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RESUMO

Em geral, a estimativa de dose de radiacdo em individuos ocupacionalmente expostos &
feita com métodos fisicos. Dentre os métodos bioldgicos para medir a dose de radiagao
a que um individuo foi exposto, estd o citogenético. A frequéncia de aberragdes
cromossOmicas € relacionada com a estimativa de dose absorvida e pode ser realizada
tanto in vitro quanto in vivo. Estudos com medidas diretas nos serem humanos séo
inviaveis e o0 uso de animais também é complicado. Na busca de materiais da biota ndo
humana que fornecam informacdes sobre efeitos da radiagdo no meio ambiente e no ser
humano surge a cebola (Allium cepa). A Allium cepa foi escolhida nesse trabalho pois &
a planta padréao ouro para a determinagéo de potenciais agentes quimicos genotoxicos.
Este trabalho consistiu na irradiacéo de raizes de cebola (Allium cepa) com particulas
de fontes 2°Sr/°%Y com trés diferentes taxas de dose (7,2 mGy.s™, 13,8 mGy.s”', 19,5
mGy.s') e doses absorvidas de 0,72, 2 e 4 Gy. Todas as trés fontes induziram danos nas
células com qualquer uma das doses utilizadas, com surgimento de micronucleos (MN)
em numero maior do que em células nao irradiadas. Taxas de dose diferentes induziram
comportamentos diversos na frequéncia de MN em funcéo da dose absorvida. Amostras
que demonstraram um comportamento inesperado, com diminuicido da frequéncia de MN
com o aumento da dose, tiveram alteragées no indice Mitético (IM). Conclui-se que para
se usar o comportamento da frequéncia de MN nas células a Allium cepa na avaliagao
de dose absorvida, é indispensavel se analisar também o IM para verificar se nao houve
morte celular que ira alterar o comportamento gerando falsas avaliagdes. O aumento da
frequéncia de MN induzidos pela radiagédo juntamente com a analise de IM da indicios de
que a Allium cepa podera ser usada para demonstrar os efeitos causados por diferentes
taxas de dose de radiagao beta, podendo contribuir no entendimento de efeitos biolégicos
induzidos por diferentes taxas de dose, como o que acontece durante o uso da

radioterapia flash.

Palavras- chave: Allium cepa; Biodosimetria; Biota; Micronucleo; Indice Mitético



ABSTRACT

In general, the estimation of radiation dose in occupationally exposed individuals is done
with physical methods. Among the biological methods to measure the radiation dose to
which an individual has been exposed, there is cytogenetics. The frequency of
chromosomal aberrations is related to the estimated absorbed dose and can be performed
both in vitro and in vivo. Studies with direct measurements in humans are unfeasible and
the use of animals is also quite complicated. In the search for materials from non-human
biota that provide information on the effects of radiation on the environment and on
humans, the onion (Allium cepa) appears. Allium cepa was chosen in this work because
it is the gold standard plant for the determination of potential genotoxic chemical agents.
This work consisted of irradiating onion (Allium cepa) roots with B particles from %°Sr/?0Y
sources at three different dose rates (7.2 mGy.s', 13.8 mGy.s!, 19.5 mGy.s™') and
absorbed doses of 0.72, 2, and 4 Gy. All three sources induced cell damage with any of
the doses used, with the appearance of micronuclei (MN) in greater numbers than in non-
irradiated cells. Different dose rates induced different behaviors in MN frequency as a
function of absorbed dose. Samples that showed an unexpected behavior, with a
decrease in the frequency of MN with increasing dose, had changes in the Mitotic Index
(MI). It is concluded that to use the behavior of the MN frequency in Allium cepa cells in
the assessment of absorbed dose, it is essential to also analyze the MI to verify if there
was no cell death that will change the behavior generating false assessments. The
increase in the frequency of radiation-induced MN together with the MI analysis gives
evidence that Allium cepa can be used to demonstrate the effects caused by different dose
rates of beta radiation, which may contribute to the understanding of biological effects
induced by different dose rates, such as what happens during the use of flash
radiotherapy.

Key words: Allium cepa; Biodosimetry,; Biota; Micronuclei; Mitotic Index
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1 INTRODUGCAO

Os organismos vivos s&o continuamente expostos a radiagdes ionizantes, sendo
70% delas de origem natural devido exposi¢cao aos raios césmicos, alimentos, agua, ar e
o préprio corpo humano (UN, 2011). Apesar dos seres humanos receberem doses diarias
de radiagdes naturais em toda sua existéncia, esta cada vez mais crescente a utilizacao
de outras fontes de radiacdo ionizante, sejam elas em tratamentos médicos, para gerar
energia ou em outras aplicagdes industriais. Em geral, a estimativa de dose de radiacéo
em individuos ocupacionalmente expostos (IOE) é feita com métodos fisicos,
principalmente usando dosimetros termoluminescentes (TLD) ou de luminescéncia
opticamente estimulada (OSLD). Além da necessidade de se medir constantemente a
dose recebida pelos IOE para controle e uso seguro dessas fontes, acidentes podem
acontecer e expor pessoas do publico que nao estdo fazendo uso de dosimetros
rotineiros. Assim, nessa dosimetria retrospectiva, métodos bioldgicos também podem ser
utilizados, principalmente naqueles que nao portavam dosimetros fisicos.

A biodosimetria pode ser usada como uma medida da resposta biolégica em
funcdo da dose de radiacdo. Desde a ocorréncia de acidentes nucleares como o de
Fukushima o estudo da biodosimetria foi se tornando cada vez mais importante para se
quantificar possiveis doses de radiacdes, visto que, em grande parte dos casos, as

pessoas atingidas pela radiacdo nem sempre portam um dosimetro fisico.

Quando os organismos vivos sao expostos a um determinado nivel de radiagao
eles podem ter reagdes diversas. A principio, se estivermos tratando de uma radiacao
nao ionizante, sao geralmente consideradas menos danosas embora existam
controvérsias nesta area, e as pesquisas estdo em andamento (BISHT, 2021). Por outro
lado, se for um tipo de radiagao ionizante, teremos os efeitos mais diversos possiveis.
Apesar das radiagdes ionizantes ja serem utilizadas em diversas areas, ainda nao temos
um padréo claro do que ocorre com 0s organismos apds uma exposicdo (RUHM et al.,
2015).
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Dentre os métodos bioldgicos para medir a dose de radiagdo a que um individuo
foi exposto, esta o citogenético. O método citogenético utiliza as aberragdes cromosso-
micas, que séo estruturais instaveis, como dicéntricos e anéis centricos, que sao forma-
das nos linfécitos sanguineos periféricos que foram expostos a radiagéo ionizante. Na
dosimetria citogenética, a frequéncia destas aberragdes é relacionada com a estimativa
de dose absorvida e pode ser realizada tanto in vitro quanto in vivo (LLOYD e PURROT,
1981; LLOYD et al, 1983; RAMALHO et al., 1988, SILVA, 1997, LUDOVICI et al., 2020;
LUDOVICI et al., 2021).

Infelizmente, medidas diretas nos serem humanos s&o bastante complicadas ou
inviaveis. O uso de animais também tem sido cada vez mais inibido. A Agéncia
Internacional de Energia Atdmica, IAEA (acrénimo do inglés, International Atomic Energy
Agency), estda em busca de materiais da biota ndo humana (non-human biota) que
fornegcam informacgdes sobre efeitos da radiagdo no meio ambiente e no ser humano
(IAEA, 1992).

Apesar da existéncia de diversos avangos na ciéncia, o quantitativo de estudos
referentes aos efeitos da radiagdo ionizante no corpo humano é limitado, exatamente
pela dificuldade dos experimentos com pessoas. Em via de regra, os dados disponiveis
sao referentes as estatisticas de acidentes nucleares, que correspondem, na maioria das
vezes, a eventos de exposicoes de grandes doses. Os efeitos de baixas doses séo ainda
muito controversos com escassez de dados (LUDOVICI et al., 2022).

Alteracdes bioldgicas mensuraveis podem ser usadas como bioindicadores em es-
tagios iniciais de uma doenca e poderiam ser usados também para avaliar efeitos de
baixas doses de radiagdo. Biomarcadores citogenéticos, por exemplo, sdo usados na
avaliacdo dos danos as células (GERHARDT, 2002: EL SHAHABY et al., 2003). Ha a
possibilidade de se utilizar plantas para se determinar alteragdes ambientais e fazer pre-
visdes de risco. Podemos usar seus biomarcadores citogenéticos e correlaciona-los a
semelhanga com as respostas das biotas humanas.

Atualmente, a cebola (Allium cepa) é a planta padrao ouro para a determinagao de
potenciais agentes quimicos genotdxicos, sendo utilizada numa triagem rapida de varios
contaminantes ambientais (FISJESJO, 1985; LEME & MARIN-MORALES, 2009). As

raizes dessa planta costumam ser cultivadas sob exposicdo a uma substancia de
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interesse, proporcionando ao pesquisador um modelo in vivo (BOSIO &
LAUGHINGHOUSE 1V, 2012; SOUZA et al., 2017; MANGALAMPALLI et al., 2018).

