UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO ACADEMICO DE VITORIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE HUMANA E MEIO
AMBIENTE

JULYANNE CONCEICAO GOES DE MENDONCA

AVALIACAO DA TAXA DE ALTERACOES CROMOSSOMICAS INSTAVEIS EM
SANGUE HUMANO IRRADIADO POR RAIOS X: ESTABELECIMENTO DE
CURVA DOSE-RESPOSTA

Vitéria de Santo Antdo
2017



JULYANNE CONCEICAO GOES DE MENDONCA

AVALIACAO DA TAXA DE ALTERACOES CROMOSSOMICAS INSTAVEIS EM
SANGUE HUMANO IRRADIADO POR RAIOS X: ESTABELECIMENTO DE
CURVA DOSE-RESPOSTA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Saude Humana e Meio Ambiente
da Universidade Federal de Pernambuco como
requisito para obtencdo do titulo de Mestre em
Saude Humana e Meio Ambiente.

Orientacdo: Prof?. Dr?. Ana Maria Mendonca de
Albuquerque Melo
Coorientacdo: Dr? Fabiana Farias de Lima

Vitéria de Santo Antdo
2017



Catalogacao na fonte
Sistema de Bibliotecas da UFPE - Biblioteca Setorial do CAV.
Bibliotecaria Ana Ligia F. dos Santos, CRB4-2005

M539a

Mendonca, Julyanne Conceicao Goes de.

Avaliacdo da taxa de alteracdes cromossomicas instaveis em sangue
humano irradiado por raios x: estabelecimento de curva dose-resposta./
Julyanne Conceicao Goes de Mendonca. - Vitoria de Santo Antao, 2017.

81 folhas: fig., tab.

Orientadora: Ana Maria Mendonca de Albuquerque Melo.

Coorientadora: Fabiana Farias de Lima.

Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal de Pernambuco, CAV,
Programa de Pds-Graduacao em Saude Humana e Meio Ambiente, 2018.

1. Raios x. 2. Dosimetria. 3. Alteracdoes cromossomicas. |. Melo, Ana Maria

Mendonca de Albuquerque (Orientadora). Il. Lima, Fabiana Farias de
(Coorientadora). lll. Titulo.

612.014 485 CDD (23.ed.) BIBCAV/UFPE-038/2018




JULYANNE CONCEICAO GOES DE MENDONCA

AVALIACAO DA TAXA DE ALTERACOES CROMOSSOMICAS INSTAVEIS EM
SANGUE HUMANO IRRADIADO POR RAIOS X: ESTABELECIMENTO DE
CURVA DOSE-RESPOSTA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Saude Humana e Meio Ambiente
da Universidade Federal de Pernambuco como
requisito para obtencdo do titulo de Mestre em
Saude Humana e Meio Ambiente.

Aprovada em: 20 de Fevereiro de 2017

BANCA EXAMINADORA

Dr? Ana Maria Mendonca de Albuquerque Melo
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

Dr?.Neide Santos

Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

Dr?. Edvane Borges da Silva

Universidade Federal de Pernambuco — UFPE



Ao meu querido avd José de Goes e ao meu padrasto Israel Cruz.



AGRADECIMENTOS

A Deus, primeiramente, por ter me guiado desde o momento da selecdo até o
momento de escrever os resultados desta pesquisa.

Ao meu avd José de Goes (in memoriam), que infelizmente ndo est4 presente, mas é
peca fundamental para eu ter chegado até a defesa desta dissertagdo. A minha avo que mesmo
com seu pouco conhecimento, sempre me incentivou a dedicar-me aos estudos.

Ao meu esposo Diego, por sempre acreditar que eu seria capaz de alcancar meus
objetivos e que sempre esteve disposto e me colocar para cima quando os resultados ndo se
mostravam tao satisfatorios ou quando o tempo ndo se mostrava “amigo”.

A minha mae, por ter ser minha fonte de inspiracdo como mulher guerreira que nao
desiste mesmo com o aparecimento dos obstaculos, e por acreditar no meu potencial, sempre.

A minha sogra Carla, pelas oragfes incessantes e por sempre estar disposta a me dar
uma palavra de apoio nas horas dificeis e por confiar na minha vitéria, mesmo antes de
alcanca-la.

Ao meu padrasto Israel (in memoriam), que sempre me incentivou a buscar mais e
mais conhecimento.

As minhas queridas e amadas amigas Carla Santos e Mariana Cavalcanti, cada uma
com seu jeito diferente me apoiando e a sua maneira se orgulhando das minhas conquistas.

A Dr? Fabiana Farias de Lima por sempre acreditar no meu potencial me confiando
ndo s6 uma pesquisada atrelada ao LDB como também outras tarefas importantes como
representante do laboratério. Obrigada pelo apoio, pelas conversas nos momentos de
desespero no decorrer da pesquisa, sem isso ndo seria capaz de concluir tudo a tempo.

A Proft Dr2 Ana Mendonca por ter despertado em mim o interesse pela radiacio
ionizante atraves de sua aulas didaticas e cheias de conhecimento sem complexidade e por me
ajudar no desenvolvimento desse trabalho atravées da sua orientacéo.

As minhas queridas amigas e integrantes do Laboratério de Dosimetria bioldgica,
Aida, Lais e Mari por me auxiliarem quando precisei resolver problemas corriqueiros do
desenvolvimento da pesquisa, pelas conversas descontraidas que tiravam a tensdo do trabalho
e pela confianga que sempre depositaram em mim. Em especial, agradecer a Mariana Esposito
por sempre se mostrar disposta a ajudar nesses quase 5 anos de CRCN-NE, com as davidas na



estatistica, com as corre¢fes de texto, nos procedimentos, enfim, por tudo, meu muito
obrigada.

Ao corpo técnico do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste
(CNEN/CRCN-NE), que me auxiliaram durante as irradiacdes das amostras.

Aos professores da Pos-Graduacdo em Salude Humana e Meio Ambiente pelas aulas
ministradas transmitindo novos conhecimentos referentes as linhas de pesquisa do programa.

Aos técnicos que compdem a secretaria da Pos pela disponibilidade em ajudar e
facilitar a resolucdo de problemas durante o mestrado, alem da gentileza e cuidado que
sempre demonstraram aos estudantes.

Ao Centro Regional de Ciéncias Nucleares, por disponibilizar sua infraestrutura para
execucdo da pesquisa.

A CAPES, pelo apoio financeiro.



RESUMO

Desde a descoberta da radiacédo ionizante e consequentemente das suas propriedades, houve
um aumento crescente em sua utilizagdo, que por sua vez trouxe a preocupagao com 0s danos
bioldgicos que a mesma poderia causar em individuos exposto. Em funcéo disso, surgiu a
dosimetria citogenética: método que pode ser usado como complemento ou na auséncia da
dosimetria fisica, relacionando a frequéncia de alteracfes cromossdmicas encontradas no
sangue do individuo exposto e a dose absorvida. Por meio de curvas de calibracdo dose-
resposta. O objetivo desse trabalho foi verificar as frequéncias das alteragdes cromossomicas
instaveis em linfocitos de sangue humano irradiado por Raios x de 250 kVp com diferentes
doses absorvidas e, posteriormente, estabelecer as curvas de calibracdo dose-resposta. A
irradiacdo foi realizada no servigo de Metrologia do CRCN-NE/CNEN em um equipamento
de raios X PANTAK, modelo HF 320. As amostras sanguineas tiveram seus linfocitos
cultivados em meios de cultura e, apds os processamentos, foram obtidas as metafases. As
alteracdes cromossémicas analisadas foram os cromossomos dicéntricos, em anel e 0s
fragmentos acéntricos isolados. Houve um aumento das frequéncias de todas as alteracdes
cromossdmicas com o aumento da dose absorvida. As curvas de calibracéo de dicéntricos e de
dicéntricos + anéis apresentaram bons ajustes com os valores dos coeficientes Y = 0,0013+
0,0279D + 0,0545D% (X? = 10,36/GL=6) e Y = 0,0013 + 0,0251D + 0,0630D? (X? =
7,43/GL=6), respectivamente. O estabelecimento dessas curvas possibilita ao Laboratério de
Dosimetria Biolégica do CRCN/NE estimar a dose absorvida por individuos

ocupacionalmente expostos e em casos de acidentes radiol6gicos.

Palavras-Chave: Biodosimetria. Dicéntricos. Raios X.



ABSTRACT

Since the discovery of ionizing radiation and consequently of its properties, there has been an
increase in its use, which in turn has brought concern for the biological damage that it could
cause in exposed individuals. As a result, cytogenetic dosimetry appeared: a method that can
be used as a complement or in the absence of physical dosimetry, relating the frequency of
chromosomal changes found in the blood of the exposed individual and the absorbed dose, by
means of dose-response calibration curves. The objective of this study was to verify the
frequencies of unstable chromosomal changes in human blood lymphocytes irradiated by x-
rays of 250 kVp with different absorbed doses and, subsequently, to establish dose-response
calibration curves. The irradiation was performed at the CRCN-NE / CNEN metrology
service on a PANTAK X-ray equipment, model HF 320. The blood samples had their
lymphocytes cultured in culture media and, after the processing, the metaphases were
obtained. The analyzed chromosomal alterations were the dicentric, ring chromosomes and
the isolated acentric fragments. There was an increase in frequencies of all chromosomal
changes with increased absorbed dose. The calibration curves of dicentric and dicentric +
rings presented good adjustments with values of the coefficients Y = 0.0013 + 0.0279D +
0.0545D2 (X2 = 10.36/GL=6) and Y = 0.0013 + 0.0251D + 0.0630D2 (X2 = 7.43/GL=6),
respectively. The establishment of these curves enables the Laboratory of Biological
Dosimetry of the CRCN / NE to estimate the dose absorbed by occupationally exposed

individuals and in cases of radiological accidents.

Keywords: Biodosimetry. Dicentric. X-ray.
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1 INTRODUCAO

A relacdo entre biodiversidade e salde humana ocorre em diversos aspectos,
comecando por nossa alimentacdo, utilizacdo de medicamentos, vacinas, e consequentemente
exposicdo a agentes quimicos e fisicos presentes em nosso entorno. Dos agentes quimicos
podemos destacar os defensivos agricolas utilizados nas lavouras e como agentes fisicos a
utilizacdo das radiagOes ionizantes. Atualmente, a monitoracdo da saide humana utiliza de
forma abrangente a exposicdo a radiacdo ionizante seja por meio de radiodiagndsticos ou de
terapias que a utilizam. Portanto, estudar os efeitos destas intera¢cbes com 0s seres humanos,
bem como desenvolver técnicas de monitoracdo torna-se uma abordagem importante na
prevencdo dos danos bioldgicos.

Organismos Vvivos estdo expostos naturalmente a acdo das radiacbes, sejam elas
provenientes de fontes naturais ou artificiais. As radiacfes ionizantes eletromagnéticas sao
ondas de alta energia (raios X ou raios gama) que, ao interagirem com a matéria,
desencadeiam uma série de ionizagdes, transferindo energia aos &tomos e moléculas presentes
no campo irradiado e promovendo, assim, alteracdes fisico-quimicas intracelulares (BIRAL,
2002). Estes eventos nem sempre se apresentam de forma deletéria ou nociva, pois os efeitos
biolégicos produzidos dependem de varios fatores, tais como, o tipo de radiacdo, a area
irradiada, a dose absorvida, além das funcdes e caracteristicas da estrutura danificada devido a
existéncia de diferentes graus de radiossensibilidade (BOLUS, 2001).

Desde sua descoberta, as radiacdes ionizantes (RIs) tém tido um aumento crescente em
sua utilizacdo, incluindo diversas areas relacionadas a industria, a medicina e, até mesmo, a
agricultura. Esse crescimento ampliou a probabilidade de ocorréncia de acidentes, que por sua
vez acabaram servindo de subsidio para os estudos sobre os efeitos bioldgicos produzidos por
ela. Atualmente, as exposicdes ocupacionais sdo vistas como as principais causas do
crescimento de incidentes envolvendo fontes e equipamentos que emitem radiacdo, visto que
sdo os trabalhadores ocupacionais que estdo continuamente sendo expostos as RIs durante
suas atividades (UNSCEAR, 2008).

Dentre as atividades radioldgicas, as que mais contribuem para o aumento da exposi¢do
ocupacional estdo na area médica, uma vez que as Ris sdo amplamente utilizadas como
ferramenta de diagnostico e tratamento de doencgas. Em decorréncia disto, os profissionais de
salde acabam apresentando 0s maiores niveis de exposicdo a radiacdo e sendo acompanhados

pelas agéncias internacionais e 6rgdos fiscalizadores de radioprotecdo (LINET et al., 2010).
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Essas sdo algumas das razbes que tornam o conhecimento dos efeitos deletérios da
radiacdo ionizante de grande importancia social, acrescentando-se ainda questdes como testes
de triagem para o cancer, o futuro da energia nuclear, a exploracéo espacial tripulada e, até
mesmo, o terrorismo radiologico (GONZALEZ; DARBY, 2004).

Por todos esses motivos ha um grande empenho no desenvolvimento de técnicas que
auxiliem na compreensédo dos danos bioldgicos que surgem ap6s exposi¢des dos organismos a
certas doses de radiacdo ionizante, sdo elas: o teste do letal dominante (TALLARICO, 2004),
ensaio do cometa (VILELLA, 2006; GRAZEFFE, 2008); teste do micronucleo (PAVLICA,
2000; FERNANDES et al., 2008; GODQY, 2008) e alteragdes cromossdmicas (RAMALHO
et al, 1988; LLOYD, 1997). Estes métodos visam analisar os danos biol6gicos sofridos pelos
individuos expostos a radiacdo e estimar a dose absorvida pelos mesmaos.

O surgimento da dosimetria biolégica permitiu estimar a dose absorvida, por meio da
observacdo dos danos que foram gerados nas moléculas de DNA, utilizando técnicas de
analise citogenética (SZLUINSKA et al., 2007). O grande interesse sobre os danos nesta
molécula, deve-se ao fato de que é no DNA que estdo armazenadas as informacfes de
conservacao das atividades necessarias para manutencdo da célula. Ademais, existem varias
evidéncias que indicam o DNA como molécula-alvo da acdo genotoxica da radiacdo, tendo
em vista sua elevada radiossensibilidade (HALL; GIACCIA, 2006).

Esta técnica é til em situacfes em que a dose absorvida de corpo inteiro é desconhecida
ou incerta, como em exposicdes acidentais ou ocupacionais, ou até mesmo em casos em que a
dosimetria fisica ndo permita a avaliacdo da dose absorvida (IAEA, 2011). As células
utilizadas para a este fim sdo os linfocitos humanos presentes no sangue, responsaveis pela
resposta imunoldgica e que sdo altamente radiossensiveis. Este método se baseia na contagem
da frequéncia das alteracfes cromossémicas instaveis (dicéntricos, fragmentos acéntricos e
anéis cromossémicos).

Com base no estudo destas alteracdes, sdo construidas curvas de calibracdo dose-
resposta, que ao serem desenvolvidas por cada laboratorio, acabam por apresentar diferencas
em seus protocolos e é por este motivo que a Agéncia Internacional de Energia Atbmica
indica que todo laboratorio que fornega o servico de Dosimetria Bioldgica tenha sua propria
curva de calibragdo (IAEA, 2011).

