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RESUMO

A utilizac&o das radiacfes ionizantes no cotidiano atribui riscos de superexposicao a
pessoas ocupacionalmente expostas e a sociedade em geral, apesar de rigorosas leis
de radioprotecdo e prevencdo de riscos em espacos que utilizam dispositivos
radioativos para algum fim benéfico, exigindo vigilancia constante. Nesse contexto,
surge a Dosimetria Biol6gica, um campo da ciéncia que estuda a acéo das radiacdes
ionizantes e os efeitos bioldgicos gerados pela sua exposicdo por meio de analises
citogenéticas de linfocitos do sangue periférico traduzidas em estimativa de dose
absorvida por curvas de calibracdo. Dentre as técnicas utilizadas na biodosimetria
destacam, a Técnica de Dicéntricos considerada "padrdo ouro" na area e a analise de
micronucleos em células binucleadas, que € altamente sensivel na avaliacdo do poder
genotoxico das radiac6es. Num cenario de emergéncia radiolégica ou nuclear, essas
técnicas precisam ser analisadas de modo rapido e assertivo. Logo, uma analise por
meio de um protocolo combinado que utilize simultaneamente a alta especificidade e
a alta sensibilidade das técnicas tradicionais torna-se interessante. Portanto, este
trabalho visa analisar a viabilidade do ensaio combinado em um tempo intermediario
das culturas isoladas em situacdes de triagem e estimativa de dose. Para isso,
amostras sanguineas de um doador voluntario foi irradiado em 2Gy e 3Gy em uma
fonte de Co60 (Gammacel 220) no Departamento de Energia Nuclear da UFPE
(DEN/UFPE) seguindo protocolos da cultura de linfocitos e posteriormente analise
microscopica. Foram analisadas simultaneamente 3323 células binucleadas e 51
células metafasicas. As doses foram estimadas dentro do intervalo de confianca de
95% por meio da curva de calibragcdo do Laboratério de Dosimetria Bioldgica do
CRCN/CNEN. Os resultados obtidos mostraram que o protocolo combinado é eficiente
para triagem em situacfes emergenciais com reducdo de custos laboratoriais e de
tempo com a necessidade de adequacfes metodoldgicas para alcancar um melhor
rendimento de metafases nas doses estudadas sendo necesséario estudos
interlaboratoriais e construcdo de curvas dose-resposta para a técnica.

Palavras-chave:Biodosimetria. Radiobiologia. Genética. Dicéntrico. Micronucleo.
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ABSTRACT

The use of ionizing radiation in everyday life asigns risks of overexposure to people
who are exposed to it in their occupations and to society in general, despite strict laws
on radiation protection and risk prevention in places where radioactive devices are
used for some beneficial purpose and are constantly monitored. In this context,
Biological Dosimetry emerges, a field of science that studies the dynamics of ionizing
radiation and the biological effects generated by its exposure through cytogenetic
analyses of peripheral blood lymphocytes translated into an estimate of the absorbed
dose by manipulation curves. Among the techniques used routinely, the Dicenter
Technique, considered the "gold standard" in the area, and the analysis of micronuclei
in binucleated cells, which is highly sensitive in assessing the genotoxic power of
radiation. In a radiological or nuclear emergency scenario, these techniques need to
be proven quickly and assertively. Therefore, an analysis through a combined protocol
that simultaneously has the high specificity and high sensitivity of traditional techniques
becomes an interesting tool in the radioprotection field. Therefore, this study aims to
analyze the prediction of the combined assay in an intermediate time of isolated
cultures in screening and dose estimation situations. For this, blood samples from a
voluntary donor were irradiated at 2Gy and 3Gy in a Co60 source (Gammacel 220) at
the Department of Nuclear Energy of UFPE (DEN/UFPE) following lymphocyte culture
protocols and subsequent microscopic analysis. A total of 3323 binucleated cells and
51 metaphase cells were analyzed simultaneously. The doses were estimated within
the 95% confidence interval using the occurrence curve of the Biological Dosimetry
Laboratory of CRCN/CNEN. The results obtained demonstrated that the combined
protocol is efficient for screening in emergency situations with reduced laboratory costs
and time, with the need for methodological adjustments to achieve a better metaphase
yield at scientific doses, requiring interlaboratory studies and construction of dose-
response curves for the technique.

Key words: Biodosimetry. Radiobiology. Genetics. Dicentric. Micronuclei.
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1 INTRODUCAO

O vasto uso de radiacfes ionizantes em diferentes setores sociais para fins
médicos, industriais, agricolas, de pesquisa e militares aumenta a probabilidade do
risco de superexposicao de pessoas ocupacionalmente expostas e da populacéo geral
(INCA,2021; INCA,2012). A Dosimetria Biologica, a partir de estudo das alteracdes
citogenéticas, destaca o ensaio de dicéntricos, técnica considerada padrdo ouro na
dosimetria bioldgica, e 0 ensaio de micronucleo por bloqueio de citocinese, técnica
considerada para triagem. Ambas possibilitaram a rotina na estimativa de dose
absorvida em exposicfes acidentais ou ocupacionais agudas para avaliacdo do dano
causado no individuo associando a dose com os efeitos bioldégicos ocasionados
(IAEA,2011).

As analises citogenéticas utilizam como base os linfocitos periféricos
humanos por serem radiossensiveis e assim fornecem um meio de estimativa de
doses absorvidas ap0s superexposicao real ou suspeita as radiacdes ionizantes por
meio do uso de curvas de calibracdo dose resposta pré-estabelecidas a partir de
experimentos padronizados in vitro (Mendes et al.,2019; Mendes et al.,2020). Em
casos de acidentes radiolégicos de grande escala, os individuos suspeitos de
exposicao precisam de uma avaliacdo eficiente e rapida capaz de estimar a dose
absorvida a que foram expostos para que seja feita a intervencdo meédica necessaria.
Nesse contexto, € necessario o uso de métodos de triagem para que os individuos
expostos a doses mais elevadas tenham prioridade na avaliacdo médica devido aos
efeitos bioldgicos severos e de morte associadas a essas doses (IAEA,2011).

Logo, o ensaio de micronucleo por blogueio da citocinese surge como uma
alternativa, por possuir alta sensibilidade e uma analise mais facil e rapida, tornando
esse método viavel para procedimentos de triagem em situacdes de emergéncia em
larga escala. Apesar disso, os micronucleos ndo sdo especificos para a radiacéo
ionizante, pois existe uma variacdo de acordo com fatores fisiologicos, como idade,
sexo, estilo de vida e o surgimento também ocorre devido a fatores ambientais por
exposicoes a outros agentes genotoxicos e mutagénicos. Desta forma, apos a
triagem, o ensaio de dicéntrico deve ser aplicado para uma estimativa de dose
absorvida mais exata, tendo em vista a sua alta especificidade (Fenech,2000;
IAEA,2011).

Diante disso, um ensaio combinado que integre as técnicas de micronucleos

e dicéntricos e que ainda permita a distincdo de diferentes fases do ciclo celular,
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apresenta-se como uma abordagem altamente promissora para a avaliacao de doses
em cenarios de emergéncias em larga escala desafogando os servicos de saude em
situacbes urgentes com a proposta de reducdo do tempo de cultura e analise
permitindo uma triagem e estimativa de dose mais eficaz. Portanto, a validagéo e
analise continuas em laboratorios de dosimetria bioldgica desempenham um papel
crucial como ferramentas na dinamica e na eficiéncia das respostas laboratoriais, além

de fornecerem suporte importante para a &rea de radioprotecéo (Testa et al.,2019).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RADIACAO IONIZANTE

A radiacdo é um fenbmeno natural que acontece desde a origem do planeta
terra, sendo caracterizada por ser uma energia em movimento, que se origina a partir
de processos no ndcleo atdmico ou a nivel eletrénico, ou ainda por meio da interacao
de outros tipos de radiacdes e particulas com o atomo ou nucleo. (Tauhata et al.,2013)

A Radiacdo pode ser conceituada em dois tipos dentro do espectro
eletromagnético (Figura 1): ndo ionizante e ionizante. A radiacdo nao ionizante
apresenta baixa frequéncia e energia que se propagam no meio por ondas
eletromagnéticas com a capacidade de vibrar ou mover a&tomos em torno da molécula,
como, por exemplo, as ondas de radio, luz visivel e infravermelho. Por outro lado, a
radiag&o ionizante tem como principal caracteristica uma energia mais elevada, acima
da energia de ligacdo do elétron, de forma a remover este elétron do atomo ou
molécula, resultando em uma espécie quimica eletricamente carregada, os ions. Esse
tipo de radiacdo abrange os raios X e raios gama. (Tauhata et al.,2013;
Yoshimura,2009; INCA,2021).