A biodosimetria, que € um dos fundamentos desse trabalho, consiste no uso de
qualquer alteragao bioldgica identificada em um organismo irradiado que possa ser
suficientemente quantificada para indicar a dose de radiagao recebida pelo mesmo. Ela
se divide em duas grandes areas, a parte geral que esta diretamente ligada as alteragbes
da radiacdo no DNA (acrénimo do inglés para DeoxyriboNucleic Acid) e a citogenética
diretamente relacionada as alteracdes celulares, sendo o foco de estudo desse trabalho
a parte citogenética. Estabelecer um padrao de efeitos de baixas doses de radiacbes é
algo complexo até mesmo em biotas, ja que cada uma tem sua propria
radiossensibilidade que algumas vezes diferem muito do tecido humano. A frequéncia de
micronucleos (MN) € um dos métodos mais utilizados para quantificar células danificadas.
Uma alta frequéncia de micronucleos € uma indicagao preliminar de um fator de risco
(EASTMOND & TUCKER, 1989; IAEA, 2001; IAEA, 2011)

Nesse trabalho optou-se por trabalhar com a biodosimetria utilizando células de
cebola (Allium cepa) como biota vegetal. Para analisar esses efeitos foi a escolhida pelo
fato de ser mais simples e rapida, MN sao faceis de identificar e ndo requerem um
trabalho muito especializado (VAIJAPURKAR et al., 2001) e a Allium cepa ¢ indicador
universal de efeitos de agentes genotdoxicos para o meio ambiente e para a saude
humana com uma resposta de 71,0% a 91,5% concordante com células de mamiferos
(GRANT, 1978; GRANT, 1982; GROVER et al., 1990; LEME, MARIN-MORALES, 2009).
Isso nos proporciona a oportunidade de fazer testagens das mais diversas com efeitos
de radiacdo sem comprometimento ético do uso de biota animal.

Ao longo deste trabalho havera mais seis capitulos, sendo eles citados a seguir,
sequencialmente: O objetivo, o Referencial tedrico contendo a sintese da teoria utilizada
para desenvolver esta pesquisa, a Metodologia utilizada para se extrair os resultados, os
Resultados obtidos, as Conclusbées e, por fim, as Perspectivas que poderdo ser

incorporadas na continuidade deste trabalho.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi determinar a frequéncia de micronucleos em
raizes de cebola (Allium cepa) induzidos por fontes emissoras de radiagao beta (°°Sr+%0Y)
e verificar se ha uma relacao direta entre essa frequéncia e a dose e/ou taxa de dose da

fonte.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Irradiar raizes de Allium cepa com diferentes doses e taxas de dose de uma fonte
de radiacao beta (°°Sr+%Y);

e Contar a frequéncia e verificar possiveis alteragdes no numero de micronucleos
(MN) induzidos nas células de Allium cepa apds exposicdo a radiagao beta
(90Sr+90Y);

e Verificar possiveis alteracdes do indice Mitético (IM) das células de Allium cepa
causados devido exposigdo a radiagdo beta (°Sr+%°Y) e sua influéncia no
comportamento da frequéncia de MN;

e Comparar os dados obtidos de MN e IM obtidos com diferentes doses e taxas de
dose beta (°Sr+°0Y), determinando a possibilidade de usar a Allium cepa como

um bioindicador para esse tipo de radiacio.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CONCEITUANDO A BIODOSIMETRIA

A biodosimetria baseada em analise de cromossomos disentéricos vem sendo
utilizada desde os meados de 1960. Os anos seguintes trouxeram evolugdes de técnicas
sendo utilizadas em programas de protegéo contra radiagdes produzidas por paises que
produzem e armazenam armas nucleares. A dosimetria biolégica utilizando danos
cromossdmicos ou biomarcadores € muito importante, visto que, ao contrario da medida
fisica da dose, leva em consideragao a variagao interindividual na suscetibilidade (UM ,
2011).

Bem se sabe que a exposicao a altas doses de radiagao induzem ao aumento de
risco de cancer, por outro lado existem questdes importantes que precisam ser estudadas
quanto a exposicdes de baixas doses(RUHM et al., 2015). E esse tem sido o grande foco
do estudo da biodosimetria utilizando danos com biomarcadores, dentre eles o que tem
levado maior destaque € o citogenético. Esses questionamentos incluem: Os tecidos
diferem em sua radiossensibilidade? A relacdo de resposta a dose em baixas doses? E
afeta o risco de cancer e outras doencas? (HALL et al., 2017).

Por muito tempo o ensaio disentérico usando linfécitos sanguineos era o unico
método de dosimetria biolégica disponivel, e ainda hoje € a técnica mais utilizada. As
aberragdes cromossdmicas também podem ser observadas em outras ceélulas, como
fibroblastos de pele e células epiteliais bucais. No entanto hoje existe uma série de outras
técnicas: micronucleos, translocacdes e aberragoes cromossémicas, que também podem
ser analisados em linfocitos (UN, 2011), sendo a técnica de micronucleos adotada neste
trabalho.

A Figura 1 esquematiza as possibilidades atuais para ensaios de uma amostra de
linfécitos de sangue periférico. Esses ensaios sdo a aberragdo cromossOmica
citogenética, mais conhecida como condensagdo cromossémica prematura (PCC),

ensaio de aberracao cromossOmica dicéntrica de propagacao de metafase (DCA), ensaio
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de translocacgao de hibridagao in situ de fluorescéncia de propagacao de metafase (FISH)
e ensaio de micronucleos de bloqueio de citocinese (CBMN), que foi desenvolvido neste

trabalho de forma equivalente para um bioindicador vegetal, a cebola (Allium cepa).

Interfase-Propagacao Metafase-Propagacio

PCC DCA FISH | CBMN

Figura 1 - Fluxograma para ensaios de Linfécitos. Condensagéo cromossémica prematura (PCC), ensaio
de aberragdo cromossémica dicéntrica de propagacdo de metafase (DCA), ensaio de translocagao de
hibridagéo in situ de fluorescéncia de propagacdo de metafase (FISH) e ensaio de micronicleos de
bloqueio de citocinese (CBMN). Fonte: Adaptada de UN, 2011.

A IAEA vem mantendo um desenvolvimento de longa data na dosimetria biologica.
Esta associagdo vem passado por séries de pesquisas e treinamentos regionais e
internacionais, e consequentemente, patrocinando pesquisas com oferecimento de
bolsas e equipamentos laboratoriais que visem estabelecer o desenvolvimento de
pesquisas relacionadas a dosimetria biolégica (UN, 2011). A partir desses dados
coletados, sao construidos manuais de orientagao sobre a dosimetria biologica, que vem

contribuindo para o desenvolvimento de pesquisas em grandes centros.
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3.2 ESTRUTURA CELULAR

As células humanas sao formadas de combinacdes de estruturas complexas, que
garantem o desenvolvimento e fungbdes celulares adequadas. As duas estruturas
principais da célula humana s&o: o nucleo e o citoplasma. O nucleo é caracterizado pela
presenca do DNA, o material genético da célula, enquanto o citoplasma forma maior parte
da célula com grande quantidade dos compostos moleculares (BITELLI, 2006). A Figura

2 ilustra os principais componentes da célula humana.

Figura 2 - Célula humana. Fonte: BUSHONG, 2008.

Contextualizando as principais estruturas, as mitocondrias s&o grandes estruturas
responsaveis pela producdo de energia. As estruturas em forma de ponto sdo os
ribossomos, nos quais ocorrem a sintese de proteinas e os sacos em forma de ervilha
sao os lisossomos, os quais contém enzimas capazes de digerir fragmentos celulares e

se necessario até a prépria célula (BUSHONG, 2008).
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Toda célula humana tem uma fungao especifica, dentre elas temos as células
neurais, células sanguineas e células musculares, que estdo o tempo todo se
reproduzindo. No nosso corpo existem dois tipos de células, as somaticas e as
germinativas, sendo a mitose a divisdo e proliferagdo das células somaticas enquanto a
meiose € a divisao e proliferagao das células germinativas (BITELLI, 2006).

O ciclo celular de mitose acompanha varios estagios de crescimento e divisdo da

célula, que podem ser observados na Figura 3.

Figura 3 - Fases da mitose. Fonte: BUSHONG, 2008.

A mitose é a fase em que a célula se divide, sendo subdividida em quatro fases:
préfase, metafase, anafase e teldfase. A parte entre os eventos mitéticos € chamada de
interfase, a qual ocorre o crescimento da célula entre as divisdes. As fases M, G1, S e G2
sdo caracterizadas pela estrutura do cromossomo, contendo DNA. Durante a fase S de
sintese do DNA, cada molécula de DNA é replicada em duas moléculas filhas de DNA
idénticas (BUSHONG, 2008).
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Na fase S, os cromossomos sdo transformados em uma estrutura de dois
cromatideos ligados em um centrébmero em uma estrutura contendo quatro cromatideos
ligados a um centrémero. Esse processo origina dois pares de cromatideos homologos,
com mesmos conteudos e estrutura de DNA (BUSHONG, 2008).

«—Cromatideos—__

__.*

Figura 4 — Cromatideos. Fonte: BUSHONG, 2008.

Durante a fase e interfase os cromossomos n&o sao visiveis, porém durante a fase

de mitose é possivel a observagao por meio de um microscépio das fases na Figura 5.
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Figura 5 — Interfase. Fonte: BUSHONG, 2008.

Durante a profase, o volume do nucleo aumenta, e o DNA se torna mais
proeminente e comecga a assumir forma estrutural. Na metafase, os cromossomos ficam
mais visiveis, durante a metafase a mitose pode ser interrompida e os cromossomos
podem ser analisados detalhadamente com uso de um microscopio. A anafase é
caracterizada pela separagao de cada cromossomo no centrémero, enquanto a teléfase
€ a ultima fase da mitose, sendo caracterizada pelo desaparecimento dos cromossomos
estruturais no DNA e o fechamento da membrana nuclear (BUSHONG, 2008).

E por fim, temos a meiose que nao consiste no foco de estudo deste trabalho,
porém, €& caracterizada pelo processo de divisdo das células germinativas, que
apresentam inicialmente um numero de cromossomos igual ao das células somaticas.
No entanto, para que a célula germinativa seja capaz de se ligar a uma outra célula

germinativa, os seus cromossomos devem ser reduzidos a metade, ou seja, 23
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cromossomos, de forma que apds ligagcao das duas células germinativas, as células filhas

terao também 46 cromossomos.

