses mais elevadas, as exposicdes parciais do corpo
podem ser detectadas e algumas correcbes podem ser feitas para se levar em
conta o tempo desde a exposicao (Edwards et al., 2007).

A principal desvantagem da andlise de dicéntricos € o fato do dano ser
instavel, uma vez que as células danificadas sdo removidas do conjunto de
linfécitos de sangue periférico a medida que estas células sdo substituidas (Lloyd
et al., 1980). A este respeito, a introducdo da técnica de FISH (Pinkel et al., 1986)
permite que as alteragbes mais persistentes, como translocacbes, sejam
analisadas proporcionando uma retrospectiva confiavel e de longo prazo a
dosimetria (Lindholm e Edwards, 2004).

As translocacgfes persistem com o tempo, desde que sejam contabilizadas
e analisadas em células estaveis. Mais dados, particularmente a partir do

acompanhamento de exposi¢cdo acidental aos seres humanos, sdo necessarios

" A dose letal média fica entre 4 e 4,5 Gy. Isto significa que, de 100 pessoas irradiadas com esta
dose, metade morre (Tauhata, 2003).
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para confirmacdo da técnica. Ainda ha variacdo de destaque na producdo de
translocacdes nos individuos controle, mesmo depois de feitas correcdes para
idade, de maneira que mais trabalhos com relacéo a outros fatores potenciais de
confusao séo justificados (Edwards et al., 2007).

Estudos prospectivos de seguimento tém demonstrado que os individuos
com niveis elevados de alteracdes cromossdmicas estruturais podem ter um risco
elevado para o desenvolvimento de cancer, enquanto essa associacdo nao foi
observada com outros biomarcadores (Hagmar et al., 1994; Bonassi et al., 1995).
Isso coloca o ensaio de alteracbes cromossémicas como um indicador confiavel
de risco radiologico (Rodrigues et al., 2005).

O National Consil on Radiation Protection & Measurements tem avaliado os
riscos potenciais para usuarios de voos em elevadas altitudes associados a
radiacdo e reconhece a necessidade de novas pesquisas na area da radiobiologia
de néutrons (NCRP, 1995). Da mesma forma, estudos vém sendo realizados com
tripulantes de programas espaciais. Em linfécitos de astronautas, por exemplo, a
andlise citogenética fornece uma medida direta valiosa de dano in vivo devido a
radiacdo espacial, o que leva em conta fatores como incertezas quanto a
localizacdo de dosimetros em tripulantes, a eficiéncia bioldgica de radiacdo de
campo-misto, possiveis variacdes individuais de radiossensibilidade, e a potencial
interacdo entre microgravidade e radiacdo que complicam ainda mais a avaliagao
de risco (Kawata et al., 2004). Um aumento de alteragcbes cromossémicas em
linfocitos periféricos e a incidéncia de cancer em membros de tripulacdo espacial
tém sido registrados (Obe et al.,1999; Snigiryova et al., 2012).

Apesar de estar havendo este foco em radiobiologia de néutrons, poucos

ainda sdo os laboratérios de dosimetria biologica envolvidos com esse tipo de
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radiacdo. Em julho de 2002, por exemplo, a Agéncia de Energia Nuclear (NEA) e
o Instituto de Radioprotecdo e Seguranca Nuclear (IRSN) — entidades sediadas
na Franca — realizaram uma intercomparacao dosimétrica envolvendo dosimetria
biologica e fisica. Neste exercicio foram enviadas amostras irradiadas para 13
laboratorios com dose absorvida conhecida para que cada um deles estimasse
esta dose através da contagem de dicéntricos e posterior correlacdo em suas
respectivas curvas de calibracdo. Tal calculo foi feito por todos os laboratérios
para amostras expostas a raios y, mas nao para néutrons. Na verdade, apenas
quatro laboratdrios possuiam curvas de calibracdo para néutrons (Roy et al.,
2004), mostrando a caréncia de dados relativos a dosimetria biolégica de
néutrons e a consequente necessidade de pesquisas envolvendo esse tipo de
radiacao.

No Brasil, é importante observar, ainda, que as discussfes em nivel
interministerial sobre o Programa Nuclear Brasileiro - PNB, como tém sido
amplamente divulgadas, estdo em andamento para atender ao Plano Decenal de
Energia (PDE 2007-2016) e ao Plano Nacional de Energia 2030 (PNE 2030),
inclusive com previsdo do inicio da operacdo da Usina Angra 3 para o final de
2016. E, a partir das diretrizes de planejamento estabelecidas pelo PNE 2030, a
Eletrobras Eletronuclear deu inicio ao procedimento de selecdo de locais
candidatos para as futuras centrais nucleares brasileiras (Eletrobras
Eletronuclear, 2011; CNEN, 2010).

A primeira etapa de selecdo do local ja foi concluida e alguns sitios na
Zona do Sertdo de Pernambuco, as margens do Rio Sdo Francisco, na divisa com
o Estado da Bahia passardo pela segunda etapa de selecdo, onde serao

aprofundados os estudos de local e identificados sitios especificos tecnicamente
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adequados para localizacao das futuras centrais nucleares brasileiras (Eletrobras
Eletronuclear, 2011; CNEN, 2010). Com isso, 0 numero de individuos
ocupacionalmente expostos as radiacoes na Regido Nordeste irA aumentar e,
como consequéncia, ha possibilidade de desenvolvimento de leucemia ou outros
tipos de cancer, além de mutacBes hereditarias, caso nao sejam adotadas

praticas de radioprotecéo adequadas (Goodhead, 1993; Rodrigues et al., 2005).

2.4.4 Curva dose-resposta

Em meados da década de 60, a radiacéo ionizante era conhecida por sua
capacidade de induzir alteracbes cromossdmicas em metafases de linfocitos
periféricos humanos. Desde entdo, 0 ensaio de alteracbes cromossdmicas tem
sido amplamente utilizado como um biomarcador sensivel para a reconstrucao da
dose apos a exposicao a radiacao, tendo sido geradas centenas de curvas doses-
respostas com essa finalidade (Liu et al., 2009; Vinnikov e Maznyk, 2012).

Em particular, a andlise de dicéntricos e anéis cromossdmicos tem sido
considerada como o método padrdo para estimativa da biodosimetria com base
na sua relacdo dose-resposta bem estabelecida com exposicéo a radiacdo e o0s
seus baixos niveis na populacdo em geral (Liu et al., 2009). Dessa forma, a
construcdo das curvas dose-resposta é uma exigéncia fundamental da dosimetria
biolégica (IAEA, 2001b).

A comparacao da frequéncia de alteracdo cromossO6mica apos a irradiacéo
por raios-X de corpo inteiro de pacientes e irradiagdo in vitro do sangue do
mesmo individuo mostrou que nado ha diferenca significativa entre elas (Leonard

et al., 1995), demonstrando que as curvas de calibracdo podem ser utilizadas
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para a conversado de uma frequéncia observada de alteragcdes cromossdmicas em
um individuo exposto a determinada dose.

A relacdo dose-efeito das curvas de muitos laboratérios geralmente indica
um bom ajuste ao modelo linear-quadratico, como esperado. Este tipo de ajuste
requer o uso do método da maxima verossimilhanca, que néo esta disponivel em
pacotes comerciais de software estatisticos. Apesar de varios laboratorios de
dosimetria biolégica possuirem seus proprios programas estatisticos geneéricos,
eles ndo sado de facil utilizacdo e nao interfaceiam com aplicacdes de gréaficos
cientificos (Wilkins et al., 2008).

A curva de dose-resposta é geralmente aceita como ajustada a equacao

(2):

Y =a+aD + BD? 2)

onde Y é a frequéncia de dicéntricos, D € a dose absorvida, ‘@’ € a
frequéncia de background, ou seja, das amostras controle (ndo expostas a
radiacdo); a € o coeficiente linear e B é o coeficiente quadratico da dose. A
relacdo a/f € igual & dose em que os componentes linear e quadréatico
contribuem igualmente para a formacédo das alteragcbes cromossO6micas instaveis
(IAEA, 2001b; IAEA, 2011).

O ajuste adequado da curva requer um numero suficiente de graus de
liberdade e, portanto, de preferéncia, cerca de 10 doses devem ser utilizadas na
faixa de 0,25-5,0Gy. Para radiacdo de baixo LET ndo é necessario utilizar doses
mais altas que 5,0Gy, uma vez que a saturacdo do numero de alteraces, nestas

doses, promovera uma distor¢cdo do coeficiente (3. Para a radiacdo de alta LET,
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uma dose maxima de 2,0Gy seria razoavel. Como a maioria dos acidentes de
radiacdo envolvem doses inferiores a 1,0Gy, a regido de baixas doses da curva
sera particularmente importante para estimar as doses absorvidas. Varias doses,
no minimo quatro, sdo necessarias para reduzir a incerteza estatistica associada
ao coeficiente de rendimento, devendo as mesmas estar na faixa de 0,25-1,0Gy
(IAEA,2001a).

