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RESUMO

O ensaio de cromossomos dicéntricos, em linfocitos do sangue periférico, ¢ a técnica
padrao-ouro em dosimetria citogenética para avaliacdo da dose de radiacdo individual
absorvida. Neste tipo de ensaio, o Colcemid ¢ empregado no cultivo celular para bloquear a
mitose na fase de metdfase. Todavia, as propriedades do Colcemid, associadas a sua
toxicidade, tornam a concentracdo e o instante de sua adi¢do na cultura fatores criticos para a
qualidade e a frequéncia das metafases elegiveis para analise de dicéntricos. Nesse contexto,
este estudo investigou a influéncia da concentragdo e do instante de adi¢do do Colcemid para
as analises de dicéntricos em biodosimetria. As amostras de sangue periférico coletadas de
individuos voluntarios foram separadas em duas aliquotas, sendo uma nao irradiada utilizada
como controle e a outra irradiada com 6 Gy através de um irradiador Gammacell (°°Co).
Posteriormente, as amostras foram cultivadas in vitro por 72h. No primeiro experimento, o
Colcemid foi adicionado no inicio da cultura (t = Oh) em concentragdes de 0,05 pg/mL e 0,10
pg/mL. No segundo experimento, as mesmas concentracdes foram testadas, mas adicionadas
em instantes diferentes: 24h e 45h de cultura. Apds a incubagdo, as c€lulas foram fixadas
com metanol e 4cido acético (3:1); em seguida, as laminas foram coradas pela técnica FPG e
analisadas por microscopia Optica. Constatou-se que, para a metodologia proposta, a
concentragdo de 0,05 pg/mL de Colcemid, adicionada no inicio da cultura, proporcionou os
melhores indices mitoticos e frequéncias de metafases em primeira divisdo, atingindo valores
superiores a 90%, eliminando a necessidade do uso da coloracao FPG. Além disso, cerca de
63% das metafases apresentaram qualidade adequada para andlise, contribuindo para a
melhoria do processo. Os resultados obtidos nesta pesquisa indicam que o emprego do
Colcemid numa concentragao de 0,05 pg/mL, adicionado no inicio da cultura de linfocitos,
contribuem para uma maior precisao dos ensaios de cromossomos dicéntricos em
biodosimetria, especialmente em eventos envolvendo exposi¢do individual a doses de

radiagdo ionizante elevadas (> 4 Gy).

Palavras-chave: Colcemid; dosimetria citogenética; dicéntricos; cultura prolongada.



ABSTRACT

The dicentric chromosome assay in peripheral blood lymphocytes is the gold standard
technique in cytogenetic dosimetry for assessing the individual absorbed radiation dose. In
this type of assay, Colcemid is used in cell culture to block mitosis at the metaphase stage.
However, the properties of Colcemid, combined with its toxicity, make its concentration and
the timing of its addition to the culture critical factors affecting the quality and frequency of
metaphases suitable for dicentric analysis. In this context, this study investigated the influence
of Colcemid concentration and the timing of its addition on dicentric analysis protocols in
biodosimetry. Peripheral blood samples collected from volunteer individuals were divided
into two aliquots: one non-irradiated sample used as a control and another irradiated with 6
Gy using a Gammacell (60Co) irradiator. Subsequently, the samples were cultured in vitro for
72 hours. In the first experiment, Colcemid was added at the beginning of the culture (t = Oh)
at concentrations of 0.05 pg/mL and 0.10 pg/mL. In the second experiment, the same
concentrations were tested but added at different time points: 24h and 45h of culture. After
incubation, the cells were fixed with methanol and acetic acid (3:1); subsequently, the slides
were stained using the FPG technique and analyzed by optical microscopy. The results
showed that, for the proposed methodology, the concentration of 0.05 pg/mL of Colcemid,
added at the beginning of the culture, provided the best mitotic indices and first-division
metaphase frequencies, reaching values above 90%, thus eliminating the need for FPG
staining. Additionally, approximately 63% of the metaphases exhibited adequate quality for
analysis, contributing to process improvement. The findings of this study indicate that using
Colcemid at a concentration of 0.05 pg/mL, added at the beginning of lymphocyte culture,
enhances the accuracy of dicentric chromosome assays in biodosimetry, particularly in events

involving individual exposure to high doses of ionizing radiation (> 4 Gy).

Keywords: Colcemid; cytogenetic dosimetry; dicentric; prolonged culture.
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1 INTRODUCAO

As aplicagdes das radiagdes ionizantes (RIs) devem ser realizadas em conformidade
com normas de radioprotecdo em vigor, visando a protecdo da satide humana e do meio
ambiente. Embora amplamente benéficas, as aplicagdes das RIs envolvem riscos que podem
levar a acidentes, podendo afetar profissionais ocupacionalmente expostos € a populacdao em
geral. Na monitoragdo de exposi¢des individuais, a dosimetria fisica ¢ comumente realizada
com auxilio de instrumentos que sdo sensiveis aos efeitos fisicos da RI (os dosimetros).
Entretanto, na maioria dos casos envolvendo exposi¢do acidental (real ou suspeita), os
individuos nao estdo usando dosimetros ¢ a avaliacdo da dose absorvida nao ¢ uma tarefa
evidente. Nestas situagdes, a dosimetria bioldgica (ou biodosimetria) emerge como uma
ferramenta complementar aos métodos convencionais de monitoramento dosimétrico
(Amaral, 2002; Kulka et al., 2018; Mu et al., 2018).

Na biodosimetria, a dose absorvida individualmente € avaliada com o auxilio de
biomarcadores induzidos pelas RIs. Alguns desses biomarcadores podem ser classificados
como: (i) clinicos, que incluem sintomas fisicos como nauseas, vOmitos e eritemas; (ii)
moleculares, que compartilham a expressao de proteinas, como a p53; e (iii) citogenéticos,
que se destacam pela relevancia em resposta a exposicdo, previsao de toxicidade, estimativa
de doses e avalia¢ao de riscos associados (Amaral, 2005; Herate; Sabatier, 2020; Vinnikov;
Belyakov, 2022).

Os marcadores citogenéticos foram propostos como referéncia em 1962, quando
Bender ¢ Gooch demonstraram a correlacdo entre a dose de radiagdo absorvida e as
aberracdes cromossomicas instaveis (ACIs) no sangue periférico de individuos irradiados. As
ACIs, como os cromossomos dicéntricos, aneis e fragmentos, t€ém curta permanéncia nas
c€lulas devido ao comprometimento da divisdo celular, que resulta na perda de material
genético e redugdo da viabilidade celular. No entanto, ainda sdo considerados marcadores
biologicos de referéncia na avaliagdo de exposicdes individuais as Rls (Balajee; Hadjidekova,
2021).

A identificacdo das ACIs ¢ realizada por meio de técnicas citogenéticas, como o
Ensaio de Cromossomos Dicéntricos (DCA), que utiliza os linfécitos do sangue periférico
como modelo bioldgico. Nesse ensaio, os linfocitos sdo cultivados in vitro por
aproximadamente 48 horas e estimulados por mitdgenos para entrar no ciclo celular. Esse
processo possibilita a observacdo da metafase, fase da mitose em que os cromossomos

atingem o maior grau de condensagdo e apresentam morfologia definida, permitindo a
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visualizacdo das ACls. Para viabilizar essa observacao, a mitose ¢ bloqueada na metafase por
substancias que inibem a polimerizacdo das fibras do fuso mitoético, sendo o Colcemid um
exemplo classico (Gnanasekaran, 2021; IAEA, 2011).

Apesar de ser uma técnica padrao-ouro em biodosimetria, o ensaio DCA apresenta
limitagdes, principalmente relacionadas aos desafios técnicos. Por exemplo, a identificagdo
dos cromossomos dicéntricos exige profissionais capacitados e demanda um tempo
significativo, levando em média trés dias por profissional para anélise por microscopia optica.
Além desses aspectos, o método enfrenta desafios em cenarios especificos, como irradiacao
prolongada ou fracionada, bem como na andlise de exposi¢des em extremos de dose, sdo
fatores que podem comprometer a precisdo do ensaio (Swartz et al., 2011; Vinnikov et al.,
2010).

Apesar dessas limitagdes, o DCA continua sendo o método de referéncia em
dosimetria biologica devido a sua alta especificidade para radiagdes ionizantes. Para superar
suas restricdes, estratégias vém sendo adotadas para aprimorar a metodologia, uma vez que
variagdes no protocolo experimental podem impactar as doses estimadas. Alguns estudos, por
exemplo, optam por estender o tempo de cultura celular, pois alteragdes nesse periodo podem
influenciar a propor¢ao de metafases em relagdo ao total de células. No entanto, os resultados
dessas abordagens nem sempre foram eficazes para diferentes condi¢cdes de dose, sendo a
utilizagdo do Colcemid um dos principais pontos de discussdo (Ferreira-Lucena et al., 2024;
Roy et al., 2012; Yao et al., 2010).

O Colcemid, uma substancia antimitdtica sintética amplamente empregada na
dosimetria citogenética ha cerca de 60 anos, apresenta restricdes significativas que devem ser
consideradas no seu uso. A maioria dessas restrigdes esta relacionada a sua toxicidade, pois,
dependendo da concentracdo ¢ do momento de adi¢dao ao cultivo celular, interfere no indice
mitotico e na frequéncia de metafases em primeira divisdo. Além disso, o Colcemid também
afeta a qualidade das imagens, aspecto que pode refletir negativamente na avaliagdo da dose
absorvida (Al-Ammar; Abdulameer, 2023; Arsham; Barch; Lawce, 2017; Florian; Mitchison,
2016; Kanda et al., 1994).

Nesse contexto, este estudo buscou investigar o impacto do Colcemid na eficiéncia
dos protocolos de dosimetria citogenética, sendo definido os seguintes objetivos especificos:

1. Investigar diferentes concentragdes e tempos de adi¢ao do Colcemid e seus reflexos no
indice mitotico;
2. Correlacionar os parametros investigados com a qualidade de metafases de linfocitos

em primeira divisao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Interagdo da radiagdo ionizante com as células: Danos ao DNA

A radioatividade ¢ um fenomeno natural associado a fontes de radiacdo no ambiente,
caracterizadas como ionizantes por sua capacidade de interagir com atomos, promovendo
excitagdo, ao deslocar elétrons entre camadas eletronicas, ou ionizag¢do, ao ejetar elétrons
dessas camadas e formar ions. Além das fontes naturais, a exposi¢do humana as radiagdes
ionizantes também ocorre por meio de fontes artificiais, como equipamentos de diagndstico
médico (Ex.: aparelhos de raios-x e tomdgrafos) e aplicagdes industriais (Ex.: usina nuclear e
radiografia industrial), evidenciando suas diversas e benéficas utilidades. Contudo, essas
radiagdes podem interagir com o tecido biologico em diferentes estagios: fisico,
fisico-quimico, quimico e, posteriormente, bioldgico (Obrador et al., 2020; Okuno, 2013;
Tauhata et al., 2014).

O primeiro estagio, o fisico, acontece num intervalo de tempo da ordem de 107"
segundos (Pouget; Mather, 2001). Nesse momento, ocorre o processo de ionizacdo ou
excita¢do, formando ions, elétrons e radicais livres. Em seguida, no estagio fisico-quimico, ha
o rompimento das ligacdes fisico-quimicas das moléculas. No estdgio seguinte, o quimico,
formam-se radicais livres altamente reativos, que podem interagir com proteinas, enzimas e
com a molécula de DNA, causando danos. Por fim, no estidgio bioldgico, essas interacdes
podem danificar biomoléculas criticas, como o DNA, levando a consequéncias celulares,
como mutagdes genéticas, apoptose ou proliferacdo celular descontrolada, o que pode causar
o desenvolvimento de processos cancerigenos (Okuno, 2013; Tauhata et al., 2014).

