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RESUMO

A avaliagdo dos efeitos citogenéticos da radiagdo ionizante nas plantas pode desempenhar um
papel fundamental para responder prontamente e/ou mitigar os impactos recorrentes da
liberacdo de materiais radioativos no meio ambiente e, consequentemente, reduzir o risco para
a populacdo. O objetivo deste trabalho foi analisar o potencial de exposi¢des agudas a particulas
beta para induzir instabilidade cromoss6mica em células de raizes de cebola (Allium cepa) apds
3 ciclos celulares de cessadas as exposicdes. A escolha da Allium cepa se deu por ela ser uma
biota frequentemente empregada como modelo padrdo em estudos de citogenética relacionados
a poluentes ambientais, porém, pouco explorada no contexto dos efeitos da radiacdo ionizante.
Uma das técnicas mais utilizadas para avaliar os danos citogenéticos € o ensaio de
micronucleos, que foi aplicada nesse trabalho. Para isso, sementes de cebola foram previamente
germinadas e expostas, em grupos, a uma fonte de *Sr/°°Y a doses absorvidas de 0,36, 0,72 e
1,44 Gy. Cada grupo acompanhou um grupo de controle ndo irradiado. Os niveis de danos
citogenéticos as células de Allium cepa foram analisados via microscopia 6ptica, considerando
a frequéncia de células com microndcleos (FMN) e o indice mitotico (IM) ao longo de trés
ciclos celulares. De posse desses dados, foram realizados testes estatisticos para verificacdo da
significancia estatistica.. Os principais resultados mostraram claramente a influéncia do indice
mitotico na deteccdo de células com MN simples e maltiplos. A dose de 0,36 Gy induziu uma
diminuicdo gradual do IM ao longo dos trés ciclos celulares investigados. J& para a dose de 1,44
Gy, ndo houve essa reducdao no primeiro ciclo pos-irradiacdo, mas sim nos ciclos seguintes,
com reducdes de 3/4 e 2/3, respectivamente, em comparacdo com o IM ap0s o primeiro ciclo.
Os dados sugerem que as raizes de Allium cepa podem se adaptar a doses mais altas, apesar de

apresentarem instabilidade cromossémica em todas as doses estudadas.

Palavras-chave: Allium cepa; ciclo celular; microndcleo; particulas beta.



ABSTRACT

The assessment of the cytogenetic effects of ionizing radiation on plants can play a
fundamental role in promptly responding to and/or mitigating the recurring impacts of the
release of radioactive materials into the environment and, consequently, reducing the risk to the
population. The objective of this work was to analyze the potential of acute exposure to beta
particles to induce chromosomal instability in onion (Allium cepa) root cells after 3 cell cycles
of cessation of exposure. The choice of Allium cepa was due to it being a biota frequently used
as a standard model in cytogenetic studies related to environmental pollutants, however, little
explored in the context of the effects of ionizing radiation. One of the most used techniques to
evaluate cytogenetic damage is the micronucleus assay, which was applied in this work. For
this, onion seeds were previously germinated and exposed, in groups, to a source of *°Sr/®Y at
absorbed doses of 0.36, 0.72 and 1.44 Gy. Each group followed a non-irradiated control group.
The levels of cytogenetic damage to Allium cepa cells were analyzed via optical microscopy,
considering the frequency of cells with micronuclei (FMN) and the mitotic index (MI) over
three cell cycles. With these data in hand, statistical tests were carried out to verify statistical
significance. The main results clearly showed the influence of the mitotic index in the detection
of cells with single and multiple MN. The dose of 0.36 Gy induced a gradual decrease in IM
throughout the three cell cycles investigated. For the dose of 1.44 Gy, there was no such
reduction in the first post-irradiation cycle, but rather in the following cycles, with reductions
of 3/4 and 2/3, respectively, compared to the IM after the first cycle. The data suggest that
Allium cepa roots can adapt to higher doses, despite showing chromosomal instability at all

doses studied.