Para a formacdo de dicéntricos e dos anéis cromossdmicos Sao
necessarias duas lesdes e estas podem ser produzidas por interacdes Unicas de
ionizacdo ou por duas interacdes independentes devido a radiacdo. Fragmentos
acéntricos requerem uma ou duas lesées e podem também ser produzidos por
duas interacdes independentes ou interacfes Unicas. O componente (B da
equacao (2) corresponde a interacdo dupla e o q, a interacdo Unica (Lloyd, 1976).

A curva de dose-efeito para alteragces cromossdmicas em linfécitos do
sangue periférico € geralmente linear ou linear-quadratico por natureza. Para
radiacdo com baixa LET a resposta € linear-quadratico, enquanto para radiacao
de maior LET a resposta é linear com componentes B igual a zero (Acharya et al.,
2009).

Também foi descrito que os componentes linear (a) e quadratico (B) das
curvas dose-resposta variam de acordo com a qualidade de radiacdo. Resposta
linear indica a contribuicdo de danos a partir de um evento de interacdo Unica, 0
qual é independente do tempo e proporcional a dose (D). O componente
quadratico € devido a lesdes de duas ou mais interagdes, o que é dependente do
tempo e proporcional ao quadrado da dose (D). Isto implica que o componente
quadratico é potencialmente susceptivel a taxa de dose ou a efeitos dose-

fracionada. No entanto, a dose de radiacdo, a fluéncia de particula, a energia da
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radiacdo utilizada e do modo em que a energia é depositada pode afetar os
componentes linear e quadratico da curva dose-resposta (Acharya et al., 2009).

Apesar das melhorias nas técnicas e adocao pelos laboratérios de mais
programas estatisticos para analise de dados, diferencas significativas entre os
laboratorios ainda permanecem. A interpretacdo da dose utilizando uma curva de
calibracédo produzida em outro lugar pode introduzir incertezas extras substanciais
e, portanto, é recomendado que todo laboratério que pretenda realizar dosimetria
bioldgica deva estabelecer sua prépria curva dose-resposta (IAEA, 2001b).

O programa computacional CABAS (Deperas et al., 2007), desenvolvido
especificamente para a dosimetria biologica, possibilita a determinacdo de
parametros de ajuste para o estabelecimento de curvas de calibracdo baseadas
nao s6 em alteracdes cromossémicas instaveis, como também em micronucleos e
alteracdes cromossémicas estaveis visualizaveis por FISH.

O software consiste em (i) o modulo principal de ajuste da curva e de
estimativa de dose, (ii) um modulo de calculo da dose nos casos de exposicao
parcial do corpo, (iii) um modulo para calcular o nimero minimo de células
necessarias para detectar uma certa dose de radiacdo, e (iv) um modulo de
calculo da dose no caso de uma exposi¢cao prolongada ou fracionada (Deperas et
al., 2007).

Além disso, o programa esta disponivel gratuitamente para download em

http://www.pu.kielce.pl/ibiol/cabas e vem sendo utilizado por grupos de pesquisa

em dosimetria biologica, no sentido de uniformizar a analise dos dados,

possibilitando ainda intercomparacdes mais seguras (Branddo, 2009).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Analisar as frequéncias de alteracdes cromossdmicas instaveis, em sangue

periférico humano, apds irradiacdo em um campo misto néutron-gama.
3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar as frequéncias das alteragfes cromossémicas instaveis, em

linfécitos humanos, apés irradiacdo em campo misto néutron-gama.

2. Estabelecer curvas dose-resposta para os diferentes tipos de alteragbes

cromossOmicas instaveis.

3. Analisar a distribuicdo intercelular das alteragbes cromossomicas
instaveis em trés doses absorvidas, em linfocitos humanos, devido a

irradiacdo em campo misto néutron-gama.
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4. Material e Métodos

4.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Dosimetria Biologica do Centro
Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (LDB — CRCN-NE/CNEN), e faz
parte de um projeto aprovado pelo Comité de Etica do CCS/UFPE envolvendo
pesquisas com seres humanos da Universidade Federal de Pernambuco sob o

namero de protocolo 094/08 (Anexo 1).

4.2 Selecao de doador e coleta de amostras

Um voluntario saudavel e ndo-fumante foi selecionado, apés assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarescido (Anexo 2). Segundo critério
utilizado por Gajendiran et al. (2001), foi realizado anamnese por meio de
guestionario (Anexo 3) para verificar se nos ultimos seis meses antes da coleta o
voluntario havia sido exposto a radiacdo terapéutica, raios-X diagnaostico,
vacinacdo viral ou consumiu drogas ilicitas. Nao tendo sido detectado nenhum
fator no questionario que pudesse alterar substancialmente os resultados obtidos,
foram, posteriormente, coletadas sete amostras de sangue periférico (10ml cada),

por puncéo venosa, em seringa estéril descartavel contendo heparina sddica na

concentracéo de 5000U/ml.

4.3 Irradiacao das amostras
Cada amostra de sangue foi separada em duas aliquotas de 5ml, sendo
uma, considerada o controle, ndo irradiada, e mantida a temperatura ambiente e

outra irradiada num campo misto néutron-gama.
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A irradiacao foi realizada no Laboratorio de Calibracdo de Néutrons (LCN —
CRCN-NE/CNEN) com duas fontes de néutrons rapidos de ***AmBe (fluéncia na
posicdo de irradiacdo da ordem de 10* néutrons/cm? cada). A distancia entre as
fontes e a amostra foi de 3,75cm — o centro da amostra foi assumido para ser o
centro geométrico do liquido no tubo, tomando como eixo principal a
perpendicular a direcdo do feixe (Fig. 5) e foi utilizada uma barreira de polietileno

de 2mm para assegurar o equilibrio eletrénico.

M

Figura 5 — Setup de irradiagdo das amostras montado no Laboratério de Irradiacdo com Néutrons
do CRCN. A e B — representacdes das fontes de **’AmBe; C — representacdo da

amostra a ser irradiada.

Na posicéo de irradiagdo, o espectro foi determinado utilizando um sistema
de esferas de Bonner fabricado pela LUDLUM Measurements Inc., modelo 42-5 e
as doses absorvidas na posicéao de irradiacdo das amostras foram estimadas por

meio de um arranjo experimental modelado utilizando o cédigo Monte Carlo -
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MCNP5®, sendo consideradas todas as dimensées reais e os diferentes materiais
envolvidos no arranjo.

Para estabelecimento de curvas dose-respostas com radiacfes de alta
LET, a IAEA (2001) recomenda uma avaliacdo com o valor maximo de 2,0Gy.
Desta forma, as amostras foram irradiadas de acordo com a tabela 3. Apds a

exposicao, as amostras de sangue (irradiadas e controle) foram cultivadas.

Tabela 3 — Amostras irradiadas em diferentes intervalos de tempo e suas doses correspondentes.

Amostra Tempo de irradiagéo Dose absorvida (Gy)
A; 3 horas e 43 minutos 0,256 + 0,001
A, 6 horas 0,412 £ 0,001
Az 7 horas e 12 minutos 0,497 £ 0,002
Ay 9 horas e 35 minutos 0,660 £ 0,002
As 10 horas e 30 minutos 0,723 £ 0,002
As 14 horas 0,964 +0,003
A, 18 horas 11 minutos 1,254 + 0,004

Para a determinagdo da dose absorvida no volume de sangue irradiado
neste trabalho foram gerados 10° néutrons, sendo levados em consideracéo, para
efeito de célculo, aqueles que interagiram com o sangue. Ao fim do
processamento computacional, o MCNP5 gerou um arquivo de saida no qual

exibia o valor da dose absorvida. Este valor foi tratado de acordo com os fatores

® Cédigo computacional que tem carater multifuncional e possibilita a investigacdo de geometrias
generalizadas com fétons, néutrons e elétrons, bem como por sistemas mistos envolvendo fétons
e elétrons ou néutrons e fétons. Ainda, permite a modelacdo de geometrias complexas com a
utilizacdo de superficies pré-definidas (Sweezy et al., 2005).
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de conversdo especificos para a fonte de ***AmBe, disponivel na ISO 8529-1

(2001). A tabela 4 mostra os valores obtidos por simulacdo computacional.