Esses danos podem ser causados por dois mecanismos principais: direto e indireto. No
direto, a radiagdo interage diretamente com a molécula-alvo, o DNA, promovendo sua
ionizacdo e danos estruturais. JA& no mecanismo indireto, a radiagdo ionizante interage
primeiramente com moléculas de agua, gerando produtos da radidlise, como os radicais livres
H" e OH'. Esses radicais, altamente reativos, podem danificar biomoléculas essenciais,
amplificando os efeitos celulares (Bushong, 2010; Elgazzar; Kazem, 2014; Powell; McMillan,
1990).

Os eventos de interacdo da radiacdo ionizante no corpo humano sao randdmicos, pois
ndo hé controle sobre onde e quando ocorrerdo. No entanto, devido a abundancia de dgua, que
corresponde a aproximadamente 80% do corpo humano, o mecanismo de ac¢do indireta é o

mais frequente in vivo. Embora os danos causados em moléculas numerosas geralmente nao
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resultem em prejuizos significativos, danos em moléculas essenciais, como o DNA, que
representa menos de 1% do corpo humano, podem acarretar consequéncias graves (Bushong,
2010).

Nesse sentido, o DNA ¢ considerado uma molécula-alvo das radiagdes ionizantes
devido ao seu papel essencial na manutencdo e funcionamento das células. Lesdes em sua
estrutura podem resultar em alteragdes que comprometem a replicagao e a transcri¢ao do seu
material genético. Essas alteragdes, especialmente as quebras de fita dupla, desencadeiam
uma série de respostas celulares voltadas a restauracdo da integridade genética, o que pode

afetar a sequéncia do ciclo celular (Averbeck et al., 2020; Santivasi; Xia, 2014).

3.1.1 Ciclo Celular: Sistema de Controle e Reparo

O ciclo celular ¢ o processo que engloba todas as etapas que uma célula passa até se
dividir em células filhas, ou seja, desde sua formagdo até sua divisdo. Esse mecanismo ¢
fundamental para a proliferagcdo celular e para assegurar a transferéncia precisa e equivalente
da informagdo genética para as cé€lulas-filhas. Ele ¢ dividido em duas etapas principais: a
interfase, composta pelas fases G1, S e G2, e a fase M, que inclui dois processos: a mitose,
responsavel pela divisdo do nucleo, e a citocinese, que realiza a divisao do citoplasma. Além
dessas etapas, o ciclo celular inclui uma fase de quiescéncia, chamada GO (Figura 1) (Alberts

etal.,2017).
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Figura 1 — Representacéo grafica das etapas do ciclo celular.
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Fonte: Adaptada de Canva, 2025.

O inicio do ciclo ¢ marcado pela transicdo das células quiescentes em GO para a
Interfase, iniciando a fase G1. Essa transi¢do ¢ desencadeada pela acdo de mitégenos, que
estimulam a entrada das células no ciclo. Durante a fase G1, ha crescimento celular e
preparagdo para a replicagdo do DNA. Em seguida, a célula entra na fase S, na qual ocorre a
sintese e replicagdo do DNA. Apos a conclusdo da replicagdo ¢ iniciada a fase G2, onde a
célula continua a aumentar sua massa e se prepara para entrar na Mitose (Johnson; Walker,
1999).

A mitose ¢ composta por cinco estagios, cada uma com eventos especificos
relacionados a estrutura celular e aos cromossomos. A préfase marca o inicio do processo,
caracterizada pelos cromossomos replicados, formados por duas cromatides-irmds, e pelo
inicio da formacdo do fuso mitdtico. Na prometafase, o envelope nuclear se desintegra,
permitindo a conexdo dos microtubulos aos cinetécoros dos cromossomos. Posteriormente na
metafase, os cromossomos alcancam sua maxima condensacdo (Figura 2) e se alinham na
placa equatorial. Durante a anafase, as cromatides-irmas se separam em dire¢do aos polos
opostos. Na teldfase, novos envelopes nucleares envolvem os cromossomos segregados. Apds
a mitose, a citocinese finaliza a divisdo celular, formando duas células-filhas (Alberts et al.,

2017; Walczak; Cai; Khodjakov, 2010).
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Figura 2 — Cromossomo metafasico.

Fonte: Ris, 2011.

O ciclo celular ¢ controlado por um sistema regulador composto por uma rede de
proteinas que atuam através de pontos de verificacdo, os checkpoints. Esses pontos pausam o
ciclo celular para garantir que as condi¢Oes necessdrias, como a integridade do DNA e a
replicacdo adequada, sejam atendidas antes de a c€lula avangar para a proxima etapa. Os
checkpoints desempenham um papel essencial na regulagdo dos complexos ciclina-CDK,
formados por ciclinas e cinases dependentes de ciclinas (CDKs) que controlam transi¢des
criticas, como G1/S e G2/M. Além disso, hd o complexo APC/C, complexo promotor de
anafase/ciclossomo, que regula a transicao entre metafase e anafase, promovendo a separacao
precisa dos cromossomos (Elledge, 1996; Matthews; Bertoli; De Bruin, 2022).

O controle no final da fase G1 ocorre quando as G1/S-ciclinas ativam CDKSs para
induzir a entrada no ciclo celular e a replicagdo dos cromossomos. Em seguida, S-ciclinas
promovem a acao das Cdks que estimulam a duplicacdo cromossomica. Na transicao da fase
G2 para a fase M, as M-ciclinas ativam as CDKs que viabilizam a entrada na Mitose.
Finalmente, a transicdo entre a metafase e a anafase acontece pela degradagdo de proteinas
especificas pelo complexo APC/C, permitindo a continuidade para os estagios finais da
divisdo celular (Matthews; Bertoli; De Bruin, 2022).

Na ocorréncia de danos ao DNA, como os provocados por radiacdo ionizante, os
checkpoints sdo fundamentais. Nessas condi¢des, a progressao do ciclo celular ¢ interrompida
em dois pontos: primeiro, no inicio, bloqueando a entrada no ciclo e na fase S; e depois na
transicdo G2/M, impedindo a entrada na Mitose. Esse processo ativa uma cascata de
sinalizagdo mediada por proteinas cinases, que aumentam a concentracao da proteina p53. A

p53, por sua vez, exerce um papel essencial ao ativar proteinas inibidoras de CDKs, as quais
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inibem as atividades de complexos ciclinas-CDK, interrompendo, assim, a progressao do
ciclo celular ( Alberts et al., 2017; Barnum; O’Connell, 2014).

Ap6s a interrup¢ao do ciclo celular em razdo dos danos ao DNA, a célula pode ser
conduzida a diferentes caminhos, dependendo principalmente da gravidade. Em casos de
danos graves, a célula pode ser direcionada a morte celular programada, denominada
apoptose, para evitar a propaga¢do do material danificado. No entanto, na auséncia ou
deficiéncia da p53, o DNA poderi ser replicado, transmitindo mutagdes para as células-filhas.
Alternativamente, a célula pode ativar os mecanismos de reparo para corrigir as lesdes, se o
reparo for bem-sucedido, a célula retoma o ciclo e segue suas fun¢des normais (Barnum;
O’Connell, 2014; Heijink; Krajewsca; Van Vugt, 2013; Santivasi; Xia, 2014).

As células irradiadas possuem diferentes mecanismos de reparo com o objetivo de
preservar sua estabilidade genética. Entre os principais mecanismos de reparo, destacam-se o
reparo por excisdo de bases (BER), a recombinagdo homologa (Homologous recombination-
HR) e a jungdo terminal ndo homoéloga (Nonhomologous end-joining - NHEJ) (Branzei,
Foiani, 2008).

Os mecanismos de reparo do DNA atuam de forma especifica para cada tipo de dano.
No reparo por excisdo de bases, lesdes causadas por oxidagdo, irradiagcdo ou alquilagao sao
corrigidas pela remogao da base alterada pela enzima DNA-glicosilase, formando um sitio AP
(apurinico ou apirimidinico). Esse sitio € reparado por nucleases ¢ seguido pela sintese de
DNA. Ja no caso de quebras de dupla fita, a recombinacao homologa utiliza a cromatide-irma
como molde para o reparo, ocorrendo nas fases S e G2. Em contraste, a juncdo de
extremidades ndo homologa atua na fase G1 e realiza o reparo sem o uso de molde (Figura
3). Esse mecanismo promove a ligacdo direta das extremidades quebradas no mesmo
cromossomo, sem envolvimento do par homoélogo, sendo mais suscetivel a erros (Krokan;

Bjoras, 2013; Wright; Shah; Heyer, 2018).
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Figura 3 - Vias de mecanismos de reparo.
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Fonte: Adaptada de Alberts et al., 2017.

A eficiéncia dos mecanismos de reparo determina se as lesdes no DNA serdo ou ndo
eliminadas. Na auséncia de reparo adequado, ou em casos de erro nesses processos, 0 DNA
danificado podera ser replicado e transmitido para as células-filhas, acumulando mutagdes ao
longo do tempo. Consequentemente, esse acumulo de mutagdes ird interferir no crescimento
celular podendo desencadear determinados efeitos biologicos, especialmente quando o dano
envolve quebras de fita dupla (Double-Strand Breaks — DSBs), consideradas as lesdes mais
graves ao DNA devido ao seu alto potencial de causar instabilidade gendmica. A relevancia
das DSBs e os mecanismos envolvidos em seu reparo serdo explorados nos proéximos topicos

(Branzei; Foiani, 2008; O’Donnell; Langston; Stillman, 2013).

3.1.2 Efeitos Biologicos

A resposta individual (efeitos bioldgicos) a irradiacdo depende de varios fatores, a
exemplo do tipo de radia¢do ionizante, dose e taxa de dose, além da estrutura bioldgica
afetada, os quais determinam a ocorréncia de efeitos deterministicos e estocasticos. Além
disso, os efeitos podem ser classificados como imediatos ou tardios, dependendo do tempo de
manifestagdo, e como hereditarios ou somaticos, conforme o nivel orgadnico atingido

(Bushong, 2010; Tauhata et al., 2014).
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Os efeitos deterministicos resultam dos danos causados pela radiagdo a um conjunto
de células, levando a morte celular e ao comprometimento da funcionalidade de tecidos ou
orgaos expostos. Esses efeitos ocorrem principalmente apos exposigdes a altas doses de Rls e
manifestam-se somente quando a dose-limiar ¢ ultrapassada. A gravidade do dano aumenta
proporcionalmente a dose aplicada. Caso os danos celulares ndo sejam reparados de forma
eficiente, os efeitos podem surgir imediatamente, em dias ou semanas, ou de forma tardia,
anos apos a exposi¢ao (Obrador, 2022; Tauhata ef al., 2014).

Entre os efeitos imediatos decorrentes de altas doses de radiagao destacam-se sintomas
como vOmitos, diarreia e eritema, que caracterizam a Sindrome da Irradiacdo Aguda. Essa
sindrome ¢ composta por quatro manifestacdes especificas, que variam de acordo com a dose
absorvida: a sindrome hematopoiética (2 a 6 Gy), a sindrome gastrointestinal (6 a 7 Gy), a
sindrome pulmonar (7 a 10 Gy) e a sindrome neurovascular (>10 Gy). Por outro lado, os
efeitos deterministicos também podem manifestar-se de forma tardia. Exemplos incluem o
desenvolvimento de hipotireoidismo e catarata, sendo este ultimo observado anos apds a
exposicao de sobreviventes das bombas atdomicas no Japao (De Lemos Pinto; Santos; Amaral,
2010; Obrador, 2022; Okuno, 2013).

Por sua vez, os efeitos estocasticos nao apresentam um limiar de dose, pois a
probabilidade de ocorréncia de danos é proporcional a dose. Isso implica que, mesmo em
exposicdes abaixo dos limites estabelecidos, esses efeitos podem ser desencadeados ao
provocar danos em uma ou varias células. Quando as células reprodutivas sdo atingidas, as
mutacdes podem ser transmitidas aos descendentes, resultando em possiveis anomalias no
desenvolvimento embriondrio. Por outro lado, quando as células afetadas sdo somaticas, os
danos manifestam-se exclusivamente nos individuos expostos a radiagdo, geralmente na
forma de cancer (Chaturvedi; Jain, 2019; Choudhary, 2018; Tauhata et al., 2014).