Figura 1. Espectro eletromagnético
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Disponivel em: https://pt.khanacademy.org/science/9-ano/materia-e-energia-as-ondas/ondas-
eletromagneticas/a/o-espectro-eletromagnetico .Acesso em: 19/01/2025

Particulas alfa (a), particulas beta (3) e néutrons séo originadas a partir da
necessidade de alcangar a estabilidade nuclear dos elementos radioativos através do
seu decaimento. A formacao da particula a ocorre devido ao numero elevado de

prétons e néutrons que ocasiona uma instabilidade no nucleo, emitindo particulas que


https://pt.khanacademy.org/science/9-ano/materia-e-energia-as-ondas/ondas-eletromagneticas/a/o-espectro-eletromagnetico
https://pt.khanacademy.org/science/9-ano/materia-e-energia-as-ondas/ondas-eletromagneticas/a/o-espectro-eletromagnetico
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possuem 2 prétons e 2 néutrons. Dessa forma, a massa atbmica diminui em 4,
enguanto o niumero atdmico decai em 2 para tornar-se estavel. A particula 3 ocorre
quando existe um excesso de néutrons e é emitida quando um néutron se transforma
em um par proton-elétron. Essas particulas possuem a caracteristica de ionizar os
atomos durante todo seu trajeto até perder sua energia (Tauhata et al., 2013; Boff et
al.,2017).

Os raios X se originam a partir das transicdes das camadas eletronicas dos
atomos por meio de interagdes nucleares ou de freamento, isto €, pela captura ou
expulsdo do elétron da camada interna de um nucleo instavel que leva a um orbital
vazio. Este sera preenchido por um elétron em um nivel eletrbnico mais externo,
enquanto no freamento a producdo de raio x serd ocasionada pela interacdo de
particulas carregadas (Lima et al., 2009). Ja os raios gama surgem ap0s a emissao
de uma particula alfa ou beta que, ainda com excesso de energia, o nucleo emite a
radiacdo gama para conseguir sua estabilidade (Cardoso, 2004).

A radiacdo coésmica foi descoberta por volta de 1911, por estudiosos da area
de condutividade do ar, que perceberam uma alta quantidade de ions presentes na
atmosfera (Bustamante, 2013). Os raios césmicos acontecem quando elétrons,
prétons e nucleos de alta energia colidem em ambientes extraterrestres e viajam
através do universo alcancando o planeta terra. Quanto mais proximo da atmosfera,
mais impacto esse tipo de radiacao ird causar, devido a sua alta atividade energética.
Logo, pessoas que ficam em altas altitudes, como astronautas, viajantes espaciais e
em tripulacao de avibes estdo em maior contato com esse tipo de radiacdo e recebem
uma maior exposicdo, resultando numa dose absorvida mais elevada quando
comparada a pessoas que estdo ao nivel do mar, ou seja, em menor altitude (IFUSP,
2025).

Assim, a radiacd@o esta presente no cotidiano das pessoas devido a sua ampla
aplicabilidade, que varia conforme a energia necessaria para diferentes areas, como
industria, medicina, pesquisa e agricultura. Além disso, ela ocorre naturalmente em
diversas formas, tornando-se um fator relevante no estudo de sistemas biologicos, ao

evidenciar a interacdo dos individuos com o ambiente em que vivem.

As radiacdes eletromagnéticas (raios X e gama) pela sua natureza ondulatoria,
auséncia de carga e a inexisténcia de massa de repouso, essas radiacdes tém a

capacidade de penetrar em materiais, atravessando grandes espessuras antes de



18

ocorrer a primeira interacdo enquanto as particuladas mostram um menor poder de

penetracdo na matéria como ilustrado na Figura 2 (Tauhata et al.,2013).

Os principais modos de interacdo dessas radiagcdes podem ser explicados
através do efeito fotoelétrico, efeito Compton e producdo de pares (Tauhata et
al.,2013).

Figura 2. Poder de penetragdo das radiacoes.
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Disponivel em: https://images.app.goo.gl/gmodMw|5Z2ZdQkec87 . Acesso em: 19/01/2025

2.2 INTERACAO DA RADIAGAO IONIZANTE COM A MATERIA

O efeito fotoelétrico (Figura 3) ocorre quando ha interacdo entre um féton e um
elétron ligado a um atomo. Esse efeito é predominante em baixas energias e
elementos quimicos de elevado numero atdmico, com maior probabilidade de
ocorréncia com elétrons das camadas eletrénicas K, L e M pois possuem maior
energia de ligacdo. Raios gama e X sdo capazes de realizar a transferéncia total da
energia em um Unico elétron orbital e possuem energia cinética definida (Tauhata et
al.,2013).


https://images.app.goo.gl/gmodMwj5ZZdQkec87
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Figura 3. Representacéo do efeito fotoelétrico.
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(Fonte: Tauhata et al, 2013)

O efeito Compton (Figura 4) caracteriza-se pelo espalhamento de fétons por
elétrons livres ou com baixa energia de ligacdo, sendo esse efeito mais evidente
quando a energia da radiacao incidente aumenta e a energia de ligacdo dos elétrons
se torna significativamente baixa. Ao contrario do efeito fotoelétrico descrito acima, os

fétons s6 transferem parte de sua energia aos elétrons (Tauhata et al.,2013).

Figura 4. Representacéo do efeito Compton.
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(Fonte: Tauhata et al,2013)

A producao de pares (Figura 5) ocorre quando a energia do féton produz o par
elétron-positron. Esse tipo de interacéo acontece quando fétons de energia superior a
1,022 MeV passam proximos de nucleos de numero atdmico elevado e ha interagédo

com o seu campo elétrico (Tauhata,2013).
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Figura 5. Representacao da producao de pares
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(Fonte: Tauhata et al,2013)

A interacdo da radiacdo com a matéria promove mudancas, sendo a ionizagao
responsavel por gerar consequéncias significativas ao entrar em contato com a
matéria bioldgica. Isso ocorre devido a deposicao de energia, que é proporcional a
dose absorvida pelo individuo, resultando em danos diretos e indiretos ao organismo
humano (IAEA, 2011; Tauhata et al., 2013). A severidade desses danos pode ser
explicada com base na dose e na taxa de dose absorvida, bem como em fatores como

a Transferéncia Linear de Energia (LET) e a Efetividade Biol6gica Relativa (RBE).

2.3 INTERACAO DA RADIACAO COM O TECIDO BIOLOGICO

A correlacdo entre a exposicdo a radiacdo ionizante e os efeitos bioldgicos
induzidos no homem foi inicialmente estabelecida de forma dual, confirmando sua
existéncia. Entretanto, com os experimentos realizados, pode-se observar que 0s
efeitos iriam depender de alguns fatores e caracteristicas da exposi¢ao, tais como,
tipo de radiacéo, da energia da radiacdo e de transferéncia linear de energia, da dose
e da taxa de absorvida, do sistema biolégico exposto, dentre outros fatores (IAEA,
2011; Tauhata et al., 2013).

2.3.1 Dose e taxa de dose absorvida
A Dose Absorvida (D) é uma grandeza fisica utilizada na area de dosimetria e

protecao radiologica, caracterizada pela energia média depositada em um 6rgéo e/ou
tecido e dividida pela massa do 6rgédo. E expressa em J/Kg segundo o Sistema
Internacional de Medidas (SI) ou simplificada para gray (Gy), sendo representada pela
equacao 1 (Castro,2005).
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_ de
D=-— (1)

Sendo de a energia média transmitida pela radiacao ionizante a matéria em Joule (J),
e dm representa a massa em quilogramas (kg) da matéria (IAEA,2011). A uma
determinada dose absorvida, o valor real da energia transmitida a uma célula é dado
pelo produto da frequéncia dos eventos de deposicéo de energia e do valor da energia
depositada em cada evento (Dietze,2004).