Tabela 4 — Valores da dose absorvida calculados por simulacdo computacional.

Fonte Atividade de Taxa de Dose Absorvida no Taxa de Dose Absorvida no
cada Fonte Volume Sensivel (Néutrons) Volume Sensivel (Néutron +
Gama)
*1aAmBe 20 Ci 34,43 + 0,03 mGy/h 68,86 + 0,07 mGy/h

As condicOes de temperatura e umidade do LCN — CRCN-NE/CNEN, onde
foram realizadas as irradiacdoes, e do LDB — CRCN-NE/CNEN, onde foram
mantidas as amostras controles, permaneceram semelhantes durante os
experimentos. A temperatura média de ambos os laboratérios correspondeu a

24°C (£ 0,816) enquanto que a umidade relativa foi de 45,25% (+ 4,113).

4.4 Cultivo de células

As preparagbes cromossOmicas foram obtidas a partir de cultura de
linfécitos, onde foram adicionadas 0,5ml de sangue total nos frascos de cultura
contendo 4ml de meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 1ml de soro bovino
fetal (Biological Industries) e 0,2ml de fitohemaglutinina (Biological Industries). Em
seguida, os frascos foram mantidos na estufa a 37°C, por 48 horas. ApGs 46
horas foi adicionado 0,1ml de colcemid 0,0016% (Biological Industries). Ao
completar 48 horas de cultivo, o material foi centrifugado por 6 minutos a
1800rpm, o sobrenadante desprezado e adicionado 7ml de KCI previamente
aguecido a 37°C, para que ocorresse o choque hipoténico. Apoés a hipotonia, 0s

tubos foram colocados em banho-maria a 37°C por 15 minutos. Em seguida, 0s
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tubos foram novamente centrifugados por 6 minutos a 1800rpm, o sobrenadante

retirado e adicionado o fixador metanol:acido acético (3:1) até completar 8ml.

4.5 Preparacéo das laminas

Apds o processo de fixagcdo foram confeccionadas laminas a partir do
precipitado de células ressuspenso em 1ml de solucdo fixadora e as laminas
foram colocadas para secar a temperatura ambiente durante 24 horas. Em
seguida, as laminas foram coradas com Giemsa a 5% durante 7 minutos para

posterior analise cromossdmica.

4.6 Analise microscopica

A andlise das alteragbes cromossdmicas foi realizada no microscépio
optico (Leica DM500). As laminas foram examinadas em sua totalidade e, ao
menos, 500 metafases viaveis contadas por grupo (controle e irradiado). Entende-
se por viaveis aquelas metafases que ndo mostram nenhuma sobreposicdo de
cromossomos, com 46 centromeros (IAEA, 2001a).

As alteragbes cromossOmicas analisadas foram 0S cromossomos
dicéntricos, anéis cromossdmicos e fragmentos acéntricos. Vale ressaltar que os
dicéntricos contabilizados sdo aqueles associados a presenca de seus
fragmentos acéntricos, segundo preconizado pela Agéncia Internacional de

Energia Atbmica (IAEA, 2001a).

4.7 Andlise dos dados
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A construcdo das curvas dose-resposta foi realizada pelo programa
computacional CABAS (Deperas et al., 2007), utlizando-se o numero de
alteracdes cromossdmicas e o numero de células analisadas referentes a cada
dose absorvida. O software foi utilizado para ajuste da relacdo dose-resposta
linear-quadratica para as alteracdes citogenéticas pelo método da maxima

verossimilhanca.

4.8 Analise estatistica

As distribuicdes intercelulares das alteracBes citogenéticas observadas nas
amostras que foram irradiadas com doses absorvidas de 0,256Gy, 0,497Gy e
1,254Gy foram analisadas por meio do teste ‘U’ de Papworth (1970). A média do
namero das alteracdes cromossdmicas observadas por célula (y) é dada para
cada dose (D) juntamente com a variancia relativa (o?/y) e o indice de disperséo
(u). Os valores de u foram calculados utilizando a relacao:

_ [o?/y—1]IN —1]
U= J2IN—-1I[1-1/Ny]

3)

onde, N é o numero de células contabilizadas e Ny, o numero de
alteracoes.

02 é a variancia calculada pela relagéo:

_ (0—v)2No+ (1—y)2N14+ (2—y)2 N2+ +(i—v)®Ni

0-2
(NO+N1+N2+---+Ni)—1

(4)

onde No, N1, N2 ... N; referem-se ao numero de células que apresentam 0,

1, 2,... i alteragOes, respectivamente (Papworth, 1970).
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O teste estatistico ‘U’ é uma unidade normalizada da variéncia relativa
(o?ly), que para uma distribuicdo de Poisson deve ser uma unidade (IAEA, 2011).
Valores positivos e negativos de “u” indicam sobredispersdo e subdispersao,
respectivamente, quando comparadas a distribuicdo perfeita de Poisson (u = 0).

Se o valor de u é maior que 1,96, entdo a disperséo é significante ao nivel de

confianca de 95% (Edwards et al., 1979).
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5. Resultados

As alteracbes cromossémicas instaveis (Fig. 6), observadas em amostras
do sangue periférico, expostas e ndo expostas a um campo misto néutron-gama,
foram contabilizadas em um total de 11.876 metafases. O numero e a frequéncia
dessas alteracdes para o grupo controle (0,000Gy) e para o grupo irradiado com
sete diferentes doses absorvidas (0,256Gy, 0,412Gy, 0,497Gy, 0,660Gy,

0,723Gy, 0,964Gy e 1,254Gy) estdo representados na tabela 5.
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Figura 6 — Metafases mitoticas com alteragées cromossdmicas apoés irradiagdo. a) Metafase com
anel cromossbémico (seta preta) e fragmento acéntrico (seta vermelha). b) Metafase
com dois cromossomos dicéntricos (setas pretas) e seus fragmentos acéntricos
associados (setas vermelhas).

48



Tabela 5 — Frequéncia de alteragdes cromossdmicas instaveis para as amostras dos grupos

controle (0,000Gy) e irradiado com sete diferentes doses absorvidas (Gy) em feixe

misto néutron-gama

Dose No de N° de Dicéntricos N°de Anéis N° de Fragmentos
(Gy) Ce!ulas Dicéntricos por Célula  Anéis por Fragmentos por Célula
Analisadas Célula
0,000 6104* 06 0,0010 02 0,0003 40 0,0065
0,256 586 19 0,0324 05 0,0085 30 0,0512
0,412 1024 33 0,0322 10 0,0097 20 0,0195
0,497 726 46 0,0634 12 0,0165 120 0,1652
0,660 725 41 0,0565 21 0,0289 97 0,1338
0,723 902 73 0,0804 23 0,0255 97 0,1075
0,964 1020 95 0,0931 31 0,0304 95 0,0931
1,254 789 189 0,2395 32 0,0405 227 0,2877

* Total de células analisadas nas sete amostras controle, sendo cada uma correspondente a cada

dose absorvida.

Nas figuras 7, 8, 9 e 10 podem ser verificadas as curvas dose-resposta

originadas no CABAS através dos dados experimentais obtidos quanto as

analises de dicéntricos, anéis cromossdmicos,

fragmentos acéntricos e

dicéntricos somados a anéis, respectivamente, com as suas equacgdes de ajuste

da curva

Alteracéo por célula

aberrations/cell=aD"2+bD+c

w

Dose (Gy)

Figura 7 — Curva dose-resposta gerada pelo CABAS para os dicéntricos.

A relacdo de ajuste da curva dose-resposta para os dicéntricos é expressa

pela equacéo (5).
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Y =0,0010 + 0,05244D + 0,08262D? (5)

aberrations/cell=aD"2+bD+c
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Figura 8 — Curva dose-resposta gerada pelo CABAS para os anéis cromossdmicos.

A relacdo de ajuste da curva dose-resposta para 0s anéis € expressa pela

equacao (6),

Y = 0,0003 + 0,03205D + 0,00083D? (6)

aberrations/cell=aD"2+bD+c

Alteracédo por célula

Dose (Gy)

Figura 9 — Curva dose-resposta gerada pelo CABAS para os fragmentos acéntricos.

A relacdo de ajuste da curva dose-resposta para os fragmentos € expressa

pela equacéao (7),
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Y = 0,0066 + 0,12273D + 0,04515D? @)

aberrations/cell=aD*2+bD+c

Alteracdo por célula

Dose (Gy)

Figura 10 — Curva dose-resposta gerada pelo CABAS para os dicéntricos

somados aos anéis cromossOmicos.