——»‘.

meo semelhante n

Inferfase Dmsao & meitética
2n ne\plnco 4n semelhante
& meitética

Figura 6 — Meiose. Fonte: BUSHONG, 2008.

3.3 EFEITOS DA RADIAGAO IONIZANTE SOBRE A ESTRUTURA CELULAR

Efeitos da radiacao ionizante sobre organismos vivos vém sendo observados pela
humanidade desde a descoberta dos raios X por Wilhelm Conrad Roentgen em seus
experimentos (ATTIX, 1986). Desde entéo, acidentes nucleares foram surgindo e efeitos
adversos foram catalogados, servindo de apoio para o estudo sobre altas doses de
radiagdes ionizantes até os dias atuais. No entanto, estudos mais recentes comprovam
que a radiacao ionizante pode interagir diretamente com componentes celulares do DNA,
proteinas e lipidios, provocando ac¢des estruturais. E o chamado efeito direto constituindo
30% dos efeitos da radiagéo ionizante (BITELLI, 2006).

As radiagdes ionizantes provocam nas ceélulas uma série de respostas que podem
leva-las ou ndo a morte celular. Essas respostas, na maioria das vezes, estdo ligadas
diretamente a modificacbes no DNA, sendo um dos alvos mais importantes para os
efeitos citotoxicos da radiagdo, quebra cromossémicas e, consequentemente, os

consecutivos rearranjos, dando origem a formagao de fragmentos e anéis que se tornam
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um bom parametro de dosimetria biologica apds exposi¢cdes acidentais de radiagcao
(SINGH et al., 2005).

Apos efeitos da radiagao ionizante as células provavelmente terdo algum tipo de
resposta ja mencionada, que possuem varias vias de respostas, entre elas a capacidade
de reparo retomando ao estado saudavel da célula (GOMES et al., 2019). Quando tais
reparos sao malsucedidos, uma alternativa para manutencdo da homeostasia é
apoptose, caracterizada como morte celular. A apoptose € um mecanismo que remove
as células durante o desenvolvimento. Ela € um tipo de morte celular programada,
diferindo da necrose, em que as células morrem por causa de uma lesdo. A apoptose
elimina as células potencialmente cancerosas e infectadas mantendo o equilibrio no
corpo. Pode ser que ocorra também um outro tipo de morte celular, a clono génica ou
faléncia reprodutiva, onde a célula permanece morfologicamente integra. No entanto, a
célula perde a sua capacidade de divisao celular (BITELLI.,2006). O tipo de morte clono
génica pode estar mais associado aos efeitos tardios que a radiagao pode causar, devido
ao fato de momentaneamente as células continuarem morfologicamente integras, porém,

apresenta alteragdes nao identificaveis no momento.

3.4 MICRONUCLEOS E AVALIAGAO DE DANOS CELULARES

Ao se falar em analise citogenética devido a exposi¢des a radiagdo, sao
usualmente utilizadas técnicas de analise de aberragdes cromossémicas por serem mais
confiaveis. Atualmente, tal técnica vem sendo substituida pela técnica de analise de
micronucleos, por consistir de um método simples e rapido, pois MN sao faceis de
identificar e ndo exigem um treinamento muito especifico (VAIJAPURKAR et al., 2001;
ROBERTS et al, 1986).

Segundo (VAIJAPURKAR et al., 2001), micronucleos sao originados a partir de
elementos excéntricos da cromatina, formados pela fragmentagcédo de cromossomos, ou
cromossomos inteiros, que nao sao incluidos nos nucleos filhos durante a divisdo

mitética. De forma resumida, MN consistem na demonstracao de danos nao reparados
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ou mal reparados, sendo expostos em células filhas tendo as mesmas caracteristicas,

porém com tamanho reduzido (SINGH et al., 2005)

Figura 7 - Células observadas em microscopio dptico apresentando microndcleos em destaque com
as setas azuis. Fonte: O autor.

Plantas tem sido continuamente utilizada como modelos genéticos para testes
citogenéticos. Entre as espécies bioldgicas, a cebola (Allium cepa) demonstra ser um
bom bioindicador para estimag¢ao de dose de radiagao devido a sua grande sensibilidade
a radiagdes e produtos quimicos (LEME; MARIN-MORALES, 2008) além de seu baixo
custo e facilidade de manuseio e ndo requerem preparagcdes previas das amostras
testadas (LUDOVICI et al., 2020).

Segundo (BOLSUNOVSKY et al., 2019) é conveniente utilizar sementes por
serem biologicamente dormentes e geneticamente e fisiologicamente uniformes. Além
disso, ela tem a vantagem de nao necessitar da adigdo de sistemas metabdlicos
exogenos. Mesmo apresentando baixas concentragdes de oxidase e uma limitagdo na
especificagdao do substrato em relagdo a outros organismos, apresenta resultados
consistentes que podem servir de base em estudos de outros organismos, ja que o alvo
de estudo € 0 DNA, presente em todos os organismos (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Embora as células apresentem diferengas nas suas estruturas, as células animais

e vegetais apresentam estruturas em comum. Dessa forma elas s&o envolvidas por uma
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membrana citoplasmatica e contém, na maioria dos casos, um nucleo facilmente
identificavel (TAUHATA et al., 2014). Por esse motivo as células vegetais podem ser
utilizadas para analises citogenéticas que irdo gerar respostas semelhantes as células

animais.

ribossomos ligados a elas

i Membrana citoplasmética

Citoplasma Nicleo

Célula Eucaribtica (Vegetal) Célula Bucaribtics (Animal)

Figura 8 - Estrutura celular. Fonte: TAUHATA et al., 2014.

Além das alteragdes cromossémicas e micronucleos, o indice mitético (IM) tem
sido utilizado em conjunto. O indice mitotico € nada menos que o numero de células em
divisdo em relagdo ao numero total de células. Alteragdes tanto no aumento do IM como
na sua reduc¢ao podem indicar, dependendo do sistema analisado e do tipo de agentes
externos que interferiram (XAVIER et al., 2021). A radiagcédo poderia impedir que o DNA
se replicasse corretamente, pois pode danificar o DNA de maneira tdo severa que a célula
ira morrer. Em geral, uma célula morta ndo € um grande problema, pois milhées delas
morrem todos os dias em nossos corpos. Mas se muitas células morrem ao mesmo
tempo, o organismo também pode morrer. Mas, a radiagdo também pode danificar
sistemas celulares criticos e, as vezes, pode até levar ao cancer.

A diminui¢ao do indice mitético de células meristematicas da cebola (Allium cepa),
quando comparados aos ensaios de controle negativo, pode resultar em alteragdes
decorrente da agédo quimica do crescimento e desenvolvimento de organismos expostos,

enquanto o aumento do indice mitdético quando comparado as amostras de controle
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negativo, pode se considerar um crescimento desordenado das células sendo propenso
a formacao de tecidos tumorais (MIDANDER; REVESZ, 1980).

3.5 INTERAGAO DA RADIACAO COM A MATERIA

Os seres humanos sao continuamente expostos a radiagdes ionizantes, sendo
70% dessa exposicao proveniente de fontes naturais devido a exposicdo de raios
cdésmicos que sao particulas altamente energéticas na ordem de centenas de MeV a GeV,
alimentos, agua, ar e o proprio corpo humano. A quantidade de radiagdo aumenta com a
altitude e longitude. Os habitantes de regides polares sdo mais expostos que as pessoas
de regides equatoriais (TAUHATA et al., 2014). Os outros 30 % s&o provenientes de

tratamentos de irradia¢gdes médicas como mostra a Figura 9.

/ 0,6% Precipitacio
0,5% Fontes Diversas
0,45% Exposicao Ocupacional

0,15% Efluentes de Instalacdes Nucleares

Figura 9 - Taxa de exposi¢des a radiagdo. Fonte: TAUHATA et al., 2014.
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Quando organismos vivos sdo expostos a niveis de radiagéo, eles sofrem reacdes
diversas. Ao se tratar de radiagdes nao ionizantes, em alguns casos, podem causar
danos tdo maléficos quanto a radiagao ionizante, embora seus efeitos ainda ndo sejam
totalmente claros na literatura (BISHT, 2021). No entanto, se estivermos tratando de um
tipo de radiagao ionizante, teremos os mais diversos efeitos até mesmo o possivel
desenvolvimento de tumores. Embora as radiacdes ionizantes atuam de forma diferente
ao tecido bioldgico, existem fatores que podem diferenciar esses tipos de radiacao, eles
sdo: Massa, Energia, Velocidade, Carga e Origem

A Figura 10 ilustra os principais tipos de radiagdes eletromagnéticas ionizantes e
nao ionizantes presentes no cotidiano. As radiagcbes nao ionizantes tém papel
fundamental na vida humana como: aquecer alimentos no interior de um aparelho de
micro-ondas, iluminar um ambiente com luz visivel, fazer o tratamento de inflamagdes em
musculos e articulagdes utilizando o ultravioleta e infravermelho, dentre outras utilidades.
Ja as radiagbes ionizantes sdo constantemente utilizadas em tratamentos de cancer,
realizacdo de exames de imagem como: radiografia e tomografia, esterilizagdo de
alimentos e objetos hospitalares. Se utilizadas corretamente, podem ser extraidos varios
efeitos benéficos a vida humana (DOROW, MEDEIROS,2019).
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Figura 10 - Tipos radiacéo eletromagnética e algumas de suas caracteristicas. Fonte: O autor.

3.6 CARACTERISTICAS DA RADIAGAO

Como descrito no topico anterior, as radiagdes podem ser classificadas em 2 tipos,
ionizante e ndo ionizante. No entanto, o foco de estudo deste trabalho se destina as
radiagdes ionizantes que podem ser convenientemente classificadas em duas categorias,
radiagao corpuscular e radiagéo eletromagnética (XAVIER, 2006).