Keywords: Allium cepa; beta particles; cell cycle; micronucleus.
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1 INTRODUCAO

O uso das radiacOes ionizantes esta cada vez mais presente no cotidiano através das
inumeras aplicagdes em diversas areas, sendo elas a medicina, biologia, farmécia, industria,
agricultura, na geracdo de energia etc. Apesar disso, hd um amplo consenso na comunidade
cientifica sobre a necessidade de aprofundar a compreensdo da biofisica envolvida nos
processos de inducdo de danos biolégicos em situacBes de exposicdo ndo desejada a doses
baixas e moderadas (Tang, Loganovsky, 2018).

Para mensurar esses danos, sdo utilizadas técnicas de dosimetria, mais especificamente,
a dosimetria biol6gica. A dosimetria citogenética € uma técnica que relaciona a frequéncia das
respostas induzidas pela radiacdo ionizante nas células e a dose absorvida (IAEA, 2011). Essa
dosimetria foi desenvolvida a principio para ser aplicada como um procedimento em protecao
radiologica e a sua utilizagdo tem sido recomendada nos casos de exposi¢do acidentais a
radiacdo (IAEA, 1986).

Diante dos acidentes nucleares ao longo dos anos, a Comisséo Internacional de Protecédo
Radiologica (ICRP, acrénimo do inglés International Commission On Radiological Protection)
reconheceu a necessidade de fornecer mais conselhos quantitativos também sobre protecéo
ambiental. Uma avaliacdo necessaria € uma correlacdo entre a dose e seus efeitos em biota
vegetal (Higley, 2018). Uma das biotas vegetais que vem recebendo um consideravel destaque
nesse ramo da dosimetria é a planta superior Allium cepa.

A cebola (Allium cepa) é um indicador biolégico amplamente aplicavel a varios
estressores e contaminantes, especialmente, quimicos. Essa espécie apresenta correlacGes
significativas com outros sistemas e permite a realizacdo de testes rapidos, simples e
reproduziveis em diferentes escalas, tanto macroscopicas quanto microscopicas (Fiskesjo,
1985). Portanto, ndo € surpreendente que possam existir testes especificos utilizando as raizes
de Allium cepa para avaliar a presenca de contaminantes radioativos.

Para avaliar os danos radioinduzidos nas células de cebola foi utilizado o ensaio de
micronucleos que é um dos principais métodos citogenéticos empregados na avaliacdo de danos
no DNA. Os micronucleos sdo formados quando cromossomos inteiros e/ou fragmentos
cromossdmicos ndo conseguem migrar para os polos das células filhas durante a fase da tel6fase
da divisdo celular, resultando em estruturas adicionais de material genético ndo incorporadas
ao nucleo principal (Leme, Marin-Morales, 2009).

A frequéncia de células com micronicleos ao longo do tempo pode fornecer

informacdes valiosas sobre a resposta bioldgica a danos genéticos. Ao acompanhar como essa



frequéncia varia apds a exposicdo a agentes genotdxicos, torna-se melhor o entendimento da
eficacia dos mecanismos de reparo do DNA e a persisténcia dos danos ao longo do tempo
(Leme, Marin-Morales, 2009).

Com isso, o objetivo principal deste estudo foi avaliar a frequéncia de células com MN
induzidos por particulas beta em células meristematicas de Allium cepa, analisando a evolugdo
desses endpoints ao longo de trés ciclos celulares (24, 48 e 72 horas), e também investigar o

comportamento do indice mitético durante esses intervalos de tempo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Nesta secdo, € apresentada a base tedrica fundamental do presente trabalho. Conceitos de
fisica das radiacdes, biologia celular, interacdo da radiacdo com a matéria e tratamentos
estatisticos sdo apresentados para melhor compreensao do desenvolvimento do trabalho.