Assim, de forma estratégica, este trabalho contribuird para o avango tecnoldgico no
campo da dosimetria biologica no estado de Pernambuco e Regido Nordeste, inserindo o
CRCN-NE em programas de intercomparacOes realizados por instituicbes nacionais e

internacionais e possibilitando a prestagéo de servigo na referida area.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Padronizar a curva de calibracdo dose-resposta para raios X no Laboratorio de
Dosimetria Bioldgica (LDB) do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-
NE/CNEN) que podera ser utilizada na avaliacdo das doses absorvidas por trabalhadores,
pacientes e individuos expostos por este tipo de radiagéo.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar as frequéncias das alteracbes cromossémicas instaveis em sangue humano
irradiado com diferentes doses absorvidas de raios X de 250 kVp.

e Analisar as alteracdes cromossdmicas em linfocitos humanos ap6s exposi¢do a raios
X.

e Estudar a distribuicdo intercelular das alteragdes cromossdmicas instaveis (dicéntricos,
anéis cromossémicos e fragmentos acéntricos) para cada dose absorvida.

e Estabelecer curvas dose-resposta para estes diferentes tipos de alteragdes

cromossOmicas instaveis.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Radiagéo lonizante

A radiacéo ionizante é parte natural do ambiente, sendo emanada a partir do solo e de
alguns materiais de construcdo, e até mesmo oriunda da radiacdo césmica (BAGSHAW,
2012), podendo ainda ser proveniente de fontes artificiais como as encontradas na area
médica e industrial (BIRAL, 2002).

Este tipo de radiagdo possui a capacidade de fazer com que os elétrons se desprendam
de atomos, provocando alteracdes estruturais que podem ser nocivas ou nao e neste processo
acaba formando um par de ions, positivo e negativo. Os elétrons estdo ligados aos &tomos por
forcas elétricas de diferentes valores que dependem da sua proximidade ao nucleo, sendo os
mais préximos os que contém maior forca de atracdo. Portanto, para que a radiacao ionizante
seja capaz de arrancar um elétron € necessario que sua energia seja maior do que a forca de
ligacdo entre este elétron e o atomo/molécula com a qual estd interagindo (OKUNO;
YOSHIMURA, 2010).

Sao radiacdes ionizantes tanto as particulas carregadas eletricamente, como particulas
alfa e positrons, que vao ionizando os atomos que encontram em sua trajetoria até 0 momento
gue perdem toda sua energia, quanto as ondas eletromagnéticas como 0s raios X e gama.
Diferentemente de particulas carregadas, as ondas eletromagnéticas perdem toda ou quase

toda energia numa Unica interacdo com atomos (OKUNO, 2013).

3.1.2 Tipos de Radiacéo lonizante

e Particula Alfa (a)

As particulas alfa sdo positivamente carregadas, sendo constituidas de dois prétons e
dois néutrons, portanto, mais pesada que um elétron, tornando o seu alcance pequeno
(OKUNO et al., 1986). A carga positiva que a particula possui € igual ao dobro da carga do
proton que as impede de penetrar mais do que uma polegada de ar ou de uma folha de papel
(PEREIRA, 2014). Por estes motivos as particulas alfas ndo tem poder de penetracdo nas
camadas de células mortas da pele, sendo entdo uma exposicao externa pouco representativa.
No entanto, dentro do corpo, os emissores alfa sdo muito significativos e isso se deve pelas
inimeras interagdes que ela faz com os atomos vizinhos, depositando toda a energia em um
volume muito pequeno (3x10° cm® no mdsculo). Um depdsito de energia desta magnitude

dentro do nucleo de uma célula ir4 praticamente garantir a sua destrui¢do. Por esta razéo,
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precaucOes extremas devem ser tomadas para evitar a entrada de fontes de radiacdo alfa no
organismo por inalagéo, ingestdo ou puncdo (MOREIRA, 2011).

e Particula beta (p)

As particulas beta sdo elétrons () e positrons (B*) que, por serem relativamente
menores e mais leves, sdo muito mais penetrantes que as particulas alfa, ainda que apenas por
alguns milimetros numa folha de aluminio (OKUNO et al., 1986). E uma forma relativamente
menos danosa de radiagdo ionizante e, para ser detectada por contadores Geiger, geralmente
depende da espessura da parede do tubo Geiger-Miller ou a existéncia de uma janela na
extremidade deste tubo (PEREIRA, 2014).

e Neéutrons
Os Néutrons sao particulas sem carga e ndo produzem ionizacdo diretamente, mas o
fazem indiretamente, transferindo energia para outras particulas que, por sua vez podem
produzir ionizacdo. Percorrem grandes distancias através da matéria, antes de interagir por
colisdo com o nuacleo dos atomos que compdem o meio (STASIULEVICIUS, 1995). A
exposicdo a radiagdo de néutrons, tanto de fontes externas como internas ao organismo, é
preocupante devido ao dano bioldgico que estas podem causar, dano este que ¢é
consideravelmente maior do que aquele provocado pela mesma dose de radiacdo gama ou
beta (MOREIRA, 2011).

¢ Radiacdo Gama/ Raios X

Sao ondas eletromagnéticas de curto comprimento e alta frequéncia, resultando em
alta energia. Tem alto poder de penetracdo e é detectdvel em contadores Geiger com
dimensBes compativeis com a energia, sendo fortemente absorvida por materiais de alto peso
atdbmico como o chumbo (PEREIRA, 2014). Os raios gama, devido ao seu comportamento
ondulatério e auséncia de carga e massa de repouso, podem penetrar em um material,
percorrendo grandes espessuras antes de sofrer sua primeira interacdo (OKUNO et al., 1986).
Assim como 0s raios gama, os raios X sdo ondas eletromagnéticas que se diferem por se
originar fora do nucleo, pela desexcitacdo dos elétrons. De todo espectro das ondas
eletromagnéticas somente os raios X e gama sao radiacdo ionizante, isto €, tém energia

suficiente para ionizar atomos (OKUNO et al., 1986).
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3.2 Perspectiva historica dos Raios X

Os raios X foram descobertos de forma acidental, em 1895, onde os laboratorios de
fisica de diversas universidades investigavam a conducéo de raios catddicos através dos tubos
de Crookes (BUSHONG, 2011; OKUNO, 2013). Eles eram obtidos pela aplicagcdo de uma
corrente elétrica de alta voltagem entre os eletrodos negativo (catodo) e positivo (anodo),
situados em polos opostos em uma ampola de vidro fechada a vacuo. Durante o0s
experimentos foi descoberto uma das muitas propriedades dos raios catddicos, que era sua
capacidade de ultrapassar as paredes de vidro da ampola, porém ndo alcancavam distancia
maior que 8 cm (FILOMENO, 2009).

Foi em 8 de Novembro de 1895 que o fisico alemdo Wilhelm C. Réntgen trabalhando
em uma sala totalmente escura e cobrindo o tubo de Crookes com papel fotogréfico negro,
observou uma atipica fluorescéncia em uma tela coberta por platinocianeto de bario. Roentgen
entdo passou a colocar anteparos entre a ampola e a placa, que foram desde vidro, madeira até
a sua propria méo, porém a luminosidade persistia e ao colocar sua mao percebeu que poderia
observar seus 0ss0s. Devido as caracteristicas apresentadas, Rontgen tinha ciéncia de que tal
fendmeno ndo poderia estar sendo provocado pelos raios catddicos, pois eles ndo tinham
energia suficiente para cobrir aquela distancia, que era de aproximadamente 2 m, e muito
menos atravessar aqueles anteparos. Concluiu, assim, que se tratava de outro tipo de radiacéo
invisivel e desconhecida (FILOMENO, 2009)

Em 28 de dezembro de 1895, Rontgen entregou a Sociedade Fisico-Médica de
Wurzburg, Alemanha, um relatério preliminar de sua descoberta, descrevendo as pesquisas
que fizera nas sete semanas anteriores: 0s objetos tornavam-se transparentes diante dos novos
raios que, por serem desconhecidos, chamou-os de raios X (XAVIER et al., 2007)

No Brasil, as primeiras ampolas de raios X foram trazidas pelo médico baiano Dr.
Alfredo de Brito, que se encontrava em viagem de estudos pela Europa, em 1886. Nesta
mesma época, acontecia a Guerra de Canudos, na Bahia, e os raios X foram utilizados para
localizar projéteis ou fraturas em 70 soldados da Unido. Descobertas em 1895, as
potencialidades médicas dos raios X foram logo apreciadas pela comunidade mundial e ja em
1897, surgia a primeira sociedade briténica de radiologistas, denominada Royal College of
Radiologists (FILOMENO,2009).

Em 2009, o Museu de Ciéncias de Londres criou uma lista das 10 maiores invencoes e
descobertas da ciéncia para comemorar seus 100 anos de existéncia, 0 equipamento de Raios

X ficou em primeiro lugar na lista, sendo considerado de alto impacto no passado, presente e
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futuro da ciéncia e tecnologia e desbancando descobertas como a penicilina e a estrutura do
DNA (BIRAL, 2002).

3.2.1 Mecanismos de producdo dos Raios X

A velocidade de propagacdo dos Raios X é de ¢ = 3.108 m/s no vacuo (ICRP, 1991,
ACR, 1993). Sdo produzidos artificialmente em um tubo onde elétrons que consiste em um
polo negativo chamado de &nodo (alvo) e um polo positivo chamado de catodo. Quando uma
diferenca de potencial (ddp) é aplicada ao filamento de tungsténio do catodo, os elétrons
formam uma nuvem e sdo acelerados em direcdo ao anodo. Quando isso ocorre ha o choque
dos elétrons no alvo e em sua eletrosfera, ocasionando os processos que irdo formar a
radiagdo (ROS, 2000), como demostrado na figura 1. Vale ressaltar que 99% da energia
cinética produzida é transformada em calor e 1% em fo6tons de raios X (OKUNO, 2013).
Existem dois mecanismos de producéo de raios X que dependem do tipo de interacdo entre 0s
elétrons e o alvo: Raios x caracteristico e de Freamento ou “bremsstrahlung” (BURGENER,
1991).

Figura 1-Representagédo simplificada de um tubo de raios x e seus componentes

Fonte: (BONIFACIO, 2007).

A Radiacdo de Bremsstrahlung ocorre quando o elétron passa proximo do nucleo de
namero atdbmico elevado ou da eletrosfera de um atomo. Como o ndcleo tem carga positiva e
a eletrosfera negativa, ao colidir com o atomo, o elétron sempre sofrerd atragdo ou repulséo,
sendo portanto atraido pelo nucleo e repelido pela eletrosfera e desviando-se da sua trajetoria
original e perdendo parte de sua energia cinética (SOARES, 2006). Esta energia perdida é
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emitida na forma de raios X que é conhecido como “bremsstrahlung” ou radiacdo de
freamento. Dependendo da distancia entre a trajetoria do elétron incidente e o nucleo, o
elétron pode perder parte ou até toda sua energia. Isto faz com que os raios X de
“bremsstrahlung” tenham um espectro de energia continuo, desde valores baixos até a energia
méaxima que é igual a energia cinética do elétron incidente (RODRIGUES, 2011).

Em outro mecanismo, ao interagir com o 4&tomo e promover a retirada de um elétron
da camada interna, ocorre 0 processo de ionizagdo do mesmo. Para que iSSo ocorra a energia
externa transferida pelo elétron incidente tem que ser suficiente para ocasionar uma quebra da
energia de ligagdo que mantém os elétrons presos as suas Orbitas. A passagem dos elétrons de
um estado menos ligado para outro mais ligado acarreta em excesso de energia que € liberada
na forma de radiacdo eletromagnética, também chamada de radiacao caracteristica (SOARES,
2006; PEREIRA, 2013).

3.2.2 Aplicagbes dos Raios X

¢ Radioterapia

A capacidade dos Raios X para fins terapéuticos foi sugerida pouco tempo depois da
sua descoberta, através da observacdo de reacbes dermatoldgicas que posteriormente
passaram a ser chamadas de dermatites e que séo frequentemente vistas como o resultado da
exposicdo continuada aos raios X (KASSABIAN, 1907). Sua aplicacdo rapidamente se
estendeu as mais diversas especialidades da medicina, surgindo, a partir de entdo, numerosos
casos de sucesso no tratamento de diferentes condi¢Bes patoldgicas, através de modificaces
na metodologia aplicada em cada situagéo particular (FRANKEL, 1996).

Os aparelhos de raios X foram os primeiros equipamentos produzidos em escala
industrial no inicio na década de 40 para a radioterapia, que € uma especialidade clinica que
utiliza radiacdo ionizante no tratamento de pacientes com patologias do foro oncoldgico. O
principal objetivo da radioterapia é a administragcdo de uma dose elevada de radiagcdo, num
volume tumoral previamente definido, causando os minimos danos possiveis nos tecidos
adjacentes, resultando na diminuicdo ou erradicagdo do tumor por morte celular (INCA,
2007).

e Diagnosticos
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Na odontologia, por exemplo, as imagens radiogréaficas sdo extremamente importantes
para a complementacdo dos exames clinicos, visando o diagnostico e auxiliando a
determinacdo de corretos planos de tratamento. A utilizacdo de aparelhos de raios X e de
outros recursos especificos para o exercicio da radiologia é regulamentada pela Portaria n°
453 da Secretaria de Vigilancia Sanitéria, de 1° de junho de 1998 (CASTRO, 2013). Ha ainda
0s exames basicos de Raios X, como a radiografia do térax (RXT) que é o procedimento de

diagnostico mais comumente utilizado no mundo (ANVISA, 1998).

¢ Radiografia Industrial

Esta é uma técnica de ensaio ndo destrutiva que tem como finalidade o controle de
qualidade em soldas e materiais fundidos, permitindo diagnosticar condigdes de pecas,
componentes e equipamentos industriais, verificando a existéncias de possiveis falhas internas
ou descontinuidades oriundas de processo de fabricacdo. Ela consiste no uso dos Raios X que
atravessam um material de a¢o inox ou carbono, resultando em uma chapa radiografica. As
aplicacOes da técnica de radiografia industrial s&o muitas, sendo muito utilizadas em refinarias
de petréleo e polos industriais (RAMIRES, 2000).

e Controle de qualidade na agronomia

Com a crescente demanda por sementes de espécies florestais nativas, houve a
necessidade de desenvolvimento de tecnologias para a avaliacdo da qualidade dessas sementes
e dentre essas técnicas, destaca-se 0 uso de raios X. Essa técnica foi inicialmente utilizada por
Simak e Gustafsson (1953), na avaliacdo da qualidade de sementes de Pinus sylvestris L. O
uso da radiografia por meio de raios X de baixa energia para avaliacdo da qualidade fisica das
sementes € recomendado pela ISTA (1996) que o considera um método rapido e que nédo
altera a qualidade das sementes, sendo indicado para detectar e analisar as estruturas internas
das sementes, permitindo a visualizacdo de alteracbes e mas formacdes (SOUSA, 2008).
Portanto, a técnica de raios X auxilia na determinacgdo da viabilidade das mesmas, tendo como
finalidade a selecdo e descarte de sementes ou lotes de qualidades fisicas e fisioldgicas
inferiores (OLIVEIRA, 2000). A informagéo sobre a ocorréncia de sementes danificadas e
vazias € desejavel, ja que essas sementes influenciam nos resultados de germinacéo dos lotes
(CRAVIOTTO et al., 2002).

Ainda na agronomia existe uma preocupagdo geral com a preservacdo da saude,

motivada tanto por fatores humanos quanto econémicos, que levou a busca de técnicas que
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diminuissem os riscos de contaminacdo através de uma dieta limpa de agentes patdgenos
presentes na superficie ou no interior dos alimentos. Essa preocupacdo tem como finalidade,
impedir doencas de origem alimentar e, também, de minimizar problemas relacionados com
0s tempos de armazenamento (ESTEVES, 1997; OMAYE, 2004).