Segundo (BUSHONG, 2008), existem dois tipos principais de radiagéo
corpuscular: particulas alfas e particulas beta. As particulas alfa tém um alcance no ar
inferior a 10 cm. Elas sao facilmente barradas por papel, roupas e pele. Dessa forma,
quando as particulas alfa sao provenientes de uma fonte externa ndo oferecem risco ao

corpo humano, pois interagem fortemente com a pele morta na superficie, sem penetrar
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até o tecido vivo. No entanto, como elas equivalem a um nucleo de hélio, contendo dois
prétons e dois néutrons, sdo bastante ionizantes, pois podem ejetar varios elétrons dos
atomos e das moléculas do meio pela interacdo coulombiana, sendo as particulas alfa
transformadas em atomos de hélio no fim do seu percurso. Dessa forma, com uma fonte
interna de radiacao alfa, o perigo € o oposto da fonte externa. Aradiagao alfa pode ionizar
de forma intensa o tecido local, gerando um grande dano aos tecidos vivos (DAFRE;
MARIS, 2013).

As particulas beta s&do particularmente diferentes das particulas alfa. O alcance da
particula beta € bem maior do que a particula alfa. Dependendo de sua energia, uma
particula beta pode cruzar cerca de 10 a 100 cm de ar, e aproximadamente, 1 a 2 cm de
tecido mole (BUSHONG, 2008). Como séo elétrons, uma particula beta € bem mais leve
que uma particula alfa, tendo seu caminho bastante desviado pela interacdo coulombiana
com os atomos do meio. Mas, devido a sua menor carga elétrica, elas podem penetrar
bem mais na matéria do que as particulas alfa. Assim, o perigo oferecido pela particula
beta é tido como moderado, tanto como fonte externa como fonte interna (HALL, 2000).

Em se tratando da radiagéo eletromagnética temos: raios X e raios gama, sendo
com frequéncia chamados de fotons. Os fétons ndo possuem massa e carga, viajam na
velocidade na luz (c = 3 x 10 8 m/s), sdo considerados perturbagdes no espago. A
penetrabilidade dos raios X e gama é muito maior quando comparada as particulas alfa
e beta, pois ndo interagem por interagdo colombiana (ndo possuem carga elétrica) e
possuem um comprimento (1) de onda muito pequeno. Os raios gama quando oriundos
de uma fonte externa oferecem grande perigo, pois tém um longo alcance. Por outro lado,
quando se trata de uma fonte interna, oferecem perigo moderado pelo mesmo motivo,
pois devido ao seu grande poder de penetragdo a maior parte da radiagdo gama sai do
corpo sem interagir (BUSHONG, 2008). A Figura 11 ilustra o poder de penetragao dessas

diferentes radiacoes.
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Figura 11 - Interagao da radiagdo com a matéria. Fonte: https://opusmedical.com.br/2020/12/09/tipos-de-
radiacoes-ionizantes/

3.7 CONSEQUENCIAS DA TAXA DE DOSE

A exposicdo a radiacdo ionizante pode ser prejudicial aos seres humanos
causando danos biolégicos significativos (RICHARDSON et al., 2015). Como ja
mencionado neste capitulo, o indicador biolégico da dose da radiagao € util em situagdes
onde nao foi possivel se obter estimativas de doses fisica, sendo uma tarefa dificil quando
se trata de acidentes nucleares.

Segundo (VAIJAPURKAR et al., 2001), um dos importantes efeitos causados na
vida celular é a interferéncia na atividade mitética. Se uma célula recebe radiacéo na
profase tardia ou em fases apds ela, a divisao mitética ocorrera normalmente. No entanto,
se isso ocorre antes desse periodo podem ocorrer alteragdes significativas na taxa de
indice mitético (IM), sendo esse dano dependente da dose de radiagéo recebida. Se essa
inibicao for temporaria, as células podem a longo prazo retornar sua atividade mitética.
Caso as doses sejam muito altas, essa inibicao pode ser duradoura levando as células a
morte.

Apo6s influéncia de pequena dose de radiagao, muitas alteragdes celulares podem

ser analisadas microscopicamente. Em trabalhos como (BARQUINERO et al., 1993),
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pequenas doses de radiagao foram suficientes para notar aberragdes estruturais do tipo
cromossdmica quando comparadas com os controles negativos®. Além desse tipo de
alteracdo, uma série de sinais de lesao celular podem ser observadas apos exposi¢cao de
baixas doses. Dentre elas podemos citar a inibicdo dos movimentos de anafase, o
deslocamento de alguns cromossomos, a divisdo desigual dos cromossomos de células
filhas, as cromatides, as quebras cromossémicas e a produgdo de micronucleos no
proximo ciclo celular (VAIJAPURKAR et al., 2001).

A intensidade dos danos causados devido a baixas, moderadas e altas doses de
radiagao também podem ser variadas de acordo com tipo de radiagao as quais as células
foram expostas. Estudos vém demonstrando que o dano citogenético causado pela
exposicao a radiagdo alfa pode persistir por muitos anos apés exposi¢cao (HALL et al.,
2017)

3.8 DOSIMETRIA BIOLOGICA ALIADA A DOSIMETRIA FiSICA

Durante os ultimos anos vem crescendo o risco de eventos radiolégicos devido ao
poder de producdo de armas nucleares, construcdo de usinas nucleares e construgao
das bombas sujas (KULKA et al., 2017). As bombas sujas sdo confeccionadas com
dejetos radioativos criados na maioria por usinas nucleares, atividades industriais e
pesquisas. A Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN), responsavel pela geréncia
de rejeitos radioativos, criou normas de descarte como a norma CNEN NN 8.01, que
estipula padrbes de descarte de rejeitos radioativos de baixo e médios niveis de radiagao,
o que diminui o risco de ocorrer eventos radioldgicos.

Historicamente a técnica mais utilizada para detecgao de niveis de radiacdo eram
os dosimetros fisicos utilizados pelos profissionais, tais como crachas de filmes e canetas

dosimétricas. Os dosimetros de filme atualmente foram substituidos na sua maioria por

1 Os controles negativos sdo um grupo de comparagao de amostras ndo irradiadas
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dosimetros termoluminescéncia (TLD) ou dosimetros de luminescéncia opticamente
estimulada (OSLD) (ALEXANDER et al., 2007; YUKIHARA E McKEEVER, 2011).

Embora ndo existam dosimetros perfeitos, quando se trata de dosimetria fisica os
métodos usados convencionalmente incluem as técnicas de termoluminescéncia (TL),
luminescéncia opticamente estimulada (OSL), de ressonancia paramagnética eletrénica
(EPR) e ativacao nuclear. A técnica EPR descreve uma estimativa de dose absorvida dos
centros paramagnéticos, como radicais ou defeitos pontuais originados especificamente
por radiagao ionizante. A dosimetria luminescente é baseada na emissio de luz devido a
energia da radiagao absorvida por um isolante ou por um semicondutor. Essa estimulacao
pode ser realizada termicamente (por TL) ou opticamente (por OSL). E por fim a técnica
de ativagdo de néutrons, que se baseia na medi¢cao da radioatividade induzida pela
interagdo do néutron com tecidos bioldgicos (AINSBURY et al., 2011; KULKA et al., 2017).

Segundo (AINSBURY et al., 2011) as comunidades de dosimetria fisica e biolégica
tém atuado separadamente, no entanto o foco atual de grandes centros de pesquisa tem
sido a conciliagcdo dos métodos fisicos com os biolégicos. Como citado anteriormente,
nao existe método dosimétrico perfeito, sendo necessaria a avaliacdo do fato para
identificar o método ou métodos mais adequados para estipular a taxa de exposig¢ao da
radiagao ocasionada pelo evento.

Dentre a comunidade da dosimetria bioldgica as técnicas mais utilizadas vém
sendo o ensaio de cromossomos dicéntricos, que sao quase que exclusivamente
induzidos por radiagéo ionizante, condensagao cromossdmica prematura (PCC), que séo
aberragcbes cromossdmicas visualizadas durante a interfase, o ensaio de micronucleos
que surgem de cromossomos inteiros, que nao sao incorporados aos nucleos filhos
durante a diviséo celular, e a técnica de hibridizagéo in situ de fluorescéncia (FISH), que
tem o poder de avaliar exposi¢cdes passadas (AINSBURY et al., 2011).

Segundo (AINSBURY et al., 2011) existem poucas técnicas capazes de avaliar
doses recebidas de emissores internos. Embora existam uma vasta gama de técnicas
fisicas e biologicas, ainda assim, outras técnicas genéticas imunoquimicas e
computacionais vém sendo desenvolvidas, pois como ja descrito anteriormente nenhuma
delas é suficiente para abordar todos os possiveis cenarios de radiagdo (ALEXANDER et
al., 2007).
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3.9 METODO DE ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica neste trabalho foi realizada através do software Past 4. Past
inicialmente surgiu em 1980 com o objetivo de analisar dados paleontoldgicos. Sua
primeira versdo foi denominada de PALSTAT, sendo programada para um
microcomputador (HAMMER et al., 2001).

Atualmente o Past sofreu atualizacdes e se trata de um software livre destinado a
andlise de dados cientificos, com fungbes para manipulacdo de dados, plotagem,
estatistica univariada, multivariada, analise ecologica, séries temporais, analise espacial,
morfometria e estratigrafia. Sua escolha se justifica por se tratar de um software livre e
fluido ndo dependendo de um computador de alta desempenho, além da sua facilidade
de operacao. Basicamente o software realiza todo o procedimento, necessitando apenas
que o operador insira os dados e escolha as opgdes que necessita.