A taxa de dose refere-se a quantidade de energia depositada por um periodo de
tempo. De acordo com o Sistema Internacional de Medidas (SI), pode ser expressa
em Gy (gray) por s (segundo) (IAEA,2011). A partir desses conceitos, os efeitos
biolégicos podem ser observados e os sintomas associados de acordo com a dose e

a taxa de dose absorvida como exemplificado na Tabela 1 (Tauhata et al.,2013).

Tabela 1. Relagcdo entre dose absorvida e consequéncia clinica.

Dose absorvida (Gy) Sintomas Clinicos

<1 Geralmente auséncia de sintomas

1-2 Nauseas e vomitos apos 3-6h

2-4 Sindrome Hematopoiética Leve

4-6 Depresséo da fun¢cdo medular

6-7 Sindrome do Sistema Gastrointestinal
7-10 Insuficiéncia Respiratéria aguda

>10 Sindrome do Sistema Nervoso central

2.3.2 Transferéncia Linear de Energia
A Transferéncia Linear de Energia (LET) é caracterizada pela perda média de

energia por colisdo, a partir de uma particula carregada por unidade de comprimento.
Dessa forma, explica-se a partir desse conceito o efeito que a particula tem no meio
material (Figura 6). Isso ocorre pela transferéncia ou converséo de energia que resulta
em excitacdo, ionizacdo do atomo, emissao de radiacao de freamento e mudanca de
direcdo da particula, uma vez que, os elétrons estdo interagindo a partir de um campo

elétrico criado (Tauhata et al.,2013).

Figura 6. llustracéo do processo de transferéncia de energia em relagdo a um espaco.
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(Fonte: Tauhata et al,2013)

A LET esta diretamente relacionada a qualidade da radiacdo, ou seja, as
caracteristicas da distribuicdo espacial das particulas e a transferéncia de energia ao
longo de seu trajeto. Isso explica as variacdes nos efeitos sobre os tecidos com base
na eficacia de cada tipo de radiacdo, mesmo quando outras grandezas, como dose e
taxa de dose absorvida, energia total dissipada e fracionamento da dose absorvida,
permanecem constantes (Rodrigues, 2014).

RadiacOes de baixa LET (como beta, elétrons e fétons) ionizam a matéria por
meio de uma distribuicdo aleatoria, necessitando de um maior niamero de colisbes
para depositar sua energia. Em contrapartida, radiagcdes de alta LET conseguem
ionizar de forma mais concentrada e densa, exigindo menos colisdes para a deposi¢ao
da mesma quantidade de energia. Por essa razéo, radiacdes de alta LET causam
danos mais significativos em comparacédo com as de baixa LET (IAEA, 2011).

2.3.3 Efetividade Bioldgica Relativa (RBE)

A Efetividade Bioldgica Relativa (RBE) pode ser definida como a qualidade da
radiacdo em sistemas biologicos (Tauhata et al., 2013), sendo capaz de produzir um
nivel especifico de resposta para um determinado efeito biolégico (IAEA, 2011). Essa

eficacia pode ser quantificada utilizando a Equacéo 2.

_ Dose Referéncia ( )
Dose Radiagéo A

RBE

Sendo, a Dose Referéncia a dose necesséria para se produzir um determinado
efeito biologico, geralmente € Raios X de 250kVp, e a Dose Radiagdo A € a radiacéo

gue produz um efeito igual (Tauhata,2013).
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A RBE varia em funcéo da LET, aumentando até um valor 6timo de 100 kevVm-
1 com o decaimento posterior, como exemplificado na Figura 7. No entanto, a RBE
depende também da dose absorvida, da taxa de dose absorvida e do fracionamento
desta dose, bem como da idade e condigéo fisioldégica da pessoa exposta (Tauhata et

al., 2013).
Figura 7. Relacdo entre RBE e LET.
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(Fonte: IAEA,2011)

2.3.4 Efeitos Biologicos

Os efeitos bioldgicos causados pela interacdo da radiacao ionizante com o ser
humano séo estudados através da Radiobiologia e podem ser subdivididos em dois
principais grupos em fungcdo de dose e efeito: Estocésticos e Deterministicos
(Christensen,2014).

O efeito estocastico ocorre de forma probabilistica sem a existéncia de um
limiar, caracterizando-se por um aumento na probabilidade de dano proporcional ao
aumento da dose absorvida, sem que haja incremento na severidade do dano. Por
outro lado, o efeito deterministico resulta em uma morte celular mais acentuada do
gue a capacidade de compensacao do organismo, fazendo com que a gravidade do
dano aumenta com o aumento da dose a partir de um limiar (Figura 8). Esses danos

podem ser reversiveis ou irreversiveis, dependendo do contexto (Navarro et al., 2008).
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Figura 8. Relacao entre Dose e probabilidade/severidade dos efeitos
bioldgicos.
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(Fonte: Adaptado de Zanzonico et al.,2016).

Os efeitos da radiacédo, dependendo do tempo de manifestacédo e do nivel do
dano, podem ser classificados como imediatos ou tardios e como somaticos ou
hereditarios (Tauhata et al., 2013). Os efeitos imediatos manifestam-se dentro de
poucas horas a semanas apds a exposi¢cdo, enquanto os tardios podem levar anos
para surgir. Os efeitos somaticos afetam as células do corpo, manifestando-se na
pessoa irradiada, dependendo de fatores como a dose absorvida, a taxa de absorcao
e a area irradiada. Por outro lado, os efeitos hereditarios afetam os descendentes do
individuo exposto, resultando da irradiagcdo das gbnadas de modo cumulativo e
independem da dose absorvida (Tauhata et al., 2013).

Esses efeitos podem ser observados de forma direta ou indireta, manifestando-
se por meio de alterac6es genéticas, bioquimicas e fisiologicas. Essas alteracdes
podem ocorrer tanto em macromoléculas, como o DNA, quanto no meio extracelular,
promovendo desequilibrios que afetam o funcionamento celular (Navarro et al.,2008).
2.4 ALTERACOES BIOQUIMICAS RADIOINDUZIDAS

A radiacdo ionizante pode causar lesdes nos tecidos humanos de diversas
formas. Os efeitos diretos ocorrem quando a energia depositada has macromoléculas
rompe estruturas atdémicas, promovendo alteracdes no microambiente por meio de
modificacdes bioquimicas e, consequentemente, metabdlicas. Esses efeitos tém
como principais alvos o0 RNA mensageiro (RNAm), o DNA e as proteinas, rompendo

suas ligacbes covalentes de forma irreversivel. Por outro lado, os efeitos indiretos
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resultam da interacdo das particulas ionizadas com a agua, levando a producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS), como
ilustrado na Figura 9 (Bonato,2011; Wang,J; Wang,H; Qian,H,2018).

Figura 9. llustracédo que representa os efeitos direto e indireto.
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(Fonte: Bonato,2011)

Os efeitos diretos e indiretos iniciam uma cascata de mudancas bioquimicas e
sinalizacdes moleculares que podem reparar o dano causado ou acumular esses
danos, ocasionando disfuncdes fisiolégicas permanentes (Spitz et al.,2004). O corpo
humano é formado por mais de 70% de agua e, quando a radiacao interage com a
molécula da agua, quebra a molécula iniciando a radiélise, como pode ser visto na
figura 10 (Okuno,2013). De forma indireta, a producdo de produtos da radioliticos,
como, por exemplo, eag—, HOs, He, HO2., H30+, OH-, H202 e H2 reagem
prontamente com biomoléculas na célula e resultam em danos a biomoléculas
importantes, como DNA e proteinas pelo estresse oxidativo. Tais danos podem levar

a inibicdo da divisédo celular, alteracdes cromossomicas, mutacdo genética e morte

celular (Aggarwall,2014).
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Figura 10. Esquematizacao da radiélise da molécula de agua
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2.5 MODIFICACOES GENETICAS RADIOINDUZIDAS

A Radiacéao lonizante pode lesionar o DNA e produzir uma variedade de danos
(Figura 11), incluindo principalmente quebras de fita dupla (DSBs), quebras de fita
simples de DNA (SSBs), bases modificadas e sitios abasicos, que estdo associados
a varios tipos de doencas humanas (S.P. Jackson,2009) por levar a consequéncias
graves, como morte celular, alteragdes cromossdmicas e instabilidade genémica (Liu
et al.,2023). A inducéo desses danos € ocasionada pelo estresse oxidativo e producao
de ROS, quebrando a molécula em uma ou mais cadeias do DNA, e esse erro pode

ser induzido na replicacdo posteriormente (Berra,2008).