A relacdo de ajuste da curva dose-resposta para dicéntricos + anéis €

expressa pela equacgao (8),

Y = 0,00134 + 0,08133D + 0,08724D?

(8)

Os coeficientes a e B gerados pelo programa CABAS e os valores das

razbes a/f correspondente a cada curva dose-resposta,

anteriormente, sdo mostradas na tabela 6.

apresentada
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Tabela 6 - Coeficientes obtidos pelo CABAS e as razdes a/f para cada alteracdo
cromossOmica instavel analisada.
Coeficientes Dicéntricos Anéis Fragmentos Dic + Anéis
a 0,05244 0,03205 0,12273 0,08133
B 0,08262 0,00083 0,04515 0,08724
Razao a/ff 0,635 38,614 2,718 0,932

As distribuicbes intercelulares dos dicéntricos, anéis cromossdmicos e

fragmentos acéntricos — analisadas através do teste u de Papworth (1970) —, nas

doses absorvidas 0,256Gy, 0,497Gy, 1,254Gy e em suas amostras controle

(0,000GYy), estéo representadas nas tabelas 7, 8 e 9, respectivamente.

Tabela 7 — Distribui¢éo intercelular da frequéncia de dicéntricos em amostras controle (0,000Gy) e

irradiadas em um campo misto néutron-gama com trés diferentes doses absorvidas

(Gy).
Distribuicéo o?ly U

Dose Células Dicéntricos

(Gy) analisadas por célula,y 1 2 3

0,000 2379 0,0012 2376 3 - - 0,99 -0,03
0,256 586 0,0324 568 17 - 1,07 1,31
0,497 726 0,0634 682 42 - 1,02 0,48
1,254 789 0,2395 622 147 18 2 1,01 0,31

0?/y (variancia relativa); u (indice de dispersao); 0 (células sem alteracéo); 1 (células com uma

Unica alteracao); 2 (células com duas alteragdes); 3 (células com trés alteracdes).
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Tabela 8 — Distribuicao intercelular da frequéncia de anéis cromossémicos em amostras controle

(0,000GYy) e irradiadas em um campo misto néutron-gama com trés diferentes doses

absorvidas (Gy).

Distribuicéo o?ly u

Dose Células Anéis por
X . 0 1 2

(Gy) analisadas célula,y
0,000 2379 0,0004 2378 1 - 1 0
0,256 586 0,0085 581 - 0,99 -0,13
0,497 726 0,0165 715 10 1 1,15 3,02
1,254 789 0,0405 759 28 2 1,09 1,73

0?/y (variancia relativa); u (indice de dispersao); 0 (células sem alteracéo); 1 (células com uma

Unica alteracdo); 2 (células com duas alteracdes).

Tabela 9 — Distribuic&o intercelular da frequéncia de fragmentos acéntricos em amostras controle

(0,000GYy) e irradiadas em um campo misto néutron-gama com trés diferentes doses

absorvidas (Gy).

Distribuicéo o?ly U
. Fragmentos

Dose Ce_IuIas por célula, 0 1 2 3 4

(Gy) analisadas v

0,000 2379 0,0130 2348 31 - - - 0,99 -0,44
0,252 586 0,0512 558 26 2 - - 1,08 1,47
0,497 726 0,1652 621 93 10 1 1 1,15 2,92
1,254 789 0,2877 618 124 39 7 1 1,30 5,87

o?/y (variancia relativa); u (indice de disperséo); 0 (células sem alteracao); 1 (células com uma

Unica alteracdo); 2 (células com duas alteracdes); 3 (células com trés altera¢cbes); 4 (células com

quatro alteracdes).
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6. Discussao

A frequéncia de cromossomos dicéntricos verificadas nas amostras
controle analisadas (0,0010) (tabela 5) s&o compativeis com os valores
encontrados por Bauchinger et al. (1995) na Franca. O nivel espontaneo dessas
alteracdes € caracterizado por valores bastante baixos, sendo os dados relativos
de dicéntricos amplamente divulgados em publicacdes mostram uma significativa
variabilidade interlaboratorial deste valor (de 0 a 2,35 - 107 dicéntricos por célula)
(Bauchinger et al. 1995). Segundo a IAEA (200l1a), os valores normalmente
variam de 0,0005 a 0,001, entretanto € importante ressaltar que tais valores
variam dentre as diversas macrorregides do mundo a depender do background
radioativo e genotdxico da regido. Logo, cada laboratério deve estimar os niveis
de dicéntricos na macrorregido a que pertence.

Os dados da tabela 5 mostram que os numeros de dicéntricos observados
em cada dose absorvida sdo predominantemente menores que o0s valores
correspondentes aos fragmentos acéntricos, exceto nas doses absorvidas
0,412Gy (onde foram maiores) e 0,964Gy (onde foram iguais), e maiores que 0s
valores correspondentes aos anéis cromossdmicos em todas as doses
absorvidas.

Lembrando que o0s componentes [ (quadraticos) das equacdes
correspondem a interacdo dupla e os a (lineares), a interacéo unica (Lloyd, 1976)
e analisando os coeficientes das fun¢gbes quadraticas obtidas nas curvas doses-
respostas para cada alteragdo citogenética, pode-se concluir que o0s

cromossomos dicéntricos (equacédo 5) e dicéntricos somados a anéis (equacao 8)
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sao produzidos tanto por interacdes unicas (efeito caracteristico de radiacfes com
alta LET) quanto por interacdes duplas (efeito caracteristico de radiacbes com
baixa LET), sendo este um efeito ligeiramente maior. Com relacdo aos anéis
cromossOmicos (equacao 6) e aos fragmentos acéntricos (equacao 7), conclui-se
gue sao alteracbes produzidas predominantemente por interacdes unicas.

Em linfécitos humanos, anéis cromossdmicos sdo muito mais raros do que
dicéntricos, correspondendo a aproximadamente 5-10% do valor destes
(Shevchenko et al.,, 1998). Assim uma curva dose resposta para dicéntricos
somados aos anéis cromossomicos (Fig. 10) também foi gerada, uma vez que,
apesar de alguns autores optarem por ignorar 0os aneéis, outros pesquisadores
utilizam-lhes somado aos dicéntricos para realizacdo da estimativa de dose
absorvida (IAEA, 2001b).

Para radiacdo de baixa LET, protons de alta energia e néutrons rapidos,, a
curva dose-resposta para dicéntricos sera melhor ajustada com o modelo linear-
quadratico, diferentemente da curva dose-resposta para radiacdo de alta LET
(néutrons de fissdo e particulas a), na qual sera linear ou préxima a linear
(IAEA,2011). Além disso, segundo a IAEA (2011), a curva dose-resposta para
dicéntricos induzidos por baixa LET, sera uma combinacdo de eventos entre
interacdes Unicas e duplas, sendo o primeiro mais frequente em baixas doses e o
altimo mais frequente em altas doses. Esse comportamento foi observado no
presente trabalho, por meio da andlise dos coeficientes da curva, como
comentado anteriormente.

O valor da razao entre o coeficiente a e 3 (razdo a/p) € equivalente a dose
de radiacdo em que os componentes linear e quadratico contribuem igualmente

para a inducao do dano, ou seja, para a formacao das alteracées cromossémicas
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(Lloyd, 1976; IAEA, 1986; Silva, 2009; IAEA 2011). As raz0es a/f para 0s
dicéntricos e para dicéntricos somados aos anéis, obtidas no presente estudo
(tabela 6), foi de 0,635Gy e 0,932Gy, respectivamente. Isto significa que, com
doses inferiores a esses valores nas curvas dose-resposta, as alteracdes
citogenéticas sdo predominantemente formadas por interacdes Unicas (induzindo
duas quebras cromossOmicas) e que, com doses superiores, as mesmas sao
produzidas predominantemente por duas interacdes independentes. Além disso,
qgquanto menor a razado a/f maior € o numero de alteracbes cromossémicas
consequentes de duas interacdes independentes (Lloyd, 1976; IAEA, 1986; Silva,
2009), sendo este, entéo, o efeito predominante para os dicéntricos neste estudo.

Diferentemente dos dicéntricos e destes somados aos anéis, o coeficiente
quadratico da curva dose-resposta encontrado para os fragmentos acéntricos foi
inferior ao coeficiente linear, resultando em uma razéo a/f3 maior, correspondente
a um valor de 2,718Gy. Este valor € superior ao intervalo de doses utilizadas no
presente estudo (0,25 - 1,205Gy). Com relacdo aos anéis cromossoémicos,
isoladamente, o coeficiente quadratico da curva de dose-resposta € ainda mais
baixo em relacdo ao coeficiente linear e, portanto, a razédo a/f para os anéis foi de
38,614Gy (valor muito superior ao intervalo de doses aqui apresentadas).