A irradiacdo de alimentos é um tratamento fisico que consiste na exposi¢cdo dos
alimentos a radiacdo ionizante por um tempo pré-determinado e suficiente para causar as
alteracdes desejaveis, tais como a inibicdo de brotamentos, retardo na maturacédo, reducédo da
carga microbiana, eliminacdo de micro-organismos patogénicos, esterilizacdo, desinfeccdo de
grdos, cereais, frutas e especiarias. Este tipo de tratamento foi autorizado, em muitos paises,
depois de testes toxicoldgicos e nutricionais que confirmaram a seguranca de alimentos
irradiados com doses de até 10 kGy (BENDINI, 1998) e por possuirem beneficios que
incluem: melhora na higiene do alimento, reducdo de desperdicios e extensdo da vida de
prateleira (OH et al., 2003).

Alguns tipos especificos de radiagdo sdo utilizadas para fins de irradiacdo de
alimentos, dentre elas estdo os raios X com energias de até 5 MeV ou elétrons acelerados com
energias de até 10 MeV , fazendo parte, portanto, do padrdo geral para este fim (SANTOS,
2003).

3.2.3 Interacdo dos Raios X com a matéria

Sob o ponto de vista da fisica, as radiacfes, ao interagirem com um meio material,
podem provocar ionizacdo, excitacdo, ativacdo do nulcleo ou emissdo de radiacdo de
freamento, conforme descrito a seguir (XAVIER, 2006):

A excitacdo ocorre quando o elétron do atomo ndo € ejetado, devido a energia da
radiacdo que incidiu sobre ele ser insuficiente para ejetd-lo e apenas fazé-lo ficar em um
estado excitado. Ja quando a radiagdo transfere uma energia suficiente para “arrancar” um
elétron do atomo ocorre ionizacdo. Os elétrons ejetados podem ter energias cinéticas
suficientes para realizar novas ionizagOes e assim por diante. A ativacdo do nucleo ocorre em
uma reagdo nuclear quando a energia da radiagdo incidente € maior que a energia de ligacao
dos elementos que compdem os nucleos (protons e néutrons). Este tipo de interacdo s6 ocorre
em altas energias da radiacdo incidente (E>10Mev) e gera um novo nacleo (YOSHIMURA,
2009).

3.3 Mecanismos de acdo da radiacdo ionizante
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Na faixa de energia em que se encontram o0s Raios X, podem existir diversas
interagdes possiveis com o nucleo ou com elétrons das camadas de um dtomo, porém existe a
possibilidade de que ndo ocorra nenhuma interagdo. Sendo assim, radiacfes eletromagnéticas,
como a citada, podem percorrer uma determinada distancia sem modificar o material que esta
sendo utilizado e sem modificar-se (YOSHIMURA, 2009).

As principais interacdes das radiagdes com a matéria se dividem basicamente em (i)
Efeito fotoelétrico; (ii) Efeito Compton; (iii) Producdo de pares (YOSHIMURA, 2009;
ADREUCCI, 2013).

e Efeito fotoelétrico

No efeito fotoelétrico o féton desaparece, um ion é formado e o elétron livre
resultante, produto da ionizacdo, é colocado em movimento com uma energia igual a energia
original do féton menos a energia de ligacdo que esse elétron tinha com o &tomo. Neste efeito,
o foton interage com elétrons fortemente ligados, tendo como resultado dessa interacdo a
expulsdo de um elétron, onde 80% de toda absorcdo fotoelétrica ocorre com elétrons da
camada K do material absorvedor (COSTA, 2010; RODRIGUES, 2011). Com este efeito, 0
atomo ¢ deixado em um estado excitado emitindo uma radiacdo caracteristica quando retorna

ao seu estado fundamental (JOHNS, 1983), como representado na figura 2.

Figura 2 - Representacdo do efeito fotoelétrico
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incidente

A /.

Elétron
ejetado

Fonte: (BARBOZA, 2006)

e Efeito Compton
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Ocorre quando um féton de alta energia interage com um elétron que acaba recebendo
parte dessa carga energética e o restante dela fica com um f6ton dentro do material, porém em
uma direcdo diferente da original (RODRIGUES, 2011; HENRIQUES, 2012).

Figura 3 - Efeito Compton
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Fonte: (TAUHATA et al.,2003).

Se o féton ainda possui bastante energia, o processo pode ser repetido. O
espalhamento de Compton ocorre em todos os materiais e predominantemente com fétons de
média-energia (entre 0.5 e 3.5 MeV). Ele é também observado com fétons de luz visivel ou de
frequéncias mais altas (RODRIGUES, 2011).

e Producdo de pares

O termo producdo de pares se refere a criacdo de uma particula elementar e sua
antiparticula, geralmente a partir de um féton (RODRIGUES, 2011). O processo de producéao
de pares ocorre na presenca de um raio incidente que possui uma energia igual ou maior a
1,02 MeV, como representado na figura 4. Neste caso, ao passar perto de um nucleo de
namero atdmico elevado, o foéton desaparece e produz um par de particulas: um elétron e um
positron. Posteriormente, o poésitron volta a se combinar com o elétron do meio e desintegra
gerando dois fétons com energia de 0,51 MeV cada. (ADREUCCI, 2013).
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Figura 4 - Efeito de Producéo de pares
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Fonte: (AUDRECCI, 2013).

3.3.1 Efeitos biologicos da radiacdo ionizante

A radiacgdo ionizante, pela sua elevada energia, é capaz de penetrar na matéria, ionizar
os atomos, romper ligacGes quimicas e causar danos nos tecidos bioldgicos, desenvolvendo
eritema, dermatite, lesdo vascular e alopécia, cataratas e ainda alteracdes em nivel do sistema
hematopoiético, gastrointestinal, neuronal e vascular. A exposi¢do a doses elevadas de
radiacdo ionizante pode ainda resultar na destruicdo de células ou na inducdo de tumor
(MOREIRA, 2011).

Lesdes induzidas em um organismo pela radiacdo comecam sempre com alteracfes em
nivel atbmico e molecular. As alteracbes bioldgicas como consequéncia do efeito da radiacdo
tornam-se aparentes apds o periodo de laténcia, que pode variar desde minutos, até semanas
ou mesmo anos, dependendo do sistema bioldgico e da dose inicial. Somente uma parte da
energia da radiacdo depositada provoca alteracbes quimicas; a maior parte da energia é
depositada como calor, que acaba tendo pouco significado biol6gico (BUSHBERG, 2002).

A sequéncia de alteracdes pode ser explicada da seguinte forma: O primeiro estagio
tem uma duracdo muito pequena, logo apds a absorcdo da radiacdo. Nesse estagio ocorre o
fendmeno fisico da ionizacdo e da excitacdo de atomos do corpo humano. No segundo
estagio, chamado fisico-quimico, as ligagbes quimicas das moléculas sdo rompidas com a
formacéo de radicais livres. O terceiro estagio tem uma duracdo de poucos segundos e é um
estagio quimico, no qual os radicais livres formados, que sdo altamente reativos, ligam-se a
moléculas importantes da célula, tais como as proteinas, as enzimas e até mesmo nas
moléculas de DNA, danificando-as. O quarto estagio ocorre quando surgem os efeitos
bioquimicos e fisiologicos com alteragdes morfologicas e funcionais dos 06rgéos
(RODRIGUES, 2011; OKUNO, 2013).
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A ionizacdo do material biolégico pode ocorrer por meio de dois mecanismos de agao:
mecanismo direto e mecanismo indireto como pode ser observado na figura 5 (OKUNO,
2013). Na acdo direta, uma macromolécula bioldgica, como o DNA, por exemplo, fica
ionizada ou excitada por uma particula ionizante, ou seja, a radiacdo interage diretamente
sobre ela causando determinada alteracdo. J& a acdo indireta resulta de interagdes entre a
radiacdo e 0 meio, como o citoplasma, por exemplo, o que cria espécies quimicamente
reativas, que por sua vez interagem com a molécula alvo. Como 70% a 85% da massa dos
sistemas vivos é composta por 4gua, a grande maioria das lesbes induzidas por radiacdo é
realizada através da acdo indireta em moléculas de &gua. A absorcdo da radiagdo por uma
molécula de &gua resulta em H20" ou H20". Estes ions sdo muito instaveis e dissociam-se
formando um radical livre. Os efeitos danosos dos radicais livres sdo reforcados pela presenca

de oxigénio, aumentando o poder de lesdo na célula (MOREIRA, 2011).

Figura 5 - Efeito direto e indireto
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Fonte: (HALL, 2012)

Apdbs a sequéncia de estagios que levam até a ocorréncia dos efeitos biologicos, a
célula pode promover mecanismos de reparo como resposta. Para que isso ocorra ha a
dependéncia de alguns parametros fisicos, a Transferéncia Linear de Energia (LET) e da
eficiéncia Biologica Relativa (RBE). A relagdo entre LET e RBE depende do efeito bioldgico
considerado. No organismo humano, RBE aumenta continuamente & medida que a LET
aumenta, pois quanto maior for a densidade de ionizagdes ao longo da trajetéria da radiacao

maior sera a possibilidade de dano celular. No entanto, a partir de um valor de LET de 100
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keV/um, ha mais ionizagbes do que o0 necessario para produzir um determinado efeito
bioldgico, portanto, ha desperdicio de energia e consequentemente uma diminuicdo da RBE,

como pode ser observado na figura 6 (IAEA, 2011).

Figura 6 - Representacéo da relacdo entre RBE e LET
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Fonte: (IAEA, 2001).

A manifestacdo dos efeitos biolégicos pode ocorrer de duas maneiras: o efeito
deterministico e o efeito estocéastico. O efeito deterministico tem uma clara relagdo entre a
dose absorvida e o efeito causado no individuo, ou seja, a severidade do efeito é diretamente
proporcional a dose absorvida. Existe um limiar de dose para que o efeito aconteca cujo valor
depende do tipo de radiacdo e do tecido irradiado e estes efeitos, traduzem-se no aparecimento
de eritema cutaneo, inducgdo de cataratas, perda de cabelo e inducdo de esterilidade (KATZ,
2000; PISCO, 2003).

Uma de suas principais consequéncias € a morte celular em grande escala, pois se
poucas células morrerem, o efeito pode nem ser sentido, entretanto, se um ndmero muito
grande de células de um 6rgéo entrar em apoptose, o seu funcionamento pode ser prejudicado
(STONE et al., 2003; TURNER, 2007). Até certo tempo acreditou-se que as reacOes teciduais
eram consequéncias que surgiam logo depois da exposi¢do, porém o0s estudos
epidemioldgicos dos sobreviventes das bombas atdmicas langadas pelos americanos no Japao
comecaram a mostrar evidéncias de que ha efeitos bastante tardios que resultam de danos nos
tecidos (OKUNO, 2013).

Os efeitos deterministicos diferem dos efeitos estocasticos no fato de necessitarem de

doses muito mais altas para producdo de qualquer efeito (BUSHBERG, 2002). Os efeitos
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estocasticos ndo tém uma relacéo clara entre dose absorvida e o efeito e, por isso, ndo ha um
limiar de dose, entretanto a probabilidade de sua inducdo é proporcional a dose absorvida
recebida (TURNER, 2007).

A dose absorvida é uma grandeza ndo estocastica e uma das mais importantes para a
radiobiologia e a radioterapia, pois mede a quantidade de energia absorvida em qualquer
meio, para qualquer tipo de radiacdo (particulas carregadas ou ndo). Além disso, é utilizada
para medir os efeitos bioldgicos produzidos pelas radia¢Bes ionizantes nos tecidos (JOHNS,
1983; PODGORSAK, 2003). Quanto ao efeito, se o tecido for exposto a uma mesma dose
absorvida, quanto menor for a taxa de dose, maior a probabilidade de ocorrer regeneragcdo no
tecido (IAEA, 2011).

3.3.2 Efeitos agudos da Radiacgéo

Uma pessoa pode apresentar num intervalo de tempo pequeno de até alguns dias o que
se chama sindrome aguda da radiacdo ao ser exposta de forma aguda a uma dose absorvida
elevada. Esta forma de exposi¢do provoca maior dano celular do que a mesma dose absorvida
durante um periodo prolongado (MOREIRA, 2011; OKUNO, 2013). Este tipo de exposi¢do
pode provocar modificagbes nas células mais sensiveis do organismo e podem se manifestar
em horas, dias ou semanas ap0s a exposicdo. Estes efeitos se dividem em sindrome
hematopoiética, sindrome gastrointestinal, sindrome pulmonar e sindrome cerebral
(VELUDO, 2011). A tabela 1 exemplifica os efeitos agudos da radiacdo de acordo com o

intervalo de doses absorvidas.
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Tabela 1 — Efeitos agudos da radiagédo em adultos

FORMA DOSE ABSORVIDA SINTOMATOLOGIA

Hematopoiética 2-6 Gy Funcdo medular atingida:
Linfopenia, leucopenia,
trombocitopenia, anemia.
Gastrointestinal 4-7 Gy Diarreia, vomitos,
hemorragias (morte em 5-6
dias)
Pulmonar 8-9 Gy Insuficiéncia respiratoria
aguda, coma (morte em 14-
36 horas)
Cerebral Superior a 10 Gy Morte em poucas horas por
colapso

Fonte: (NOUAILHETAS, 2003).

Os sintomas geralmente comegam apds 6 horas do momento da exposicao e diminuem
no periodo conhecido como latente, que nada mais é do que um “periodo de incubagdo” e que
vai depender da dose de radiacdo absorvida. Este periodo € finalizado a partir do momento
gue comegam a aparecer 0s primeiros sinais clinicos das lesées, momento de manifestacdo da
doenca e que pode durar de 2 a 3 semanas. Caso 0 paciente sobreviva a fase de manifestacdo
da doenca, a recuperacdo estd praticamente assegurada; no entanto, o paciente tera maior
probabilidade de desenvolver tumor e a sua descendéncia de apresentar anormalidades
genéticas (BUSHBERG, 2002; MOREIRA, 2011).

3.4 Radiossensibilidade celular

O conceito de radiossensibilidade esta associado a uma caracteristica intrinseca e
individual e relaciona-se ao surgimento de efeitos adversos causados pela radiagdo ionizante
sobre o organismo humano (TWARDELLA; CHANG-CLAUDE, 2002).

Segundo Bergonié e Tribondeau a sensibilidade é uma func¢édo do estado metabdlico do
tecido, além da diferenciagcdo e proliferacdo células que estdo sendo irradiadas (ARENA,
1971 apud STELL, 1996). Este conceito tornou-se conhecido como a “Lei de Bergonié e
Tribondeau” e estabelece que a radiossensibilidade dos tecidos vivos pode variar da seguinte
maneira:

. Quanto mais diferenciada for a célula, maior é sua resisténcia a radiacdo, sendo
as células diferenciadas mais radiorresistentes por ndo passarem por mitose, ao contrario das

indiferenciadas que se dividem e produzem novas células para sua populacao.
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A radiossensibilidade das células é diretamente proporcional a sua atividade
reprodutiva e inversamente proporcional ao grau de diferenciacdo (GOSSELIN, 2011). No
que concerne as fases do ciclo celular, as fases G2 e M apresentam maior radiossensibilidade,
correspondendo a efeitos maximos imediatamente antes e durante a divisdo celular, como
pode ser visto na figura 7 (GOSSELIN, 2011).