2.1 Fisica das Radiag0es

Existem 4tomos na natureza que sao instaveis. A instabilidade de um nucleo pode se dar a
trés fatores: quando o numero de néutrons € incompativel com o numero de prétons
correspondente aquele nucleo, quando o nimero de prétons é alto, impossibilitando a forca
nuclear forte de manter os prétons unidos dentro do nucleo e quando o tamanho do nucleo é
grande, tornando-se mais propenso a sofrer uma desintegracdo nuclear. Na tentativa de se
estabilizar, o nlcleo libera energia, e esta € chamada de radiacéo (Bitelli, 2006).

Radiacdo e a forma de energia que se propaga a partir de uma fonte emissora através de
qualquer meio, sendo caracterizada como energia em movimento (Okuno, 2013). Essa energia
pode ser classificada como ionizante, quando tem a capacidade de ionizar um atomo, ou seja,
retirar um elétron da sua drbita, ou ndo ionizante, quando ndo tem a capacidade de ionizagéo,
mas pode causar uma excitacdo no atomo ou em moléculas do meio. Os tipos de radiacfes
ionizantes mais estudadas podem ser classificados como radiacao eletromagnética, como raios

X e gama, e radiagdes corpusculares, como alfa e beta.

2.1.1 Radiac6es indiretamente ionizantes

Exemplos de radiacdes indiretamente ionizantes sdo os fotons de raios X e raios gama. Os
raios X se originam através de desexcitacGes atdbmicas e de desaceleracdo de particulas
carregadas, ambos 0s processos sdo chamados de raios X caracteristicos e Bremsstrahlung
(radiacdo de freamento), respectivamente. Os raios gama, por sua vez, tém seu surgimento
através de processos de decaimento nuclear, com a transicdo de um nucleon para um nivel
menos energético. Os raios gama sdo altamente energéticos devido sua alta frequéncia e,

consequentemente, seu baixo comprimento de onda (L’ Annuziata, 2007).
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Existem vérios tipos de interagdo das radia¢des indiretamente ionizantes com a matéria. Os

trés principais séo o efeito fotoelétrico, o efeito Compton e a producéo de pares (Figura 2.1).

L] LB RALLE] L LB BLILLLF] L | L RLL] L] LB ELRLL
100 -
B Efeito Fotoelétrico Produgdo de Pares
80 dominante dominante -
60 Efeito Compton T
N - dominante -
40 -
20 -
0 el Loty urnl Lt 1
0,01 0,05 0,1 0,5 1 5 10 50 100
E (MeV)

Figura 2-1 Faixas de predominancia, em energia e namero atémico, dos trés tipos principais

de interacdo de fotons com a matéria. ((Fonte: Sa et al., 2017)

O efeito fotoelétrico é caracterizado pela transferéncia total da energia do foton incidente
para um elétron, que € ejetado do &tomo com uma energia cinética definida pela equacao 2.1.
Ocorre predominantemente em &tomos com nimero atdmico alto e com fotons de baixa energia.
Para que ocorra o efeito fotoelétrico, a energia do foton incidente deve ser maior ou igual a
energia de ligacdo do elétron que é ejetado. O elétron ejetado é provavelmente aquele cuja

energia de ligacdo é mais proxima, mas menor, da energia do foton incidente (Bushberg, 2012).

E. = hv— Ey, (2.1)

onde E¢ é a energia cinética, h é a constante de Planck, v é a frequéncia da radiacdo e Eiig € a

energia de ligacdo do elétron orbital.
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Fotoelétron

Radiagdo caracteristica

Foton incidente

Figura 2-2 — Representacédo do efeito fotoelétrico. (Fonte:
https://efeitofotoeletricoecompton.webnocde.com.br/explicacéo/)