Considerando que os efeitos biologicos causados pela radiacdo ionizante podem ter
consequéncias graves para os individuos expostos, ¢ fundamental desenvolver estratégias para
minimizar os impactos dessa exposicdo. Nesse contexto, surge a radioprote¢do, cujo objetivo
¢ reduzir a interacdo prejudicial com a radiagdo ionizante, protegendo tanto os trabalhadores

quanto o publico em geral (ICRP, 2007).

3.2 Radioprotecdo e a Dosimetria Bioldgica

A compreensao dos efeitos radioinduzidos ao tecido biolégico despertou maior

interesse pelo gerenciamento dos riscos da radia¢do ionizante, especialmente devido ao
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aumento da exposicdo humana decorrente do seu uso ampliado. Em fun¢do disso, foram
estabelecidos um conjunto de medidas com a finalidade de proteger tanto os trabalhadores
quanto o publico em geral de possiveis exposigdes prejudiciais a saude (De Lemos Pinto;
Santos; Amaral, 2010).

O controle e monitoramento dos riscos associados de exposigdes as Rls sdo
atribuicdes desenvolvidas em radioprote¢do por 6rgdos como o International Commission on
Radiological Protection (ICRP), International Atomic Energy Agency (IAEA), Organizacao
Mundial de Satide (OMS) e pelo United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic
Radiation (UNSCEAR) (Gnanasekaran, 2021; Mu et al., 2018).

Entre as recomendagdes e diretrizes estabelecidas por essas instituigdes, sdo definidos
os limites anuais de doses para o publico em geral e para os individuos ocupacionalmente
expostos (IOEs). No que se refere ao monitoramento individual dessa populagao exposta, sao
utilizadas grandezas dosimétricas especificas, como a dose absorvida, para determinar a
energia média de radiacdo ionizante depositada por unidade de massa no volume irradiado,
sendo essa grandeza denominada Gray, conforme o Sistema Internacional de Unidades (SI)
(CNEN, 2024; ICRP, 2007).

A partir da dose absorvida, definem-se outras duas grandezas dosimétricas: a dose
equivalente e a dose efetiva. A dose equivalente considera o tipo de radiacdo, refletindo seus
efeitos bioldgicos, enquanto a dose efetiva pondera a sensibilidade dos tecidos irradiados.
Essas grandezas permitem uma avaliagdo mais precisa dos riscos biologicos da exposicao a
radiacdo, levando em conta a qualidade da radiag¢do e a vulnerabilidade dos tecidos do corpo
humano (ICRP, 1990).

Na avaliacdo das doses absorvidas por IOEs, a dosimetria fisica ¢ o método mais
comumente utilizado, sendo realizado através de dosimetros sensiveis aos efeitos fisicos das
RIs para monitorar a dose cumulativa, fornecendo um valor representativo dessa absor¢ao. No
entanto, esses equipamentos apresentam desvantagens significativas, como as incertezas
associadas aos valores medidos, a falta de registros em casos de exposi¢do a radiagdo sem o
seu uso ¢ a limitagdo em exposigdes de corpo inteiro (Swartz; Williams; Flood, 2014;
Vanhavere; Van Hoey, 2022).

Essas limitacdes destacam a necessidade de métodos alternativos ou complementares
que proporcionem uma avaliacdo mais confiavel da dose absorvida, especialmente em
cenarios onde os dosimetros nao estdo disponiveis, de modo a oferecer subsidios para
tratamentos adequados com base nos impactos reais da radiagdo, tanto a curto quanto a longo

prazo. Diante dessas restrigdes, a dosimetria bioldgica, ou biodosimetria, tem sido proposta



24

como uma alternativa complementar para avaliar a dose absorvida nesses individuos através
de marcadores bioldgicos (biomarcadores) (De Lemos Pinto; Santos; Amaral, 2010;
Sakamoto-Hojo, 2018).

A variedade encontrada de biomarcadores induzidos pela interagdo da radiacao
ionizante com o tecido biologico, leva a necessidade do estabelecimento de critérios para a
escolha dos potencialmente interessantes para a biodosimetria. Dentre os critérios
estabelecidos, temos: a especificidade a radiagdo ionizante, o baixo rendimento espontaneo, a
pouca influéncia de fatores externos (idade, sexo, habitos de vida), a variabilidade conhecida,
respostas claras para um amplo espectro de dose, o curto periodo de tempo para a conclusdo
do ensaio, o baixo custo e a alta reprodutibilidade (Swartz; Williams; Flood, 2014; Vinnikov;
Belyakov, 2022).

Entretanto, com exce¢ao dos marcadores citogenéticos poucos atendem a grande parte
desses critérios, pois, além de sua alta especificidade as Rls, sdo capazes de prever a
toxicidade, estimar a dose absorvida e avaliar os riscos associados a exposicdo. Por essas
razdes, a dosimetria citogenética, que utiliza esses marcadores, ¢ considerada a técnica
padrao-ouro para essas exposi¢oes, pois permite a quantificacdo da radiacdo por meio de

danos citogenéticos radioinduzidos (Pernot et al., 2012; Vinnikov; Belyakov, 2022).

3.3 Dosimetria Citogenética

Dentre os marcadores citogenéticos mais utilizados para estimar a dose de radiagdo
absorvida, destacam-se as Aberragdes Cromossomicas (ACs), devido a sua frequéncia e
sensibilidade, que permitem estabelecer uma relacdo precisa com a dose recebida. Essa
relacdo dose-resposta € viabilizada pelas lesdoes no DNA causadas pela exposi¢ao a radiagao
ionizante, sendo a quebra de fita dupla (DSB) a mais significativa (Natarajan, 2002; Obe et
al., 2002).

A corre¢do de DSBs pode recorrer para duas vias principais de reparo, dependendo da
fase do ciclo celular em que a lesdo ocorre. A recombinagdao homologa (HR) € a mais precisa,
porém ocorre apenas em fases especificas, como S e G2. Em contrapartida, a NHEJ
predomina em G1, embora seja mais propensa a erros ¢ a via mais utilizada para o reparo de
DSBs. Adicionalmente, em condi¢des que a célula estd sobrecarregada com multiplas lesoes e
com danos mais complexos, a probabilidade de erros no reparo aumenta consideravelmente

(Han; Yu, 2010; Natarajan, 2002) .
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Embora as DSBs possam ser reparadas, falhas ou erros nesse processo podem resultar
na formagdo dessas aberracdes cromossdmicas estruturais. Cada uma dessas aberragdes ¢é
capaz de fornecer informagdes sobre a dose da radiagdo, a depender das condigdes especificas
de exposi¢do e do intervalo de tempo em que a estimativa de dose sera realizada (Lloyd;
Purrott, 1981; Powell; McMillan, 1990).

Algumas aberracdes cromossomicas sdo classificadas como instaveis, pois
comprometem a divisdo celular e reduzem sua viabilidade devido a perda de material
genético, permanecendo no organismo por um curto periodo. Entre elas estdo os
cromossomos dicéntricos, formados pela juncdo das extremidades quebradas de dois
cromossomos adjacentes, 0s cromossomos em anel, que se originam de quebras nas
extremidades de um Unico cromossomo, cujas pontas se unem e os fragmentos acéntricos
(Figura 4). Por outro lado, hd aberragdes que podem persistir por longos periodos e sdo
consideradas estdveis, como translocagdes, inversodes e delecdes (Balajee; Hadjidekova, 2021;
Vinnikov; Belyakov, 2022).

Figura 4 - Aberragdes cromossomicas instaveis.

A imagem (A) indica na seta vermelha um cromossomo dicéntrico e na seta preta um fragmento acéntrico;

enquanto, na imagem (B) as setas azuis indicam um cromossomo em anel.

Fonte: Adaptada de [AEA, 2011.

A visualizagdo e quantificagdo das aberragdes cromossdmicas sao realizadas por meio
de técnicas citogenéticas, que permitem identificar os diferentes tipos de alteragdes causadas
pela radiacdo. Entre as principais técnicas estdo o ensaio de translocagdes, de microntcleo

com bloqueio de citocinese, de condensagdo prematura dos cromossomos e de cromossomos
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dicéntricos, descritos abaixo: (Gnanasekaran, 2021; Herate; Sabatier, 2020; Vinnikov;
Belyakov, 2022)

o Translocagdes: Analisa as translocagdes cromossdmicas, geralmente utilizando a
técnica FISH (Fluorescence In Situ Hybridization). Contudo, sua frequéncia pode
variar de acordo com idade, sexo e tabagismo, sendo mais indicado para casos
especificos de exposigodes tardias;

e Ensaio de micronicleo com bloqueio de citocinese (MN): Avalia micronucleos, que
sdo particulas resultantes da ma segregagio de cromossomos aberrantes. E um método
pratico e requer menor conhecimento técnico, mas apresenta uma frequéncia
espontanea entre 0,002 e 0,036 por célula, com sensibilidade de 0,25 Gy. Assim como
as translocagdes, a frequéncia de microntcleos pode ser influenciada por fatores
etarios, ambientais e de estilo de vida;

e Ensaio de condensacdo prematura dos cromossomos (PCC): Método ideal para
avaliar exposi¢des a altas doses de radiacdo, pois evita os problemas do atraso
mitotico e da morte celular. Possui processamento mais rapido que outras técnicas,
uma vez que dispensa o cultivo celular, embora exija alto nivel técnico para sua
execucao;

e Ensaio de cromossomos dicéntricos (DCA): Baseia-se na analise de cromossomos
dicéntricos, que sao respostas sensiveis e especificas a radiacdo ionizante. Sua
frequéncia espontinea ¢ de 0,001 por célula, e sua sensibilidade ¢ de 0,1 Gy. Por sua
alta especificidade, ¢ considerado o "padrao-ouro" em biodosimetria.

Dentre as técnicas de dosimetria citogenética, amplamente utilizadas para quantificar a
exposicao a radiacdo em vitimas de exposi¢cdes ocupacionais ou acidentais, em estudos
epidemioldgicos e em diversas situagdes clinicas, o ensaio de cromossomos dicéntricos
destaca-se como o mais empregado devido a sua alta especificidade e sensibilidade (Lee et

al., 2019).

3.3.1 Ensaio de Cromossomos Dicéntricos (DCA)

O ensaio de cromossomos dicéntricos (DCA) ¢ amplamente reconhecido como o
padrdo-ouro em dosimetria citogenética devido a sua eficicia em avaliar a dose de radiagao
absorvida apos a exposicao a radiacao ionizante. Esse método, que se destaca em relagdo a

outras técnicas, segue, geralmente, o protocolo descrito no manual da IAEA (2011) e utiliza
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linfocitos do sangue periférico como material principal para analise (Gnanasekaran, 2021;
Voisin, 2015).

Os linfocitos, células quiescentes na fase GO do ciclo celular, sdo facilmente obtidos
por coleta de sangue. Sua alta radiossensibilidade e capacidade de armazenar danos
radioinduzidos tornam-os ideais para identificar lesdes no DNA, como os cromossomos
dicéntricos. Apoés a coleta, esses linfocitos sdo cultivados por aproximadamente 48 horas,
embora o tempo possa variar entre 46 e 52 horas, dependendo das condigdes e especificagdes
laboratoriais. Esse periodo de cultivo € crucial para maximizar o nimero de células em
primeira divisdo mitdtica (M1), visto que as aberragdes cromossomicas instaveis tendem a
desaparecer nas divisdes celulares subsequentes (Amaral, 2005; Balajee; HadjiDekova, 2021;
IAEA, 2011).