A partir do Past foram utilizados dois testes estatisticos para se confirmar ou ndo
alteragdes estatisticas significativas. Um desses testes é denominado de ANOVA (Analise
de Variancia) sendo reafirmado pelo teste Tukey. O ANOVA é um método estatistico bem
consolidado no meio académico. Basicamente ele compara a distribuicdo de trés ou mais
grupos em amostras independentes (FIELD; VIALI, 2000).

O teste realizado no ANOVA adota um nivel de significdncia de p < 0,05. Se
obtermos um valor de p < 0,05 a unica certeza que sem tem € que no minimo um par de
medidas difere, mas ndo se sabe quantas nem quais. Para determinagao do par de
medidas que diferem & necessario realizar um teste adicional, sendo o teste Tukey
utilizado neste trabalho. O teste Tukey basicamente compara todos os possiveis pares
de medidas, oferecendo uma melhor precisao de medida quando os tamanhos amostrais
dos grupos séao iguais. O teste de Tukey indica quais grupos tiveram uma diferenca
estatistica significativa (Ronald et al., 2011).

De forma pratica, podemos exemplificar o teste ANOVA em sequéncia do teste
Tukey com uma das analises realizadas nesse trabalho. Raizes da Allium cepa foram
irradiadas com um irradiador Samara contendo trés fontes de radiacio beta. No entanto,

algumas raizes de Allium cepa nao foram irradiadas com o intuito de servir de
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comparacgao e, assim, foram denominadas de controle negativo (CN). Através dos dados
obtidos apés analise das laminas por microscopia éptica, foi calculado o indice Mitético
(IM). No presente exemplo devemos comparar se houve alguma alteracao significativa
entre a taxa de IM das amostras nao irradiadas e IM das amostras irradiadas pela fonte
F1.

Apos aplicagao do teste ANOVA nesse exemplo, o valor de p (same) > 0,05 indica
que ndo ha diferencas estatisticas significantes entre os tratamentos. Isso pode ser

confirmado apds aplicagéao do teste Tukey.
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4 METODOLOGIA

4.1 GERMINAGAO

A metodologia deste trabalho consistiu na analise de efeitos citogenéticos
induzidos em células vegetais pela sua exposicdo a radiacdo ionizante. Com essa
finalidade, sementes de cebola (Allium Cepa) foram germinadas e seus meristemas
foram expostos a radiagdo B de um irradiador °°Sr/®°Y. Esse tipo de amostra foi
escolhido, pois a Allium cepa é um modelo padréao frequentemente utilizado determinar o
potencial citotoxico e genotoxico de diferentes poluentes ambientais, servindo como um
sistema de alerta para evitar danos a saude humana. Além disso, por se tratar de um
material tecido equivalente tem a possibilidade de ser um bom bioindicador dos efeitos
da radiacdo sem o uso direto de amostras humanas ou animais.

Todo procedimento neste trabalho foi realizado no Laboratério de Corrosao e
Nanotecnologia (LCNT), no Laboratério de Fisica das Radiagdes e no Laboratorio de
Dosimetria Biofisica, todos na Universidade Federal de Sergipe (UFS).

O procedimento iniciou-se com esterilizagao de todo equipamento a ser utilizado.
Os materiais (como placas de Petri e papel flme de germinagao) foram dispostos em
ambiente estéril dentro de uma Capela de Fluxo Laminar Veco CFLV09 (Figuras 15) para
serem expostos a fonte de luz UV-C com comprimento de onda de 254 nm por 15 min,
para garantir a esterilidade desses materiais. Apos esse tempo de esterilizagdo, a luz
ultravioleta foi desligada, mas o fato de o interior da capela consistir de um ambiente
estéril, foi adequado para o procedimento de montagem das amostras com menor risco

de contaminacgao.
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Figura 12 - Capela de Fluxo Laminar utilizada nos experimentos. Fonte: O autor.

Foram adquiridas sementes de Allium cepa da variedade Baia Periform (ISLATM),
numero de lote 136834-002 S2, livre de agrotoxicos. O pacote de sementes foi aberto
somente apds a luz ultravioleta ter sido desligada. Na sequéncia, as sementes foram
submersas por 20 s em solugdo de alcool 70% a fim de se evitar qualquer tipo de
alteracao citogenética, e ainda ajuda a esterilizar externamente essas sementes. Apés
esses 20 s, a sementes foram submersas em agua destilada por 6 vezes com o intuito
de se eliminar quaisquer resquicios de alcool.

Depois de postas sobre um papel filtro para retirar o excesso de agua
destilada, essas sementes foram distribuidas em placas de Petri. Foram utilizadas 9
placas de Petri com o fundo recoberto por 2 camadas de papel filtro de germinacao, onde
foram acrescentados 4 ml de agua destilada e 25 sementes de cebola (Allium cepa) em
cada uma. Logo apés, todas as placas foram cobertas com suas tampas e vedadas com
plastico Parafiim® M® com o intuito evitar contato das sementes com o ambiente externo
(Figura 17). O periodo de cultivo durou média de 6 dias mantidas numa estufa incubadora
na temperatura de aproximadamente de (25 + 1) °C, sem exposi¢ao a qualquer fonte de
radiacao, exceto os niveis de radiacdo de fundo, até que as raizes cresceram com

aproximadamente 0,5 cm de comprimento e 400 um de espessura.
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Figura 13 - Placa de petri com sementes em germinagéo. Fonte: O autor.

4.2 IRRADIAGAO

Apos o processo de cultivo das raizes até cerca de 0,5 cm, esses meristemas
foram levados para o Laboratorio de Fisica das Radiagbes onde foram irradiadas com o

irradiador Samara (Figura 18)
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Figura 14 - Irradiador Samara com fontes de °°Sr+%Y, Fonte: O autor.

O irradiador Samara consiste de fontes emissoras beta de %Sr+°Y. Esse
irradiador foi construido com materiais de baixo custo e trés fontes aplicadoras, sendo
duas cOncavas e uma planar. As fontes sdo posicionadas no centro e na extremidade
superior de prismas retangulares de acrilico. As fontes foram recentemente calibradas
pelo grupo de pesquisa da UFS (SILVA et al., 2020) por duas metodologias, a saber, filme
radiocrOmico e luminescéncia opticamente estimulada (OSL). Adotou-se nesse trabalho
a calibragao feita por filme radiocrdmico por se assemelhar a estrutura da pele humana,
atuando favoravelmente a essa pesquisa. Nesse trabalho foi planejado aproximar a fonte
das amostras, simulando a proximidade da pele humana a fonte.

A Tabela 1 apresenta resultados obtidos para o calculo das taxas de dose atuais
das fontes do irradiador Samara por meio da calibragcdo com os filmes radiocrémicos.
Sendo a fonte F1 do tipo concava de numero de série SIA6-1522, F2 do tipo cbncava de
numero de série SIQ6-9737 e F3 do tipo Planar de numero de série SIA5-1510.

Ne° da fonte Tipo de aplicador ~ Numero de série Taxa de dose (mGy.s™)
F2 Cbéncavo S1Q6-9737 7,2+15
F3 Planar SIA5-1510 13,8 + 2,1
F1 Concavo SIA6-1522 19,5 + 3.1

Tabela 1 - Taxas de dose das fontes 2°Sr+90Y do irradiador Samara. As fontes foram colocadas em ordem
crescente da sua taxa de dose.
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O procedimento de irradiacéo desse trabalho foi realizado com trés doses distintas.
Como as taxas de dose de cada uma eram diferentes, tempo de exposicao para atingir a
dose desejada para cada fonte foi calculado. Os detalhes do tempo de irradiacdo com

cada configuracdo sao apresentados na Tabela 2.

Dose de radiagao (Gy) Tempo F2 (s) Tempo F3 (s) Tempo F1 (s)

0,72 101 53 37
2,0 278 146 103
4,0 556 290 206

Tabela 2 - Tempo de irradiagdo necessario para atingir as doses desejadas em cada uma das configuragdes
usadas no irradiador Samara.

Figura 15 — Raizes cultivadas colocadas em suporte para serem irradiadas. Fonte: O autor.

O procedimento de irradiagdo das amostras foi realizado em triplicata para que

fosse possivel obter resultados mais precisos. Em cada irradiagdo, com uma pinga eram



38

colocadas 3 raizes de cebola, escolhidas aleatoriamente, sobre o suporte do irradiador
como mostra a Figura 19, de forma que sempre estivessem numa mesma geometria
durante todas as irradiagdes, a fim de se evitar qualquer anormalidade no recebimento
da dose nas amostras. O suporte em forma de prisma, recoberto com uma camada dupla
de chumbo (4 mm) permitia que a amostra pudesse ser irradiada a uma distancia de
3,0 mm da superficie da fonte.

Apos colocar as raizes sobre o suporte a fonte de irradiacido era colocada
recobrindo o suporte e ao mesmo tempo era acionado o crondbmetro para o controle de
tempo. Dessa forma cada irradiagao era composta com uma taxa de dose diferente com
tempos diferentes para as trés doses (0,72 Gy, 2 Gy e 4 Gy) sendo esse processo feito
trés vezes tentando reproduzir as mesmas condigdes da primeira, embora fosse
esperado uma alternancia dos resultados devido ao fato de estar se trabalhando com
material bioldgico.

Para facilitar o transporte do Laboratério de Fisica das Radiagdes até o Laboratério
de Dosimetria Biofisica, apds as irradiacdes, as raizes eram retiradas do suporte no
irradiador e colocadas cuidadosamente em placas de petri de plastico. Todas as
sementes eram postas dentro das placas com papel filtro e cerca de 2 ml de agua
destilada. Elas eram identificadas, bem vedadas e logo em seguida armazenadas por
24 h numa estufa incubadora na temperatura de aproximadamente de (25 £ 1) °C e sem
a presencga de luz. Esse periodo permite ainda o crescimento das raizes, com a diviséo

e multiplicacédo das células.