. Quanto mais jovem for o tecido ou 6rgdo, mais radiossensivel ele serg;
. Quanto maior a atividade metabdlica, maior a radiossensibilidade,
. Quando a taxa de proliferacdo celular e a taxa de crescimento tecidual

aumentam, a radiossensibilidade também aumenta.

Figura 7 - Esquema representativo da radiossensibilidade para cada fase do ciclo celular

Radwssensibilidade maus . Masor radsossensabaladade
expressiva durante a fase Y, ou .

nas suas proximdades /——‘ : Masor radsocresssténcia
@

Radwssensibilidade \\
Elevads radiossensibibidade na Sistints em
fase G2, as vezes, comparavel a S et S s Go
observada na fase M. P X

Pode vanar entre periodo
mcial marcado por maor
radiorresisténcia, seguido de

Aumento da S m— um periodo de  maioc

radiomresisténcs 30 radicssersibibdade  quando

fmal da fase § a fase G/ ¢ relativamente
longa,

Fonte: (FERREIRA, 2015).

Até a década de 1980, poucos radiologistas achavam que a radiossensibilidade de
celulas tumorais humanas tinha importancia pratica para a radioterapia (STELL, 1996).
Atualmente os efeitos adversos apresentados no tratamento tornam a toleréncia a irradiagdo
das células dos tecidos saudaveis circunvizinhos ao tumor um dos principais fatores limitantes
da dose prescrita. Cerca de 10 % dos pacientes submetidos ao tratamento radioterapico
apresentam efeitos adversos graves manifestados principalmente nos tecidos sadios, o que

pode levar a uma diminuicdo na qualidade de vida e limitar o controle do tumor por causa da
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dose de radiagcdo administrada (BARNETT et al, 2009; POPANDA et al, 2008; STEWART,
2003).

3.4.1 Lesdes no DNA induzidas por Raios X

O DNA ¢é um polinucleotideo com uma sequéncia especifica de unidades de
desoxirribonucleotideos, ligados covalentemente por ligagdes 3°, 5’- fosfodiéster e atua como
transportador da informacao genética (COX, 2012). Segundo estudos feitos na radiobiologia,
o DNA ¢é a molécula-alvo dos efeitos biologicos das radiacdes. Apds uma dose de 1 Gy,
verificam-se cerca de 1000 lesGes nas bases, cerca de 1000 quebras de cadeia simples e cerca
de 40 quebras de cadeia dupla (VON SONNTAG, 2007).

Fatores como atividade e eficiéncia dos mecanismos de defesa e, principalmente, a
capacidade de reparo do DNA sdo fundamentais no que diz respeito a indu¢do do dano
causado pela radiacdo e a permanéncia ou ndao de lesdes nesta molécula. Dentre a ampla
variedade de lesbes que podem ser causadas ao DNA, pode se incluir os danos de base, a
quebra de fitas simples e duplas, ocorréncia de ligac6es cruzadas, entre outras (HALL, 2000).

Em meio a esses danos primarios, um dos principais danos é a quebra na fita dupla do
DNA, aparentemente no mesmo sitio (RODRIGUES et al., 2005). Mesmo sendo considerado
primario, € um dos danos mais dificeis de ser reparado e esta relacionado a uma gama
significativa de efeitos bioldgicos, como mutacdes, malformacdes e o cancer. No entanto, as
células possuem mecanismos de reparo que tendem a corrigir essas alteracoes. 1sso é feito por
acdo de varias enzimas e acaba por preservar a estabilidade gendmica. Porém quando esses
danos ndo podem ser reparados ou isso é feito de forma errbnea, aumenta-se o potencial
mutagénico e carcinogénico daquela lesdo (JACKSON, 2002; SANKARANARAYANAN,
2006).

O processo que antecede a reparagdo funciona como uma cascata de sinalizagdes,
sendo o sinal inicial a lesdo ao DNA causada pela radiagdo. Esse sinal acaba sendo captado
por proteinas especificas que agem de diferentes formas, podendo bloquear o ciclo celular nas
células que estdo em divisdo, executar o reparo da celular ou leva-la a apoptose (KIMURA,
2012). Os checkpoints sdo pontos de parada durante o ciclo celular onde ocorre analise da
estrutura do material genético para promover o reparo de modo a ndo repassar o dano durante
a progresséo do ciclo. O aparecimento de mutagdes no genoma de uma célula é considerado

um fator preponderante para a indu¢do de um cancer por acdo das radiagdes, no entanto, nem
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todas as mutacGes evoluem obrigatoriamente para alguma doenca (PRESTON, 2003;
KIMURA, 2012).

3.4.2 Vias de reparo do DNA

Quando o reparo ndo ocorre de forma correta, as lesdes no DNA podem levar ao
acumulo de mutacgdes que interferem no crescimento celular normal e assim podem contribuir
para 0 aparecimento de uma patologia. Sendo assim, 0 processo de reparagdo acaba tendo
papel fundamental na garantia de viabilidade celular (GIL, 2008) e funciona como uma agéo
de reversdo feita pela maquinaria do DNA, a fim de impedir a morte celular, isto é, caso o
reparo ocorra de forma répida e eficiente (HEGI et al., 2005; QIU, 2013).

As 4 principais vias de reparo do DNA s&o: exciséo de bases (BER — Base Excision
Repair), excisdo de nucleotideos (NER — Nucleotide Excision Repair), pareamento erréneo
(MMR — Mismatch Repair) e reparo de quebra na dupla-fita (DSBR — Double Strand Break
Repair) que inclui recombinacdo homdloga (HR — Homologus Recombination) e juncdo ndo
homologa de extremidades (NHEJ — Non Homologus End Joining) (QIAN et al., 2011;
WOOD et al., 2001).

. Reparo por excisdo de bases

O reparo realizado por BER é o principal agente no que diz respeito a lesdes causadas
pelo metabolismo da propria célula. Esse tipo de reparo identifica e corrige quebras de fita
simples, como acontece na acdo dos Raios X. Este processamento envolve enzimas DNA-
glicosilases, cada uma delas fazendo o reconhecimento de um tipo de base alterada e catalisar
sua remocao hidrolitica, formando um sitio apurinico (HOEIJMAKERS, 2001). Esses sitios
aparecem frequentemente no DNA por hidrolise espontanea e pela acdo de agentes lesivos.
Sitios AP n&o corrigidos podem afetar a replicacdo do DNA e facilitar o processo de mutacéo
(BAUTE; DEPICKER, 2008).

. Reparo por excisdo de nucleotideos
O reparo realizado pela via NER se inicia pela identificacdo de uma lesdo volumosa,
as enzimas da via entram em acdo promovendo a clivagem da ligacdo fosfodiéster da fita
anormal dos dois lados da lesdo com alguns nucleotideos a mais como margem de seguranca.

A DNA helicase remove o oligonucleotideo lesado e a DNA polimerase preenche o espaco
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que ficou vazio, ja a DNA ligase fica responsavel em ligar a fita ao fragmento que foi
sintetizado (ALBERTS et al., 2010; JAGIRDAR et al., 2013).

. Reparo do pareamento erréneo MMR
Realiza a remocao dos nucleotideos que foram pareados de maneira errénea pela DNA
polimerase. Para que isso ocorra, a via reconhece o erro, recruta os fatores de MMR para que
possam fazer o rastreamento da fita que contém o erro e por fim ocorra uma nova sintese da
parte excisada (HOEIUMAKERS, 2001).

. Recombinacdo Homdloga e juncao ndo-homologa de extremidades

As vias de reparo HR e NHEJ identificam e corrigem um dos principais danos a
molécula de DNA, as quebras de dupla-fita, que séo recorrentes como resultados de
irradiagdes por Raios X (ZHOU ; PAULL, 2013). Apds a detecgdo da quebra, uma cascata de
reacOes € ativada com a finalidade de parar o ciclo celular, evitando que o erro seja passado
para as proximas fases (ZHOU ; ELLEDGE, 2000; KHANNA & JACKSON, 2001). Na
via HR, a quebra no DNA é corrigida utilizando a crométide irma como molde no momento
da replicacdo (ZHOU & PAULL, 2013). Assim que a quebra é detectada, uma exonuclease
degrada parte da extremidade 5° deixando a extremidade 3’ livre, que logo vai se integrar a
cromatide irma e uma polimerase preenche a quebra usando-a como molde (ALBERTS et al.,
2010). Caso a célula esteja em G1, é ativada a via NHEJ, na qual um complexo protéico
protege e aproxima as extremidades da quebra e recruta uma ligase que promove a reacao de
ligacdo (HOEIJMAKERS, 2001) sem a necessidade de molde, porém com maior
probabilidade de ocorrer erros (KHANNA & JACKSON, 2001; VAN GENT et al., 2001).

3.5 Principios basicos para protecéo radiologica

A protecdo radioldgica, que também pode ser chamada de radioprotecdo, refere-se a
um conjunto de medidas que visam proteger o homem, seja paciente ou trabalhador
ocupacionalmente exposto, dos possiveis efeitos causados pela radiacdo ionizante, ainda se
incluem nessas medidas, os descendentes das pessoas expostas e 0 meio ambiente de forma
geral. Essas medidas procuram minimizar esses efeitos por meio do aperfeicoamento dos
equipamentos utilizados nos procedimentos radiologicos, assim como também na diminuigéo
das doses absorvidas (XAVIER, 2010).
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A protecdo radiologica se baseia em trés principios (ICRP, 2007; OKUNO, 2013;
CNEN, 2014):
* Principio da justificativa - qualquer exposicédo a radiacdo deve ser justificada de modo que o
beneficio supere qualquer maleficio a saude;
* Principio da otimizagdo da protegdo - a protecdo radioldgica deve ser otimizada de forma
que 0 numero de pessoas expostas e a probabilidade de exposi¢des que resultem em doses
mantenham-se tdo baixos quanto possa ser razoavelmente exequivel, considerando os fatores
econOmicos ¢ sociais; Nesse processo de otimizagao, deve ser observado que a dose, no caso
de exposi¢des médicas de pacientes, deve ser entendida como uma aplicacdo necessaria e
suficiente para atingir os propdsitos a que se destina (CNEN, 2014). Nos servicos de
radiodiagnostico, a intencdo é realizar um exame preciso, de qualidade e com seguranca (KIM
et al., 2013) .A exposicdo ocupacional associada a mamografia, por exemplo, é considerada
baixa, devido a utilizacdo de baixa tensao, resultando numa diminuigdo da radiacdo espalhada.
Raramente uma sala utilizada estritamente para mamografia requer prote¢do de chumbo da
mesma, apenas € utilizada uma barreira de protecdo colocada entre o técnico e o paciente
(BUSHONG, 2004).
* Principio da aplicacdo de limites de dose - as doses individuais devem obedecer aos limites
estabelecidos em recomendacdes nacionais que se baseiam em normas internacionais. A
recomendacdo para a exposi¢do ocupacional € um limite de dose efetiva média de 20 mSv
(milisiverts) por ano em 5 anos consecutivos, ndo podendo exceder a 50 mSv em um Unico
ano qualquer (ICRP, 2007; OKUNO, 2013; CNEN, 2014).

3.6 Dosimetria fisica

A dosimetria fisica avalia a dose absorvida por meio de instrumentos sensiveis a
radiacdo (dosimetros), que fazem uma medicdo e quantificacdo de forma direta ou indireta.
Um sistema dosimétrico € Gtil tanto como detector individual como também para deteccéo de
radiacdo ionizante em um ambiente. Alguns exemplo tipicos de detectores sdo: fotograficos
gasosos, semicondutores, termoluminescentes e quimicos (KNOLL, 1989; PODGORSAK,
2004).

Apesar de ser um sistema numérico relativamente simples, nem sempre € possivel ou
facil realizar a dosimetria fisica. 1sso ocorre, como por exemplo, em situacdes de exposicdes
acidentais ou ocupacionais nas quais os individuos irradiados ndo portam dosimetros, ou 0s

portam de maneira incorreta ou ndo frequente; ou ainda nos casos nos quais as condicOes de
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irradiacdo ndo sdo conhecidas. Além disso, os valores de dose nem sempre fornecem a
percepcdo real do risco para os individuos irradiados. Nesses tipos de situagdes, existe a
possibilidade de correlacionar a dose absorvida por um individuo e os danos causados aos

Biomarcadores, técnica conhecida como dosimetria biolégica (AMARAL, 2002).

3.7 Dosimetria biologica

A dosimetria bioldgica € uma técnica de estimativa de dose absorvida por um
individuo exposto ocupacionalmente ou acidentalmente a radiacdo ionizante, através da
observacdo de biomarcadores. Sendo assim, é de grande importancia no diagnostico e
tratamento clinico desses individuos, visto que, € um método que pode tanto suplementar os
resultados da dosimetria fisica quanto ser utilizado de forma independente quando aplicado a
protecdo radiologica (HADJIDEKOVA et al., 2010; MONTEIRO GIL et al., 2000).

Considerando que a exposicao a radiacdo ocorra na presenca de um dosimetro fisico, a
estimativa de dose nas primeiras semanas apds o ocorrido, € feita através da associacdo dos
dois métodos: fisico e bioldgico, porém, caso a estimativa de dose pela dosimetria fisica ndo
seja possivel, o inico método possivel para quantificar a dose é a biodosimetria (AINSBURY
etal, 2011; LLOYD, 1997; RODRIGUES et al., 2005).

No caso de um acidente nuclear, onde uma grande gama de individuos foram expostos
e onde 0s mesmo ndo possuiam dosimetro fisico, a dosimetria bioldgica aliada as
caracteristicas clinicas do individuo, possibilitam uma répida identificacdo de quem foi
exposto ou ndo a radiacdo, além de um encaminhamento para tratamento médico a curto prazo
(IAEA, 2011). Em acidentes radioldgicos, a estimativa de dose absorvida dos individuos que
foram expostos é de grande importancia, pois, quando a exposi¢do é superior a 1 Gy, a
informacdo a respeito da dose serve para determinar a terapia que devera ser aplicada, além de
gerar um alerta a equipe médica referente a possibilidade de ocorrer efeitos deterministicos
apo0s semanas ou meses da exposicdo. No caso das exposicOes abaixo de 1 Gy € necessario
informar 0 médico acerca dos dados dosimétricos, ja que é de sua responsabilidade orientar o
paciente acerca da probabilidade de ocorrer efeitos estocasticos, como o desenvolvimento de
cancér, por exemplo (IAEA, 2011).

Para estimar a dose absorvida a partir da dosimetria bioldgica, se faz necessaria uma
correlacdo entre ela e a presenca de biomarcadores. Esses marcadores bioldgicos sdo
parametros que foram modificados por acdo da radiacdo ionizante, podendo-se citar dentre

eles, a queda de células hematopoiéticas, as alteragdes cromossdémicas e o aparecimento de
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microndcleos, sendo os dois Ultimos os mais utilizados em casos de exposi¢des acidentais e
ocupacionais, passando assim a ser chamada de dosimetria citogenética (IAEA, 2001). Desta
forma, o biomarcador compreende toda substancia ou seu produto de biotransformacao, assim
como qualquer alteracdo bioquimica precoce, cuja determinacdo nos fluidos biologicos,
tecidos ou ar exalado, avalie a intensidade da exposi¢do e o risco a saude (AMORIM, 2003).
Atualmente, o ensaio de cromossomos dicéntricos ¢ considerado o “padrido ouro” da
biodosimetria e, com 0s avan¢os obtidos dessa técnica, € possivel estabelecer a conversao da
frequéncia de alteracdes cromossdmicas observadas em uma determinada dose absorvida (DI
GIORGE et al., 2011; IAEA, 2011).