Para estimular a entrada dos linfocitos no ciclo celular, utiliza-se um mitégeno, como
a fitohemaglutinina, que induz a progressao das células pelas fases G1, S e G2, culminando na
mitose. A visualizagdo dos cromossomos dicéntricos requer um bloqueio mitdtico na fase de
metafase, momento em que 0s cromossomos apresentam o maior grau de condensagdo e
organizacao, facilitando sua andlise. Esse bloqueio ¢ alcangado com a adi¢do de Colcemid ao
meio de cultura, uma substancia que inibe a formacao das fibras do fuso mitotico, impedindo
a progressdo para a anafase. O protocolo padrdo recomenda a adi¢do de 25-50 pL de uma
solugdo estoque de 10 pg/mL de Colcemid de 2 a 3 horas antes do término do cultivo
(Brinkley; Stubblefield; Hsu, 1967; IAEA, 2011; Stewart; Cramer; Steward, 1975).

Em situacdes especificas, como prolongamento do cultivo celular, o Colcemid pode
ser adicionado mais cedo, por exemplo, apds 24 horas de cultura ou no inicio do cultivo.
Nesses casos, ¢ essencial reduzir sua concentracdo para o minimo necessario (0,05 pg/mL)
para mitigar a toxicidade celular e evitar a contragdo excessiva dos cromossomos, 0 que
poderia comprometer a analise (IAEA, 2011).

Apbs o periodo de incubagdo, as células passam por um choque hipotdnico, que
promove o inchaco celular, facilitando a separacao e o espalhamento dos cromossomos, etapa
essencial para a preparacdo das laminas. Em seguida, as células sdo fixadas com uma solucao
de metanol e acido acético, na propor¢ao de 3:1, preservando a integridade estrutural dos
cromossomos (Arsham, Barch e Lawce, 2017).

As laminas preparadas sdo submetidas a coloracdo, sendo a técnica Fluorescence plus
Giemsa (FPG) uma das mais recomendadas. Essa técnica permite diferenciar células em
primeira divisdo mitdtica (M1) daquelas em segunda divisdo (M2). Para isso, utiliza-se o

bromodesoxiuridina (BrdU), um andlogo da timidina, incorporado durante a replicacdo do
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DNA. O BrdU gera um efeito de "arlequim" em que as cromatides irmas apresentam
coloracdo diferenciada, facilitando a identificacdo das células M1, indispensaveis para uma

analise precisa das aberragoes cromossomicas (Figura 5) (Beaton ef al., 2013; Speit, 1984).

Figura 5 — Efeito arlequim.
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Fonte: Hagelstrom et al., 2008.

No entanto, a técnica FPG apresenta algumas limitagdes, como a qualidade variavel da
coloracdo, a deterioracdo das laminas com o tempo e a possivel reducdo na qualidade das
metafases observadas. Para minimizar esses efeitos, a propor¢ao de células em M1 e M2 pode
ser avaliada, e caso o nimero de células em M2 seja inferior a 5%, pode-se realizar a
replicacdo das laminas da mesma amostra e cord-las exclusivamente com Giemsa,
contornando as limitagcdes presentes na técnica FPG (Hayata; Kajima; Okabe, 1992; IAEA,
2011).

Dessa forma, a analise do indice mitotico e da frequéncia de metafases em primeira
divisdo (M1) € essencial para o sucesso do ensaio. O indice mitdtico corresponde a propor¢ao
de metafases em relagdo ao total de células analisadas, sendo um indicador crucial da
atividade proliferativa celular (Equacido 1). Enquanto a frequéncia de metafases em M1
avalia a eficacia do bloqueio mitotico, permitindo determinar o rendimento de células em
primeira divisdo (Equacdo 2). Esses pardmetros sdo fundamentais para assegurar que a
analise dos cromossomos dicéntricos demonstre com precisdo a dinamica celular da
populacao estudada, garantindo a confiabilidade dos resultados obtidos (Ferreira-Lucena et
al., 2024; 1AEA, 2011).

indice Mitbtico = -etafases x 100 (D

Total de Células
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(metafases em primeira divisdo)x100 (2)

Frequenaa de M1 = Total de Metafases

Além disso, a analise das laminas no ensaio DCA baseia-se na identificagdo e na
pontuagdo de cromossomos dicéntricos, o que possibilita a estimativa da dose de radiagao
absorvida. De modo geral, recomenda-se a pontuacdo de 500 células em casos de acidentes
envolvendo doses mais baixas, nos quais o nimero de células disponiveis ndo ¢ um fator
limitante, ou a contagem de 100 dicéntricos para exposi¢does a doses superiores a 1 Gy.
Contudo, em situacdes que demandam triagens mais rapidas, a pontuagdo de 50 células ou a
contagem de 30 dicéntricos ¢ considerada como suficiente para fornecer uma estimativa de
dose (IAEA, 2011; Lloyd et al., 2000).

Para estimar com precisdo a relagdo entre a dose de radiacdo e a frequéncia de
cromossomos dicéntricos € essencial construir uma curva dose-resposta. Essa curva estabelece
a relacdo entre a dose de radiagcdo absorvida e a frequéncia das aberragdes cromossdmicas
observadas nas células. Geralmente, essas curvas sao geradas utilizando amostras irradiadas in
vitro, considerando que o rendimento de cromossomos dicéntricos em amostras in vivo € in
vitro ¢ semelhante (Amaral, 2002; Lemos Pinto, 2011).

As curvas de dose-resposta variam de acordo com a qualidade da radiacao,
caracterizada pelo LET (Linear Energy Transfer, ou Transferéncia Linear de Energia), e pela
eficacia biologica relativa (RBE - Relative Biologic Effectiveness). Radiacdes de baixo LET,
como raios X e gama, geralmente seguem um modelo linear-quadratico, pois apresentam uma
menor densidade de deposicdo de energia ao longo de seu trajeto, resultando em menor
probabilidade de danos irreparaveis no DNA. Em contrapartida, radiagcdes de alto LET, como
particulas alfa, produzem uma maior densidade de deposi¢ao de energia, sendo mais eficazes
na indugdo de aberragdes cromossdmicas, 0 que resulta em uma curva com comportamento
linear (De Lemos Pinto; Santos; Amaral, 2010; Pouget; Mather, 2001).

A diferenca na deposicdo de energia entre radiagdes de baixo e alto LET esta
diretamente relacionada a eficacia bioldgica, com radiagdes de alto LET causando danos mais
localizados e letais ao DNA. Esses fatores influenciam a forma da curva dose-resposta, o que
torna indispensavel sua calibra¢ao para cada tipo de radiagcdo e cenario de exposi¢ao. Apds a
calibragdo, pode ser utilizada para estimar doses absorvidas em casos de exposi¢oes acidentais

a radiacdo. Essa aplicacdo ¢ particularmente importante para a avaliagdo de risco e 0 manejo
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médico em emergéncias radioldgicas, pois permite interpretar os cromossomos dicéntricos
pontuados em termos de dose de radiagdo (Lemos-Pinto, 2015; Pouget; Mather, 2001).

Embora o ensaio de cromossomos dicéntricos seja amplamente utilizado para
quantificar a exposi¢do a radiagdo, especialmente em casos de exposi¢des recentes, ele
apresenta limitagdes relevantes abrangendo tanto desafios técnicos quanto restrigdes
relacionadas a sua aplicacdo em diferentes contextos (Herate; Sabatier, 2020; Ryan et al.,
2019; Swartz; Williams; Flood, 2014; Vinnikov et al., 2010; Vinnikov; Belyakov, 2022;
Voison, 2015).

Entre os principais requisitos técnicos para processamento de DCA, se destaca a
necessidade de profissionais capacitados para identificacdo de cromossomos dicéntricos, além
do tempo significativo exigido para a analise microscopica. Adicionalmente, o processo
demanda um periodo consideravel para garantir um nimero adequado de metafases elegiveis
para andlise (Herate e Sabatier, 2020; Ryan et al., 2019).

No que se refere a aplicabilidade, a aplicabilidade do DCA dependera de cenarios de
exposicao que envolvem reconhecimento tardio, irradiagdo prolongada ou fracionada, bem
como em situagdes de extremos de dose, os quais podem comprometer a precisao dos
resultados obtidos (Vinnikov et al., 2010).

No entanto, apesar dessas limitagcdes, 0 DCA continua sendo o método mais confidvel
devido a sua especificidade para radiagdes ionizantes, uma caracteristica que outros
biomarcadores ndo conseguem replicar com a mesma eficacia. Nesse contexto, diversas
pesquisas t€m se concentrado na otimizagdo de parametros metodoldgicos, como a cultura
celular, visando melhorar o rendimento e minimizar as limitagdes associadas as aberragdes
instaveis. Testes com culturas prolongadas, com tempos de 50, 52, 56, 72 e até 96 horas, t€ém
mostrado resultados promissores, permitindo contornar os atrasos mitoticos e oferecer mais
tempo para o reparo celular (Chen et al., 2011; Ferreira-Lucena et al., 2024; Roy et al., 2012;
Swartz; Williams; Flood, 2014; Vinnikov; Maznyk, 2013; Yao et al., 2010).

Dentre essas estratégias de prolongamento, contudo, surgiram desafios especificos
relacionados ao bloqueador mitotico utilizado. Em especial, a obtencdo insuficiente de
metafases ao empregar colchicina pelo método convencional evidenciou uma limitagdo
significativa. Por outro lado, a extensdo do tempo de cultura aliada ao uso de uma
concentragdo menor de Colcemid (0,01 pg/mL) apresentou resultados mais satisfatorios. No
entanto, essa abordagem também trouxe implicacdes, como o aumento na frequéncia de
metafases em divisdes posteriores a primeira, o que pode comprometer a precisao da analise

(Ferreira-Lucena et al., 2024; Yao et al., 2010).
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Estudos indicam que a exposi¢do das células a agentes como o Colcemid,
recomendado pelo manual da IAEA, influencia no rendimento das metafases e na qualidade
das analises citogenéticas. Logo, compreender os efeitos desse bloqueador, suas limitacdes e
as possibilidades de otimizagdo sdo fundamentais para aprimorar a eficiéncia ¢ a
confiabilidade do ensaio de cromossomos dicéntricos em diferentes condi¢des experimentais

(Arsham; Barch; Lawce, 2017; Fernandes; Lloyd; Amaral, 2008; Guerra; Souza, 2002).

3.3.1.1 Bloqueador Mitotico no Ensaio DCA

Os bloqueadores mitéticos sao amplamente utilizados para induzir a parada do ciclo
celular durante a metafase, fase em que os cromossomos apresentam maior grau de
condensacdo e espalhamento, permitindo sua visualizacdo detalhada. Esse aspecto ¢
especialmente relevante em estudos citogenéticos, nos quais permite a identificacdo de
alteracdes cromossdmicas e a elaboracdo de diagnosticos, como no ensaio de cromossomos
dicéntricos. Esses compostos desempenham seu papel ao interagir diretamente com os
microtibulos, estruturas essenciais para a divisao celular (Guerra; Souza, 2002; Jordan, 2002).

Os microtubulos sdo estruturas dindmicas formadas por dimeros de tubulina alfa e
beta, cuja estabilidade ¢ modulada pelos compostos antimitoticos. A dindmica de
polimerizacao e despolimeriza¢do dos microtiibulos ocorrem de maneira polarizada: enquanto
a extremidade positiva, rica em tubulina beta, apresenta crescimento e encolhimento rapidos,
a extremidade negativa, dominada por tubulina alfa, ¢ mais estadvel. Essas propriedades
tornam os microtiibulos essenciais para a separacdo das cromatides-irmas durante a anafase e
os tornam alvos primdrios de compostos que bloqueiam a mitose (Alberts et al., 2017,
Akhmanova; Steinmetz, 2015; Walczak; Cai; Khodjakov, 2010).