4.3 PREPARAGAO DAS LAMINAS E CONTAGEM DE MICRONUCLEOS

Apds 24 h de irradiadas, as raizes foram coletadas da estufa incubadora e
inseridas no fixador Carnoy (etanol/acido acético na proporgao 3:1) em tubos de ensaio
armazenados a temperatura ambiente (24°C) por 24 h. Esse é um passo importante para
interromper o processo de divisao celular na fase inicial e preservar a histologia presente

(DIAS et al., 2016). Ap6s as 24 horas, as raizes foram retiradas do fixador Carnoy,
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transferidas para uma solucéo de etanol a 70%. Parte delas foi destinada para realizacédo
das etapas seguintes e parte armazenada a 4°C preservadas até a producdo das
laminas.

O processo de producéo de laminas nao foi feito de forma continua por conta dos
poucos dias em que as mesmas podiam ser preservadas. Ao longo de 7 dias ha perda
da coloragao e o surgimento de bolhas, assim comprometendo a analise. Portanto, a
producao foi feita de acordo com a disponibilidade para observacdo das mesmas.

As raizes separadas para a producao de lamina, foram colocadas em HCI num
tubo de coleta. Esses tubos foram submersos em um Becker com agua sobre um
aquecedor a 45 °C por 5 min. Logo em seguida, as raizes foram retiradas do HCI e foram
submersas em agua destilada por um periodo minimo de 10 min para que fossem
hidratadas, e assim, o tecido celular ficasse mais visivel. Ao retira-las da agua foram
colocadas sobre uma superficie seca e adicionado acido acético nas pontas das raizes
por 3 minutos para que facilitasse o rompimento da parede celular na produgao de
laminas para observagdo em microscopio. Em seguida, nas pontas das raizes foi
adicionado orceina acética 2% por 11 min e cobertas com um papel laminado para evitar
a perda da integridade da orceina acética. Essa coloragdo é importante para se ter o
contraste das células na microscopia optica.

As pontas das raizes sdo importantes, pois apresentam o meristema apical?, que
na maioria das vezes € visivel, variando de tamanho de acordo cada raiz. Para a
producdo das laminas, apds a coloragdo, os meristemas apicais (regido de interesse
visivel) das plantas cortados com uma lamina de bisturi, separados do restante da raiz e
esmagados cuidadosamente entre uma lamina de vidro e uma laminula de vidro. Para
vedar as amostras entre a lamina e a laminula, utilizou-se uma base incolor na lateral,
evitando contato com o ar; cada lamina foi identificada. Algumas laminas preparadas sao

mostradas na Figura 20.

2 Meristema apical é o tecido da regido da ponta da raiz. Ele é o responsavel pelo seu crescimento, pois
possui células com alto grau de divisao celular, ou seja, em mitose.
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Figura 16 - Ladminas preparadas com os meristemas apiacais (pontas das raizes) para contagem de
micronucleos. Fonte: O autor.

Apos o processo de secagem da base incolor, as laminas foram armazenadas
numa caixa apropriada (Figura 21) e colocadas em geladeira a temperatura (23 + 1) °C

com a finalidade de prorrogar a sua integridade por um maior periodo de tempo.

Figura 17-Laminas armazenadas em caixa apropriada. Fonte: O autor.

As laminas preparadas foram analisadas por microscopia 6ptica para fim de
contagem dos micronucleos e dos indices mitdticos. Para esse proposito foi utilizado o

microscopio optico Olympus BX51 (Figura 22). As laminas foram observadas com uma
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lente objetiva 500 x, sendo nitida a percepg¢ao do tecido celular. De cada uma das raizes
foi feita uma contagem de 1000 células em interfase e, assim, contabilizada a frequéncia

de micronucleos de cada uma.

Figura 18 - Lamina preparada colocada no microscépio optico BX51 para contagem de micronucleos.
Fonte: O autor.

Além de fazer a contagem dos micronucleos, também foram registrados o niumero
de células em profase, anafase, teléfase e metafase num campo de acordo a sua
quantidade (1, 2 ou 3). Também foi calculado o indice mitético (Equacédo (1)), que
expressa o percentual de células saudaveis em divisdo do seu sistema biolégico. Sendo
a razao entre as células em mitose (anafase, préfase, teléfase e metafase) e o nimero
total de células calculadas (XAVIER et al., 2021).

M =2y 100 1)
TC
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Onde: indice mitético (IM), numero de células em mitose (CM) e total de células (TC).

A fim de se obter uma estimativa de dose com uma boa precisao estatistica, um
grande numero de células deve ser avaliado (IAEA, 2011) por varios fatores, como a
qualidade do material produzido, custo de producéo e quao dispendioso é para refazer
todo o processo. No entanto, a recomendacéo € que essa analise seja feita com cerca

de 500 a 1000 células, sendo o padrao de 1000 células, como utilizado neste trabalho.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos dados obtidos no presente trabalho utilizou-se o
software Past 4. Com ele foram feitos dois testes estatisticos em todos os dados para se
confirmar ou ndo alteragdes estatisticas significativas. Os testes realizados foram o
ANOVA e o Tukey.

Foram identificados os IM das amostras para cada dose para cada uma das taxas
de dose e avaliados em comparacao ao controle negativo (amostras nao irradiadas). As
frequéncias de MN usadas para analises estatisticas foram aquelas com maior

predominancia, que consistiram das células com 1 MN.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho raizes de cebola (Allium cepa) foram expostas a 3 diferentes fontes
emissoras de radiacdo beta de °Sr+°0Y. Cada uma delas apresenta uma taxa de dose
diversa. Seguindo uma ordem da menor taxa para a maior taxa de dose, temos a F2 com
(7,2 + 1,5) mGy-s?, a F3 com (13,8 + 2,1) mGy-s™' e a F1 com (19,5 + 3,1) mGy-s*. Na
sequéncia sdo apresentadas as frequéncias de micronucleos encontradas nas amostras
irradiadas com a F2 (Figura 23), F3 (Figura 24) e F1 (Figura 25). O MN foram contados
para doses de 0 Gy (sem exposicdo a fonte), 0,72 Gy, 2 Gy e 4 Gy (para amostras
irradiadas nas 3 fontes de radiagdo beta %°Sr+°0Y). A frequéncia espontanea de

micronucleos do CN, ou seja, antes das irradiacfes teve uma média de 0,3 %.
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Figura 19 - Frequéncia de células detectadas com de micronucleos (MN) nas amostras irradiadas com a
fonte F2 — em azul com 1 MN, em vermelho 2 MN, em lilas 3 MN. Fonte: O autor.
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Figura 20 - Frequéncia de células detectadas com micronucleos (MN) nas amostras irradiadas com a fonte
F3 —em azul com 1 MN, em vermelho 2 MN, em lilas 3 MN. Fonte: O autor.



45

184 Il células com 1 MN

[l células com 2 MNs
16 91 |_] células com 3 MNs

133+13

[N
N
1 "

Frequéncia de células com micronudcleos (%)
(BN
o
1

Dose (Gy)

Figura 21 - Frequéncia de células detectadas com micronucleos (MN) nas amostras irradiadas com a fonte
F1 —em azul com 1 MN, em vermelho 2 MN, em lilas 3 MN. Fonte: O autor.

Como esperado pelos dados de trabalhos anteriores reportados na literatura
(VAIJAPURKAR et al., 2001; XAVIER, 2021), observou-se, que as irradiacdes induzem
alteracdes no numero de MN apresentados pelas células. No entanto, cada taxa de dose

apresentou um comportamento diferente com o aumento da dose absorvida.

Na Figura 23 se vé que com o0 aumento de dose houve um aumento gradativo na
frequéncia de MN encontrados nas amostras irradiadas com a fonte F2. Como ja foi dito,
apenas uma pequena fracdo das células nao irradiadas apresentava um MN, com média
de frequéncia de 0,3 %. Com a dose de 0,72 Gy ja surgem algumas células com dois MN
e ha um aumento significativo daquelas com um MN. Células com trés MN podem ser

observadas a partir da dose de 2 Gy.

Apesar de termos uma indug¢do do aumento gradativo da frequéncia das células
com 1, 2 e 3 micronucleos, a maior predominéncia nas alteragdes consistiu em células

com a presenca de um Unico micronucleo ao se usar essa fonte F2. Os testes ANOVA
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unilateral e Tukey (p < 0,05) apresentaram diferencas estatisticas significativas nas
frequéncias de células com 1 MN para amostras irradiadas com F2 se comparadas as
ndo irradiadas. Para o teste ANOVA foi encontrado p = 1,55 x10712. Esse p < 0,05
demonstra uma diferenca estatistica significante. Na Tabela 4 é apresentado o teste
Tukey que aponta os resultados que apresentaram diferencas estatisticas significativas

destacadas com campos coloridos em laranja nessa tabela.

CN 0,72 Gy 2 Gy 4 Gy
CN 0,01625 4,509 x 107 1,384 x 1012
0,72 Gy 4,614 0,001218 2,945 x 10-10
2 Gy 10,74 6,126 2,337 x 106
4 Gy 20,47 15,86 9,73

Tabela 3 - Teste Tukey para a frequéncia de 1 micronucleos das amostras irradiadas com a F2. CN —
Controle Negativo. Os resultados com campos em destaque vermelho indicam que ha alteragdes
significativas.