A dosimetria bioldgica ndo mede a exposicdo em tempo real e, sim, as modificacGes
bioldgicas induzidas pela radiacdo, havendo indicadores de exposicdo 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 Radiacdo, que é caracterizada
por danos na pele e nos sistemas hematopoiético, gastrintestinal e cerebrovascular, onde a
gravidade das lesdes 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 satde. 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).

Existem alguns requisitos basicos para que um sistema dosimétrico citogenético seja
empregado, como o efeito escolhido para a estimativa de dose deve ser especifico para a
radiacdo ionizante, deve ser detectavel tdo proximo quanto possivel do background da
radiacdo e apresentar boa resposta para uma série relevante de doses; além disso, estimar a
dose de maneira rapida, reprodutivel e exibir uma relacdo dose — resposta que possa ser
avaliada experimentalmente (DEHOS, 1990; MULLER ; STREEFER,1991).

3.7.1 Linfocitos como Bioindicadores de exposi¢do aos Raios X

Os linfocitos apresentam dois aspectos particulares no sistema imunoldgico, a
capacidade de defesa especifica e de gerar memdria imunolégica (HOOFFBRAND, 2008).
Levando-se em consideracdo as caracteristicas fisiologicas, os linfocitos se dividem em trés
diferentes populagdes de células: os linfocitos T, linfocitos B e linfocitos NK (ZAGO et al.,
2001).
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Os linfécitos T correspondem a 65 - 80% dos linfocitos circulantes e originam-se de
um precursor na medula 6ssea que posteriormente migra para o timo onde a maturacdo destas
células se completa. Eles estdo envolvidos em processos de imunidade celular e na regulacao
da sintese de anticorpos (RAPAPORT, 1990; ZAGO et al., 2001).

Os linfacitos B correspondem de 5 a 15% dos linfdcitos circulantes e originam-se de
um precursor na medula 6ssea onde, nos mamiferos, € iniciado no processo de maturacdo
dessas células. Eles participam dos processos de imunidade humoral e € o precursor da
principal célula formadora de anticorpos do organismo (plasmocito) (RAPAPORT, 1990;
ZAGO et al., 2001). 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).

Os linfocitos do sangue periférico sdo reconhecidos como células altamente
radiossensiveis, porém sdo excecdo a regra de radiossenbilidade celular (a “Lei de Bergonié e
Tribondeau™) a qual afirma que (BUSHONG, 1997; D’IPPOLITO, 2005):

e Quanto mais madura a célula, maior seré a sua resisténcia a radiacao;

e Quanto menor a diferenciacdo celular maior a probabilidade de inducdo de
morte por acao das radia¢des ionizantes;

e Quanto maior o nivel de atividade metabdlica maior também sera a
radiosensibilidade da célula;

e Quanto maior a taxa de proliferacdo celular e a taxa de crescimento tecidual a
radiosensibilidade tambem aumenta.

Além de serem radiosensiveis, os linfocitos sdo células diferenciadas encontradas no
sangue periférico na fase GO do ciclo celular e sdo capazes de armazenar 0s danos bioldgicos
causados pela radiacdo ionizante por um periodo de vida média de 3 anos (IAEA, 2001).

A contagem de linfocitos pode ser reduzida (linfopenia) ou, em alguns casos,
aumentada (linfocitose) devido & drogas, & infeccdo e a varios distarbios clinicos ndo
relacionados com a radiacdo. A sindrome hematopoiética é desenvolvida apds exposicdo a
radiagdo no intervalo de doses absorvidas entre 2-3 Gy e 8 Gy, enquanto progenitores
hematopoiéeticos mitoticamente ativos sdo incapazes de se dividir apds uma exposicdo de
corpo inteiro > 2-3 Gy, 0 que resulta em uma situacdo de crise hematoldgica durante as
semanas seguintes (WALLER et al., 2009).

Em doses absorvidas mais baixas (<2Gy) a radiacdo induz citopenias brandas sem

dano significativo a medula éssea. A linfopenia do sangue periférico pode desenvolver-se nas
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primeiras 6-24 horas ap0s uma exposicdo de moderada a altas doses absorvidas. Além da
inducdo da apoptose, cujo efeito ndo é observado antes do primeiro ciclo celular, a radiagdo
altera as propriedades de recirculacdo dos linfocitos (GIOVANETTI et al., 2012).

Devido a todas essas caracteristicas, os linfdcitos circulantes tém sido empregados
como celulas-alvo para estimar a dose absorvida de individuos expostos a radiacéo ionizante.
Uma vez que a irradiacdo in vitro e in vivo de linfdcitos induz a producdo semelhante de
danos cromossdmicos por unidade de dose absorvida, esta pode ser estimada atraves da
comparacdo da frequéncia de alteraces observada nos linfocitos de vitimas de um acidente

com a curva dose-resposta gerada a partir de experimentos in vitro (IAEA, 2011).

3.7.2 Dosimetria Citogenética

A dosimetria citogenética € um caso particular de biodosimetria que utiliza as
modificacdes que ocorrem a nivel de DNA como biomarcadores de exposi¢do a radiacdo
ionizante, sendo os principais biomarcadores as altera¢cbes cromossdmicas e 0s microndcleos
presentes em linfocitos do sangue periférico (AEIA, 2001). Estudos comprovam que a
quantificacdo dessas alteragdes cromossdmicas pode ser utilizada na percep¢do de risco a
salde do individuo que foi exposto, sendo assim podendo ser considerado como um
importante biomarcador para predisposi¢do ao cancer (AU et al., 2001; MAFFEI et al., 2004).

As alteracBes cromossdmicas podem ser classificadas em estaveis e instaveis. As
estaveis sdo divididas em translocacBes (ocorre quando had quebra de dois cromossomos e
trocas reciprocas ou nao de segmentos quebrados entre eles), delecGes (ocorre perda de
material cromossdmico) e inversdes (quando ocorrem pontos de quebra e ligacdo no mesmo
braco ou no oposto). Esse tipo de alteracdo tende a permanecer nas células ao longo dos
processos de divisdo celular (NATARAJAN, 1998; FERNANDES, 2005). Ja as alteracdes
instaveis sdo perdidas ao longo da divisdo celular e se apresentam principalmente na forma de
cromossomos dicéntricos. Estes se formam pelas quebras de dois cromossomos, podendo as
quebras ocorrerem nos dois cromossomos devido a mesma interacdo ou de duas interacdes
distintas. Esses dois cromossomos se unem formando o cromossomo dicéntrico que €
acompanhado do fragmento acéntrico (Figura 8) (SILVA,1997; IAEA,2011).
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Figura 8 - Representacdo da formacdo de um dicéntrico
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Fonte: (ANTUNES, 2012).

O nivel basal da populacdo em geral é de um dicéntrico a cada 1000 células
analisadas. Por ser baixo, os dicéntricos se tornam alteracGes especificas a radiacdo ionizante
e permite que o limite para analise e detec¢do seja em torno de 0,1 Gy para radiacdes de baixa
LET (AINSBURY et al., 2011; PINTO et al., 2010; IAEA, 2011). Essas caracteristicas fazem
do ensaio de dicéntricos o padrdo ouro na dosimetria citogenética, principalmente em casos de
exposicdo inesperada (BLAKELY et al., 2005).

H& ainda, nas alteracBes instaveis, a ocorréncia dos anéis cromossdmicos. Sua
formacdo decorre de uma alteracdo estrutural resultante de duas quebras que ocorrem nas
extremidades de um Unico cromossomo (brago curto e brago longo) e uma subsequente fusdo
das extremidades rompidas (Figura 9). Os cromossomos em anel sdo raros, no entanto ja

foram detectados em todos os cromossomos humanos (THOMPSON, 1993).

Figura 9 - Formagdo do cromossomo em anel

Centrémero

Normal

Fonte: (GENETICA MEDICA, 2010)
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Uma outra alteracdo de importante observacdo na dosimetria citogenética sdo 0s
fragmentos acéntricos isolados (Figura 10), que podem ser resultado de delecOes

cromossémicas terminais ou intersticiais de tamanhos variados (ROY et al., 2012)

Figura 10 - Fragmento acéntrico

Fonte: Adaptada de Antunes (2012).

fragmento
acéntrico

Alguns laboratorios de dosimetria biolégica somam a avaliacdo de dicéntricos com 0s
cromossomos em anel, principalmente devido a baixa incidéncia dos anéis, mesmo assim, 0
dicéntrico é o principal biomarcador para 0s danos cromossoémicos, por ser quase
exclusivamente especifico a radiacdo com pouca diferenga no background radioativo e pouca
variacdo interindividual (WONG et al., 2013).

A frequéncia de dicéntricos e anéis cromossdmicos permite uma boa estimativa da
dose equivalente do ‘corpo inteiro' devido a mistura de linfcitos expostos e ndo expostos
contidos em uma mesma amostra de sangue. Sendo assim, a técnica se mostra eficiente em
casos de superexposicdo aguda, homogénea e recente (VOISIN et al., 2004). Uma vez que
50% destes tipos de alteracBes sdo eliminados em cada mitose, visto que sdo alteracGes
instaveis, as células precisam ser examinadas em sua primeira divisdo em torno de 46-48h
apos o inicio da cultura (LEONARD et al., 2005).

Estudos tentaram demonstrar se havia diferenca significativa na frequéncia das
alteracBes cromossdmicas apOs exposicdo in vivo e in vitro, entretanto observou-se que nédo
houve distingcdo expressiva nas duas situacdes. Assim, a relacdo dose-efeito obtida apds a
irradiacdo in vitro de uma amostra de sangue, pode ser usada para estimar os efeitos da
irradiacdo in vivo (AMARAL, 2002).

Assim, a dose absorvida € estimada a partir da relacdo da frequéncia das alteragdes
cromossdmicas instaveis utilizando uma curva de calibragdo dose-resposta obtida in vitro
(RODRIGUES et al.,, 2005; HADJIDEKOVA et al., 2010; IWASAKI et al.,, 2011,
MARTINS et al., 2013).
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3.7.3 Curva de Calibracdo dose-resposta

Com o intuito de representar matematicamente a relacdo entre a frequéncia das
alteracbes cromossémicas e a dose absorvida, faz-se necessario a construcdo de uma curva de
calibracdo dose-resposta. Levando em consideracdo que a construcdo dessa curva se
caracteriza por apresentar técnicas que variam de um laboratério para outro, que vao desde o
cultivo das ceélulas até a leitura das laminas, logo é indicado que cada laboratério com
intencdo de prestar o servigo de dosimetria bioldgica construa sua propria curva de calibragéo.
O uso de uma curva de outro laboratério traz incertezas relevantes em relacéo a estimativa de

dose absorvida (IAEA, 2001).

As curvas de calibracdo dose-efeito tém formas que variam em funcéo do LET e RBE,
como ilustrado na figura 11.

Figura 11 - Representacgdo de curvas de calibracdo dose-resposta para diferentes LET's

High LET Low LET

Dicentrics/cell

0,5

Dose (Gy)
Fonte: Adaptada de AIEA (2011).

Quando se trata de uma radiacao de baixa LET, como os raios X, a curva para dicéntricos

se encaixa melhor como uma curva quadrética, representada pela equacdo 1 (IAEA, 2001;
PINTO, 2010; IAEA, 2011).

Y =C+aD + BD?(1)

onde o Y representa a frequéncia de alteracdes, C ¢ a frequéncia de dicéntricos na dose zero, a
e P sdo os coeficientes e D ¢ a dose absorvida. Nas radiacdes de baixa LET, a dose de
qualquer radiacdo ionizante sera distribuida em forma de um processo de amostragem casual
ou acidental, onde as lesbes ao DNA se comportardo da mesma forma, levando a assumir que

as alteracbes cromossémicas serdo distribuidas aleatoriamente entre as celulas. Tal fato foi
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demonstrado em irradiacBes com raios X e gama, onde as alteracdes genéticas seguem a
distribuicdo de Poisson (AMORIM, 2003).

A formacgdo do cromossomo dicéntrico necessita da ocorréncia de duas lesdes no
cromossomo, que podem ser causadas por uma Unica interacdo ou por duas. Ja os fragmentos
sO precisam de uma Unica lesdo para se formarem, entretanto podem se formar pela ocorréncia
de duas. Na equacdo 1 mostrada, 0 componente linear (o) esta relacionado a resposta de
interacdes Unicas e o quadratico () relacionado a lesdes devido a duas ou mais interagdes (
IAEA, 2011).

Nas radiagdes de alta LET, como néutrons e particulas alfa, a curva de calibracdo é
melhor ajustada a uma resposta linear representada pela equacéo 2.

Y=C+aD (2)

Os danos gerados por estes tipos de radiagdes sdo caracterizados por apresentar efeitos
bioldgicos relativos quantitativamente maiores. Dentre esses danos pode-se destacar a inducao
de quebras duplas de DNA, que, por ser uma alteracdo cromossémica de dificil reparo, pode
levar a morte ou a mutagdes. A razdo para esta diferenga esta na quantidade energia
depositada na faixa de ionizacdo, o que acaba conduzindo para diferentes eficacias bioldgicas
(IAEA, 2001).

Durante o processo de construcdo da curva deve ser utilizado o teste de
homogeneidade de chi-quadrado (X?, Chi Squared Homogeneity Test), com a intencdo de
verificar se os dados obtidos tem diferenga significativa ou ndo com os dados esperados.
Claramente o que é considerado ideal é que ndo haja diferenca estatistica entre eles, sendo
necessario que o valor de p esteja acima de 0,05 (ACHARYA et al., 2009).

Para que a curva seja estabelecida as amostras devem ser irradiadas com valores de
dose absorvida compreendendo a faixa de 0,25 Gy — 5 Gy. No caso de radiacdes de baixa
LET, ndo é necessario doses acima de 5 Gy, porque acima disso ocorre uma saturacao de
alteracbes cromossémicas, ou seja, os danos celulares sdo tdo significativos que ha mais
células em apoptose do que células viadveis para a leitura das alteracdes. J& para radiacdes de
alta LET, uma dose de 2 Gy ja é considerada razoavel (IAEA, 2001; IAEA, 2011).

Para que sejam diminuidas as incertezas da construcdo da curva é necessario que seja
estabelecido um limite de confianga de 95%. Esse limite abrange o intervalo que se encontra a
verdadeira dose absorvida (IAEA, 2011).



44

Na analise dos dados obtidos a partir das frequéncias das alteragdes cromossémicas,
sdo utilizados alguns programas computacionais especificos que servem tanto para aumentar a
velocidade de obtencdo da curva, quanto aumentar a exatiddo dos resultados. Dentre esses
programas esta 0 DOSE ESTIMATE, que permite a construcdo de curvas de calibracéo,
estimativa de doses e o célculo de intervalos de confianga, quer seja no caso de exposicdes
parciais ou de corpo inteiro (AINSBURY; LLOYD, 2010).
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RESUMO
A dosimetria citogenética relaciona a frequéncia de alteragcdes cromossémicas encontradas no
sangue do individuo exposto e a dose absorvida. O objetivo desse trabalho foi verificar as
frequéncias dessas alteracdes em linfocitos de sangue humano irradiado por Raios x de 250
kVp com diferentes doses absorvidas e estabelecer curvas de calibracdo dose-resposta. Houve
um aumento das frequéncias de alteragdes cromossdmicas com o0 aumento da dose absorvida.
As curvas de calibracdo de dicéntricos e de dicéntricos + anéis apresentaram bons ajustes com
os valores dos coeficientes Y = 0,0013+ 0,0279D + 0,0545D? (X? = 10,36/GL=6) e Y =
0,0013 + 0,0251D + 0,0630D? (X2 = 7,43/GL=6). O estabelecimento dessas curvas possibilita
ao Laboratorio de Dosimetria Biol6gica do CRCN/NE estimar a dose absorvida por

individuos ocupacionalmente expostos e em casos de acidentes radioldgicos.