Figura 11. Esquema ilustrado da les&o radioinduzida.
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Entre as lesdes no DNA, as quebras de fita dupla (DSBs) sdo consideradas as
mais deletérias, representando as principais ameacas a integridade e estabilidade do
genoma. Elas desempenham um papel crucial na determinagéo do destino celular,
seja para a sobrevivéncia, a carcinogénese ou até para a apoptose celular apos
exposicao a radiacao ionizante. Caso nao haja um reparo eficiente, havera perda de
material genético importante, o que pode acarretar riscos a saude do individuo (Liu et
al., 2023).

2.6 RADIOSSENSIBILIDADE E LINFOCITOS

A radiossensibilidade dos varios tipos de células e seus ciclos de vida ajudam
a determinar a presenca de lesdo das radiacdes ionizantes. De acordo com a Lei de
Bergonié e Tribondeau (1906), a radiossensibilidade das células esta associada a
caracteristicas como alta taxa de divisdo celular, atividade mitética, falta de
diferenciacdo e capacidade de proliferacdo. Exemplos de células altamente
radiossensiveis incluem células epidérmicas, células hematopoiéticas, células
epiteliais germinativas, células endoteliais e aquelas do trato gastrointestinal
(Christensen,2014).

A lei da radiossensibilidade estabelece que células imaturas e indiferenciadas,
devido a sua alta taxa de divisdo, sdo mais radiossensiveis em comparagao as células
ja diferenciadas. No entanto, os linfocitos representam uma excecao a essa regra,
pois, embora sejam células maduras e diferenciadas, exibem elevada
radiossensibilidade (Vogin. G.; Foray N.2012).

Os linfécitos séo células que atuam no sistema imunolégico contra patégenos
e invasores através da imunidade inata e adaptativa, como exemplificado na figura 12,
sendo classificados em linfécitos T, B e NK (Cruvinel et al.,2010). Os linfocitos B estéo
ligados a imunidade humoral mediada por anticorpos, enquanto os linfocitos T estao
conectados a imunidade celular que controla os microrganismos intracelulares e as
células NK conectam esses dois mecanismos de interagdo imunoldgica (Abbas,2013).

Os linfécitos sdo amplamente utilizados como biomarcadores na dosimetria
biologica e na radioprotecdo devido as suas caracteristicas bem definidas, elevada
radiossensibilidade e facilidade de obtencéo por meio da coleta de sangue periférico.
Além disso, por permanecerem na fase GO do ciclo celular, os linfécitos permitem a
analise de alteracdes induzidas durante seu ciclo celular por meio de estimulacdo in
vitro com fitohemaglutinina (PHA) (IAEA,2011).
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Figura 12. Atuacdo dos linfocitos no sistema imunoldgico.
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(Fonte: Abbas,2013)

2.7 CICLO CELULAR

O ciclo celular compreende uma série de eventos coordenados que resultam
na divisdo de uma célula original (m&e) em duas células recém-geradas (filhas). E um
mecanismo universalmente compartilhado por todas as células eucariéticas (Uzbekov
R.; Prigent C.,2022). Esse ciclo é dividido em fase G1, S (sintese de DNA), G2 e M
(fase mitdtica) (Gao et al.,2019) (Figura 13).

Nos eucariontes, a replicacdo do DNA ocorre na fase S, e a segregacao
cromossOmica ocorre na mitose ou fase M. Duas fases Gap separam a fase S e a
mitose, conhecidas como G1 e G2. Estes nédo sdo periodos de inatividade, mas sim
periodos em que as células ganham massa, integram sinais de crescimento,
organizam um genoma replicado e se preparam para a segregacdo cromossdmica
(Barnum et al.,2014).
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Figura 13. llustracéo simplificada do ciclo celular.
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(Fonte: Alberts,B et al, 2017)

A mitose e dividida em guatro fases principais:
I) Préfase: a cromatina comeca a se condensar, formando os cromossomos

visiveis;

II) Metafase: os cromossomos atingem seu grau maximo de condensacéao e se

alinham na placa equatorial da célula;

[Il) Anafase: as croméatides-irmas se separam e migram para 0s polos opostos

da célula;

IV) Telofase: os cromossomos comecam a se descondensar, e ocorre a

formacao de novos envoltérios nucleares, seguida pela citocinese.

Ao final desse processo, a divisdo do citoplasma gera duas células-filhas
geneticamente idénticas a célula-mae, que entram na fase GO, onde permanecem até
gue uma nova divisdo seja necessaria ou até que se diferenciem (Cooper;
Hausman,2007).

A robustez e reprodutibilidade do ciclo celular sdo garantidas por mecanismos
de controle de qualidade chamados pontos de verificacdo, que somente quando
satisfeitos permitem que o ciclo celular progrida (Uzbekov R.; Prigent C.,2022).

Para prevenir a progressao continua do ciclo celular na presencga de lesdes de

DNA né&o reparadas por agentes genotoxicos, como, por exemplo, as radiacdes
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ionizantes, pontos de verificacdo ocorrem para interromper a progressao do ciclo
celular até que as les6es de DNA sejam resolvidas. O ponto de verificacdo G1 impede
que células danificadas iniciem a replicacdo do DNA. Quando surgem quebras de DNA
durante a fase S, o ponto de verificagcdo intra-S € ativado, o que regula negativamente
a atividade do CDK (quinases dependente de ciclinas), limitando assim a replicacao
geral. Posteriormente, o ponto de verificacdo G2/M impede que as células entrem na
mitose com lesdes de DNA (Audrey et al.,2022).

Entretanto, mesmo com todos estes pontos de verificacdo, algumas lesdes nao
reparadas sdo transmitidas as células filhas que levam consigo as consequentes

alteracoes.

2.8 DOSIMETRIA BIOLOGICA

A dosimetria bioldégica baseia-se na investigacdo de efeitos biol6gicos
induzidos pela radiacéo ionizante com o objetivo de relaciona-los a dose absorvida,
utilizando biomarcadores como ferramentas-chave. Essa abordagem permite a
reconstrucao da dose individual em situacfes em que a exposicdo a radiacao ndo esta
claramente definida ou apresenta inconsisténcias, sendo especialmente Gtil quando a
medicdo direta da radiacdo ionizante ndo € viavel ou ja ndo pode ser realizada
(Amaral,2002; Kulka et al.,2018).

A citogenética € a abordagem mais indicada em dosimetria bioldgica para
avaliar uma dose absorvida devido a exposicdo a radiacdo ionizante. Técnicas mais
modernas surgiram recentemente, mas nenhuma € tao especifica e sensivel quanto
as anadlises citogenéticas, como, por exemplo, a técnica convencional de
cromossomos dicéntricos e 0 ensaio de micronucleo por bloqueio de citocinese (Ricoul
et al.,2017).

A andlise citogenética de alteracfes instaveis € realizada pela quantificacéo e
observagdo de cromossomos dicéntricos, anéis cromossdmicos e fragmentos
acéntricos (Figura 14). Os cromossomos dicéntricos (Figura 15) sdo alteragbes
instaveis que resultam de quebras nos filamentos de DNA ou de reparos inadequados
durante a replicacdo do material genético. Eles sdo especificos para radiacao
ionizante, independentemente de se tratar de uma exposicao total ou parcial, e podem
ser utilizados para estimar doses absorvidas desconhecidas em emergéncias, sendo

detectaveis a partir de 0,1 Gy. Por sua alta especificidade e confiabilidade, os
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cromossomos dicéntricos sao considerados o padrao ouro na dosimetria biolégica.
(IAEA,2011).

Figura 14. Imagem de anéis cromossOmicos e seu fragmento acéntrico.

(Fonte: IAEA,2011).