Dessa forma foi possivel observar os danos causados gradativamente com o au-
mento da dose através do aumento na frequéncia de células com 1 MN. Esse resultado
pode ser mais bem reafirmado com a analise estatistica feita com o indice mit6tico (IM)
das amostras irradiadas com essa taxa de dose comparado ao das células nédo irradiadas
(Tabela 5). Ao se analisar estatisticamente por meio do ANOVA unilateral, encontramos
um p = 0,47. Esse p > 0,05 ndo indica diferenca estatistica significativa. Esse resultado
acompanhado do Teste Tukey (Tabela 6), que também né&o aponta alteracdes estatisticas
significantes (nenhum dos valores da tabela foram destacados), indica que o IM n&o so-
freu alteracbes nas amostras irradiadas. Dessa forma, pode-se concluir que as células
continuaram se reproduzindo normalmente, estivessem elas saudaveis ou com altera-

cOes que induzidas pela radiagéo.
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Dose CN 0,72 Gy 2 Gy 4 Gy
Lamina 1 13,42 (%) 19,72 (%) 10,74 (%) 1,57 (%)
Lamina 2 10,28 (%) 7,53 (%) 3,27 (%) 8,89 (%)
Lamina 3 9,21 (%) 4,80 (%) 0,39 (%) 7,65 (%)
Lamina 4 4,33 (%) 5,23 (%) 0,37 (%) 7,07 (%)
Lamina 5 5,69 (%) 3,29 (%) 11,04 (%) 1,05 (%)
Lamina 6 4,95 (%) 5,26 (%) 0,47 (%) 7,34 (%)
Lamina 7 8,13 (%) 7,68 (%) 8,76 (%) 5,58 (%)

Tabela 4 - indices Mitéticos das amostras irradiadas com F2 utilizados nos testes ANOVA e Tukey

CN 0,72 Gy 2 Gy 4 Gy
CN 0,2961 0,9967 0,5434 0,6967
0,72 Gy 1,905 0,6706 0,8129
2 Gy 1,547 1,609 0,9942
4 Gy 1,251 0,3579

Tabela 5 - Teste Tukey para indice Mitético das amostras irradiadas com a da F2. CN — Controle Negativo.
Nenhum valor aparece em destaque, apontando que n&o ha diferengas significativas entre as amostras.

Por outro lado, ao analisarmos a Figura 24, com evolugdo das alteragdes de

frequéncia de micronucleos induzidas pela fonte F3, que possui uma taxa de dose de

(13,8 &+ 2,1) mGy-s™!, notamos uma maior indugdo de microntcleos para doses mais

baixas do que para doses mais altas. Essas alteragdes para o indice de 1 MN foram

analisadas estatisticamente por meio do ANOVA unilateral e obtive-se p = 3,34 x 10718,

Esse p < 0,05 indica que ha diferengas significativas entre os valores. Isso pode ser

confirmado com o teste Tukey, apresentado na Tabela 7. Os resultados nos campos

destacados em laranja que mostram que ha alteracbes significativas nas trés doses

utilizadas quando comparadas entre elas ou com a amostra nao irradiada.
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CN 0,72 Gy 2 Gy 4 Gy
CN 1,754 x 1014 2,33 x10M 2,263 x 10°°
0,72 Gy 36,7 8,838 x 1012 1,843 x 1014
2 Gy 17,93 18,77 3,214 x 10°®
4 Gy 8,392 28,31 9,538

Tabela 6 - Teste Tukey para a frequéncia de 1 micronucleos das amostras irradiadas com a F3. CN —
Controle Negativo. Os resultados com campos em destaque vermelho indicam que ha alteragdes
significativas.

Quando as taxas de IM (Tabela 8) sdo analisadas estatisticamente para amostras
desse grupo das irradiadas com a F3 em comparagdo com as taxas de células nao
irradiadas, o ANOVA unilateral resulta num p = 0,008. Novamente, como € um p < 0,05,
resulta numa diferenga estatistica significativa, que é também acusada pelo teste Tukey
(Tabela 9). No teste de Tukey ha valores apontados com alteragdes significantes que
estdo destacados nos campos coloridos em laranja na Tabela 9. Ou seja, a medida que
essas doses foram aumentando, possivelmente houve um numero maior de células que
sofreram morte celular, principalmente para 4 Gy, alterando o indice mitético. A apoptose
pode ser induzida por agentes agressores como a radiagao (BITELLI, 2006). Se isso foi
0 que ocorreu com essas amostras, o numero de células contadas com MN deve diminuir
com o aumento da dose de radiagdo, pois as células mortas ndo entram nessa contagem,
exatamente como mostra a Figura 24, com a reducéao da frequéncia de células com 1 MN

para doses mais altas.

indice Mitético (IM)

Dose CN 0,72 Gy 2 Gy 4 Gy
Lamina 1 13,42 (%) 12,99 (%) 0,98 (%) 4,21 (%)
Lamina 2 10,28 (%) 13,06 (%) 10,06 (%) 0,00 (%)
Lamina 3 9,21 (%) 6,83 (%) 4,08 (%) 8,13 (%)
Lamina 4 4,33 (%) 9,42 (%) 11,90 (%) 0,77 (%)
Lamina 5 5,69 (%) 5,97 (%) 8,35 (%) 2,02 (%)
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Lamina 6 4,95 (%) 8,07 (%) 4,16 (%) 4,59 (%)
Lamina 7 8,13 (%) 9,38 (%) 7,07 (%) 3,26 (%)

Tabela 7 - indices Mitéticos das amostras irradiadas com F3 utilizados nos testes ANOVA e Tukey.

CN 0,72 Gy 2 Gy 4 Gy
CN 0,8774 0,8186 0,03905
0,72 Gy 1,055 0,3873 0,007
2 Gy 1,235 2,29 0,2159
4 Gy 4,063 5,118 2,829

Tabela 8 - Teste Tukey para indice Mitdtico das amostras irradiadas com a F3. CN — Controle Negativo. Os
resultados com células em destaque laranja indicam que ha alteragdes significativas.

A F1 foi a fonte utilizada com maior taxa de dose (19,5 + 3,1) mGy-s. Os dados
de frequéncia de MN com o aumento de dose para essa fonte mostram que quanto mais
alta a dose depositada sobre as raizes de cebola, maior foi o nimero de micronucleos
induzidos nas células (Figura 26). Esses resultados foram comprovados com diferencas
estatisticas significativas quando aplicado o teste ANOVA na frequéncia de células com
1 MN, resultando num p = 7,43 x 1016, Como esse p < 0,05, ha uma diferenca estatistica
significativa. Isso que é demonstrado também através do teste Tukey (Tabela 10), que
apontou com os campos em destaque laranja os valores com diferengas estatisticas

significantes.

CN 0,72 Gy 2 Gy 4 Gy
CN 1,63 x 108 1,765 x 100 1,754 x 1014
0,72 Gy 12,92 0,6823 3,823 x 10
2 Gy 14,5 1,581 2,679 x 10-10
4 Gy 30,43 17,51 15,93
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Tabela 9 - Teste Tukey para a frequéncia de 1 microndcleos das amostras irradiadas com a F1. CN —
Controle Negativo. Os resultados com células em destaque vermelho indicam que héa alteragdes
significativas.

Podemos notar que a maior predominancia foi no crescimento de numero de
micronucleos unitarios. Mesmo assim, pode ser observada a presenca de uma certa
frequéncia de células com duplos micronucleos e a presenca néo desprezivel de células
com trés micronucleos com 4 Gy.

Ao se avaliar o IM, ndo se obteve diferenca estatistica significativa das células
irradiadas em comparagdao com as nao irradiadas (Tabela 11), pois o teste ANOVA
unilateral resultou num p = 0,3, ou seja, € um p > 0,05. Isso também foi apontado pelo
teste Tukey (Tabela 12), que ndo acusou nenhuma diferenca estatistica significativa.
Portanto, embora estiveram sobre agcdo de uma taxa de dose mais alta que as demais, a
divisdo mitética das células irradiadas parece nao ter sido afetada ao ponto de cessar.
Como as células nao sofreram morte celular, aquelas células que sofreram danos e
apresentaram MN foram contadas no microscépio Optico nesse experimento. Isso leva a
um aumento gradual de frequéncias de células tanto com 1, 2 ou 3 MN, como visto na
Figura 25.

indice Mitético (IM)

Dose CN 0,72 Gy 2 Gy 4 Gy
Lamina 1 13,42 (%) 6,53 (%) 15,32 (%) 6,61 (%)
Lamina 2 10,28 (%) 10,24 (%) 10,97 (%) 13,14 (%)
Lamina 3 9,21 (%) 10,64 (%) 7,05 (%) 9,00 (%)
Lamina 4 4,33 (%) 11,57 (%) 10,24 (%) 5,71 (%)
Lamina 5 5,69 (%) 7,92 (%) 9,91 (%) 6,09 (%)
Lamina 6 4,95 (%) 11,17 (%) 5,61 (%) 5,39 (%)
Lamina 7 8,13 (%) 9,69 (%) 9,83 (%) 6,70 (%)

Tabela 10 — indices Mitéticos das amostras irradiadas com F1 utilizados nos testes ANOVA e Tukey.
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CN 0,72 Gy 2 Gy 4 Gy
CN 0,7222 0,655 0,9757
0,72 Gy 1,485 0,9995 0,4742
2 Gy 1,645 0,1601 0,4102
4 Gy 0,5844 2,069 2,23

Tabela 11 - Teste Tukey para indice Mitético das amostras irradiadas com a F1. CN — Controle Negativo.