Com base nesse principio, os bloqueadores mitoticos sao classificados conforme seu
mecanismo de agdo. Alguns compostos, como o paclitaxel, atuam estabilizando os
microtubulos ao se ligar a PB-tubulina de microtibulos ja formados, impedindo sua
despolimerizagdo. Outros, como a Velban, a Colchicina e o Colcemid, inibem a
polimerizacao, desestabilizando os microtubulos ao se associar as tubulinas livres e bloquear a
adicao de novos dimeros de tubulina (Florian; Mitchison, 2016; Jordan, 2002).

Dentre os bloqueadores mitdticos, a Colchicina e o Colcemid se destacam pela ampla
aplicagdo em estudos citogenéticos. A Colchicina, principal alcaloide do Colchicum
autumnale, ¢ utilizada como medicamento anti-inflamatorio no tratamento e prevencao de

crises agudas de gota, além de outras indicacdes clinicas. Estudos indicam que os efeitos da
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colchicina dependem das doses administradas: em doses baixas promovem o bloqueio
mitdtico, enquanto em doses elevadas podem causar intoxicagdo e levar a morte celular
(Arsham; Barch; Lawce, 2017; Jordan; Wilson, 2004; Leung; Hui; Kraus, 2015).

Por outro lado, o Colcemid, um analogo estrutural da Colchicina, ¢ amplamente
empregado com o mesmo objetivo em estudos citogenéticos, especialmente no ensaio DCA.
Esse agente possui alta afinidade pela tubulina soluvel, formando complexos que sdo
incorporados as extremidades dos microtubulos em crescimento, interrompendo sua

polimerizacao (Banerjee; Bhattacharyya, 1979; Florian; Mitchison, 2016)

Figura 6 - Radicais das moléculas de Colchicina e Colcemid.
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Fonte: Adaptada de Arsham; Barch; Lawce, 2017.

Como ilustrado na Figura 6, a Colchicina e o Colcemid diferem por apenas um radical
em sua estrutura molecular, embora apresentem diferencas significativas em sua velocidade
de interagdo com a tubulina e na toxicidade. Enquanto a Colchicina forma uma ligagdo
irreversivel com a tubulina, em um processo de interagdo que ocorre de maneira mais lenta
quando comparada ao Colcemid. Esse bloqueador mitdtico, por sua vez, além de interagir
mais rapidamente, apresenta menor toxicidade e maior seguranca nas aplicagdes laboratoriais
(Arsham; Barch; Lawce, 2017; Banerjee; Bhattacharyya, 1979; Florian; Mitchison, 2016).

O uso do Colcemid oferece vantagens em relacdo a colchicina, pois proporciona um
indice mitotico significativamente superior em culturas com tempos de incubagdo entre 48 e
72 horas, o que justifica sua escolha preferencial em andlises citogenéticas (Chen e Zhang,
1992; Kanda ef al., 1994).

Embora o Colcemid seja um insumo essencial em dosimetria citogenética e tenha sido

amplamente utilizado por mais de seis décadas, seu mecanismo de ag¢ao apresenta limitagdes
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consideraveis, especialmente em relagdo a toxicidade e a qualidade das preparacdes
citogenéticas. Evidéncias cientificas indicam que tanto concentragdes elevadas quanto tempos
de exposi¢do prolongados de Colcemid podem levar a condensagdo excessiva dos
cromossomos, prejudicando a qualidade das metafases e comprometendo a integridade celular
(Figura 7) (Al-Ammar; Abdulameer, 2023; Arsham; Barch; Lawce, 2017; Da Matta et al.,
2013; Fernandes; Lloyd; Amaral, 2008; Guerra; Souza, 2002).

Figura 7 - Efeito da concentragdo do Colcemid em exposi¢@o de 30 minutos de amostras coradas por
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A imagem (A) representa cromossomos sem adi¢do de Colcemid, enquanto as imagens (B), (C) e (D)

correspondem as concentragdes de 0,02 pg/mL; 0,05 pug/mL e 0,1 pg/mL, respectivamente.

Fonte: Adaptada de Arsham; Barch; Lawce, 2017.

Considerando esses aspectos, ¢ fundamental investigar a influéncia da concentragdo e
do tempo de adi¢cdo do Colcemid no indice mitotico, assim como na frequéncia e qualidade

das metafases contabilizadas em dosimetria citogenética.
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4 METODOLOGIA

4.1 Perfil da Pesquisa

Nesta pesquisa foram utilizadas amostras de sangue periférico de individuos
saudaveis. Essas amostras foram coletadas em conformidade com o protocolo aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco, conforme parecer n°

6.337.895 (Anexo A).

4.2 Critérios de Inclusdo e Exclusio

Critério de inclusao — Serem individuos saudaveis ndo fumantes.

Critérios de exclusdo — Individuos com historico de exposi¢cdo a radiacdo ionizante,
recente a este estudo, seja através de radioterapia ou exames que utilizam da mesma;
Individuos com alteragdes no hemograma, como na contagem dos componentes sanguineos

(linfocitos e plaquetas).

4.3 Etapa de Processamento das Amostras

A Figura 8, a seguir apresenta, de forma esquemadtica, as etapas metodologicas
empregadas no estudo, desde a coleta de sangue periférico, irradiacdo das amostras e cultivo
celular, até a fixacdo, coloracdo e analise microscopica das laminas. Vale ressaltar as etapas
criticas do experimento, como a concentracdo do Colcemid e sua adi¢do em diferentes

intervalos de tempo.



Figura 8 - Fluxograma do protocolo experimental.
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4.3.1 Coleta de Amostras de Sangue Periférico

Apods concordancia e assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
foram coletadas amostras (9 mL) de sangue periférico de cada um dos 2 (dois) individuos

voluntarios, A e B.

4.3.2 Irradiagdo das amostras

As aliquotas de sangue foram divididas em amostras controle ndo irradiadas (NIR) e
amostras irradiadas com 6 Gy. A irradiagdo foi realizada através do irradiador Gammacell
com fonte de “Co, operando a uma taxa de dose média de 1,0335 kGy/h para o conjunto de
amostras, do voluntario A e B. O equipamento utilizado pertence ao Departamento de Energia
Nuclear da Universidade Federal de Pernambuco. Imediatamente apds a irradiagdo, as
amostras foram mantidas em banho-maria a 37°C durante 2 h para promover o reparo inicial

do DNA.

4.3.3 Cultura de Linfocitos

Para cada amostra de sangue periférico, os linfécitos foram cultivados em meio de
cultura RPMI 1640, suplementado com 20% de soro fetal bovino, 2% de fitohemaglutinina e
BrdU (30 uM), conforme a metodologia recomendada pela Agéncia Internacional de Energia
Atomica (IAEA, 2011). O material foi mantido em incubadora a 37°C e 5% CO, por um
tempo prolongado de 72 h. Ao término da cultura, as células foram fixadas em solucdo de
metanol e &cido acético. Apods sucessivas lavagens com o fixador, o material foi aliquotado

em laminas e corado pela técnica Fluorescence plus Giemsa (FPG) (IAEA, 2011).

4.3.3.1 Colcemid: Concentragdo e Tempo de Adig¢ao

Foram realizados dois experimentos para avaliar a influéncia do Colcemid, utilizando
duas concentracdes distintas: 0,05 pg/mL e 0,10 ug/mL. As concentragdes foram alcancadas

pela adig@o de 25 puL e 50 pL de solugdo de Colcemid, respectivamente.
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- Experimento 1 (Voluntario A):

e As amostras do voluntario A foram cultivadas e tratadas com Colcemid nas
concentragdes de 0,05 pg/mL e 0,10 pug/mL, adicionado no inicio da cultura (T = 0 h);

® ApoOs a sua realizagdo, o desenho experimental foi ampliado para avaliar a influéncia
do tempo de adi¢ao do Colcemid na metodologia, se fazendo necessaria a realizacao

do Experimento 2.

- Experimento 2 (Voluntario B):

e Para este experimento, foram utilizadas as amostras do voluntario B, com as mesmas
concentracdes de Colcemid do voluntério A (0,05 pg/mL e 0,10 pg/mL);
e A adicdo do Colcemid foi testada em dois momentos distintos: 24 horas e 45 horas

apods o inicio da cultura.

Em ambos os experimentos, as concentragdes de Colcemid foram mantidas constantes
durante as diferentes condi¢des de tempo de adi¢cdo, e as amostras foram monitoradas para

avaliar os efeitos sobre o Indice Mitoético e a Frequéncia de metafases em primeira divisao.

4.4 Avaliagio de Indice Mitético e Frequéncia de Metéfases em Primeira Divisdo

Utilizando microscopia Optica convencional no Laboratério de Modelagem e
Biodosimetria Aplicada (LAMBDA-UFPE), as amostras foram analisadas e as metafases das
células linfocitarias quantificadas, de acordo com os critérios de pontuagao estabelecidos pela
IAEA (2011). Conforme ilustrado na Figura 9, cada lamina foi subdividida em quatro areas,
com base na régua do microscépio, visando cobrir uma maior extensdo da lamina e garantir a
homogeneidade da andlise. Em cada area, foram contabilizadas 250 células, totalizando 1.000

células por lamina.
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Figura 9 - Ilustrag@o do procedimento de analise da lamina em microscépio optico.
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A imagem (A) apresenta o método convencional de analise, enquanto a imagem (B) demonstra o procedimento
especifico adotado neste estudo.

Fonte: Autora.

O indice mitotico (IM) foi calculado pela relacdo entre o nimero total de metafases e o
total de células analisadas (Equac¢ao 1, vide pag. 28). Por outro lado, a frequéncia de
metafases em primeira divisdo (FM1) foi determinada pela razdo entre o nimero total de
metafases em primeira divisdo e o total de metafases observadas (Equacao 2, vide pag. 28).

Os procedimentos adotados em cada experimento para a analise do IM e da FM1 estao

descritos a seguir:

Experimento 1: Foram utilizadas 1aminas replicadas seis vezes para cada condicao

experimental, as quais incluiram:

e Amostra Controle com concentragao de 0,05 pg/mL de Colcemid;
e Amostra Controle com concentragdo de 0,10 ug/mL de Colcemid;
e Amostra irradiada (6 Gy) com concentragao de 0,05 pg/mL de Colcemid,

e Amostra irradiada (6 Gy) com concentragao de 0,10 pg/mL de Colcemid;
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Assim, o IM e a FM1 foram analisados em func¢do da irradia¢do (Controle e 6 Gy) e da

concentragdo de Colcemid (0,05 pg/mL e 0,10 pg/mL).

- Experimento 2: As analises foram realizadas em triplicata para cada condigao

experimental, que contemplaram:

e Amostra Controle com concentracdo de 0,05 pg/mL de Colcemid, com adigdo do
Colcemid 24h ap6s o inicio da cultura;
e Amostra Controle com concentracdo de 0,05 pg/mL de Colcemid, com adigdo do
Colcemid 45h apos o inicio da cultura;
e Amostra Controle com concentracdo de 0,10 pg/mL de Colcemid, com adi¢do do
Colcemid 24h apos o inicio da cultura;
e Amostra Controle com concentracdo de 0,10 pg/mL de Colcemid, com adi¢do do
Colcemid 45h apos o inicio da cultura;
e Amostra irradiada (6 Gy) com concentragdo de 0,05 pg/mL de Colcemid, com adigdo
do Colcemid 24h apds o inicio da cultura;
e Amostra irradiada (6 Gy) com concentragao de 0,05 pg/mL de Colcemid, com adigao
do Colcemid 45h apds o inicio da cultura;
e Amostra irradiada (6 Gy) com concentragdo de 0,10 pg/mL de Colcemid, com adigao
do Colcemid 24h apo6s o inicio da cultura;
e Amostra irradiada (6 Gy) com concentra¢do de 0,10 ug/mL de Colcemid, com adicao
do Colcemid 45h apds o inicio da cultura.
Com isso, o IM e a FM1 foram analisados em funcdo da irradia¢do (Controle e 6 Gy),
da concentragdo de Colcemid (0,05 pg/mL e 0,10 pg/mL) e do tempo de adigdo do Colcemid
(24h e 45h).