Figura 15. Seta indicando o cromossomo dicéntrico. (Aumento 1000x)

(Fonte: do Autor,2024)

Os dicéntricos sao translocac¢des assimétricas que surgem pela troca entre dois
ou mais cromossomos devido a uma quebra produzida no inicio da interfase, sendo
replicada durante a sintese do DNA (Figura 16) (Cunha, 2015). As analises dessas
alteracdes cromossomicas sao traduzidas em dose absorvida por meio de uma curva
dose-resposta estabelecida para cada laboratorio, a fim de estimar a dose real que o
individuo foi previamente exposto (IAEA, 2011).
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Figura 16. llustracéo da formacao do cromossomo dicéntrico.
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Disponivel em: https://remm.hhs.gov/aboutdicentrics.htm Acesso em: 19/01/2025.

Outro marcador citogenético importante sdo os microndcleos (MN), que se
formam a partir de fragmentos cromossOmicos ou Cromossomos inteiros que, durante

a anafase, ndo sao incluidos nos nucleos das células-filhas (Figura 17).

Figura 17. llustracédo da formacg&o de microndcleo.
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(Fonte: Adaptado de Fenech, 2000).

Os micronucleos podem ser observados em células binucleadas como
estruturas esféricas, pequenas, separadas e distintas no citoplasma das células-filhas.
Eles apresentam morfologia e coloracdo semelhantes as dos nucleos principais, como
observado na figura 18 (Ricoul et al.,2017; IAEA,2011).

Figura 18. Célula Binucleada com presenca de micronucleo. (Aumento 400x).

(Fonte: Acervo do Laboratério de Dosimetria Biolégica CRCN/CNEN, 2024).


https://remm.hhs.gov/aboutdicentrics.htm
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Os MN sdo amplamente utilizados como marcadores para o monitoramento
ambiental de agentes genotéxicos, incluindo radiacGes ionizantes, devido a sua
sensibilidade na deteccao de diferentes doses de radiacdo. No entanto, essa técnica
apresenta menor especificidade em comparacdo a andlise de cromossomos
dicéntricos, uma vez que fatores como idade, sexo, estilo de vida e ambiente em que
o individuo vive podem influenciar o surgimento dos micronucleos. (Fenech,2000).

Embora as técnicas citogenéticas apresentem alta sensibilidade (CBMN) e alta
especificidade (Ensaio de Dicéntrico) para avaliar a dose absorvida, esses métodos
sdo trabalhosos, exigindo tempos de cultura de linfocitos de 72 e 48 horas,
respectivamente, além de demandarem extensa analise microscopica. Nesse
contexto, laboratorios de dosimetria biolégica e radioprotecdo buscam alternativas
para diminuir o tempo de analise laboratorial em busca de respostas eficazes e
coerentes com a clinica que o paciente exposto venha possuir.

Em situacdes de emergéncia radioldgica e/ou nuclear, ha a necessidade de
respostas laboratoriais rapidas e eficazes para fornecer suporte a equipe médica,
reduzindo a incerteza clinica, auxiliando no tratamento adequado do individuo exposto
e desafogando os sistemas de salude em emergéncias de larga escala. Nesse
contexto, foi desenvolvido um protocolo combinado que integra as técnicas
mencionadas em uma Unica cultura celular, permitindo a analise simultanea de células
binucleadas para a detec¢éo de micronucleos em células binucleadas e de metafases
para a observacao de cromossomos dicéntricos (Testa et al.,2019; IAEA,2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade do protocolo combinado das técnicas de dicéntrico e
micronucleo, com diferenciacéo da fase do ciclo celular, implementado no Laboratério
de Dosimetria Biologica do CRCN-NE/CNEN para utilizacdo em triagem e estimativa
de dose absorvida nos casos de suspeita de superexposi¢ado a radiagcdo ionizante em
larga escala, em casos de altas doses absorvidas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a viabilidade da técnica do protocolo combinado implementado no
LDB/CRCN-NE em um diferente tempo de cultivo (58h) dos tempos
convencionais;

e Analisar o comportamento do protocolo combinado em doses absorvidas de
2Gy e 3Gy,

e Estimar a dose absorvida a partir do ensaio combinado de técnicas
citogenéticas com a curva de calibracdo dose resposta do Laboratério de
Dosimetria Bioldgica do CRCN (LDB/CRCN-NE)

e Verificar a eficiéncia do protocolo combinado como um método de triagem em

casos de acidentes radiolégicos e/ou nucleares em larga escala.
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4 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no Laboratdrio de Dosimetria Bioldégica do Centro
Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN/NE) e faz parte de um projeto
aprovado pelo Comité de Etica que envolve pesquisas com seres humanos da
Universidade Federal de Pernambuco sob o numero de CAAE 69131323.4.0000.5208
e do parecer consubstanciado 6.250.761 (ANEXO A).

4.1 SELEGAO DE DOADORES E COLETA DE AMOSTRAS

Foi selecionado uma voluntaria saudavel, do sexo feminino, 54 anos de idade,
que atendia os critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos (GAJENDIRAN et
al.,2001) e que foi entrevistada por meio de anamnese. Assim, foi verificado se a
voluntéria foi exposta a radiacdo ionizante em condicao terapéutica e/ou diagndstica
nos ultimos 6 meses, se consumiu drogas ou é fumante. Antes da coleta sanguinea,
a voluntaria assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO
B).

Foram coletadas 6 amostras de sangue periférico em tubos vacutainer de
heparina com um volume de 4ml cada para seguir para a fase de irradiacéo.
(IAEA,2011).

4.1 IRRADIACAO DE AMOSTRAS

Foram separadas 2 amostras indicadas como controle (ndo irradiada) mantida
em temperatura ambiente e 4 amostras foram preparadas para serem irradiadas.

A irradiacdo foi realizada em dois momentos no Departamento de Energia
Nuclear da UFPE, em uma fonte de Co-60, irradiador Gammacel 220 (temperatura da
sala ~22°C), com doses absorvidas de 2Gy e 3Gy a uma taxa de dose 0,911 kGy/h
na primeira irradiacdo, com tempos de exposicdo de 3,387s e 7,339s,
respectivamente, e na segunda irradiacdo uma taxa de dose 0,871 kGy/h com tempos
de 3,754s e 7,889s para cada dose absorvida.

4.2 CULTIVO CELULAR
As preparac0des citologicas para as analises cromossoémicas foram obtidas a partir
da cultura de linfocitos. Para a cultura de linfocitos, foi adicionado 0,5ml de sangue

total nos frascos de cultura contendo 4ml de meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado
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com 1 ml de soro bovino fetal (Biological Industries), 0,2 ml de fitohemaglutinina
(Biological Industries) e 0,06 ml de antibiotico (estreptomicina). Em seguida, os frascos
foram mantidos na estufa a 37°C e foi adicionado 0,1 ml de citocalasina B (Cyt-B)
(Sigma) apos 24 horas. No tempo de 55h de inicio da cultura foi adicionada a
Colchicina (Biological Industries). Ao completar as 58 horas, o material foi centrifugado
por 6 minutos a 180 g, o sobrenadante foi desprezado e adicionado 8 ml de KCI
previamente aquecido a 37°C, para causar o choque hipoténico. Durante a hipotonia,
0s tubos foram colocados na estufa a 37°C por 20 minutos. Em seguida, os tubos
foram novamente centrifugados por 6 minutos a 180 g, o sobrenadante foi retirado e
adicionado o fixador metanol:acido acético (3:1) até completar 8 ml. Para a preparacéo
de laminas, foram realizadas tantas centrifugac6es e trocas de fixador necessarias
para que o conteudo da cultura estivesse totalmente transparente e limpido. No
protocolo combinado, foi feito um tempo intermediario entre o0s protocolos
padronizados (IAEA,2011) para as técnicas de dicéntrico e Micronucleo seguindo o

protocolo de Testa, 2019.

4.3 OBTENCAO DE LAMINAS
A obtencédo das laminas foi realizada depois do processo de fixacdo a partir
da precipitacdo das células ressuspensas em 0,5-0,75 ml da solucéo fixadora. Com
isso, o precipitado é gotejado em dois pontos da lamina, previamente em uma camada
de 4gua sob a lamina a partir de uma altura de aproximadamente de 1 m para facilitar
o espalhamento dos cromossomos e deixadas para secar por 24h. Em seguida, as

laminas foram coradas com corante Giemsa 5% por 7 minutos.