Palavras-Chave: Biodosimetria, dicéntricos, raios Xx.

1. Introducéo

As radiacgdes ionizantes eletromagnéticas sdo ondas de alta energia que, ao interagirem
com a materia, desencadeiam uma série de ionizagdes, transferindo energia aos atomos e
moléculas presentes no campo irradiado e promovendo, assim, alteragdes fisico-quimicas
intracelulares (BIRAL, 2002).
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Desde sua descoberta, as radiagdes ionizantes (RIs) tém tido um aumento crescente em
sua utilizacdo, incluindo diversas areas relacionadas a inddstria, @ medicina e, até mesmo, a
agricultura. Atualmente, as exposicdes ocupacionais sdo vistas como as principais causas do
crescimento de incidentes envolvendo fontes e equipamentos que emitem radiacdo, visto que
sdo os trabalhadores ocupacionais que estdo continuamente sendo expostos as RIs durante
suas atividades (UNSCEAR, 2008).

O surgimento da dosimetria bioldgica permitiu estimar a dose absorvida, por meio da
observacdo dos danos que foram gerados nas moléculas de DNA, utilizando técnicas de
andlise citogenética (SZLUINSKA et al, 2007). Este método se baseia na contagem da
frequéncia das alteragcbes cromossdmicas instaveis (dicéntricos, fragmentos acéntricos e anéis
cromossémicos).

Com base no estudo destas alteracGes, sdo construidas curvas de calibracdo dose-
resposta, que, ao serem desenvolvidas por cada laboratorio, acabam por apresentar diferencas
em seus protocolos e é por este motivo que a Agéncia Internacional de Energia Atémica
indica que todo laboratorio que forneca o servico de Dosimetria Bioldgica tenha sua propria
curva de calibracdo (IAEA, 2001). O objetivo deste trabalho foi padronizar a curva de
calibracdo dose-resposta para Raios X no Laboratorio de Dosimetria Bioldgica (LDB) do
Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-NE/CNEN) que podera ser
utilizada na avaliacdo das doses absorvidas por trabalhadores, pacientes e individuos expostos

por este tipo de radiacdo.

2. Materiais e métodos

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Dosimetria Bioldgica do Centro Regional
de Ciéncias Nucleares do Nordeste — CRCN-NE e foi autorizada pelo comité de ética
envolvendo pesquisas com seres humanos da Universidade Federal de Pernambuco sob o
namero de CAAE 09186813.7.0000.5208 e do parecer consubstanciado 269.483

2.1. Selecéo de doador e coleta de amostras

Um voluntario saudavel e ndo fumante foi selecionado apds a realizacdo de

anamnese por meio do preenchimento de questionario para verificar se nos Ultimos seis meses
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antes da coleta ele foi exposto a radiagdo ionizante para fins terapéutico, raios X diagndstico,
vacinacdo viral ou consumiu drogas ilicitas. Em seguida foram coletadas 8 amostras de
sangue periférico (10mL cada), por puncdo venosa, em seringa estéril descartavel contendo

heparina sodica na concentracdo de 5000U/mL.

2.2. Irradiacéao das amostras

Cada amostra de sangue foi separada em duas aliquotas de 5 mL, uma, considerada
grupo controle, ndo irradiada e mantida a temperatura ambiente e outra irradiada por raios X
de 250kVp. A irradiagdo foi realizada no servigo de Metrologia do CRCN-NE/CNEN em um
equipamento de raios X PANTAK, modelo HF 320.

A distancia entre a fonte e a amostra foi de 1m para que a diferenca na dose de
entrada e de saida na amostra fosse menor que 2%. Foi utilizada uma barreira de polietileno
de 1mm para assegurar o equilibrio eletrdnico. Para estimar a taxa de dose absorvida no
tecido mole (sangue) a partir do KERMA no ar, foi utilizado o fator de conversdo 1,09
(AIEA, 2011). O tempo de irradiacdo de cada amostra foi de tal forma que fosse depositado
doses absorvidas de 0,15Gy; 0,25Gy; 0,5Gy; 1,0Gy; 2,0Gy; 3,0Gy; 4,0Gy e 5,0Gy.

2.3. Cultura celular

Antes do inicio do cultivo celular, as amostras permaneceram na estufa a 37 °C, por 2
horas, para atuacdo do reparo celular.

As preparac0es citoldgicas para as analises cromossdmicas foram obtidas a partir de
cultura de linfocitos através da adicdo de 0,5 mL de sangue total com 4 mL de meio RPMI
1640 (SIGMA) suplementado com 1 mL de soro bovino fetal (GIBCO) e 0,2ml de
fitohemaglutinina (GIBCO). Em seguida, as amostras foram mantidas na estufa a 37 °C, por
48 horas. Apos 46 horas foi adicionado 0,1 mL de colcemid 10ug/mL (SIGMA).
Posteriormente foi feito o choque hipoténico seguido do processo de fixacdo para que as

laminas fossem coradas com Giemsa a 5 % durante 7 min.

2.4. Andlise Microscépica

A contagem de alteraces cromossdmicas foi realizada diretamente no microscopio

optico (Leica MD 500), onde apenas células viaveis e no primeiro ciclo completo da
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metafase, foram analisadas. Foram contabilizadas as alteraces cromossdmicas instaveis mais

comuns: 0s cromossomos dicéntricos, os fragmentos isolados e 0s cromossomos em anel.
2.5. Analise estatistica

A construcdo das curvas dose-resposta foi realizada com o software DOSE
ESTIMATE (AINSBURY; LLOYD, 2010) inserindo o numero de altera¢cdes cromossdmicas
e 0 nimero de celulas analisadas referentes a cada dose absorvida. O software foi utilizado
para o ajuste linear-quadratico pelo método de minimos quadrados da relacdo dose-resposta

para as alteracdes citogenéticas.

3. Resultados

Apos a irradiacdo e cultivo das células sanguineas irradiadas e ndo irradiadas, foram
verificadas as frequéncias das alteracbes cromossdmicas assim como suas distribuicdes
intercelulares. O numero total de metéafases analisadas foi de 9708, sendo 5004 para o0 grupo
controle e 4704 para o grupo irradiado.

Os numeros totais de células e de alteragcGes cromossémicas analisados nas amostras
controles foram somados para determinar o background e, com isso, 0 somatdrio passou a
representar a dose zero Gy. Na tabela 1 sdo observadas as distribuicbes intercelulares de

dicéntricos, dicéntricos + anéis e de fragmentos isolados para cada valor de dose absorvida.

Tabela 1 - Distribuicdes intercelulares de dicéntricos, dicéntricos + anéis e de fragmentos
isolados com suas respectivas frequéncias (medias), indices de dispersdo e valores de u. (c? -

variancia; y — média; o*/y — indice de dispersdo).

Dose Totalde Dic Distribuig&o intercelular
(Gy) metéafase Dic
S Y 0 1 2 3 45 oYy U
0 5004 7 00014 499 7 0,99 -0,065
7 9
0,15 1030 4 0,0039 102 4 0,99 -0,076
6 7
0,25 1000 9 0,000 991 9 0,99 -0,190
2
0,5 1000 36 0,0360 964 36 0,96 -0,794

5




4
5

Dose
(Gy)

0
0,15
0,25

0,5

4
5

Dose
(Gy)

0
0,15
0,25

0,5

1003
316
158
121

65
Total de
metafase

S

5004

1030

1000

1000

1003
316
158
121

65
Total de
metafase

S

5004

1030

1000

1000

1003
316

158

78
100
100
100
100
Dic

+
anel
7
4
9

36

84
110
107
124
109

Frag

120
30
29

151
69

129

78

0,0778
0,3160
0,6329
0,8264

1,5385

0,0014
0,0039
0,0090
0,0360
0,0837
0,0000
0,6772
1,0248

1,6769

0,0240
0,0291
0,0290
0,1510
0,0688
0,4082

0,4937

926 76 1

224 8 6 1

91 45 14 6 11

54 40 21 6

15 21 13 12 31

Distribuicao intercelular
Dic + Anel

0 1 2 3 45

499 7

7

102 4

6

991 9

964 36

920 82 1

214 9% 6 1

84 52 14 6 11

33 59 22 7

6 30 13 12 31

Distribuicéo intercelular
de Frag

0 1 2 3 456

488 120

4

100 30

0

971 29

873 106 18 3

93 67 1

214 78 21 3

105 35 12 5 1

0,94
0,86
1,34
0,96

1,02

o’ly
0,99

0,99
0,99
0,96
0,94
0,81
1,23
0,67

0,74

o’y
0,97

0,97
0,97
1,21
0,96
1,06

1,36

-1,150
-1,690
2,990
-0,300

0,098

-0,065
-0,076
-0,190
-0,794
-1,330
-2,229
2,030
-2,530

-1,440

-1,190
-0,650
-0,638
4,660
-0,876
0,759

3,220

49
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4 121 8 0,735 70 26 14 9 2 1,47 3,640
0

5 65 54 08308 38 13 7 4 111 205 6,010
0

Com o0 aumento das doses absorvidas, foi observada a presenca de células com mais
de uma alteragdo cromossdmica. Ao determinar o nimero dessas células, tornou possivel o
calculo do indice de dispersao (c?/y) ¢ do valor de u de cada amostra.

No estudo da distribuicdo intercelular de dicéntricos foi observada uma tendéncia a
subdispersédo desse tipo de alteragdo cromossOmica, as variancias ndo excederam as
respectivas médias, com excecao das doses 3 Gy e 5 Gy que apresentaram o valor do indice
de dispersdo maior que um. Entdo, nessa amostra, os dicéntricos tiveram um comportamento
de sobredispersao.

Na distribuicdo de dicéntricos + anéis também foi observado o comportamento de
subdispersdo dessas alteracfes cromossdmicas. Analisando a distribuicdo dos fragmentos
isolados, observa-se que ndo houve um comportamento com uma tendéncia especifica. Pode-
se perceber que apresentaram doses absorvidas com subdispersao (doses 0; 0,15; 0,25 e 1 Gy)
e com sobredisperséo (doses 0,5; 2; 3; 4 e 5 Gy).

Com os valores da frequéncia e a distribuicdo das alteracdes nas células, foram
construidas curvas de calibracdo dose-resposta para dicéntricos, dicéntricos somados a anéis e
fragmentos isolados com o programa Dose Estimate (Figura 1), cujos coeficientes encontram-
se dispostos na Tabela 2.

Figura 1 - Curvas de calibragéo obtidas pelo Programa Dose Estimate.
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C Yield Curve
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A) para dicéntricos, B) para dicéntricos + aneis por célula, C) para fragmentos isolados e D)
curva linear para fragmentos isolados.

Tabela 2 - Coeficientes das curvas de calibracdo com seus respectivos valores de desvio

padrdo, de X? e de valor de p obtidos pelo programa Dose Estimate.

g;[g’?;gi% C+DP  a(Gy)*DP B(Gy)zDP X CL; Va";r do
Dicéntricos 06?83371 06?35361' 06?33271 1036 6  0,7035
i T .
Fragmentos 06?539331 06?(?3;81 06(’)522;61 1256 6  0,0000
Fragrzentos 06?33;161 06%3??(}81 i 1272 7 0,0000

Os coeficientes obtidos das curvas de dicéntricos + anéis diferem dos mesmos
coeficientes das curvas de dicéntricos e foi observado a diminuicdo de aproximadamente 10%
do valor do coeficiente a e 0 aumento de 16% do coeficiente B. Ja o coeficiente C permaneceu
com o mesmo valor ao contabilizar a presenca de anéis nas células analisadas. Foram
observados que nas curvas quadraticas de fragmentos isolados os valores dos coeficientes C e

o diferem também dos coeficientes das curvas lineares.
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O comportamento quadratico nas curvas de dicéntricos e dicéntricos+anéis que
se visualiza na figura 1 é confirmado por meio dos valores de X? calculados que foram
préximo aos valores de X? tabelados para o referido grau de liberdade (p > 0,05), onde para o
GL= 6 fica em torno de 12,6. As curvas dose-resposta dos fragmentos isolados ndo foram
bem ajustadas, pois os valores de X? foram muito elevados para os dois tipos de fungéo. Os
valores de p (Tabela 3) para todos os coeficientes o foram significativos (p<0,05), com
excecdo da curva linear quadratica para fragmentos isolados que apresentou o p=0,1613
(p>0,05).

Tabela 3 - Valores de p determinados pelo Dose Estimate para cada coeficiente C, a e 3 nas

curvas de calibracdo das diferentes alteracGes cromossémicas.

Valor de P C A B
Dicéntricos p=0,0987 p=0,0269 p=0,0001
Dicéntricos + _ _ _
Angis p=0,0605 p=0,0209 p=0,0000
Fragmentos p=0,0458 p=0,1613 p=0,4143
Fragmentos* p=0,0422 p=0,0035

*Curva ajustada para 0 modelo linear.

Também foram estudadas as razdes entre os coeficientes o/p que representa a dose
absorvida na qual os componentes linear e quadratico contribuem igualmente (ou de forma
igual) na formacdo dos dicéntricos, ou seja, mostra o grau de contribuicdo das interacdes
unicas e/ou duplas na formacéo da alteracdo (COSKUN et al., 2000; IAEA, 2011). As razbes
o/ para as curvas de dicéntricos e de dicéntricos + anéis tiveram os valores acima de 0,5 e as

raz0es o/p da curva de fragmentos isolados ficou em um valor acima de 3 (Tabela 4).

Tabela 4 - Coeficientes obtidos pelo Dose Estimate e as razdes o/f para cada alteragao

cromossOmica analisada.

Curvas de calibragao A B Razao o/p
Dicéntricos 0,0279 0,0545 0,5119
Dicéntricos + Anéis 0,0251 0,0630 0,3984

Fragmentos 0,0892 0,0224 3,9821
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4. Discussao

A dosimetria biolégica vem sendo utilizada desde 1962, onde desde entdo considera-
se o dicéntrico como padréo ouro da técnica, passando a ser extensivamente utilizado para
estimativa de dose absorvida em protecédo radioldgica (BENDER E GOOCH, 1962; ROMM
et al. 2009; AGRAWALA et al., 2010). Seguindo as recomendacfes da IAEA (2001), que
sugerem que cada laboratério tenha sua curva dose-resposta, procedeu-se a implementacdo de
curvas para diferentes alteracfes cromossomicas instaveis.

A frequéncia de cromossomos dicéntricos verificadas nas amostras controle deste
trabalho (0,0014) sdo compativeis com os valores encontrados por Barquinero et al. (1999)
com 0,00090, Schroder e Heimers (2002) com 0,0016 e Pajic et al. (2014) 0,0008.

Segundo os dados da tabela 1, as frequéncias de dicéntricos observadas apresentaram,
nas doses inferiores a 1 Gy, valores menores que a frequéncia dos fragmentos acéntricos e
iSSO ocorre porque as doses absorvidas ainda sdo baixas para produzir uma quantidade de
dicéntricos consideravel. Quanto aos fragmentos, a variacdo em sua frequéncia se da devido a
ndo serem alteracdes especificas para radiacdo ionizante e, muitas vezes, tem sua origem
indeterminada, aparecendo de forma independente da presenca de dicéntricos e anéis por acao
de outros agentes que também tem a capacidade de induzir sua formagéo. Por conta disso, 0s
fragmentos sdo mais utilizados associados a estas outras alteragcbes cromossomicas (IAEA,
2011). De forma geral, os fragmentos foram aumentando com o aumento da dose absorvida,
com excec¢do das doses de 0,25Gy e 1Gy.