4.5 Qualidade das Metafases

As metafases foram classificadas em duas categorias: “contracdo satisfatoria”, com
centrOmeros visiveis, cromossomos alongados, cromatides unidas e condensadas; e,
“contragdo ndo satisfatoria" com a presenca de cromossomos excessivamente contraidos, com
formato circular, impossibilitando a visualizagdo das cromatides e dos centromeros.

A partir da classificagdo das metafases, foi determinada a frequéncia de metafases com

“contracdo satisfatéria”, uma vez que estas permitem uma analise mais confiavel,
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especialmente dos cromossomos dicéntricos. A frequéncia dessas metdfases com contracao
satisfatoria (FMCS) foi calculada pela razdo entre o total dessas metafases e o total de

metafases em primeira divisao (Equacio 3).

Total de metafases com contracio satisfatoria
FMCS = ! £ ! (3)

Total de metafases em primeira divisio

4.6 Analise estatistica dos resultados

Para a analise dos resultados, o nimero de metafases foi adotado como o tamanho
amostral (N). Primeiramente, foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para a
comparac¢do entre duas amostras independentes, aplicou-se o teste t de Student nos casos em
que os dados apresentaram distribuicdo normal; para os dados que ndo atenderam ao
pressuposto de normalidade, utilizou-se o teste de Mann-Whitney. Adicionalmente, o teste de
Levene foi realizado para verificar a homogeneidade das variancias. Para a comparagado entre
tr€s ou mais amostras independentes, empregou-se a analise de variancia (ANOVA) nos casos
em que os dados seguiram a normalidade, enquanto que o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado
para dados que nao atenderam a essa premissa.

A Figura 10, a seguir, apresenta um modelo esquematico dos testes estatisticos

selecionados para este estudo.



41

Figura 10 - Fluxograma dos testes estatisticos selecionados para o estudo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagdo das concentragdes de Colcemid e Tempos de Adi¢ao do Colcemid

5.1.1 Dose versus indice Mitotico

A realizagdo de dois experimentos distintos possibilitou uma perspectiva ampliada na
investigacdo do impacto do Colcemid na metodologia empregada. Embora conduzidos com
amostras independentes, os achados demonstram uma convergéncia significativa, indicando
que os resultados de ambos 0s experimentos ndo apenas corroboram entre si, mas também se
complementam.

No Experimento 1 (E1), as médias e os desvios padrio do Indice Mitético (IM) em
funcdo da dose de irradiagdo e das concentragcdes de Colcemid estdo apresentados na Tabela
1. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk, também mostrado na Tabela 1, indicou que os
dados seguem uma distribui¢do normal, com p-valores superiores a 0,05 para as amostras

Controle e irradiadas, nas concentragdes de 0,05 ¢ 0,10 pg/mL de Colcemid.

Tabela 1 - Médias e desvios padrio do Indice Mitético (IM) para diferentes concentragdes de Colcemid e doses
de irradia¢@o no Experimento 1, com os resultados do teste de normalidade de Shapiro-Wilk indicados.

Irradiacio Concentracio (ug/mL) Média = D.P (%) Shapiro-Wilk

(p-valor)
0,05 145+1,8 0,432
Controle
0,10 19,6 £ 4,03 0,284"™
0,05 8,98+ 1,8 0,328™
6 Gy
0,10 6,8 1,7 0,578™

[s] significativo para a < 0,05 ; [ns] ndo significativo para a > 0,05

Fonte: Autora.

No entanto, ao analisar a relagdo entre a dose de irradiacdo e o IM para a concentragdo
de 0,10 ug/mL, o teste de Levene revelou a auséncia de homogeneidade das variancias,
exigindo a aplicacdo do teste de Welch. Esse efeito pode estar associado a um aumento
aleatorio na quantidade de metéafases observadas em duas das seis laminas das amostras de

Controle analisadas. Para as demais condigdes experimentais, o teste t de Student foi
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empregado. Em ambos os testes, o valor de p foi 0,001 (p < 0,05), indicando diferenga
estatisticamente significativa no IM entre Controle e 6 Gy para ambas as concentragdes de
Colcemid.

A partir desses resultados, a analise das médias do IM revela que as amostras Controle
apresentaram valores superiores em comparagdo as amostras irradiadas. Nessas amostras
irradiadas, a partir da diferenca relativa foi observada uma redug¢dao do IM de 38,07% na
concentracdo de 0,05 pg/mL e de 65,31% na concentragdo de 0,10 pg/mL, tomando como
referéncia o IM inicial das amostras Controle.

No Experimento 2 (E2), foram avaliadas as mesmas concentragdes de Colcemid (0,05
e 0,10 pg/mL), porém adicionadas em tempos distintos (24h e 45h apds o inicio da cultura). O
Indice Mitético (IM) foi submetido ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos
dados, revelando que a amostra irradiada com Colcemid a 0,05 ug/mL, adicionado em 45h,
ndo seguiu uma distribui¢do normal.

Diante da falta de normalidade em algumas amostras e da inclusdo do tempo de adi¢do
como variavel adicional no E2, optou-se pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para
comparar trés fatores experimentais: dose de irradiacdo, concentracao de Colcemid e tempo
de adicdo. Os resultados ndo indicaram diferengas estatisticamente significativas no IM em
relacdo as concentragdes de Colcemid ou aos tempos de adicdo testados. Essa auséncia de
significancia pode estar associada ao numero reduzido de amostras e a proximidade entre os
tempos de adicdo (24h e 45h), possivelmente limitando a deteccdo de variagdes reais.

No entanto, ao comparar as doses testadas (Controle e 6 Gy), observou-se uma
diferenga estatisticamente significativa (p = 0,001), indicando uma redugao expressiva no IM
das amostras irradiadas. A estatistica descritiva (Tabela 2) confirma esse efeito, mostrando
que o maior IM registrado na amostra Controle foi de 13,5%, enquanto na amostra irradiada

com 6 Gy o valor maximo foi de 6%, evidenciando uma redugdo superior a 50%.
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Tabela 2 - Estatisticas descritivas da frequéncia de metafases (percentis 25°, 50° e 75°) do Experimento 2 em
fun¢ao das diferentes concentragdes de Colcemid, tempos de adigdo e doses de irradiagdo, com resultados do
teste de normalidade de Shapiro-Wilk indicados.

S Tempo de  Concentracio 25th 50th 75th Shapiro-Wilk
Irradia¢io . ; . . -val
Adicao (h) (ng/mL) Percentil Mediana Percentil (p-valor)

0,05 12,3% 13,5% 13,7% 0,253
24

0,10 8,50% 9,2% 10,25% 0,780™

Controle

0,05 10,05% 10,1% 11,55% 0,056™
45

0,10 7,80% 8,2% 8,60% 1,000™

0,05 4,90% 6,0% 6,45% 0,546™
24

0,10 2,55% 2,6% 2,95% 0,220™

6 Gy

0,05 3,05% 3,2% 3,20% 0,001°
45

0,10 2,95% 4,0% 4,05% 0,077

[s] significativo para a < 0,05 ; [ns] ndo significativo para a > 0,05

Fonte: Autora.

Assim como observado no EI, no qual as médias do IM indicaram a redugdo do
percentual celular nas amostras irradiadas, no E2, a andlise das medianas reforcam essa
tendéncia. Dessa forma, a analise integrada dos Experimentos 1 e 2, considerando o Indice
Mitotico em fungdo da dose, sugere que ambos refletem de maneira consistente os efeitos
esperados da radiagdo sobre as células, indicando a relagdo entre a exposicao a radiacdo e a
diminuicao do indice mitético.

A reducdo da proliferagdo celular em amostras irradiadas pode estar associada a
ativacdo de mecanismos de resposta ao dano no DNA durante os checkpoints do ciclo celular.
Nesse contexto, as células podem interromper temporariamente o ciclo para reparo, retomar a
divisdo apos a correcao das lesdes ou, em caso de danos irreparaveis, sofrer apoptose. Em
doses elevadas, o aumento da apoptose e o prolongamento do atraso mitético reduzem o
nimero de metafases observadas, pois muitas células ndo chegam a completar a mitose
(Deckbar; Jeggo; Lobrich, 2011; Li; Story; Legerski, 2001; Mavragani et al., 2019;
Pujol-Canadell et al., 2020).

Apesar da reducao no Indice Mitético observada no Experimento 1, na amostra de
6Gy, nao compromete a eficacia do protocolo adotado. Os valores obtidos (9% para 0,05

pg/mL e 7% para 0,10 pg/mL de Colcemid) sdo superiores aos relatados, por exemplo, por
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Ferreira-Lucena et al. (2024). Esses autores, ao utilizar 0,01 pg/mL de Colcemid sob as
mesmas condi¢des de irradia¢do, cultura, concentracdo e tempo de adicdo do Colcemid,
observaram indices ainda menores (5-6%). Da mesma forma, os valores de IM do
Experimento 2 variaram entre 3—6%, embora, nesse caso, 0 Colcemid tenha sido adicionado
em 24 h e 45 h. Esses resultados indicam que a metodologia empregada no E1 favoreceu uma
maior atividade proliferativa das células, mesmo sob altas doses de radiagcdo, demonstrando a

eficacia do protocolo utilizado.

5.1.2 Concentracdes versus Indice Mitotico

Neste tdpico, serdo apresentados e discutidos os resultados do El, visto que no E2,
como mencionado no topico anterior, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre as concentracdes testadas. Ao relacionar o IM do E1 com as concentragdes
de Colcemid (0,05 e 0,10 ug/mL) nas diferentes condi¢des de irradiacdo (Controle e 6 Gy),
observou-se normalidade em todos os dados, conforme mostrado na Tabela 1.

No entanto, nas amostras Controle, foram detectadas falta de homogeneidade das
variancias, possivelmente devido ao mesmo resultado apresentado na quantidade das
metafases observadas, ja que o aumento aleatorio ocorreu em duas ldminas de Controle, na
concentragdo de 0,10 pug/mL. Para essas condi¢des, foi necessario utilizar o teste de Welch,
enquanto as demais foram analisadas com o teste t de Student. Os resultados (t de Welch =
0,025; t de Student = 0,049; p < 0,05) indicaram diferengas estatisticamente significativas
entre as concentragdes nas duas amostras testadas (Controle e 6 Gy).

Com base nesses resultados, pode-se afirmar que, nas amostras Controle, a
concentracao de 0,10 ug/mL resultou no maior IM (19,6%), superior ao observado com 0,05
pg/mL (14,5%). Em contraste, na dose de 6 Gy, a tendéncia se inverteu, com a menor
concentragdo (0,05 pg/mL) apresentando um IM mais alto (8,98%) em comparagdo a maior
concentracao (6,8%).

Esses resultados confirmam que a exposi¢do as radiagdes ionizantes desencadeia
diversas alteracdes celulares, cuja intensidade varia de acordo com a dose aplicada e as
condi¢des experimentais. Em doses elevadas, por exemplo, ¢ comum a ocorréncia de um
atraso significativo no ciclo celular e linfopenia, ambos resultantes dos danos severos
induzidos pela irradiagdo. Tais lesdes graves frequentemente levam a morte celular, reduzindo

sua viabilidade, comprometendo o seu cultivo e dificultando sua analise citogenética. Além
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disso, esses efeitos podem interferir substancialmente nas fases subsequentes da divisdo
celular (Duthoo, Vral & Baeyens, 2022; Elgazzar & Kazem, 2014).

Diante disso, a dose elevada de radiagdo foi aplicada neste estudo com o objetivo de
ampliar a margem entre as doses e possibilitar uma observagao mais detalhada dos efeitos da
radiacdo em combinacdo com o Colcemid, levando em consideragdo que este agente também
pode ser toxico para as células, dependendo das condi¢des de exposicao.