4.4 ANALISE MICROSCOPICA
As observacdes citogenéticas foram realizadas no microscopio optico (Leica
DM500). As laminas foram analisadas na procura de metafases, células binucleadas
e micronucleos viaveis a partir de critérios de validacao para estimar dose absorvida.
As metafases sédo validadas a partir da contagem de 46 cromossomos e com

centrébmeros visiveis como exemplificado na figura 19 (IAEA,2011).
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Figura 19. Metafase validada a partir do protocolo da Agéncia Internacional de Energia Atdmica
(IAEA,2011).

(Fonte: Do Autor,2024.)

As Células Binucleadas (BN) também seguem critérios de validacao para
triagem e estimativa de dose na analise dos micronucleos. Os dois nucleos de uma
célula BN devem ter membranas nucleares intactas e estar situados dentro do mesmo
limite citoplasmatico; devem ser aproximadamente iguais em tamanho sem
sobreposicao e distinguivel; devem ter padréo e intensidade de coloracdo iguais;
podem ndo estar conectados ou podem estar ligados por uma ou mais pontes
nucleoplasmaticas finas que néo ultrapassam 1/4 do diametro nuclear.

Os microndcleos (MN) também seguem regras de validacdo, tais como: o
diametro do MN em linfécitos humanos geralmente varia entre 1/16 e 1/3 do diametro
médio dos nucleos principais; os MN séo nao refrateis e, portanto, podem ser
facilmente distinguidos de artefatos como manchas de particulas; nédo estao ligados
ou conectados aos nucleos principais, sem sobreposicdo e com limites bem
delimitados; geralmente tém a mesma intensidade de coloracdo que os nucleos
principais, mas ocasionalmente a coloracdo pode ser mais intensa (IAEA,2011).
(Figura 20).
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Figura 20. Célula Binucleada (BN) com presenca de 4 microntcleos (MN) validada a partir do

protocolo da Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA,2011).

(Fonte: Do Autor,2024.)

No protocolo combinado essa andlise é feita simultaneamente nas laminas a

partir da ordem de surgimento de cada célula.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos a partir da leitura das laminas do protocolo combinado
(dicéntrico mais micronudcleo) foram submetidos a testes estatisticos para a avaliacao
guanto a conformidade ao modelo de Poisson, sendo utilizados o indice de dispersao,
variancia e o teste u de Papworth para verificar se as alteragdes celulares seguem
esse modelo (IAEA, 2011).

As alteragbes citogenéticas foram observadas através da frequéncia do
surgimento de micronucleo e alteracdes cromossémicas por célula.

As estimativas de dose absorvida foram feitas utilizando o *coeficiente das
curvas de dose-resposta para radiacdo gama implementadas no Laboratorio de
Dosimetria Biolégica do CRCN-NE e com o auxilio do programa Dose Estimate
(Ainsbury; Lloyd, 2010).

1 Coeficientes da curva de calibragdo: C ( 0.0048) +0.0009 a (0.0637) + 0.0045 B (0.0141) + 0.0015
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, foi realizada a analise simultanea das técnicas de micronucleo
e dicéntrico em um modelo combinado como mostrado na Figura 21. Segundo a
Agéncia Internacional de Energia Atdmica, o Ensaio de Micronucleo por Blogueio de
Citocinese apresenta maior sensibilidade para a estimativa de dose e é o mais
indicado para a triagem em situacfes de emergéncia por proporcionar uma analise
mais rapida (IAEA,2011).

Figura 21. Andlise simultanea de metafase e célula binucleada no modelo combinado
(Aumento 400x).

Fonte: do Autor,2024.

Foram analisadas, no total, 3323 células binucleadas, sendo 2168 das amostras

controles e 1155 das amostras irradiadas (Tabela 2).

TABELA 2. Alterac8es em células binucleadas a partir da distribuicdo celular

DOSE BN 1MN 2MN 3MN T?/IT'\,IAL Y VAR VAR/Y u Dose(EGs;;mada
0Gy * 2168 14 1 0 16 0.007 0.008 1.119 4.034 0,040 +0,245
2Gy 698 62 16 1 97 0.142 0.174 1.229 4.302 1,564 +0,292
3Gy 457 80 17 8 138 0.302 0.391 1.295 4.472 2,858+0,342

Legenda: BN= Célula Binucleada; MN= Micronucleo; Y= Frequéncia de micronucleo; VAR= variancia; VAR/Y= variancia

sobre frequéncia; u=teste u; *= controle

E possivel verificar que no controle (amostra ndo irradiada) a quantidade de
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micronucleos (MN) encontra-se dentro do esperado em uma frequéncia de
background (40 Micronucleos por 1000 Células Binucleadas) conforme descrito na
literatura (IAEA,2011), fatores como idade, sexo e estilo de vida pode acometer o
surgimento desses micronucleos independentemente de exposicdo a radiacao
ionizante.

As amostras irradiadas apresentaram, na tabela 2, um aumento da frequéncia
de micronucleos, com a presenca de até 3 micronucleo por célula, com o aumento da
dose absorvida, apresentando uma relacdo de dependéncia do rendimento de MN
com a dose.

Foi avaliada se a distribuicdo de MN nas células se ajusta a uma distribuicéo
de Poisson por meio do indice de dispersédo e o teste u de Papworth. Para uma
distribuicdo de Poisson perfeita, o indice de dispersao tem que ser igual a 1, sendo o
teste u uma unidade nesse indice. No intervalo de confianca de 95%, os valores de u
podem variar entre +1,96. Valores de u acima de 1,96 indicam sobredisperséo
significativa, enquanto valores abaixo de 1,96 indicam subdisperséao significativa
(IAEA,2011).

Como observado na Tabela 2, ha uma sobredispersdo em todas as doses,
sendo esse resultado esperado como demonstrado na literatura (Antunes et al.,2014;
Thierens et al.,2009), uma vez que, 0s micronucleos podem ter fatores adicionais que
possam causar seu aparecimento.

A dose de 3Gy foi estimada dentro do nivel de confianca, como mostrada na
Tabela 2. Na estimativa de dose de 2Gy em seu limite superior mostrou-se menor do
gue o irradiado (Tabela 2), isso pode ser atribuido possivelmente a incerteza da dose
irradiada para esse valor, pois a fonte de Co-60 utilizada apresenta uma alta taxa de
dose absorvida na faixa de segundos e essa dose atualmente € a minima realizada.
Em um contexto de emergéncia radiolégica e/ou nuclear é necessario realizar uma
triagem para distinguir as pessoas expostas das que nao foram expostas e, assim, a
equipe laboratorial a partir das células analisadas repassar para a equipe meédica a
estimativa da dose para que a melhor conduta seja tomada. Para isso, nesses
cenarios de emergéncias, o niumero de células minimas que garante uma estimativa
acima de 1 Gy nesses casos sao de 200 células binucleadas de acordo com o que é
relatado na literatura (IAEA,2011; McNamee et al.,2009). E observado na Tabela 2
gue em todas as doses estudadas o numero de células binucleadas é maior que o

dobro necessario para realizar a triagem das pessoas potencialmente expostas.
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Dessa forma, o modelo de protocolo combinado, mostra-se eficiente para a
triagem em situacdes de exposicdes acidentais. Logo, pode ser aplicado e separar 0

grupo de prioridades, como é referido na Tabela 3 (IAEA,2011).

TABELA 3. Grupo de prioridades versus dose em situacdes de emergéncia.

GRUPO DE PRIORIDADE DOSES (Gy)
| 1
I 2
Il 2-4
\Y 4-6
Vv >6

Fonte: Adaptado de IAEA,2011.

Na técnica de dicéntricos, na analise de metafases validas foi observado um
rendimento muito abaixo do esperado nesta técnica nas doses estudadas, conforme

observa-se na Tabela 4.

TABELA 4. Andlise de metafases neste estudo.