5.1 ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS RESULTADOS DAS TRES FONTES

As Figuras 25, 26 e 27 mostram a frequéncia de micronucleos em fungéo da dose,

agrupando-se os dados obtidos para as 3 fontes por numero de MN surgido. Na Figura

25 estao os resultados para um MN, na Figura 26 para 2 MN e na Figura 27 para 3 MN.
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As fontes F1 e F2, embora apresentem taxas de dose bastante diferentes,
mostraram comportamentos semelhantes quanto a indugdo no numero de um unico
micronucleo e na presenca de dois micronucleos. Suas frequéncias para 1 MN
aumentaram conforme as doses eram aumentadas, como pode ser visto na Figura 28,
que mostra o ajuste polinomial feito para os dados encontrados com as 3 fontes. O
mesmo comportamento de aumento da frequéncia de MN, quando se contam as células
com 2 e 3 MN para essas fontes F1 e F2. De certa forma, isso quer dizer que, embora as
células tenham sofrido danos temporarios, ainda foi possivel o reparo celular, sem uma
forte indugdo de morte celular. Essas células danificadas ficaram presentes com suas
alteracbes que criaram micronucleos e estes puderam ser contados nas amostras.
Conforme ja foi analisado, isso foi confirmado com o IM.

Por outro lado, podemos notar a taxa de dose da F3 tem um comportamento

contrario. Ou seja, a radiacao parece ter induzido um decréscimo do niumero de MN para
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com o0 aumento da dose. Esse seria um comportamento contrario ao esperado, pois
quanto maior a dose, maior deve ser o dano provocado. O que explica esse
comportamento é o IM. A tabela 13 resume os niveis de significaAncia obtidos no teste
ANOVA para o Indice Mit6tico das amostras irradiadas em cada uma das fontes. Quando
ha grande alteracéo no IM, a frequéncia de MN contada pode ser bem menor do que a
esperada. A analise para os dados das amostras irradiadas com a F3 demonstrou
realmente uma alteracéo no IM. Essa fonte que induziu danos nas células que ndo foram
possiveis ser reparados, gerando morte celular em maior quantidade de células quanto
maior era a dose. Como as células mortas ndo sao contadas, resulta na baixa contagem
de células com micronucleos, com um comportamento aparentemente contrario ao
esperado. Isso indica que se usada como um bioindicador para dosimetria, o indice
mitotico das células da Allium cepa € um fator fundamental. Sem a avaliacao do IM, pode-
se fazer uma avaliacdo equivocada do comportamento geral da frequéncia de MN em

funcado da dose.

F2 F3 F1
p 0,47 0,08 0,3
significancia N&o significante N&o
significante significante

Tabela 12 - Nivel de significancia no teste ANOVA para o indice Mitético das amostras irradiadas em cada
uma das fontes (se p < 0,05 é significante).

A frequéncia de trés microndcleos presentes nas células, tanto para fonte F1
quanto para F2 foi muito inferior quando comparada a frequéncia de dois e trés
micronucleos. Ainda assim, as frequéncias de 2 e 3 MN aumentaram com a dose. Quando
analisados os resultados para fonte F3, para 2 MN a frequéncia diminui com a dose e
para 3 MN a frequéncia aumentou com o aumento da dose de radiagcéo. As figuras 31,
32 e 33 mostram a soma das frequéncias de 1 MN, 2 MN e 3 MN em funcao da dose
recebida pelas células da Allium cepa encontrados nas amostras irradiadas com as fontes
F2, F3 e F1, respectivamente. Mesmo quando somadas as frequéncias de todos os MN

identificados, as amostas irradiadas com a F3 apresentaram um comportamento contrario
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ao esperado, com a diminuicdo das células danificadas em funcdo da dose. Esse
comportamento variavel novamente pode ser explicado pelo IM, fortemente afetado na
amostra irradiada com a F3. Mais uma vez, refor¢a-se a importancia da determinagéo do
IM na avaliagdo do comportamento da frequéncia de MN em fungéo da dose, caso se
deseje utilizar esse tipo de amostra para dosimetria. No caso, o comportamento da
frequéncia de MN sé poderia ser utilizado como um indicador da dose caso o IM nao
tenha sofrido alteragéo. Isso restringe o uso dessas amostras para avaliagdo de dose
também a doses baixas, pois uma dose mais alta também pode ser responsavel pela
morte celular.

Apesar dessa indicagao de que a contagem foi bastante alterada devido a variagéao
do IM, quando se trata de organismos vivos, podemos ter comportamentos variados, que
nem sempre podem ser explicados por de alteragdes genéticas induzidas somente pela
irradiacado. As alteragdes podem ser ocasionadas também por outros efeitos como no
processo de cultivo entre outras. Assim, esses experimentos devem ser repetidos muitas
vezes para uma conclusao definitiva sobre o processo.

E importante destacar também que a taxa de dose influenciou fortemente a
frequéncia de MN para uma mesma dose absorvida. Na contagem de frequéncias de um
MN, apenas com 2 Gy o numero de MN seria considerado similar, dentro das incertezas
para qualquer uma das 3 taxas de dose utilizadas. A maior taxa de dose pode induzir um
numero maior de MN para uma mesma dose, mas também pode levar a um maior numero
de morte de células. Por isso, apesar da F1 ter a maior taxa de dose, o numero de MN
contados no experimento € menor do que com taxas menores. Parece interessante
verificar esse processo, variando-se ainda mais as taxas de dose. Porém, as doses
utilizadas nesse trabalho foram muito altas. Como a propria dose mais alta também pode
ser a responsavel pela morte celular, sera necessario realizar experimentos com doses
bem mais baixas evitando a indugcdo de morte celular pelas altas doses, verificando
melhor o efeito das taxas de dose.

Ajustes dos graficos para as fontes F1, F2 e F3 foram feitos com intuito de se obter
curvas para comparar os resultados obtidos das trés taxas de dose quanto ao aumento
do nimero de células com 1 MN (Figura 29). Um ajuste linear seria considerado um apice

para pesquisa. No entanto, o melhor ajuste consistiu de uma funcéo polinomial. Como h&a
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apenas trés pontos de dose, isso dificulta a construgcdo de uma boa curva de ajuste.
Portanto, € necessario realizarmos um maior nimero de experimentos com mais doses
para melhor compreensdo do comportamento da frequéncia de MN com a dose de
radiacao beta. Também foram feitos histogramas para o total de MN das fontes F2 (Figura
29), F3 (Figura 30) e F1(Figura 31), onde para as fontes F2 e F1 podemos notar um
crescimento do surgimento de MN de acordo o aumento da dose, enquanto a fonte F3
apresenta um comportamento inverso exigindo uma andlise mais detalhada num futuro

trabalho.

[any
o
1

N
N
1

1 J .72 Gy, 2 Gy, 4 Gy)| w

F2-7,2mGys?

=
N
1
(IR

=
o
P | L

(2]
1
[EE—

IN
A

Frequéncia de células com micronudcleos
N o
1 1

o

Dose (Gy)

Figura 26 - Soma das frequéncias de 1 MN, 2 MN e 3 MN encontrados nas amostras irradiadas com a
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6 CONCLUSOES

Todas as trés fontes utilizadas e em todas as doses absorvidas aplicadas nas
raizes da Allium cepa induziram de danos nas suas células, com surgimento de
micronucleos em numero maior do que em células nao irradiadas.

As taxas de dose de 7,2 mGy.s™' e 19,5 mGy.s™" induziram mais MN quanto maior
foi a dose absorvida. A taxa de dose 13,8 mGy.s™! induziu mais MN quanto menor a dose.
Ou seja, taxas de dose diferentes induziram um comportamento diverso na frequéncia de
micronucleos para um mesmo intervalo de dose. Apesar do comportamento esperado ser
que de uma dose maior induz um maior dano produzindo um maior numero de células
com MN, o indice mitético foi um fator fundamental. As amostras que demonstraram um
comportamento inesperado, com diminuicdo da frequéncia de MN com o aumento da
dose tiveram alteragbes no IM, o que significa um numero maior morte de celular,
diminuindo também a contagem da frequéncia de MN nelas. Com isso, esse trabalho leva
a conclusao de que para se usar o comportamento da frequéncia de MN nas células a
Allium cepa na avaliagdo de dose absorvida, é indispensavel se analisar também o indice
Mitético para verificar se ndo houve morte celular que ira alterar o comportamento
gerando falsas avaliagdes. Esse € um problema ainda maior em altas doses, onde as
mesmas também induzem morte celular e podem provocar alteragcdées no comportamento
das curvas de frequéncia versus dose.

Alteragodes citogenéticas com a dose absorvida de radiagdo beta, bem como com
a taxa de dose utilizada foram observadas nesse trabalho. O aumento da frequéncia de
micronucleos induzidos pela radiagdo juntamente com a anadlise de indice mitético da
indicios de que a Allium cepa podera ser usada para demonstrar os efeitos causados por
diferentes taxas de dose de radiacao beta, podendo contribuir no entendimento de efeitos
bioldgicos induzidos por diferentes taxas de dose, como o que acontece durante o uso

da radioterapia flash.
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7 PERSPECTIVAS

Como a morte celular € mais significante em altas doses, e como foram escolhidas
doses mais altas para esse trabalho, futuramente é necessaria uma investigacdo mais
detalhada com doses menores para se verificar somente o efeito das diferentes taxas de
dose, evitando a morte celular pelo efeito da alta dose.

Pretende-se testar as mesmas fontes, porém utilizando uma faixa mais abrangente
de doses, principalmente incluindo doses mais baixas para verificar com clareza o efeito
na inducao de MN pelas das diferentes taxas de dose. Pretende-se também incluir outras
fontes com taxas de dose diferentes.

Serdo comparados os dados dos efeitos da irradiacdo beta com outros tipos de
fontes. Tais resultados podem ser aliados no estudo de células sanguineas de linfocitos
periféricos, permitindo a comparacao dos dados obtidos em células vegetais e animais
para se estipular até o quanto as biotas vegetais podem ser consideradas um bom

parametro de obtencgao de respostas a exposicdo, quando comparado ao corpo humano.
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