Embora as frequéncias das alterac6es cromossdmicas instaveis produzidas
pelo campo misto néutron-gama deste trabalho ajustem-se melhor a uma funcéo
quadratica, as alteracdes produzidas por intera¢cdes Unicas foram predominantes
entre os trés tipos de alteracdes citogenéticas analisadas (com excecdo dos
dicéntricos). E importante notar que, para radiacdo y a baixas doses, fragmentos
acéntricos predominam presumivelmente pelo fato de que, em baixas doses, 0s

eventos de interagcdes Unicas sdo responsaveis pela maioria das alteracdes e
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alguns dos fragmentos acéntricos devem resultar de lesdes (quebras) uUnicas,
sendo estas lesdes Unicas mais provaveis de serem produzidas do que duas
lesGes diferentes por uma Unica interacao (Lloyd, 1976).

O campo misto néutron-gama utilizado neste trabalho possui uma
contribuicdo de radiacdo y correspondente a aproximadamente 50% do feixe de
radiacdo e com uma baixa energia, cerca de 60keV. Assim, ha possibilidade de
que o alto valor encontrado para o coeficiente linear correspondente aos
fragmentos acéntricos possua uma contribuicdo dos efeitos de interacdes Unicas
devido a radiacdo y do feixe misto, além de uma predominancia de interacfes
Gnicas provocadas pelos néutrons. Contudo, € importante lembrar que a formacao
de fragmentos néo € especifica da radiacdo, uma vez que 0s mesmos podem ser
produzidos devido a outros agentes clastogénicos. Consequentemente, este tipo
de alteracdo cromossémica néo é utilizado isoladamente para estimativas de dose
de radiagao (Coskun et al., 2000).

Quanto aos anéis cromossdémicos, alguns laboratorios os utilizam em suas
curvas de calibracdo, mas por estas alteracbes ocorrerem raramente, sua
inclusédo pode ser considerada, por alguns autores, de pouca diferenca pratica. No
entanto, ha relatos ocasionais de um anel para cada trés dicéntricos (Sevankaev
et al. 1995; Edwards et al., 2007), porém a origem deste fato € ainda incerta. Essa
maior proporcao de anéis encontrada pode estar relacionada com exposi¢des que
aconteceram muito tempo antes da obtencdo do material biolégico para o
procedimento de cultura celular, com exposi¢cdes em longo prazo ou a baixa taxa
de dose, uma vez que o anel cromossémico pode permanecer mais facilmente na

divisdo celular in vivo do que o dicéntrico (Edwards et al., 2007).
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Ha possibilidade, entdo, de que alguns dos anéis cromossémicos
contabilizados nas amostras irradiadas deste experimento estejam
superestimados quando comparados ao numero de dicéntricos, uma vez que tais
amostras foram expostas a uma irradiacdo com baixa taxa de dose (68,86 *
0,07mGy/h). Isso pode ter contribuido com o coeficiente linear obtido na curva
dose-resposta desta alteracdo cromossdmica. Contudo, ndo se descarta a
possibilidade de os néutrons terem contribuido mais eficientemente com os
eventos de interacdes Unicas e a consequente formacéao destas alteracdes.

Os efeitos bioldgicos dos componentes de dose de alta e baixa LET sao,
geralmente, assumidos como sendo independentes uns dos outros. Enquanto
existem dados sobre a Eficacia Bioldgica Relativa (RBE) de néutrons de energias
variaveis, ainda ndo se sabe muito sobre os mecanismos possiveis de interacéo
entre 0 componente gama e o componente de alta LET de um feixe de néutrons
(Wojcik et al., 2012).

Em estudo anterior, em 1984, de irradiagdo no ar com um feixe misto
néutron-gama em terapia com néutrons de reator (Reactor Neutron Therapy -
RENT), foi também encontrada uma relacao dose-resposta linear-quadratica para
a producao de dicéntricos em linfécitos humanos (Bauchinger et al., 1984). Sobre
0 estudo, Schmid et al. (1998) comentam que, embora a contaminacéo de raios y
do feixe RENT fosse cerca de 20% da dose de néutrons, a existéncia de um
coeficiente quadratico B € surpreendente, mesmo levando-se em conta as
diferentes eficiéncias bioldgicas dos dois tipos de radiacao.

Quanto a distribuicdo intercelular de alteracdes (tabelas 7, 8 e 9), observa-
se que o aumento da dose absorvida resultou em um aumento do numero de

alteracdo por célula entre todas as alteragcbes citogenéticas. Com relacdo ao

58



indice de dispersao (u), para os dicéntricos (tabela 7), este valor variou entre
-0,03 (em 0,000Gy) e 1,31 (em 0,252Gy), ndo apresentando subdispersdo ou
sobredispersdo significativa em nenhum dos valores obtidos — quando
comparados com a distribuicdo perfeita de Poisson (u=0). Vale ressaltar que
valores fora do intervalo £1,96 indicam uma dispersao significativa a um nivel de
confianca de 95%.

No caso dos anéis cromossémicos (tabela 8), foram obtidos indices de
dispersdo variando entre -0,13 (em 0,000Gy) e 3,02 (em 0,493Gy), sendo este
altimo valor o Unico com sobredispersao significativa. Para os fragmentos
acéntricos (tabela 9), foi observada uma maior variacdo nos valores de ‘u’, de -
0,44 (em 0,000Gy) a 5,87 (em 1,205Gy), sendo esta a alteracdo com mais
sobredispersdes significativas (dois entre os trés valores de ‘U’ referente as
amostras irradiadas).

A irradiacdo por raios X ou y produz uma distribuicdo de dano muito bem
representada pela distribuicdo de Poisson. Em contraste, os néutrons e outros
tipos de radiacdo de alta LET produzem distribuicbes que apresentam
sobredisperséo, quando a variancia (02) excede a média (y). Se a relacéo entre a
variancia e a média (o%/y) é uma funcéo da dose, é ainda uma questdo em aberto
(IAEA, 2011). Assim, a distribuicdo dos dicéntricos, para as doses absorvidas
realizadas no presente trabalho, parece comportar-se melhor como uma
distribuicAo de Poisson. As demais alteracdes citogenéticas, diferentemente,
parecem tender a uma sobredispersao.

Mais uma vez, neste estudo, notam-se as possiveis relacdes entre uma
maior producdo de dicéntricos e radiacdo de baixa LET, bem como uma maior

producdo de fragmentos acéntricos e anéis cromossomicos e radiacdo de alta
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LET. Inclusive, com relacdo a distribuicdo de fragmentos acéntricos, foram
observados desvios com relacdo a Poisson para a maioria das doses absorvidas.
Contudo, é necessaria uma avaliacdo com outras doses absorvidas para uma
melhor definicho quanto ao comportamento da distribuicdo dessas alteracdes
cromossOmicas produzidas por campo misto néutron-gama.

As andlises dos efeitos dos diferentes tipos de radiacdo ionizante em
sistemas biolégicos sdo muito importantes ndo apenas de um ponto de vista
radiobiolégico, mas também para propostas terapéuticas e para uma melhor
compreensao do potencial mutagénico e carcinogénico no caso de exposi¢ao
acidental ou ocupacional (Silva et al., 2009). Um numero significativo de
individuos tem sido potencialmente exposto de maneira ocupacional por um
periodo prolongado a baixas doses de néutrons, assim como a doses devido a
fotonéutrons nas proximidades de aceleradores lineares. Além disso, existe uma
crescente preocupacao com tripulantes e membros de companhias aéreas (cerca
de um milhdo em todo o0 mundo) uma vez que sdo expostos a doses mensuraveis
de néutrons (Hall e Brenner, 1992).

As relacbes dose-resposta para radiacbes eletromagnéticas estdo bem
estabelecidas, mas ha poucos dados para néutrons, principalmente estudos
utilizando diferentes intervalos de energias (Silva et al., 2009). E, no presente
estudo, foram analisados exatamente os efeitos citogenéticos na producdo de
alteracdes cromossOmicas devido a irradiacdo de linfécitos em campo misto
néutro-gama.

Além disso, com o crescimento continuo da inddstria nuclear, reatores
nucleares para geracdo de energia e a introducdo de fontes de néutron em

7z

radioterapia, € importante o estudo continuo dos efeitos citogenéticos induzidos
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por néutrons, uma vez que ha poucos dados disponiveis na literatura e é
crescente o numero de individuos expostos (Lloyd et al., 1976; Littlefield et al.,
2000; Roy et al., 2004; Silva et al., 2009).