Dose (Gy) M1 M2 DIC ANEL
0 41 3 0 0
2 3 2 0 0
3 2 0 0 2

Legenda: M1= primeira metafase; M2= segunda metafase; DIC= dicéntrico.

De acordo com a Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA,2011) séo
necessarios de 500 metafases para se estimar uma dose absorvida alta e, em casos
de emergéncias, pode ser estimada, a principio, a partir de 50 metafases ou 30
dicéntricos dentre as células analisadas.

Durante a analise microscopica, foram observadas diversas metafases
invalidas com sobreposicdo e com cromossomos insuficientes (menos de 46
cromossomos), dificultando a analise das alteragcbes cromossémicas e,
posteriormente, uma triagem e estimativa de dose.

Segundo Patrono et al. (2021), no protocolo combinado a quantidade de
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metafases invalidas e o baixo rendimento dessas células podem ser explicadas devido
a falta de adequacéo de alguns parametros nesta metodologia para alcancar maior
proliferagdo celular e melhorar a visualizagdao dos cromossomos. Entre as
modificacdes necessarias sugeridas estédo: 1) aumentar o tempo de incubacdo com a
colchicina 0,1pg/ml para, no minimo, 4 horas; Il) incubar por 30 minutos com KClI para
o choque hipotbénico; Ill) utilizar apenas 1 ml da solugcdo de fixacdo acido
aceético:metanol (3:1).

A metodologia aplicada neste trabalho, baseado em Testa et al (2019), utiliza
um tempo intermediario (58h) entre os tempos de cultura comuns para cada técnica
isolada (Técnica de Dicéntrico - 48h; Ensaio de Micronucleo por Bloqueio de
Citocinese - 72h) (IAEA,2011). No entanto, nota-se na literatura que com doses
inferiores das que foram estudadas neste trabalho e com modificacdo do tempo de
cultura dentro dessa técnica combinada apresenta uma diferenca significativa no
namero de métafases e alteracdes cromossdmicas, como evidenciado na Tabela 5.

Tabela 5. Andlise de métafases no protocolo combinado em diferentes estudos.

Dose (Gy) Testa et al., 2019 (58h) Torredo, 2022 (48h) Torredo, 2022 (72h)
1] M1: 500, M2: =, DIC: 0 M1: 95 M2: 0, DIC: 0 M1: 98, M2: 1, DIC: O
0.5 M1: 500, M2: %, DIC: 60 M1: 338, M2: 1, DIC: 9 M1: 140, M2: 2, DIC: 3
0.75 M1: 500, M2: =, DIC: 75 M1: 155, M2: 0, DIC: 5 M1: 83, M2: 2, DIC: 5

Legenda: M1= primeira metafase; M2= segunda metéfase; DIC= dicéntrico; *= No estudo as M2 n&do foram

contabilizadas

Percebe-se na Tabela 5 que o tempo intermediario de 58h se mostrou mais
eficiente para o rendimento de células nessas doses apresentadas, enquanto o tempo
de 48h e 72h aponta ser interessante como um possivel modelo de triagem. Doses
acima de 1 Gy dentro dessa técnica combinada apenas foi estudada neste trabalho e
em Testa et al.,2019 (Tabela 6).

Tabela 6. Comparacéo do rendimento de metéafases e dicéntricos com doses > 1 Gy

Dose (Gy) M1 DIC Referéncia
2 200 33 Testa et al, 2019
2 3 0 Este trabalho

Legenda: M1= primeira metéafase; DIC= dicéntrico.

Na Tabela 6, observa-se uma reducao no numero de metafases em comparacao

com a Tabela 5, referente ao estudo de Testa et al. (2019), e uma queda acentuada
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no numero de metafases neste trabalho em relacdo a mesma dose utilizada no estudo
citado. Essa diferenca pode ser atribuida a fatores relacionados a adequacao
metodolodgica, conforme discutido anteriormente, e a variagao nas técnicas de analise
microscopica. Enquanto no trabalho de Testa et al (2019) utilizaram analise
microscopica automatizada, este estudo e o de Torredo (2022) realizaram a analise

manual com dois analisadores.

A andlise automatizada consiste na deteccdo de metafases por meio de
programas de softwares e apresenta diferencas das manuais segundo estudos na
literatura (H.Romm et al.,2013; Terri et al., 2019; G. Gruel et al.,2013) por ser mais
sensivel em um tempo de analise mais curto, principalmente em situacdes
emergenciais, do que a maneira tradicional, apesar da necessidade de um analista
para validar as células encontradas pelos programas de computagéo. Essa diferenca
na metodologia da analise e validacdo das células pode interferir no rendimento das
metafases em diferentes estudos.

Esses fatores sdo exclusivos e podem ser adaptados a cada realidade do
laboratorio de dosimetria biolégica e Radiobiologia como recomendado pela Agéncia
Internacional de Energia Atdmica (IAEA,2011). Sendo assim, sdo recomendados
estudos interlaboratoriais para se definir qual melhor abordagem a ser seguida para a

analise da técnica.
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O Protocolo Combinado em situacdes de emergéncia radioldgica
e/ou nuclear mostra-se eficiente para triagem de individuos
potencialmente expostos com uma estimativa de dose dentro do
nivel de confianca para a dose de 3Gy;

O Protocolo combinado garante uma reducdo no tempo de
analise com reducdo de gastos laboratoriais e mostra-se com
potencial uso em situa¢cdes de acidentes em larga escala;

A adequacdo metodolégica € necesséaria para obter o maior
namero de células metafasicas e posteriormente ser usada na

triagem e estimativa das doses estudadas.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS PARA O PROJETO

e Adequar a metodologia realizando modificacdes na metodologia,

tais como: aumento no tempo de incubacdo com a colchicina,
mudanc¢a da quantidade de solucdo de fixacdo, entre outras,
buscando obter o maior nimero de células metafasicas;

Realizar novos experimentos com diferentes doses absorvidas
(baixas e altas doses) com outros individuos de diferentes, idade,
sexo, estilo de vida diferentes para validacdo da técnica;

Realizar estudos interlaboratoriais para indicar a melhor
abordagem que alcance o melhor resultado com o objetivo de
implementacédo da técnica em outros laboratérios de dosimetria

bioldgica.
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Assistenie de Pesquisa (Suy Fersira Hwang), Blomédica (bolsista) (Lafs Melo da Silva), biomédico
(bolsista) Gael Freires de Lima, bolsista IC (Caio Ferreira de Olveira) Para a realizagdo do projeio, a
pesquisadora ird recnoiar o sujelo da pesguisa que [& ireguenta o Campus Recile da UFPE & o CRCML
Sordo 30 sujeRos de pesguisa, em o gue 10 B0 amosinas sanguinsas madadas com a5 doses de 0,25
0,40; 0,55; 0,75; 4.0 1.5 2.0k 2.5 3,0k 4,0k 5,0 Gy o rake-X @ raios gama. 0= oulros 20 doadores oosder 30
amosiras para a validagds da Curva. Os oriiéries de incluslio @ exdusio emvoivem wolunbnics que ndo
enham sido exposios & radiagdo lerapéulica, mios X diagnistico ou que RS0 fenham corsumido drogas
INcRas. Ficam excluidos 9o esiudo, akém dos menones de 18 anos, aquekss volontdrios gue ndo abenderem
a0s orRerios o IndEdo O cada fase (DonSinaclo & validaclo). A pesquisadora ¢ eguipe peelendem, com
sz, dofar o CRCN de uma ourva de calibraglo para um projoocko combinado de alieragies cromossdmicas
& micrordokecs, que permie indentficar comdo riagem quem ol exposio de
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marina acidental ou coupacional & radiagdo. Trala-se de um imgoriants propds para a seguranga
radiolbgica da populacda.

Objetive da Pesguisa;

O projetn visa implementar um peoloosin combinado das isoricas de altersgies romoashmicas instives &
de microrlclens & estabslecsr oanvas Of calbrando dosePESpOsta apds exposicdo & dieremtes lipos de
radaglo onizarte, Visando sua aplicacdo taneo &m GeSimetna biokigica, Bem oomo &m oulras atidades
Ut STWTIVE 3 ENpOSIDEO & radiagac.