O espalhamento Compton (também chamado de espalhamento inelastico) é o
espalhamento predominante na interacdo de fotons de raios X e raios gama na faixa de energia
diagndstica com tecidos moles. O elétron é ejetado do atomo e o foton espalhado é emitido com
alguma reducgéo na energia relativa ao foton incidente. Tal como acontece com todos 0s tipos
de interacdes, tanto a energia quanto o momento devem ser conservados (Bushberg, 2012). O

espalhamento Compton é caracterizado pela equacéo 2.2.

hv (2.2)
hv ]
myc?(1 — cos 0)

hv' =

1+]

onde hv € a energia do foton incidente, #v' é a energia do foton espalhado, myc? é a energia de

repouso do elétron e 8 é o angulo formado entre o féton incidente e o espalhado.
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Féton espalhado

Figura 2-3 — Representacdo do espalhamento Compton. (Fonte:
https://efeitofotoeletricoecompton.webnode.com.br/efeito-compton/)

A producéo de pares s6 pode ocorrer quando as energias dos raios X e dos raios gama
excedem 1,022 MeV. Na producdo de pares, um raio X ou raio gama interage com 0 campo
elétrico do ndcleo de um atomo. A energia do foton é transformada em um par elétron-positron.
A energia resultante equivalente de cada elétron é 0, 511 MeV, e é por isso que o limite de
energia para esta reacdo é 1,022 MeV. A energia do foton em excesso € transmitida ao elétron
(também conhecido como particula beta menos) e ao pdsitron como energia cinética. O elétron
e 0 positron perdem sua energia cinética via excitacdo e ionizacdo do meio. Quando o positron
chega ao repouso, ele interage com um elétron carregado negativamente, resultando na
formacdo de dois fétons de aniquilacdo de 0,511 MeV direcionados de forma oposta (Bushberg,
2012).

o
\ T g

.\

Féton

Pésitron

Figura 2-4 — Representacdo da producdo de pares. (Fonte:

https://www.oocities.org/tomografiademadeira/interacao.html )


https://efeitofotoeletricoecompton.webnode.com.br/efeito-compton/
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212 Radiacdes diretamente ionizantes

Exemplos de radiacBes diretamente ionizantes, leves ou pesadas, sdo as particulas alfa e
beta, também chamadas de radiacGes ionizantes do tipo corpusculares. A particula alfa consiste
em um ndcleo de hélio, composto por dois prétons e dois néutrons. As particulas alfa séo
emitidas por nucleos atdmicos pesados atraves de decaimentos radioativos. As principais
caracteristicas das particulas o sdo o alto poder de ionizagao que, por consequéncia, possui uma
alta LET (do inglés, Linear Energy Transfer), tendo o poder de depositar altas quantidades de
energia no meio de interacdo num volume pequeno. Contudo, as particulas o possuem baixo
poder de penetracdo na matéria, podendo ser atenuadas por uma folha de papel (Briickmann,
1991; Bowler et al., 2006).

A respeito da interagao com o tecido humano, as particulas a sdo incapazes de ultrapassar
a espessura da pele, sendo facilmente bloqueadas por células mortas da epiderme. Em contraste,
a exposicao interna a particulas alfa é extremamente perigosa. Nesse caso, sua alta LET causa
danos severos ao DNA, podendo levar a mutacdes e distdrbios celulares, incluindo o
desenvolvimento de cancer (Tauhata et al., 2003).

Ao contrério da radiacdo indiretamente ionizante, as radiacdes com carga elétrica sempre
interagem com o0 meio devido as sucessivas interacbes coulombianas com as cargas nele
distribuidas. Consequentemente, apos multiplas interacGes que resultam na perda de energia, a
particula incidente € absorvida pelo meio e perde sua capacidade ionizante. A natureza dessa
interacdo é influenciada por diversos parametros, incluindo a carga elétrica, velocidade, massa
da particula incidente e o parametro de impacto (distancia entre a trajetoria da particula
incidente e o raio atbmico) (Attix, 1986; Okuno; Yoshimura, 2010).