O estabelecimento de um laboratorio de biodosimetria competente que seja
capaz de realizar analise citogenética para a estimativa da dose € de suma
importancia em um pais como o Brasil, onde a utilizacdo de grande quantidade de
substancias radioativas para fins pacificos estdo em vigor.

A validacdo das curvas através da correlagdo das frequéncias de
alteracdes cromossOmicas observadas em amostras de diferentes individuos
apos irradiacdo, com mesma dose absorvida, com as curvas dose-resposta
estabelecidas neste trabalho ja estd em andamento. Pretende-se, ainda,
posteriormente, validar as mesmas por meio de intercomparacfes com outros
laboratorios de dosimetria biolégica. Além disso, ha a perspectiva de certificacao
dos procedimentos e estrutura laboratorial, habilitando o CRCN-NE a oferecer o

servico de dosimetria biolégica para campo misto néutron-gama.
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7. Conclusdes

1. O numero de dicéntricos para o sangue nao irradiado se apresentou dentro
do intervalo esperado de 0,5 e 1 dicéntrico/1000 metafases.

2. Quatro curvas dose-resposta para o Laboratorio de Dosimetria Biologica
(LDB) do Centro Regional de Ciéncias Nucleares (CRCN/NE) foram
estabelecidas, sendo elas para dicéntricos, anéis cromossdmicos,
fragmentos acéntricos e dicéntricos somados a anéis. Estas curvas
precisam ser validadas antes de serem utilizadas como base para ensaios
futuros nas investigacdes relativas a interacdo de campos mistos néutron-
gama com sistemas biologicos e a dosimetria biologica.

3. A distribuicdo intercelular dos fragmentos acéntricos e dos anéis
cromossbmicos parece tender a uma sobredispersdo significativa,
enquanto que a distribuicdo dos dicéntricos, diferentemente, parece
comportar-se melhor como uma distribuicdo de Poisson para as doses de

0,256, 0,497 e 1,254Gy.
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9. Anexos
Anexo 1

SERVICO Pl'mlco FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa
Of. N. © 222/2008 - CEP/CCS Recife, 29 de julho de 2008

Registro do SISNEP FR — 187864

CAAE - 0092.0.172.000-08

Registro CEP/CCS/UFPE N° 094/08

Titulo: “Determinagido da curva de calibragdo para dosimetria biolégica de néutrons
através do método citogenético para o CRCN-NE ”

Pesquisador Responsavel: José Odinilson de Caldas Brandao

Senhor Pesquisador:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e
analisou, de acordo com a Resolugéo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Salde, o protocolo
de pesquisa em epigrafe, aprovando-o e liberando-0 para inicio da coleta de dados em 29 de

julho de 2008.
Ressaltamos que o pesquisador responsavel devera apresentar relatorio ao final da
pesquisa (31/08/2009).
Atenciosamente
Ao

Mestrando José Odinilson de Caldas Branddo
Programa de Pos-Graduacgéo em Tecnologia Energéticas e Nucleares — PROTEN /UFPE

_Av. Prof. Morues Rego, /n Cid. Universitéria, 50670-901, Recife -
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Anexo 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Convido o Sr(a). a

participar da pesquisa sob o titulo Determinagcdo da curva de calibragdo para
dosimetria biolégica de néutrons através do método citogenético para o CRCN-

NE.

Durante a leitura deste documento fui informado que posso interromper

para fazer quaisquer perguntas.

Este estudo tem por objetivo principal avaliar as alteragdes no DNA nas
células de adultos sadios cujas amostras sanguineas serao irradiadas por fontes
radioativas. A partir de variacdes na dose, sera elaborada uma curva de resposta
biolégica em relacdo a dose de radiacao absorvida.

Tal pesquisa é necesséria pois diariamente, seja por motivos médicos ou
ocupacionais, a populacdo é cada vez mais exposta as radiacdes, sendo
necessario ter uma idéia do real dano causado nos individuos.

Serdo coletadas amostras de sangue (10 ml), por puncdo venosa, em
seringas estéreis descartaveis contendo heparina sddica na concentragdo de
5000 U/mL, de voluntarios saudaveis e ndo-fumantes, apds assinatura deste
termo. Sera ainda realizada anamnese para verificar, além do estado geral de
saude, se nos ultimos seis meses antes da coleta os voluntarios foram expostos a
radiacdo terapéutica, raio X diagnoéstico, vacinagdo viral ou consumiram drogas
ilicitas.
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Ao participar desta pesquisa, o individuo se expde ao risco de desenvolver
hematoma (mancha roxa) no local da retirada de sangue e ndo sera, em momento
algum, exposto a quaisquer fontes radioativas.

Tenho consciéncia de que nédo receberei qualquer espécie de remuneracao
por minha participacao neste projeto de pesquisa.

Ciente do projeto acima exposto foi ainda explicado que tenho o direito de
me recusar a participar, ou, se ja houver concordado, posso desistir sem
necessidade de explicacdo. As informacdes desta pesquisa sdo confidenciais e
minha identidade serd preservada, sem que apareca meu nome em nenhum
documento de divulgacdo de resultados ou qualquer dado que possa me

identificar.

Nome do voluntario

Assinatura Data [/ [
Testemunha Data I
Testemunha Data 1

A rogo de ,

assino o presente termo

José Odinilson de Caldas Brand&o — Pesquisador Responsavel
Centro Regional de Ciéncias Nucleares
Divisdo de Radioprotecdo e Dosimetria
Fone: (81)37978028
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Anexo 3

| - DADOS PESSOAIS
1.2 N° do Voluntério:

1.3Sexo:M[0]F[1] 1.4 Datade Nascimento / [/ 1.5 Datade
hoje / /

1.6 Estado civil:

Solteiro[ 0 ]; Casado[ 1 ]; Viavo[ 2 ]; Divorciado[ 3 |; Separado[ 4
I; Outros [ 5]
1.7 Cargo: Funcéo:

1.8 Grau de Instrucéo (escolaridade):

[ 1] ndo estudou / Primério Incompleto

[ 2] primario Completo / Ginasial Incompleto

[ 3] ginasio Completo / Colegial Incompleto

[ 4] colegial Completo / Superior Incompleto

[ 5] superior Completo / P6s-Graduacao Incompleta
[ 6] p6s-Graduacdo Completa

1.9 Indique nos espacos abaixo a QUANTIDADE de itens que existem em sua
residéncia:

Quantos Quantos Quantos

[ ] automdbvel []radio [ ] maquina de lavar roupa
[ ] banheiro [ ] videocassete [ ] empregada mensalista
[ ] aspirador de p6  [] geladeira [TV em cores

Total de Pessoas na Familia: [ ]

Il - INDICADORES GERAIS DE SAUDE

2.1 Com relacao ao fumo, marque a resposta apropriada para o seu caso:

[ 1] nunca fumei [ 5] fumo de dez a vinte cigarros
por dia

[ 2 ] parei de fumar ha mais de dois anos [ 6 ] fumo mais que vinte
cigarros por dia

[ 3] parei de fumar a menos de dois anos [ 7] s6 fumo charuto ou
cachimbo

[ 4 ] fumo menos de dez cigarros por dia
2.2 Quantos "drinques" vocé toma POR SEMANA: (um drinque = 1/2 garrafa de
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cerveja, um copo de vinho ou uma dose de destilado)

[ 1] nenhum [ 2 ] menos que trés [3]cinco a
dez [ 4 ] mais que dez

2.3 Com que frequéncia vocé consegue dormir "bem" (7 - 8 horas por noite):
[1]sempre [ 3] tenho dificuldade para dormir "bem"
[ 2 ] maioria das vezes [ 4 ] raramente consigo dormir "bem"

2.4 Vocé acorda descansado?

[1]sim [ 2] nado

2.5 No final da jornada de trabalho vocé se sente (fisica e mentalmente)?
[1] bem [ 2] cansado [ 3] pouco cansado

2.6 Vocé esta satisfeito com o seu peso?

[1]sim [ 2 ] ndo (gostaria de aumentar) [ 3] néo (gostaria
de diminuir)

Il - ATIVIDADE FiSICA HABITUAL

Para cada questao, responda somente UMA alternativa.
ATIVIDADES OCUPACIONAIS DIARIAS

3.1 Eu geralmente vou e volto do trabalho caminhando ou de bicicleta (pelo
menos 800 metros cada percurso):

[1]sim [ 2] n&o
3.2 Eu geralmente vou e volto do trabalho de carro: [ 1 ] sim [ 2] ndo
3.3 Eu geralmente uso escadas ao invés do elevador: [ 1] sim [2]nédo

3.4 Minhas atividades fisicas diarias podem ser descritas como:

[ 1] Passo a maior parte do tempo sentado(a) e, quando muito, caminho de um
lugar préximo para o outro.