Avallagio dos Riscos o Bonafickos:

Os nscos para 05 doadores wolunianics Toram apresentados, a ciar 1- nsoo de consrangimento com
alguma pengunita do questiondrio; 2- fsoo da coleta sanguinea, @ ciar adénda & hematomas no local de
CObeta da pUnGaD VEnossa.

Para minimizar 08 riscos, ioram relatados que em 1-, O QueSHonano s realzado am ambients privatvo &
Iindividual, de maneira & minimizar quaisquer constrangimentos quanie &4s pergunias; & 2-, serd
disponibilizado gelo em caso de haver gualguer lormagdc de hematomas duramle a coleta
Comontirios @ Considaragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa gue envolee a oolela de amostras sanguineas de doadores wolunianos

neoniados, par imedapses destas amosiras ¢ slaboagio de ourvas de calibeagdo em dosimetna bioksgioa.

Considarapies sobee oo Termos do aprosantacss obeigaoria:
O bemnos anexados snooniram-se em confomidade com as exigdnoies do CEF.

Conclustss ou Penddncises o Lista do Inace-quasiss:

Todas as rec phies Toram e sequidas, Hem a llem, & a5 modificades felas foram
destacadas nos respectivos rechos.

Apenas o guestionamento a respeiio 4o NOMEro de amosinas de sangue por packente ol responddo gue
senl maniido, pois a pesgusadona jusifica gue cada amosira serd irmdiada com uma dose diferenbe do
radiagdo. Portanto, o Prolooolo estd Aprovado.

Consideragbes Finais a critério do CEP:

As exigénciat toram atendidas & o peolooolo &sid AFROVADO, sendo liberado para o inioio da ooleta de
dados. Conformmee a5 instrupdes oo Sisiema CEP/COMER, &0 I8MMinG 0esta pesguisa, O pesguisador bem o
dever & a responsabiidade de garandr uma devolutiva acessivel & compreensivel acenca dos resuliados
EnCOniradcs por meto da coleta de dados a odos oS wolanilanos que participaram deshe Esid0, Uma ver
qur esses indviduos iBm o direlio de orae
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oorieecimenin sobre a apicabibdade & o deslecho da pesguisa da qual participaram.
Informamas qui & aprovagio sefinitiva do projein S0 serd dada aphs o enwio da NOTIFICAGAD COM O
RELATORID FINAL da pesquisa. O pesquisador deserd fazer o downilosd do models de Relaldric Final
disponived em www Uipe bricep para envid-io via Noaficagdo de Reladne Final, pela Platatorma Brasil. Apds
apreciacdo desse relaidrio, o CEP emilind novo Farecer Consubsianciado deliniiivo pelo sisiema Platadcrma

Rrazi

Infcrmamecs, ainda, que o (3] pesgusador (a) deve desenwolver a pesquisa conforme delnesada neste
profccolo aprovado. Eventuals modificasdes nesta pesquisa devem ser soliciadas através de EMEMNDA ao
projeto, identficando a parte 9o prolocole @ ser modificada & suas justificativas.

Esin parecer ol elaborado baseado nos docwmenios abalxo relackonados:
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Assinado por:
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

R R U R

o - Msteno o
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! Tharge matuse Inovacdo
w . BRI RIAS R VAL AN ROEE A

Termo de Consentimento Livre e Esclurecido

((A) senbor(s) estd sendo convidado{a) pars participa  dn  pesquisa
“Implementagho do Scrvigo de Dosimetria Biolgica 0o Centro Regional de Cidooins
Nucloares do Nordeste ~ CRON-NIJONEN",

Sua particaipacio ndo ¢ obrigardna e, o qualquer momento, ofn) serhor(a) pode
desistie de participar & retina sew comscatimento, Sua recusa nfilo trark nenhum prejuizo
om sua relagdo com o pesquisador ou com a instituiglo,

Este cstudo tem por ebjetivo principal avaling as alterngdes cromossdmicas (nos
cromossomos extio coatidas o infarmaglo genética) nas célaka de adultos sadios cujas
amatras sanguincas voluntadamente cotidas serfio itradiadng ou mio por foeites
mdloativas. No caso das ioadiadas, & partis de varlagdes na dose, sordo cloboradas
carvas de resposts bioldgica em relagho & dose de eadingiio sbsorvila pura diferentes
tipos de radiagio. No caso das nllo imadiadas, serdlo fornecidas informogdes acerea do
background geodtico de alienagdes cromossdmicas da populagio residente no Estxlo de
Pernambuco & comanidade cientifica,

Tal pesquisa & necessdria, pois, dianamente, sejam por motivos médicos vu

up iy, & populagso é cada ver mais exposta ds radiagOes, sendo necessdnio um
estudo mais apeofusdado que fornega informagdes que possam ser correlacionadas com
03 possivels danos causados 308 individeos.

Sua participaclo nessa pesgisisa consistind ein fornecer umostros de snpue (10
mi), por punclo venosa, em seringis estéreis dosoartdveis comtendo heparina sodica na
coocentraglo de S000UANL, upis sssinaiura deste termo, Seu materiol serd wsado
exclmivaments para efeito desta pesquisa. O(n) Sr(a). wmbdm responderd vm
questiondno pam verificagio do seu estado geral de saide, apontando se mos Oltimos
scis meses antes da coleta bouve alguina exposigho i radiaglo terapulica ou raios X
diagnistico; aplicaglo de vacinas; ou consumo de drogas iliciias, Essas informagdes sbo
necessinm, pois os luteres cltados podem alterar o3 resultados,

O3 nscos inerenies 2 sua participagSo sBo minkmos, Durinté o coleta, que
obedecerit a0y reyudsitos de segurings ¢ assepsia, ofa) senhor(a) poderd sentir umn
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wdéocia bocul ¢, eventualmente, apds coleta podend se foctnar um hemuioma (muncha
o) 0o Jocal, que desaparcorrd om poucos das. Ressaltarnos que, em womentn algum,
(1) seny serk oxp a quusgeer fordes radiouts O beneficio diveso ¢ »
possitilidate de fossever & ifoemacho quanto 80y pivels opontiooo de alicragdey
cromondenicas que o(a) Sria) possul, coo seja de seu interesse. Ena infonmagio serk
coviads pie miline por meio de v decameanto’cuta pedrde via coaew ou e-mail.
Aléezs duo, esse projeso pomibilitard que baja o primeiro libcraticio de pesquiss &
Noedesie, boms como o primeiro servigo de dosimetria blobdgica paea ndutrons do Brasil.
Ganctimos que 1odas a» medides wrko tomadas pars assogurar 2 toml
provackdade dos seun dados pessoois, i vez que slo de caclier siploso © que, o
Paama hipioese, seus dados pexsoais wrso fevados a piboco. Esses dados fxardo sob
A paands da pesquitadors sespoosdved, Dra. Fabiana Farias de Lima, so Centro Reglonal
de Crincins Neclesses o Nordesle, sito & Av, Prof, Luiz Freire, o* 200, Cidade
Usiversithon, Recife-PE. Eles serfo guasdadus poe wm periodo de $ (cinco) aoos spis o
sixmine da powquiss, o8 quais postorh sexio destiuidos. O acesso ¢ a andlise dos
dackos coletadon s fardo apenas pelos peiguisadooes e wsistentes emvolvidos no projets.
O (A) sembon(a) receberd uma copla dovie dovumcato oade costa o widfons ¢ o
s stvoctonal da pesqelasdon peincipal, podendo tiesr suss dlvidss sobre o
oo © sua parcipecio, agora ou a qualy, Caxso deseje saber se este
feojeio fol avaliady por um Comitd do Btica, ou mesmo ficzer algoma dendncia sobre
procedimennos sathésioos ofa) seabir(a) poderk contatar 0 Comité de Biica o Pageis
(Avenicds & Eogenharia s - 1* mdae, sala 4, Cidlade Universiniria, Recife, PE, CEP:
50780400, wicfone 2126-8588, cmaill: cepocai@ulpe.te).

Recife, _de_________ deMl__

Posgubadons roposssivel: Fablam Parias do Lima Guimaries
Ceamo Reghonad de Clducias Nucleares Jo Nondewse

Av. Professor Luiz Freire, 200, CDU, RecifoPE

Yene (31) 3797.8024

Earadl: (Wi coen gorv by
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