As principais interacdes das particulas carregadas se ddo com as camadas eletrdnicas, mas
também pode ocorrer com o0 nulcleo do atomo. As interacdes podem ser classificadas como
colisdo inelastica com o atomo (colisdo suave) ou com um elétron fortemente ligado (colisao
dura), colisdo elastica com o ndcleo, aniquilacdo do positron e reacdes nucleares (Okuno,
Yoshimura, 2009).
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2.2  Particula beta e sua interacdo com a matéria

A particula B possui mesma carga (em modulo) e massa de um elétron, diferenciando
apenas na sua origem. O elétron se origina das camadas eletr6nicas encontradas fora do
ndcleo atbmico, enquanto a particula beta é emitida diretamente do nicleo através de
decaimentos radioativos (Bitelli, 2006).

Ao ser emitida, a particula B pode ser classificada de acordo com sua carga elétrica.
Durante um decaimento radioativo, o nlcleo pode sofrer alteragdes em sua estrutura. No
decaimento B, 0 nlcleo sofre uma desestabilidade causada pelo excesso de néutrons em
sua composicdo. Esse fendmeno resulta na conversdao de um néutron em um préton dentro
do ndcleo, onde o equilibrio de carga é conservado através da formagdo de um elétron e
um anti-neutrino (Young; Freedman, 2009). Nesse caso, a particula beta emitida é o
eletron. A relacdo pode ser observada na equagéo 2.3.

n-op+e +7v (2.3)

Para o decaimento B*, temos um nicleo instavel com razdo N/Z muito pequena para que
haja a estabilidade. Como resultado dessa desestabilidade nuclear, ha a transformacdo de um
proton em um néutron. Analogamente ao decaimento [, 0 equilibrio de carga é conservado
através da producdo de um positron (anti-particula do elétron) e um neutrino. (Young;
Freedman, 2009). Nesse caso, a particula beta emitida é o pdsitron. Mas para essa emissao €
necessario haver disponibilidade energética de pelo menos 1,022 MeV. A relacdo pode ser

observada na equacéo 2.4.

p-on+et+v (2.4)

Existem alguns nuclideos em que néo é possivel energeticamente emitir uma particula .
Quando a disponibilidade energética é insuficiente para a emissdo do pdsitron, ha um terceiro
tipo de decaimento, chamado de captura eletrénica. Neste caso, um elétron orbital, geralmente
da camada mais interna, pode se combinar com um préton do nicleo resultando na emisséo de
um néutron e um neutrino (Young; Freedman, 2009). Nesse caso, ndo havera emissdo de

particula beta, apenas de neutrino. O processo € descrito na equagdo 2.5.
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p+e -on+v (2.5)

Uma das principais formas de interacdo dos elétrons com a materia € através da colisdo
suave (ou ineléstica). Esse tipo de interacdo ocorre quando hd um grande parametro de impacto
envolvido. Durante essa interacdo, 0 atomo como um todo ou seus elétrons da camada de
valéncia sdo afetados. Isso leva a excitacdo do atomo e ocasionalmente a sua ionizacéo. Essa
forma de interacdo é bastante frequente e contribui significativamente para a perda de energia
das particulas incidentes. Tanto elétrons como poésitrons e ions pesados sdo capazes de
desencadear esse tipo de interagdo (Yoshimura, 2009).

Os elétrons B dissipam sua energia ao causar ionizagdes durante sua interagdo com a
matéria. No entanto, também podem perder energia através de radiacdo de frenagem. Devido a
sua massa relativamente baixa, a trajetoria dos elétrons no meio material geralmente é irregular

e pode ser desviada de sua direcéo original (Attix, 1986; Podgorsak, 2005).