Quanto aos anéis, apareceram em menor frequéncia que todas as outras alteracdes, que
se explica por serem mais raros do que os dicéntricos em linfécito humanos irradiados,
correspondendo a aproximadamente 5-10% do valor destes (SHEVCHENKO et al., 1998).

Em curvas de calibracdo produzidas in vitro utilizando raios X é comum observar que
uma ou mais doses absorvidas apresentem o valor de u maior ou menor que o intervalo de +
1,96 (LLOYD et al., 1986; BARQUINERO et al., 1999; SCHRODER; HEIMERS, 2002). Os
resultados obtidos para dicéntricos e dicéntricos somados aos anéis seguem o modelo
esperado (distribuicdo de Poisson) para exposi¢do a radiacdo de baixa LET, pois as ioniza¢Ges

sdo distribuidas de forma aleatoria no alvo (IAEA, 2011).
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Os fragmentos isolados apresentaram sobredisperséo significativa em 4 das 9 doses
absorvidas, semelhantemente ao que ocorreu em Lloyd et al., (1986), no qual ele utiliza raios
x de 250 kVp, porém com taxa de dose absorvida mais elevada (1 Gy.min™).

Para radiacOes de baixa LET como os raios X, a curva dose-resposta para dicéntricos é
melhor ajustada ao modelo linear-quadratico, por ser uma combinacdo de eventos causados
por interacGes Unicas e duplas, sendo o primeiro mais frequente em doses baixas e o Ultimo
mais frequente em doses mais altas (IAEA, 2011).

Levando-se em considera¢do os coeficientes (o ¢ ) das curvas de calibragdo para
dicéntrico e dicéntricos + anéis, observa-se que houve uma diminuicéo do valor do coeficiente
o ¢ um aumento do B quando sdo somados os cromossomos em anel. Este resultado ¢
explicado pelo fato dos anéis serem mais frequentes nas doses mais elevadas, ndo
contribuindo para o parametro linear, apenas para 0 parametro quadratico da curva
(ANTUNES, 2012).

A curva de dicéntricos apresentou um bom ajuste (p>0,05) que pode ser verificado a
partir do teste de homogeneidade de X2, pois os dados obtidos tiveram valor aproximado do
que era esperado para 6 graus de liberdade a um nivel de significancia de 5%. O mesmo
ocorreu com a curva de dicéntricos + anéis. Ja os fragmentos isolados, apresentaram valores
muito acima dos esperados tanto na curva linear quanto na quadratica, demonstrado que nédo
obteve um bom ajuste.

Lloydd (1986), Prasanna (2002) e Pajic et al. (2014) em estudo semelhante,
apresentaram um valor mais elevado na frequéncia de dicéntricos, o que confirmam o fato de
que em radiacBes ionizantes de baixa LET, como é o caso dos raios X, a taxa de dose € um
dos principais fatores que determina as consequéncias bioldgicas de uma dose absorvida, pois,
todos os trabalhos comparados foram realizados com taxas de dose de 1Gy/min, enquanto na
presente pesquisa as amostras foram irradiadas a uma taxa de 0,275 Gy/min.

Quando a taxa de dose é baixa e 0 tempo de exposicao € prolongado, o efeito biolégico
de uma dada dose pode ser reduzido, pois permite que ocorra o reparo do dano subletal
durante a irradiacdo e que haja proliferacdo de células ndo danificadas. Se as duas lesGes
necessarias para induzir um dicéntrico sdo produzidas por trajetorias separadas e se a taxa de
dose for baixa, existe a probabilidade que a lesdo produzida pela 12 trajetdria seja reparada
antes que o alvo seja atravessado pela 2?2 trajetéria (LEA, D.E. & CATCHESEDE, D.G.,
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1942; BAUCHINGER, M., 1995). Portanto, nas radiagdes de baixa LET quando a taxa de
dose diminui, a frequéncia de dicéntricos também diminui por unidade de dose.

As diferencas entre laboratdrios existem e podem ser atribuidas a diversos fatores
como a taxa de dose, o nimero de células analisadas, os critérios de leitura e a experiéncia dos
operadores (BARQUINERO et al., 1995; BEINKE et al., 2010). Apesar dessas diferencas, a
técnica de dosimetria citogenética para dicéntricos consegue mostrar precisdo ao estimar a

dose absorvida pelo organismo de um humano exposto.

Concluséo

A frequéncia de dicéntricos para o sangue controle (ndo irradiado) se apresentou
dentro do intervalo esperado.

As alteracBes cromossdmicas instaveis (dicéntricos, anéis e fragmentos) utilizadas
neste trabalho apresentaram um aumento proporcional de suas frequéncias em detrimento do
aumento da dose absorvida. Porém os cromossomos dicéntricos e os dicéntricos+anéis
demonstraram a melhor relacéo dose- resposta.

As distribuicdes intercelulares tanto dos dicéntricos quanto dos dicéntricos + anéis se
comportaram de acordo com o modelo de distribuicdo de Poisson, enquanto a distribuicdo dos
fragmentos acéntricos apresentaram tendéncia a uma sobredispersdo significativa.

As curvas de calibragdo de dicéntricos e de dicéntricos + anéis poderdo ser utilizadas

na avaliacio de dose absorvida nos casos de exposicdo a radiacdo.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise das alteracdes cromossémicas

Apbs a irradiacdo e cultivo das células sanguineas irradiadas e ndo irradiadas, foram
verificadas as frequéncias das alteracdes cromossdmicas assim como suas distribuicdes
intercelulares. O numero total de metéafases analisadas neste trabalho foi de 9708, sendo 5004
para o grupo controle e 4704 para o grupo irradiado. Na figura 10 podem ser observadas

algumas metafases obtidas e as alteracbes cromossdmicas contabilizadas.

Figura 12 - Imagens de metafases obtidas e contabilizadas no decorrer deste trabalho
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Anel — anel cromossdmico; Dic — dicéntrico; Frag — fragmento acéntrico.
Fonte: A autora.

Os numeros totais de células e de alteragcbes cromossdmicas analisados nas amostras

controles foram somados para determinar o background, com isso, 0 somatorio passou a
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representar a dose zero Gy. O numero de alteracbes e as respectivas frequéncias estdo
dispostas na Tabela 2.

Tabela 2 - Frequéncias obtidas das diferentes alteracdes cromossémicas em relacéo a dose

absorvida.
Dose( N°de N° de Alteracdes Frequéncias
Gy) celulas — pic, Frag  Anéis Dic. Frag. Anéis  Dic +Anéis
0 5004 7 120 0 0,001 0,024 0,000 0,001
0,15 1030 4 30 0 0,004 0,029 0,000 0,004
0,25 1000 9 29 0 0,009 0,029 0,000 0,009
0,5 1000 36 151 0 0,036 0,151 0,000 0,036
1 1003 78 69 6 0,078 0,069 0,006 0,084
2 316 100 129 10 0,316 0,408 0,032 0,348
3 158 100 78 7 0,633 0,494 0,044 0,677
4 121 100 89 24 0,826 0,736 0,198 1,025
5 65 100 54 9 1,538 0,831 0,138 1,677

Fonte: A autora.

As frequéncias de dicéntricos e de fragmentos isolados da dose zero Gy apresentaram-
se menores do que as respectivas frequéncias da menor dose absorvida analisada (0,15 Gy),
enquanto que os anéis cromossdmicos ndao foram encontrados.

As amostras irradiadas apresentaram, de maneira geral, frequéncias de dicéntricos que
se elevaram com o aumento do valor da dose absorvida, ja os fragmentos tiveram
praticamente 0 mesmo comportamento, porém houve uma queda na frequéncia desse tipo de
alteracdo na dose de 1 Gy, que se apresentou aproximadamente 2 vezes menor do que a
frequéncia da dose de 0,5 Gy. Nas doses seguintes, contanto, voltou a se comportar
proporcionalmente ao aumento da dose.

Os cromossomos em anel s6 foram observados a partir da dose absorvida de 1 Gy e
também foi observado o aumento das frequéncias de aneis em relacdo a dose absorvida,
exceto na dose 5,0 Gy. Contudo, ao somar o nimero de dicéntricos + anéis, a frequéncia desta
dose 5,0 Gy seguiu a normalidade esperada: maior dose absorvida — maior frequéncia de
alteracbes cromossdmicas.

Na tabela 3 s@o observadas as distribuicfes intercelulares de dicéntricos; dicéntricos +

anéis e de fragmentos isolados para cada valor de dose absorvida.
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Tabela 3 - Distribuices intercelulares de dicéntricos, dicéntricos + anéis e de fragmentos
isolados com suas respectivas frequéncias (médias), indices de dispersdo e valores de u.

Dose  Total de Dic Distribuig&o intercelular Dic
(Gy) metafases Y 0 1 2 3 45 oy U
0 5004 7 0,0014 4997 7 0,999 -0,065
0,15 1030 4 0,0039 1026 4 0,997 -0,076
0,25 1000 9 0,0090 991 9 0,992 -0,190
0,5 1000 36 0,0360 964 36 0,965 -0,794
1 1003 78 0,0778 926 76 1 0,949 -1,150
2 316 100 10,3160 224 85 6 1 0,866 -1,690
3 158 100 10,6329 91 45 14 6 1 1 1340 2,990
4 121 100 10,8264 54 40 21 6 0,962 -0,300
5 65 100 15385 15 21 13 12 3 1 1,020 0,098
Dose  Total de Dic Distribuicéo intercelular Dic
(Gy) metafases + + Anel

anel Y 0 1 2 3 45 ¢y U
0 5004 7 0,0014 4997 7 0,999 -0,065
0,15 1030 4 0,0039 1026 4 0,997 -0,076
0,25 1000 9 0,0090 991 9 0,992 -0,190
0,5 1000 36 0,0360 964 36 0,965 -0,794
1 1003 84 0,0837 920 82 1 0,941 -1,330
2 316 110 0,0000 214 95 6 1 0,818 -2,229
3 158 107  0,6772 84 52 14 6 1 1 1,230 2,030
4 121 124  1,0248 33 5 22 7 0,674 -2,530
5 65 109  1,6769 6 30 13 12 3 1 0,747 -1440
Dose Totalde Frag Distribuicéo intercelular de
(Gy) metafases Frag

Y 0 1 2 3 456 ey u

0 5004 120  0,0240 4884 120 0,976 -1,190
0,15 1030 30 0,0291 1000 30 0,972 -0,650
0,25 1000 29 0,0290 971 29 0,972 -0,638
0,5 1000 151 0,1510 873 106 18 3 1,210 4,660
1 1003 69 0,0688 935 67 1 0,961 -0,876
2 316 129 04082 214 78 21 3 1,060 0,759
3 158 78 04937 105 3B 12 5 1 1,360 3,220
4 121 89 0,7355 70 26 14 9 2 1,470 3,640
5 65 54 0,8308 38 13 7 4 111 2050 6,010

(o2 - variancia; y — média; 0¥y — indice de dispers&o).
Fonte: A autora.

Com o aumento das doses absorvidas foi observado a presenca de células com mais de

uma alteragdo cromossémica. Ao determinar o numero dessas células, tornou possivel o
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calculo do indice de dispersdo (c%*y) e do valor de u de cada amostra. Valores positivos e
negativos de “u” indicam sobredispersdo e subdispersdo, respectivamente, quando
comparadas a distribuicdo perfeita de Poisson (u = 0). Se o valor de u é maior que +1,96,
entdo a dispersao € significante ao nivel de confianca de 95% (IAEA, 2011).

No estudo da distribuicdo intercelular de dicéntricos foi observada uma tendéncia a
subdispersédo desse tipo de alteragdo cromossOmica, as variancias ndo excederam as
respectivas médias, a excecao ficou por conta das doses 3 Gy e 5 Gy que apresentaram o valor
do indice de dispersdo maior que um (valor da variancia maior que a média), entdo, nessa
amostra, os dicéntricos tiveram um comportamento de sobredispersdo. Entretanto, para todas
as doses absorvidas, os valores de u estavam dentro do intervalo esperado de + 1,96 no nivel
de confianca de 95%, logo, os valores obtidos de u ndo foram significativos, pois esses
valores tenderam a valores proximos de zero. Entretanto, a dose 3 Gy apresentou
sobredisperséo significante (u > 1,96).

Na distribuicdo de dicéntricos + anéis também foi observado o comportamento de
subdispersdo dessas alteracbes cromossémicas (Tabela 3), no entanto, a dose de 3 Gy
continuou apresentando sobredispersdo. Novamente, os valores de u apresentaram-se, em sua
maioria, dentro do intervalo de + 1,96, porém as doses de 2 Gy e 4 Gy apresentaram uma
subdisperséo significativa, com valores de u < -1,96, e a amostra de 3 Gy apresentou
sobredisperséo significativa.

Analisando a distribuicdo dos fragmentos isolados, observa-se que ndo houve um
comportamento com uma tendéncia especifica. Pode-se perceber que apresentaram doses
absorvidas com subdisperséo (doses 0; 0,15; 0,25 e 1 Gy) e com sobredisperséo (doses 0,5; 2;
3; 4 e 5 Gy). Os valores de u obtidos em cada dose absorvida apresentaram-se distantes de
zero. As distribuicGes desse tipo de alteracdo cromossdmica apresentaram o comportamento
de sobredispersao significativo (u > 1,96) nas doses 0,5, 3, 4 e 5 Gy.

Com os valores de frequéncia e a distribuicdo das alteracdes nas células, foram
construidas curvas de calibracdo dose-resposta para dicéntricos, dicéntricos somados a anéis e
fragmentos isolados com o programa Dose Estimate (Figura 13) e cujos coeficientes

encontram-se dispostos na Tabela 4.
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Figura 13 - Curvas de calibragéo obtidas pelo programa Dose Estimate.
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As curvas de calibracdo de dicéntricos e de dicéntricos + anéis tiveram bons ajustes ,
podendo ser visualizado pelas curvas médias que passam por quase todos o0s pontos
observados (Figura 13). Na de calibracdo para fragmentos isolados todos 0s pontos passam

pela curva média, com excecdo do ultimo, porém essa saida ndo apresenta significancia.

Tabela 4 - Coeficientes das curvas de calibracdo com seus respectivos valores de desvio
padréo, de X2 e de valor de p obtidos pelo programa Dose Estimate.

g;[g’?;gda% C+DP  a(Gy)*DP B(Gy)zDP X E Va";r do
Dicéntricos 06(?83371 06?53361 06(,)3355; 1036 6  0,7035
i T .
Fragmentos 06(,)53331 Oé?ggégi 06(,)3225461 1256 6  0,0000
Fragrrentos 06?53361 0(1)%33?381 i 1272 7 0,0000

*Curva ajustada para o0 modelo linear.
GL.: grau de liberdade
Fonte: A autora.

Os coeficientes obtidos das curvas de dicéntricos + anéis diferem dos mesmos
coeficientes das curvas de dicéntricos e foi observado a diminuicdo de aproximadamente 10%
do valor do coeficiente a. € 0 aumento de 16% do coeficiente . Ja o coeficiente C permaneceu
com o mesmo valor ao contabilizar a presenca de anéis nas células analisadas. Foram
observados que nas curvas quadraticas de fragmentos isolados os valores dos coeficientes C e
a diferem também dos coeficientes das curvas lineares.