Essa abordagem ¢ respaldada por estudos como o de Da Matta e colaboradores (2013),
que evidenciam que tanto a concentracdo quanto o momento de adicdo do Colcemid sdo
fatores cruciais para o rendimento das metéfases, mesmo sob as condi¢des recomendadas pelo
manual da TAEA (2011). Além disso, o tempo de exposicdo ao Colcemid também
desempenha um papel fundamental na qualidade das metafases, pois, segundo Rieder e
Palazzo (1992), periodos prolongados podem induzir uma condensacdo excessiva dos
cromossomos, comprometendo seu comprimento normal. Esses achados enfatizam a
necessidade de um ajuste preciso das condi¢des de uso do Colcemid, visando otimizar as
andlises citogenéticas e garantir resultados confiaveis.

Nesse contexto, os efeitos combinados do Colcemid e dos danos induzidos pela
radiacdo podem potencializar a reducao da capacidade de proliferagdo celular e aumentar a
suscetibilidade ao estresse celular, destacando a importancia de um controle rigoroso dessas
varidveis experimentais. Assim, o uso de uma concentragdo reduzida de Colcemid atua de
modo a minimizar esses efeitos adversos, permitindo uma contagem de metafases mais
representativa das condigdes da cultura apds a irradiagdo, como evidenciado pelos resultados
do E1 (Fernandes; Lloyd; Amaral, 2008; Kanda et al., 1994).

Por outro lado, nas amostras ndo expostas a radiacdo ionizante (Controle), onde os
danos causados pela radiacao estdo ausentes, a maior concentra¢ao de Colcemid (0,10 pg/mL)
mostrou-se mais vantajosa. Nessa situagdo, o Colcemid ¢ o Unico fator influente sobre as
células, e sua concentracdo elevada potencializa o aprisionamento de metafases, resultando

em um IM elevado nessas amostras.

5.1.3 Dose versus Frequéncia de Metafases em Primeira Divisao

Nesta andlise, foram considerados os resultados estatisticos dos Experimentos 1 e 2,

permitindo identificar divergéncias importantes associadas as condigdes experimentais. A

comparagao entre esses experimentos possibilitou uma avaliagdo mais detalhada do efeito do
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Colcemid sobre a frequéncia de metafases em primeira divisdo (FM1), considerando tanto a
dose de irradiagdo quanto o tempo de adi¢do da substancia.

As médias e medianas da frequéncia de metafases na primeira divisdo (FM1)
permaneceram acima de 90% em todas as condig¢des testadas, indicando consisténcia dos
resultados, independentemente da dose de irradiacdo (Tabela 3). A normalidade dos dados foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, revelando que, na concentracdo de 0,10 pg/mL, os dados
ndo seguiram uma distribuicdo normal em ambas as doses. No entanto, para 0,05 pg/mL, a
normalidade foi confirmada.

Tabela 3 - Médias, desvios padrao e percentis (25°, 50° e 75°) da frequéncia de metafases em primeira divisao

em fun¢do das concentragdes de Colcemid e doses de irradiagdo no Experimento 1, com resultados do teste de
normalidade de Shapiro-Wilk indicados.

Irradiacio Concentracio  Média+ D.P 25th 50th 75th Shapiro-Wilk
¢ (ng/mL) (%) Percentil Mediana Percentil (p-valor)
0,05 95+ 1,7 94% 95% 96% 0,252™
Controle
0,10 9 +1,2 99% 100% 100% 0,003°
0,05 93,8 +2,04 92% 94% 96% 0,393
6 Gy
0,10 99,7 + 0,82 100% 100% 100% 0,001°

[s] significativo para a < 0,05 ; [ns] ndo significativo para a > 0,05

Fonte: Autora.

Com base nesses pressupostos, os testes t de Student e Mann-Whitney foram aplicados
para comparar as doses. Os resultados (t de Student = 0,304; U de Mann-Whitney = 0,599; p
> 0,05) indicaram que ndo houve diferenca estatisticamente significativa na FM1 entre as
doses de irradiacao.

Para o Experimento 2, os resultados do teste de Shapiro-Wilk considerando a varidvel
FM1, indicaram que duas condi¢cdes ndo apresentaram distribuicdo normal: as amostras
irradiadas e tratadas com Colcemid nas concentragdes de 0,05 pg/mL (adicionado em 24h) e
0,10 pg/mL (adicionado em 45h) (Tabela 4). Dessa forma, com base nesses resultados,
considerou-se que os dados apresentam uma distribui¢do ndo normal.

Diante disso, aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para avaliar os
efeitos das varidveis experimentais (irradiagdo, concentracdo e tempo de adigdo) sobre a

frequéncia de metafases na primeira divisdo. Os resultados revelaram uma diferenca
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estatisticamente significativa entre as amostras irradiadas e ndo irradiadas (p = 0,001),
confirmando a leve reducdo na frequéncia de metafases observada na estatistica descritiva,
conforme indicado pelas medianas da Tabela 4, que mostram uma diminui¢cao nas amostras

de Controle em comparagao com as de 6 Gy.

Tabela 4 - Percentis (25°, 50° ¢ 75°) da frequéncia de metafases em primeira ¢ segunda divisdo (M1 e M2) em
fun¢do das concentra¢des de Colcemid, tempos de adi¢do e doses de irradiagdo no Experimento 2, com
resultados do teste de normalidade de Shapiro-Wilk indicados.

M1 M2
Irradiacio Tempo de  Concentracio Shapiro-Wilk
¢ Adigéo (h) (ng/mL) 25th 50th 75th 50th (p-valor)
Percentil Mediana  Percentil Mediana
0,05 64,5% 65% 68% 35% 0,253
24
0,10 87,5% 88% 88,5% 12% 1,000™
Controle
0,05 81% 82% 83,5% 18% 0,780
45
0,10 74% 76% 79,5% 24% 0,702"
0,05 86% 90% 90,0% 10% 0,001°
24
0,10 85% 88% 92,0% 12% 0,843
6 Gy
0,05 87% 88% 92,5% 12% 0,328"
45
0,10 80,5% 93% 93,0% 7% 0,001°

[s] significativo para « < 0,05 ; [ns] ndo significativo para a > 0,05

Fonte: Autora.

No Experimento 2, a adi¢do do Colcemid (24h e 45h) resultou em uma redugdo
significativa na FM1, especialmente nas amostras Controle, sugerindo que, no momento da
adicao, muitas cé€lulas ja haviam progredido para divisdes avancadas. Esse efeito estd
relacionado as culturas prolongadas, nas quais a progressao do ciclo celular ¢ mais evidente
tanto em células normais quanto naquelas irradiadas com baixas doses.

A interpretagdo desses resultados exige a considera¢do dos mecanismos celulares
envolvidos na resposta a radiacdo e na progressao do ciclo celular. Nos linfocitos, ha um
intervalo especifico para o inicio do ciclo, e, dependendo da gravidade dos danos, o atraso na
progressao tende a ser menor, especialmente em comparagao com danos de maior severidade.

Assim, a menor frequéncia de metafases em primeira divisdo em culturas prolongadas pode
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estar relacionada a auséncia de danos significativos ou a rapida resolucdo de lesdes brandas,
reduzindo a necessidade de atrasos no ciclo celular (Duthoo; Vral; Baeyens, 2022).

Nesse contexto, ao comparar a FM1 de amostras irradiadas com diferentes doses em
culturas prolongadas, observa-se que aquelas expostas a doses mais altas tendem a apresentar
uma maior frequéncia de células em primeira divisdo. Isso reflete o impacto dos danos
induzidos pela radiacdo, que retardam a progressdo do ciclo celular e aumentam o tempo
necessario para a recuperacgao antes que as c€lulas possam completar a divisao (Chao e outros,
2017; Duthoo; Vral; Baeyens, 2022; Purrott et al., 1980; Wei et al., 2017).

Embora os experimentos 1 e 2 tenham sido conduzidos com amostras independentes,
ambos utilizaram as mesmas concentragdes de Colcemid, diferenciando-se apenas pelo
momento de sua adigcdo. Dessa forma, a diferenca nos resultados sugere que o tempo de
adicao do Colcemid foi o principal fator responsavel pelas variagdes observadas. No El, as
condi¢des experimentais resultaram em valores significativamente mais altos do que o
esperado para as células da amostra Controle, que, comumente, apresentam uma redu¢ao na
FM1 devido a progressao do ciclo celular. Esse resultado indica que a adi¢gdo do Colcemid no
inicio da cultura garantiu sua disponibilidade em quantidade suficiente para capturar as
células em metafase, contrastando com a tendéncia observada no E2.

Essa diferenca fica ainda mais evidente pelo fato de que, no Experimento 1, mesmo
com uma menor concentracdo de Colcemid (0,05 pg/mL) adicionada no tempo Oh,
alcancou-se uma FM1 minima na amostra Controle de 95%. Em contraste, nas condigdes de
adicao em 24h e 45h, a mediana foi de 65% e 82%, respectivamente, ¢ nao ultrapassou 88%,
mesmo na concentragao mais alta.

Ademais, o protocolo experimental utilizado no Experimento 1 demonstrou eficacia
também para as amostras irradiadas, pois a disponibilidade de Colcemid foi suficiente para
garantir o aprisionamento das células M1, mesmo ap6s o periodo de recuperacdo celular,
prevenindo sua progressao para divisdes subsequentes. Isso se evidencia pelas médias de 94%
e 100% de metafases em primeira divisdo encontradas nas amostras irradiadas nas duas
concentragoes testadas. Esses achados reforcam tanto a eficiéncia do protocolo do E1 quanto

o papel essencial do Colcemid na dinamica celular sob diferentes condigdes experimentais.

5.1.4 Concentragdes versus Frequéncia de Metafases em Primeira Divisao

Os dados estatisticos obtidos a partir do Experimento 2 nao mostraram diferencas

significativas entre as concentragdes testadas, segundo o teste de Kruskal-Wallis (Tabela 13).
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Neste contexto, serdo apresentados os resultados estatisticos do Experimento 1, e a discussao
incluird consideragdes entre os dados dos Experimentos 1 e 2.

Nos resultados estatisticos do Experimento 1, foi inicialmente considerada a
frequéncia de metafases em primeira divisdo em relagdao as concentracdes testadas. O p-valor
do teste de Shapiro-Wilk indicou auséncia de distribuicdo normal para a amostra Controle na
concentracdo de 0,10 pg/mL (p = 0,003) e para a amostra exposta a 6 Gy na mesma
concentracdo (p = 0,001) (Tabela 3, vide pag. 48). Como uma das amostras ndo atendeu ao
critério de normalidade, foi necessario aplicar o teste de Mann-Whitney a todas as amostras
analisadas.

A aplicacdo do teste de Mann-Whitney revelou valores de p inferiores a 0,05
(p-valorconrrore = 0,004; p-valorgrapiapa= 0,007) em ambos os casos, sugerindo diferencas
significativas entre as duas concentragoes, tanto nas amostras Controle quanto nas Irradiadas.
Com base nesses resultados e na comparacdo das medianas obtidas, pode-se inferir que, em
ambas as culturas, a concentragdo de 0,10 pg/mL apresentou melhores resultados, atingindo
100% de M1. No entanto, a concentracao de 0,05 pg/mL também demonstrou boa eficiéncia,
alcangando medianas de 95% no Controle e 94% em 6 Gy.

A frequéncia de metafases em primeira divisdo (FM1) esta diretamente relacionada as
condi¢des de uso do Colcemid, uma vez que sua agdo permite o aprisionamento de metafases.
No entanto, tanto a concentragdo quanto o tempo de exposi¢do influenciam a obtencdo de
valores mais elevados ou reduzidos. Fernandes e colaboradores (2008) ressaltam que, além do
momento de adigdo, ¢ essencial determinar uma faixa de concentracdo que seja
suficientemente baixa para evitar a contragdo cromossdmica, mas alta o bastante para garantir
o acumulo predominante de M1. Dessa forma, uma escolha inadequada pode comprometer a
analise, reduzindo a precisdo dos resultados.