[ 2 ] Na maior parte do dia realizo atividades fisicas moderadas, como caminhar
rapido, executar tarefas que requerem movimentacao.

[ 3 ] Diariamente executo atividades fisicas intensas por varias horas (trabalho
pesado, como jardinagem, construgéo, limpeza, transporte de cargas, esportes,
etc...)
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IV - QUESTIONARIO DE SAUDE FiSICA

4.1 Como vocé classificaria seu estado de saude atual?

Ruim 1 Regular 2 Bom 3 Excelente 4
4.2 Queixa Principal: [
]
Antecedentes Pessoais:
4 Desde ha Sob
Ja Sofre Tratamento
Nunca sofreu atual-
antes mente ANOS / ~
MESES SIM NAO
4.6 Gastrite/Ulcera 0 1 2 __a m 3 4
4.7 Bronquite/Asma 0 1 2 _a m 3 4
4.9 Dor no peito aos esforcos 0 1 2 a m 3 4
4.10
Infarto/Revascularizagdo/Angiopla 1 2 a m 3 4
stia
4.11 Hipertensao 0 1 2 a__m 3 4
4.12 AVC (derrame) 0 1 2 a_ m 3 4
4.13 DST - Dc¢a. sexualmente 0 1 2 a m 3 4
transmissivel -
4.14 Infeccdes urinarias de 0 1 2 a m 3 4
repeticao
4.16 Incontinéncia urinaria 0 1 2 a m 3 4
4.20 Dores ou rigidez articulares 0 1 2 a m 3 4
4.21 Diabetes mellitus 0 1 2 a_ m 3 4
4.22 Alergias 0 1 2 a_m 3 4
4.23 Convulsdes 0 1 2 a_ m 3 4
4.24 Depresséo 0 1 2 a__m 3 4
0 1 2 a m 3 4

425 Cancer
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7.27 Caries atratar ? Sim[1] Nao[2]

7.28 Historia Familiar:

Possui na familia PAI, MAE ou IRMAOS que apresentam ou apresentaram:
[ 1 ]Angina, Infarto ou morte subita antes dos 50 anos [ ]

[ 2 ] Angina, Infarto ou morte subita apds os 50 anos [ ] [ 3] Diabetes []
[ 4] Pressao alta ou AVC [ ] [ 5] Nao

sabe [6] Nenhum

[7]Outros:

O Sr°(a) foi submetido a qualquer procedimento envolvendo o uso de radiacao
nos ultimos seis meses? Sim[1] Na&o [2]

O Sr°(a) recebeu qualquer tipo de vacinacdo nos ultimos seis meses? Sim [1]
N&o [2]

Qual?

V - QUESTIONARIO DE ESTRESSE FISIOLOGICO

Os sintomas fisicos do estresse sdo excelentes indicadores numa avaliacdo. O
seguinte questionario nos ajudara a ter uma idéia da severidade do estresse que
vocé esta experimentando na sua vida diaria, gerando alteragdoes no
funcionamento normal de seu organismo. Responda cada numero entre 0 e 5,
usando a escala abaixo:

O=nunca 1=umaa 2 vezes ao ano
2 = quase todos os meses 3 = quase todas as semanas
4 = uma ou mais vezes por semana 5 = diariamente

SINTOMAS CARDIOVASCULAR SINTOMAS DA PELE
taquicardia acne
batidas vigorosas e descompassadas

q ~ caspa

0 coracgao
maos suadas e frias transpiracao
ressecamento excessivo da pele ou
dores ou pontadas na cabeca
cabelo

SINTOMAS RESPIRATORIOS SINTOMAS IMUNOLOGICOS
respiracao rapida ou irregular, ou curta coceira/ardéncia
falta de ar resfriado
ataque de asma gripes fortes

______dificuldade de falar, por pouco controle
da respiracao

SINTOMAS GASTROINTESTINAIS SINTOMAS METABOLICOS
_____indisposigéo estomacal, nauseas e ______aumento do apetite

rachaduras na pele
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vOmitos

constipacao aumento da ansiedade por fumo e doces
diarréia preocupacao generalizada e dificuldade
S para dormir

______dor abdominal aguda
SINTOMAS MUSCULARES

_____dor de cabecga (dor continua)
______tremores musculares e das maos
___ artrites
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10. Curriculum vitae (Lattes)

Formacao académicaltitulacao

2011 - 2013

2007 - 2011

Mestrado em Genética.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
Titulo: Verificagdo da taxa de alteracdes cromossdmicas em
sangue humano irradiado em campo misto néutron-gama, Ano de
obtencéo: 2013

Orientador: Neide Santos

Co-orientador: Fabiana Farias de Lima

Bolsista do(a): Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do
Estado de Pernambuco

Graduacao em Biomedicina.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
Titulo: Verificacdo da taxa de alteracbes cromossbmicas em
sangue humano irradiado em campo misto néutron-gama

Orientador: Dra. Fabiana Farias de Lima Guimaraes

Formacao complementar

2010 - 2010

Curso de curta duragdo em Radioprotecdo e dosimetria
citogenética na NR32.
Sociedade Brasileira de Biociéncias Nucleares, SBBN, Recife,

Brasil
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2010 - 2010  Curso de curta duracdo em | Curso de Imunogenética e Captacao
de Orgaos.
HLA Diagndéstico, HLA, Brasil

2010-2010 Curso de curta duracdo em Curso de Hematologia e
Imunohematologia.
Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, SBAC, Brasil

2009 - 2010  Curso de curta duracdo em International English Language
Testing System.
Excel College, EC, Inglaterra

2009 - 2009 Curso de curta duracdo em "Importancia dos Fungos na
Biotecnologia".
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

2007 - 2009 Inglés.
Yazigi, YAZIGI, Brasil

2008 - 2008  Extensao universitaria em Biologia Molecular do Gene.

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Atuacdao profissional

1. Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Vinculo institucional
2011 - 2013 Vinculo: Discente de Mestrado , Enquadramento

funcional: Bolsista , Carga horaria: 60, Regime: Dedicacdo exclusiva

Projetos
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Projetos de pesquisa

2011 - Atual  VERIFICACAO DA TAXA DE ALTERACOES CROMOSSOMICAS
EM SANGUE HUMANO IRRADIADO EM CAMPO MISTO
NEUTRON-GAMA

Descricdo: O presente trabalho tem como objetivo estudar a relacao entre

as frequéncias de alteracbes cromossdmicas instaveis em diferentes doses

absorvidas devido a irradiacdo de amostra sanguinea em campo misto néutron-

gama. As amostras de sangue de um individuo saudavel serdo expostas a duas

fontes de ***AmBe com doses absorvidas de 0,25 Gy, 0,50 Gy, 0,75 Gy e 1,25 Gy

no Laboratorio de Calibracdo com Néutrons (LCN — CRCN/NE — PE — Brasil).

Pretende-se com os resultados obter uma relacdo entre a dose absorvida e a

frequéncia dessas alteracdes citogenéticas, e, ainda, possibilitar a utilizacdo dos

diferentes tipos de alteracbes cromossémicas para realizacdo da dosimetria

biolégica de campo misto néutron-gama.

Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacéo (1); Mestrado académico (2); Doutorado (4);

Integrantes: Priscilla Luna Goéis de Souza (Responséavel); Fabiana Farias de

Lima; Eudice Coreia Vilela; Joelan Angelo de Lucena Santos; Mariana Esposito;

Paula Bruno Monteiro; Neide Santos

Financiador(es): Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de

Pernambuco-FACEPE

2010 - 2011  Verificacdo da taxa de alteracbes cromossdmicas em sangue
humano irradiado em campo misto néutron-gama com diferentes

doses absorvidas.
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Descricao: Este trabalho tem como objetivo dar continuidade ao estudo da
relacdo entre as frequéncias de alteracbes cromossdmicas instaveis e a
irradiacdo por campo misto néutron-gama, submetendo-se amostras a mais duas
diferentes doses (0,50 Gy e 0,81 Gy).

Situacdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacéo (2); Doutorado (3);

Integrantes: Priscilla Luna Gois de Souza (Responsavel); José Odinilson de

Caldas Branddo; Merilane da Silva Calixto; Fabiana Farias Lima; Eudice Coreia

Vilela; Joelan Angelo de Lucena Santos; Neide Santos; Mariana Esposito

2009 - 2010  Verificacdo da taxa de alteracbes cromossémicas em sangue
humano irradiado em campo misto néutron-gama com diferentes
doses absorvidas.