O comportamento quadratico nas curvas de dicéntricos e dicéntricos+anéis que
se visualiza através da figura 12 é confirmado por meio dos valores de X? calculados foram
préximo aos valores de X? tabelados para o referido grau de liberdade (p > 0,05), onde para o
GL= 6 fica em torno de 12,6. As curvas dose-resposta dos fragmentos isolados ndo foram
bem ajustadas, pois os valores de X? foram muito elevados para os dois tipos de fungdo. Os
valores de p (Tabela 5) para todos os coeficientes o foram significativos (p<0,05), com
excecdo da curva linear quadratica para fragmentos isolados que apresentou o p=0,1613
(p>0,05).



64

Tabela 5 - Valores de p determinados pelo Dose Estimate para cada coeficiente C, o e 3 nas

curvas de calibracdo das diferentes alteracbes cromossémicas.

Valor de P C A B
Dicéntricos p=0,0987 p=0,0269 p=0,0001
Dicéntricos + _ _ _
Anéis p=0,0605 p=0,0209 p=0,0000
Fragmentos p=0,0458 p=0,1613 p=0,4143
Fragmentos* p=0,0422 p=0,0035

*Curva ajustada para o modelo linear.
Fonte: A autora.

Também foram estudadas as razdes entre os coeficientes a/p que representa a dose
absorvida na qual os componentes linear e quadratico contribuem igualmente (ou de forma
igual) na formacdo dos dicéntricos, ou seja, mostra o grau de contribuicdo das interacdes
unicas e/ou duplas na formacéo da alteracdo (COSKUN et al., 2000; IAEA, 2011). As razfes
o/p para as curvas de dicéntricos e de dicéntricos + anéis tiveram os valores acima de 0,5 e as

razGes o/p da curva de fragmentos isolados ficou em um valor acima de 3 (Tabela 6).

Tabela 6 - Coeficientes obtidos pelo Dose Estimate ¢ as razdes a/p para cada alteracdo

cromossdmica analisada.

Curvas de calibragao o B Razao o/f
Dicéntricos 0,0279 0,0545 0,5119
Dicéntricos + Anéis 0,0251 0,0630 0,3984
Fragmentos 0,0892 0,0224 3,9821

Fonte: A autora.

5 DISCUSSAO

A dosimetria biologica vem sendo utilizada desde 1962, onde desde entdo considera-
se o dicéntrico como padréo ouro da técnica, passando a ser extensivamente utilizado para
estimativa de dose absorvida em protecéo radioldgica (BENDER E GOOCH, 1962; ROMM
et al. 2009; AGRAWALA et al., 2010). Seguindo as recomendagOes da IAEA (2001), que
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sugerem que cada laboratério tenha sua curva dose-resposta, procedeu-se a implementacdo de
curvas para diferentes alteragdes cromossdmicas instaveis.

Ainda levando em conta as determinacdes da IAEA, o valor das amostras controle, ou
seja, aquelas que ndo passaram pelo processo de irradiacdo e que € considerado como 0
background, pode variar de 0,5-1 dicéntrico por 1000 células, entretanto é importante ressaltar
que tais valores variam dentre as diversas macrorregioes do mundo a depender do background
radioativo e genotoxico da regido (IAEA, 2001). A frequéncia de cromossomos dicéntricos
verificadas nas amostras controle deste trabalho (0,0014) sdo compativeis com os valores
encontrados por Barquinero et al. (1999), Schroder e Heimers (2002) e Pajic et al. (2014)
(Tabela 7).

Tabela 7 - Frequéncia de dicéntricos do sangue controle (background) de diferentes autores.

Frequéncia de Dicéntricos

Autores (Background)
Este trabalho 0,0014
Pajic et al. (2014) 0,0008
Schrdder e Heimers (2002) 0,0016
Barquinero et al. (1999), 0,00090

Fonte: A autora.

Segundo os dados da tabela 4, as frequéncias de dicéntricos observadas apresentaram,
nas doses inferiores a 1 Gy, valores menores que a frequéncia dos fragmentos acéntricos e
isso ocorre porque as doses absorvidas ainda sdo baixas para produzir uma quantidade de
dicéntricos consideravel. Quanto aos fragmentos, a variacdo em sua frequéncia se da devido a
ndo serem alteracBes especificas para radiacdo ionizante e, muitas vezes, tem sua origem
indeterminada, aparecendo de forma independente da presenca de dicéntricos e anéis, por
acao de outros agentes que também tem a capacidade de induzir sua formacdo. Por conta
disso, os fragmentos sdo mais utilizados associados a estas outras alteracdes cromossémicas
(IAEA, 2011). De forma geral, os fragmentos foram aumentando com o aumento da dose
absorvida, com excecédo das doses de 0,25Gy e 1Gy.

Quanto aos anéis, apareceram em menor frequéncia que todas as outras alteracdes,
porém seguiram aumentando com o aumento da dose, comportamento que pdde ser
visualizado também com os dicéntricos. A questdo da baixa frequéncia de cromossomos em
anel se explica por serem bem mais raros do que os dicéntricos em linfocito humanos

irradiados, correspondendo a aproximadamente 5-10% do valor destes (SHEVCHENKO et
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al., 1998), e por este motivo alguns pesquisadores optam por utiliza-los somados aos
dicéntricos, enquanto que outros optam por ignora-los na estimativa de dose absorvida
(IAEA, 2001; IAEA, 2011).

Em curvas de calibracdo produzidas in vitro utilizando raios X é comum observar que
uma ou mais doses absorvidas apresentem o valor de u maior ou menor que o intervalo de +
1,96 (LLOYD et al., 1986; BARQUINERO et al., 1999; SCHRODER; HEIMERS, 2002).
Porém, neste caso, se a curva apresentar uma boa faixa de doses absorvidas, o erro com essas
dispersdes significativas acaba sendo minimizado (LEE, 2011). Sendo assim, os resultados
obtidos para dicéntricos e dicéntricos somados aos anéis seguem o modelo (distribuicdo de
Poisson) esperado para exposicao a radiacdo de baixa LET, pois as ionizag@es séo distribuidas
de forma aleatoria no alvo (IAEA, 2011).

Os fragmentos isolados apresentaram sobredispersdo significativa em 4 das 9 doses
absorvidas, semelhantemente ao que ocorreu em Lloyd et al., (1986), no qual ele utiliza raios
x de 250 kVp, porém com taxa de dose absorvida mais elevada (1 Gy.min™).

Para radiac6es de baixa LET como os raios X, a curva dose-resposta para dicéntricos é
melhor ajustada ao 0 modelo linear-quadratico, por ser uma combinacdo de eventos causados
por interacBes Unicas e duplas, sendo o primeiro mais frequente em doses baixas e o ultimo
mais frequente em doses mais altas (IAEA, 2011).

Quando se analisam os valores da razdo o/f determinados para as curvas de
dicéntricos e dicéntricos + anéis (Tabela 5), todas as razdes tiveram os valores abaixo de 0,51.
Isso significa que com valores de doses absorvidas inferiores 0,51 Gy, as alteracdes
cromossémicas seriam predominantemente formadas por interagdes Unicas (induzindo duas
quebras cromossdmicas) e nas doses absorvida superiores a 0,5 Gy, as alteragdes foram
produzidas predominantemente por duas interacdes independentes.

Levando-se em consideragdo os coeficientes (o e B) das curvas de calibragdo para
dicéntrico e dicéntricos + anéis, observa-se que houve uma diminuicdo do valor do coeficiente
a ¢ um aumento do B quando sdo somados os cromossomos em anel. Este resultado é
explicado pelo fato dos anéis serem mais frequentes nas doses mais elevadas, ndo
contribuindo para o parametro linear, apenas para 0 parametro quadratico da curva
(ANTUNES, 2012). Diferentemente do que ocorreu com Pajic (2014), onde houve um

aumento dos dois coeficientes ao somar 0s aneis, entretanto, as diferencas entre os valores dos
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coeficientes das duas curvas ndo foram significativas (p>0,05) tanto em Pajic (2014) como
neste trabalho.

A curva de dicéntricos apresentou um bom ajuste (p>0,05) que pode ser verificado a
partir do teste de homogeneidade de X2, pois os dados obtidos tiveram valor aproximado do
que era esperado para 6 graus de liberdade a um nivel de significancia de 5%. O mesmo
ocorreu com a curva de dicéntricos + anéis. Ja os fragmentos isolados, apresentaram valores
muito acima dos esperados tanto na curva linear quanto na quadratica, demonstrado que nao
obteve um bom ajuste.

Lloydd (1986), Prasanna (2002) e Pajic (2014) em estudo semelhante, obtiveram
frequéncias de alteragBes cromossOmicas instaveis em amostras de sangue periférico
irradiadas também por Raios X de 250 kVp e obtiveram as frequéncias encontradas na Tabela
8.

Tabela 8 - Frequéncia de dicéntricos em diferentes trabalhos.

Frequéncia de Dicéntricos

Dose (Gy) Lloyd (1986)  Prasanna (2002) Pajic (2014) Mendonca (2016)
0,25 Gy 0,012 * 0,0383 0,0121* 0,0090
0,5 Gy 0,0315 0,0595 - 0,0360
1 Gy 0,0986 0,1342 0,1035 0,0777
2 Gy 0,364 0,3040 0,3017 0,3160
3Gy 0,64** 0,4852 - 0,6329
4 Gy 1,2533 - 1,0857 0,8264
5 Gy 1,7443 - - 1,5385

*dose corresponde a 0,2 Gy **dose corresponde a 2,9 Gy
OBS: As lacunas ndo preenchidas referem-se as doses ndo encontradas nos trabalhos dos autores.
Fonte: A autora.

Comparando as frequéncias, percebe-se uma predominancia de valores menores entre o atual
trabalho e os dos outros autores, ou seja, uma quantidade menor de dicéntricos encontrados.
Esses resultados confirmam o fato de que em radiagdes ionizantes de baixa LET, como é o
caso dos raios X, a taxa de dose é um dos principais fatores que determina as consequéncias
bioldgicas de uma dose absorvida, pois, todos os trabalhos comparados foram realizados com
taxas de dose de 1Gy/min, enquanto na presente pesquisa as amostras foram irradiadas a uma
taxa de 0,275 Gy/min.
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Quando a taxa de dose é baixa e 0 tempo de exposicao € prolongado, o efeito biolégico
de uma dada dose pode ser reduzido, pois permite que ocorra o0 reparo do dano subletal
durante a irradiacdo e que haja proliferacdo de células ndo danificadas. Se as duas lesdes
necessarias para induzir um dicéntrico sdo produzidas por trajetorias separadas e se a taxa de
dose for baixa, existe a probabilidade que a lesdo produzida pela 12 trajetéria seja reparada
antes que o alvo seja atravessado pela 22 trajetéria (LEA, D.E. & CATCHESEDE, D.G,,
1942; BAUCHINGER, M., 1995). Portanto, nas radiacdes de baixa LET quando a taxa de
dose diminui, a frequéncia de dicéntricos também diminui por unidade de dose.

Em 1971, Brewen e Luippold realizaram um experimento, utilizando os raios X, que
verificava a relacdo entre tempo e intensidade da radiagdo, submetendo amostras a uma
mesma dose absorvida, porém utilizando tempos de exposicdo diferentes. Através desses
testes foi visto que houve uma diminuicdo da frequéncia de alteragdes cromossémicas com a
reducdo da taxa de dose absorvida. Esse e outros experimentos da literatura encontram-se
detalhados na Tabela 9, onde se observam curvas de calibracdo dose-resposta construidas

utilizando-se tanto a mesma energia de 250kVp quanto energias inferiores e superiores a isso.

Tabela 9 - Coeficientes das curvas de calibracdo dose-resposta para dicéntricos e
dicéntricos+anéis relatadas na literatura para Raios X (Dic=dicéntrico, DP=desvio padrdo)

Trabal Fon Faixade Taxa Dic C+DP a (Gy B (Gy?)*DP o/
hos te Dose de + N+DP
(Gy) Dose Ane
(Gy/m |
in)
Brewe 250 0-4  Agudo sim 0 0,0091+0,0  0,000006+ 0,50
n& kVp (90mi 02 0,0000007
Luippo n)
Id
(1971)
Schmi 220 0,05-4 0,16 - 0,00037+0,0 0,022+0,00 0,0436+0,002 6,69
d kVp 0010 4 4
(1984)
Lloyd 250 0,05- 1 nédo 0,0364+0,0 0,0667+0,002 0,60
etal. kVp 5,05 053 2
(1986)
Barqui 180 0-5 0,2695 ndo 0,00095+0,0 0,0343+0,0 0,057+0,0042 0,51
nero  kVp 0044 068
1997
Schoro 100 0-2 sim 0,0005+0,00 0,0355+0,0 0,0701+0,007 20,3

de kV 01 066 2 4
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(2002)
Prasan 250 0-35 1 0,059+0,01 0,0029+0,004 1,18
na kVp 36 6
(2002)
Crespo 300 0-4 0,964 0,0006717 0,000568 0,70
(2011) kvp
Pajic 250 0-4 1 sim 0,0421+0,0 0,0602+0,002 0,65
etal. kVp 042 2
(2014)
Pajic 250 0-4 1 nédo 0,0378+0,0 0,0585+0,001 0,51
etal. kVp 043 7
(2014)
Mendo 250 0-5 0,275 Sim 0,0013+0,00 0,0251+0,0 0,0630+0,004 0,39
ncaet kVp 06 081 5 84
al.
(2016)
Mendo 250 0-5 0,275 Néo 0,0013+0,00 0,0279+0,0 0,0545+0,005 0,51
ncaet kVp 07 096 7 19
al.
(2016)

Fonte: A autora.

Verifica-se, portanto, que os coeficientes das curvas destes trabalhos, em sua maioria,

se assemelham ao presente estudo, com excec¢do da curva obtida por Crespo (2011), que usou

uma energia mais elevada do que a usual, no valor de 300 kVp. Percebe-se ainda que nem

todos utilizaram a analise dos anéis, justamente pelo fato ja dito anteriormente: sdo alteraces

raras em linfocitos humanos e é de escolha de cada laboratorio exclui-los ou soma-los aos

dicéntricos.

As diferencas entre laboratdrios existem e podem ser atribuidas a diversos fatores

como a taxa de dose, o0 nimero de células analisadas, os critérios de leitura e a experiéncia dos
operadores (BARQUINERO et al., 1995; BEINKE et al., 2010). Apesar dessas diferencas, a

técnica de dosimetria citogenética para dicéntricos consegue mostrar precisdo ao estimar a

dose absorvida pelo organismo de um humano exposto.
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6 CONCLUSAO

l. A frequéncia de dicéntricos para o sangue controle (ndo irradiado) se apresentou
dentro do intervalo esperado.

Il. As alteracBes cromossdmicas instaveis (dicéntricos, anéis e fragmentos) utilizadas
neste trabalho apresentaram um aumento proporcional de suas frequéncias em detrimento do
aumento da dose absorvida. Porém os cromossomos dicéntricos e os dicéntricos+anéis
demonstraram a melhor relacéo dose- resposta.

II. As distribuicdes intercelulares tanto dos dicéntricos quanto dos dicéntricos + anéis se
comportaram de acordo com o modelo de distribui¢do de Poisson, enquanto a distribuicdo dos
fragmentos acéntricos apresentaram tendéncia a uma sobredispersao significativa.

V. As curvas de calibragdo de dicéntricos e de dicéntricos + anéis poderdo ser utilizadas

na avaliacdo de dose absorvida nos casos de exposic¢do a radiacéo.
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