Esse efeito ¢ evidenciado pelo estudo de Heimers et al. (2005), que, ao utilizar uma
concentracdo mais elevada de Colcemid (0,33 pg/mL) com exposi¢ao limitada a 3 horas em
uma cultura de 72 horas, obteve apenas 54% de M1. Da mesma forma, Ferreira-Lucena e
colaboradores (2024), apesar de empregarem uma concentracdo menor de Colcemid (0,01
pug/mL), adicionado no inicio da cultura, observaram uma baixa frequéncia de metafases em
primeira divisdo (81,5% e 43,6%). Em contraste, no Experimento 2, com concentracdes de
0,05 ¢ 0,10 pg/mL e adi¢ao em 24 h e 45 h ap6s o inicio da cultura, a média minima de FM1
foi de 90%, e a mediana ndo ultrapassou 93%, mesmo na concentracdo mais alta (Tabela 4,

vide pag. 53).
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No entanto, esses estudos, assim como o Experimento 2 (E2), contrastam com os
resultados obtidos no Experimento 1. No E1, a combinagdo de concentragdes adequadas (0,05
pg/mL ou 0,10 pg/mL) e tempo de exposi¢cdo prolongado ao Colcemid (T = Oh) resultaram em
indices superiores a 90%, destacando a importancia do equilibrio entre esses dois parametros
para a eficacia do protocolo. Na concentracdo de 0,10 pg/mL, a maior disponibilidade de
moléculas favoreceu a captura quase total das metafases em primeira divisdo. Por outro lado,
a concentragdo de 0,05 pg/mL obteve desempenho semelhante, sugerindo que o tempo
prolongado de exposicdo permitiu que o Colcemid interagisse com as células enquanto
completavam o reparo e avangavam para a metafase.

Além disso, os resultados do E1 indicam a viabilidade do uso da menor concentragao
(0,05 pg/mL) na metodologia aplicada, com potencial para aprimoramento. Essa conclusio
baseia-se nos valores de FM1 obtidos, que, dentro das margens de erro, atendem as diretrizes
estabelecidas pelo manual da IAEA (2011). Essas diretrizes recomendam que a frequéncia de
metafases em segunda divisdo (M2) seja inferior a 5%, o que dispensa a aplica¢@o da técnica
de FPG, simplificando o procedimento e aumentando a eficiéncia da analise.

Por outro lado, no Experimento 2, as medianas observadas revelam uma proporcao
significativamente maior de metafases em segunda divisdo, variando de 35% a 7% (Tabela
4). Embora esses valores sejam relativamente altos, eles ndo comprometem a viabilidade de
uma analise inicial. No entanto, para garantir a precisdao na distingdo das metafases nos
diferentes ciclos celulares, o uso da técnica de FPG torna-se indispensavel para assegurar a
acuracia na estimativa de dose.

Portanto, a comparacdo entre os dois experimentos evidencia que o equilibrio
adequado entre a concentragdo de Colcemid e o tempo de exposi¢do € crucial para otimizar a
eficacia do protocolo. Nesse sentido, o Experimento 1 se destaca por permitir uma analise
mais precisa, uma vez que o baixo percentual de células em M2 — fase em que as aberragdes
cromossOmicas instaveis ja ndo estdo presentes — evita a subestimacdo da dose e dispensa a
técnica de FPG.

A eliminagao da técnica FPG da metodologia representa uma vantagem significativa,
pois esta técnica apresenta limitagdes, como degradacao da amostra, variacdo na intensidade
da coloracdo e reducdo da qualidade da andlise. Dessa forma, a metodologia adotada no
Experimento 1 ndo apenas assegura maior precisdo na estimativa de dose, como também

preserva a qualidade das metafases (Cavanagh et al., 2011; IAEA, 2011; Reonne; 1989).
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5.2 Qualidade das Metéfases tratadas com Colcemid adicionado no tempo Oh

A varredura da lamina permitiu identificar e classificar as metafases em primeira
divisdo com base no grau de contragdo dos cromossomos, categorizando-as como de
contracdo satisfatéria (Figura 11) ou ndo satisfatdria. A contragdo ndo satisfatoria pode
dificultar a visualizagdo dos centromeros e, consequentemente, a identificacdo de
cromossomos dicéntricos (Figura 12). Assim, a andlise permitiu avaliar a influéncia do
Colcemid na metodologia, uma vez que, ao considerar apenas as metafases expostas ao
Colcemid desde o inicio da cultura, seus efeitos toxicos tendem a se intensificar e tornar a

analise mais significativa.
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Figura 11 - Metafases com cromossomos classificados como de ‘contragdo satisfatoria’.
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As setas vermelhas nas imagens acima indicam os centromeros visiveis dos cromossomos. As imagens (A), (B) e (C) correspondem a metéafases obtidas de laminas do grupo
'Controle', enquanto (D), (E) e (F) representam metafases de laminas submetidas a 6 Gy. Todas as amostras foram tratadas com Colcemid na concentragio de 0,05 pg/mL.

Fonte: Autora.
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Figura 12 - Metafases com cromossomos classificados como de ‘contragdo nao satisfatoria’.
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As imagens (A), (B) e (C) correspondem a metafases obtidas de laminas do grupo 'Controle', enquanto (D), (E) e (F) representam metafases de laminas submetidas a 6 Gy.
Todas as amostras foram tratadas com Colcemid na concentracdo de 0,05 pg/mL.

Fonte: Autora.
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Os dados referentes a frequéncia de metafases com contragdo satisfatoria (FMCS)
apresentaram resultados que, conforme indicado pelo teste de Shapiro-Wilk, sugerem uma
distribuicdo normal. As médias obtidas indicaram que, em todas as amostras analisadas, a
FMCS apresentou valores médios da ordem de 60% (Tabela 5). Esses valores sugerem que
aproximadamente 60% das metafases em primeira divisdo estavam em condi¢des adequadas
para analise, o que possibilitou uma contagem precisa dos cromossomos.

Tabela 5 - Médias e desvios padro da frequéncia de metafases com contracdo satisfatoria (FMCS) em fungéo

das diferentes doses de irradiagdo e concentra¢des de Colcemid, com resultados do teste de normalidade de
Shapiro-Wilk indicados.

Média + D.P  Shapiro-Wilk

Irradiacao Concentraciio (ng/mL) (%) (el
0,05 633 +7.4 0,389™
Controle
0,1 66,3+ 8.5 0,126™
0,05 63,1 %68 0,073"
6 Gy
0,1 57,5+7,5 0,625"

[s] significativo para a < 0,05 ; [ns] ndo significativo para a > 0,05

Fonte: Autora.

A partir desses resultados, foi possivel proceder com o teste ANOVA para comparar
os trés fatores — irradiagdo, concentragdo e frequéncia das metafases com contragdao
satisfatoria. No entanto, os resultados ndo indicaram diferencas significativas entre as
diferentes concentracdes e doses de irradiacdo avaliadas (p > 0,05).

A obten¢do de valores tdo proximos ¢ surpreendente, considerando que, para
cromossomos expostos a doses mais elevadas de radiagdo, ¢ esperado que haja uma redugao
na qualidade e resolugdo das metafases, dificultando a obtencdo de metafases com contragdo
satisfatoria. No entanto, na andlise realizada, esse fator parece ndo ter exercido influéncia
significativa (Fernandes; Lloyd; Amaral, 2008; Ferreira-Lucena ef al., 2024).

Além disso, embora tenha sido observada uma leve reducdo na frequéncia de
metafases com contracgdo satisfatoria na amostra irradiada com a concentragao de 0,10 pg/mL
de Colcemid, o que poderia sugerir que a combinacao dos efeitos da radiacdo e da toxicidade

do Colcemid tenha contribuido para o aumento da propor¢ao de metafases com contragdo nao
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satisfatoria, os resultados do teste ANOVA indicam que essa reducdo nao foi estatisticamente
significativa, ndo evidenciando diferengas entre os grupos avaliados.

Portanto, a partir desses resultados, pode-se demonstrar a viabilidade de aplicar a
menor concentracdo da metodologia empregada (0,05 pg/mL), uma vez que essa condi¢do
também proporcionou resultados satisfatorios na contagem de metafases, além de minimizar
os efeitos toxicos do Colcemid.

Outro ponto relevante que refor¢a os achados deste estudo ¢ a quantidade de
metafases com contracdo satisfatoria contabilizadas. Esses resultados podem ser comparados
ao estudo recente de Ferreira-Lucena et al. (2024), que, sob as mesmas condi¢des de
irradiagdo (6Gy) e cultura prolongada com adi¢do de Colcemid no inicio do cultivo, mas
utilizando uma concentragdo de 0,01 pg/mL, obteve cerca de 34 metafases em primeira
divisdo em uma Unica ladmina. No presente experimento, com uma concentracdo maior de
0,05 pg/mL, foi registrada uma média de 53 metafases em primeira divisdo com contragao
satisfatoria. Esse resultado atende as recomendacdes do manual da TAEA (2011), que sugere
a andlise de 50 células ou 30 dicéntricos para uma triagem inicial em casos de exposi¢ao.
Dessa forma, a quantidade média obtida permite realizar a andlise a partir de uma Unica
lamina, otimizando o processo.

Esses achados indicam que o aumento na concentragao de Colcemid resultou em um
incremento significativo no numero de metafases observadas, sem comprometer sua
qualidade. Além disso, a comparacao sugere que a concentracao de 0,05 pg/mL de Colcemid,
dentro dos parametros analisados, podem ser mais vantajosas para a obten¢ao de metafases
adequadas, reduzindo a necessidade de multiplas laminas e otimizando o processo ao

diminuir o tempo gasto com preparagdo e coloragao.
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6 CONCLUSAO

e A concentragao de 0,05 pg/mL de Colcemid demonstrou ser a mais adequada para as
condi¢des aplicadas neste experimento. Essa concentracdo permitiu alcancar bons
resultados tanto no indice mitoético, especialmente sob exposicdo a altas doses, quanto
na frequéncia de metafases em primeira divisao (FM1), com valores muito proximos
aos obtidos com a maior concentragdo testada (0,1 pg/mL). Contudo, a menor
concentragdo apresenta a vantagem de reduzir os efeitos toxicos associados ao uso do

Colcemid, tornando-a mais segura e eficiente;

e A adi¢cdo do Colcemid no inicio da cultura foi determinante para obter frequéncias de
metafases em primeira divisdo acima de 90%, independentemente da concentracio
utilizada. Essa abordagem elimina a necessidade da técnica de coloragao FPG, ja que
os valores de metafases em segunda divisdo (M2) ficaram consistentemente abaixo do
limite de 5% estabelecido como critério, problema observado em outros tempos de

adicao testados;

e A combinacdo da concentragdo 0,05 pg/mL com a adigdo precoce do Colcemid,
permitiu  superar desafios experimentais importantes, como: (1) o baixo indice
mitotico, observado se utilizada uma concentragdo menor, mesmo que adicionada
precocemente, (2) a redugdo da frequéncia de M1 em amostras nao irradiadas, em
culturas prolongadas, e em amostras irradiadas com doses elevadas. Portanto, essa
metodologia otimizada demonstrou ser eficaz na captura de metafases em primeira
divisdo, além de ser eficiente tanto para amostras irradiadas quanto para nao
irradiadas, podendo ser aplicada para a estimativa de doses desconhecidas de maneira

confiavel;

e A qualidade das metafases pode ser classificada como satisfatoria em ambas as
condi¢des analisadas, uma vez que aproximadamente 60% das metafases na primeira
divisdo apresentaram-se adequadas para analise. Isso se deve a boa condensacio dos
cromossomos, que possibilitou a observagdo clara dos centromeros. Além disso, os
valores médios obtidos indicam a viabilidade da analise a partir de uma tnica lamina,

contribuindo para a otimizagao do processo.
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1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
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