Descricdo: Com o crescimento continuo da industria de energia nuclear e a
introducdo de fontes de néutrons na radioterapia, os problemas de protecéo
radiolégica associados tendem a aumentar. A dosimetria fisica de néutrons é
reconhecida como um campo dificil, e uma vez que a sensibilidade da dosimetria
citogenética aumenta com o LET, fica claro que a técnica biolégica pode exercer
uma importante contribuicdo na protecdo radiolégica. Todavia, pouco se tém
discutido sobre os mecanismos fisicos, associados aos néutrons de baixa e alta
energia, responsaveis por causar danos as células somaticas e germinativas
(saudaveis ou tumorais). Logo, € de suma importancia realizar uma investigacao
aprofundada sobre esse aspecto, tornando assim possivel realizar uma avaliacao
mais precisa dos regimes terapéuticos envolvendo néutrons. Dentre as alteracdes
cromossOmicas (AC) utilizadas na dosimetria citogenética destacam-se as

alteracbes assimétricas ou instaveis (dicéntricos, cromossomos em anel e
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fragmentos acéntricos), capazes de fornecer uma estimativa real da dose
absorvida, que duram por curto periodo de tempo e as alteragdes simétricas ou
estaveis (translocacdes reciprocas, nao-reciprocas e insercdes) que persistem
por muitos anos. Em trabalho anterior, no qual uma amostra de sangue periférico
foi irradiada por uma fonte (**AmBe) de campo misto néutron-gama com uma
dose especifica de 0,96 Gy, observou-se um aumento das alteracbes
cromossOmicas instaveis quando comparada ao controle, sugerindo a
possibilidade de haver uma relacédo entre a dose absorvida e a frequéncia dessas
alteracdes citogenéticas. Todavia, ha necessidade de maiores esclarecimentos
guanto ao comportamento dessas alteracdes quando a amostra é submetida a
diferentes doses.Este trabalho se propfe a avaliar a variacao das frequéncias de
alteracdes cromossOmicas instaveis quando submetidas a diferentes doses
absorvidas (0,41 e 0,66 Gy) em campo misto néutron-gama.
Situacédo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Graduacéo (1); Doutorado (2);
Integrantes: Priscilla Luna GOis de Souza; Fabiana Farias de Lima
(Responsavel); José Odinilson de Caldas Brandédo; Merilane da Silva Calixto;
Eudice Coreia Vilela; Joelan Angelo de Lucena Santos; Neide Santos
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico-
CNPq
2009 - Atual Implementacdo do Servico de Dosimetria Biologica no Centro
Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste — CRCN-NE/CNEN
Descricdo: Tendo em vista a caréncia de informacbes a respeito da
dosimetria biologica, principalmente de néutrons, aliado ao crescente uso das

radiacOes ionizantes nos diversos ramos da ciéncia, inclusive com a programacao
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de instalacdes de usinas nucleares no Nordeste do Brasil atendendo ao Programa
Nuclear Brasileiro - PNB, este projeto visa implementar o servico de dosimetria
biologica no Laboratério de Dosimetria Biolégica (LDB) do Centro Regional de
Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-NE/CNEN) a ser utilizado na avaliacdo
das doses absorvidas por trabalhadores, pacientes e individuos do publico
expostos tanto a radiacdo eletromagnética quanto a néutrons, como também a
ensaios nas investigacdes relativas a interacdo das radiacfes ionizantes com
sistemas bioldgicos Assim, pretende-se contribuir para a descentralizacdo do
conhecimento e para a disseminacao da utilizacao de técnicas nucleares.
Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Graduacéo (2); Mestrado académico (2); Doutorado (1);
Integrantes: Priscilla Luna GOis de Souza; Fabiana Farias de Lima
(Responsavel); José Odinilson de Caldas Brandao; Eudice Coreia Vilela;, Joelan
Angelo de Lucena Santos; Paula Bruno Monteiro; Neide Santos; Suy Hwang;
Mariana Esposito Mendes; Julyanne Concei¢cdo Goes de Mendonca
2008 - 2009 Curva dose-resposta para sangue exposto a campo misto
néutron-gama pelo método citogenético convencional

Descricdo: Ha& uma crescente preocupacdo quanto a tripulantes de
companhias aéreas (cerca de um milhdo em todo o mundo) ser expostos a doses
mensuraveis de néutrons. Historicamente, ensaios de biodosimetria citogenética
tém sido baseados em quantificar alteracbes cromossdmicas assimétricas
(dicentricos, anéis cromossomicos e fragmentos acéntricos) em mitose-
estimulada de linfécitos T em sua primeira mitose ap0s a exposicéo as radiacoes.
O aumento dos niveis de danos no cromossomo de linfécitos do sangue periférico

sdo um indicador sensivel de exposicdo a radiacdo, e sao rotineiramente
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exploradas para avaliar a dose absorvida de radiacdo ap0s exposi¢cao acidental
ou ocupacional. Uma vez que acidentes radiolégicos ndo sdo comuns, nem todas
as nacOes acham ser economicamente justificavel manter um servico de
biodosimetria. No entanto, o acesso confidvel a capacidade da dosimetria
bioldgica € completamente critico em caso de acidente. Neste documento, a curva
dose-resposta foi medido pela a inducdo de alteracbes cromossbmicas em
linfécitos do sangue periférico apds exposi¢cao cronica in vitro de campo misto
néutron-gama. O sangue foi obtido a partir de um doador saudavel e foi exposto a
um campo misto néutrons-gama a partir de fontes ***AmBe (20 Ci), no Laboratério
de Calibracédo de Néutrons (LCN - CRCN / NE - PE - Brasil). As doses absorvidas
foram avaliados em 0,2 Gy, 1,0 Gy e 2,5 Gy. Os cromossomos dicénticos foram
observados em metafase, seguido do bloqueio de colcemid e 1000 metafases
viaveis foram analisadas quanto a presenca de dicentricos apdés corados por
Giemsa 5%. Nossos resultados preliminares mostraram uma dependéncia linear
entre a dose de radiacdo absorvida e frequéncias de cromossomos dicéntricos. A
curva dose-resposta descrita no presente documento contribuird para a
construcdo da curva de calibracdo, que sera utilizado em nosso laboratério de
dosimetria bioldgica.

Situacdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacédo (1); Mestrado académico (1); Mestrado
profissionalizante (1); Doutorado (1);

Integrantes: Priscilla Luna Go6is de Souza; Fabiana Farias de Lima; José
Odinilson de Caldas Brand&do; Merilane da Silva Calixto; Eudice Coreia Vilela

(Responsavel); Joelan Angelo de Lucena Santos; Neide Santos
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Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico-

CNPq

2008 - 2009  Estabelecimento da taxa de alteracbes cromossémicas em
sangue humano periférico irradiado em campo misto néutron-
gama.

Descricdo: O acompanhamento de alteracdes cromossémicas em linfécitos
do sangue periférico tem sido utilizado para determinar a dose de radiacao
absorvida em individuos expostos acidental ou ocupacionalmente a radiacao
gama. No entanto ndo ha muitos estudos baseado nos efeitos do campo misto
néutron-gama. A radiobiologia de neutros tem grande importancia porque em
usinas nucleares a nivel mundial ha véarias centenas de milhares de individuos
monitorados como potencialmente recebendo doses de néutrons. Neste trabalho,
observou-se as frequiéncias de alteracdes cromossémicas instaveis induzidas por
um campo misto néutron-gama. O sangue, obtido a partir de um doador saudavel,
foi exposto a duas fontes de campo misto néutron-gama de ***AmBe (20 Ci), no
Laboratério de Calibracdo de Néutrons (LCN - CRCN / NE - PE - Brasil). Os
cromossomos foram observados em metafase, seguido do blogueio de colcemid e
1000 metafases viaveis foram analisadas quanto a presenca de dicéntricos por
dois experientes analistas. Os resultados sugerem que existe a possibilidade de
uma relacdo diretamente proporcional entre dose absorvida de radiacdo campo
misto néutron-gama e a frequéncia de alteragbes cromossOmicas instaveis
analisadas neste trabalho.

Situacdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacao (2); Mestrado profissionalizante (1); Doutorado (1);
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Integrantes: Priscilla Luna GOis de Souza; Fabiana Farias de Lima
(Responsavel); José Odinilson de Caldas Branddo; Merilane da Silva Calixto;
Eudice Coreia Vilela; Joelan Angelo de Lucena Santos; Carlos Henrique
Fulgéncio Pereira Vale; Neide Santos

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico-
CNPq
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