2.3 Dose absorvida

A dose absorvida (D) é uma grandeza fisica definida como a quantidade de energia de
radiacdo ionizante (dE) depositada por unidade de massa (dm) no meio de interacdo. Sua
unidade de medida no Sistema Internacional (SI) é o gray (Gy), equivalente a J/kg. A dose
absorvida pode ser calculada para qualquer tipo de radiacdo em interacdo com qualquer meio

(Okuno, Yoshimura, 2010). A dose absorvida ¢é definida pela equacéo 2.6.

dE (2.6)
D=—
dm

A energia depositada pelas radiacdes ionizantes pode causar danos bioldgicos as células e

tecidos, portanto, é importante quantificar essa interacdo da radiacdo com o meio para fins de

protecdo radiologica.
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2.4 Células-tronco eucariéticas e ciclo celular

24.1 Células-tronco eucarioéticas

Células-tronco ou células primordiais sdo tipos celulares, presentes em animais e plantas,
que tém a capacidade de se dividir e manter seu préprio grupo de células morfologicamente
indiferenciadas. Também possuem a habilidade de formar células derivadas, que entdo, se
diferenciam e formam tecidos e 6rgdos (Tucker, Laux 2007).

Apesar da existéncia de células-tronco em animais e plantas, ambas possuem funcdes
distintas. Nos animais, as células primordiais tém como principal funcdo, compensar perdas
celulares durante o desenvolvimento pds-embrionario. Nas plantas, as células-tronco atuam
como uma fonte continua de células que participam na formacdo de novas estruturas ao longo
de toda a vida da planta (Vernoux, Benfey, 2005).

Nas plantas, existe um tecido chamado meristema. Essa regido é responsavel por produzir
as células primordiais, tendo em vista que essa regido possui as premissas de divisdo celular
assimetrica, sendo essa responsavel pela diferenciacdo das células, conectada a auto
proliferacdo (Knoblich, 2008).

A
; , 3 ‘a Buibo da cebola

(catafilos)

Raiz da cebola
Regiao apical

{meristema apical)

Figura 2-5 — Estrutura da Allium cepa (cebola). Regido em destaque: meristema apical.

(Fonte: http://www.biologia.seed.pr.gov.br/arquivos/File/praticas/mitose_cebola.pdf)
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242 Ciclo celular eucariético

O ciclo celular é a base fundamental para formagdo dos organismos vivos. E a partir da
divisdo celular que surge cada vez mais novas células que assumem diversas funcionalidades
nos seres vivos. Além de originar novas células, o ciclo celular tem o papel de assegurar que 0
processo ocorra de forma segura, garantindo que ndo haja falhas nas fases de divisdo celular
(Lomanto et al., 2003). A divisao celular é dividida em dois momentos importantes: a interfase,
que se subdivide em fase G1, S e G2, e a mitose que se divide em préfase, metafase, anafase e
telofase.

Na fase G1, também conhecida como primeira fase de crescimento da célula, ocorre um
periodo de atividade bioquimica intensa. Essa fase é responsavel pela sintese do RNA e da
producdo de proteinas necessarias para o crescimento e desenvolvimento da célula. Na fase S,
ou fase de sintese, ocorre a duplicacdo do DNA da célula. Ao final do processo, a célula tera o
dobro de fitas de DNA e proteinas nucleares, garantindo que, posteriormente, as celulas-filhas
tenham uma copia completa do DNA. Por fim, na fase G2, segunda fase de crescimento celular,
a célula comeca a se preparar para o processo de divisdo mitotica. Nesta etapa, se incrementam
as proteinas citoplasmaticas e organelas, sendo possivel observar mudangas na estrutura da
célula devido ao seu aumento de tamanho (Fragoso et al., 2004).

A mitose é a fase de divisdo do nucleo celular, permitindo que, no final de todo o processo
de divisdo celular, gere mais duas células filhas idénticas. A primeira fase da mitose, chamada
profase, € caracterizada pela condensacdo da cromatina em cromossomos bem definidos,
tornando-os visiveis. Dois pares de centriolos, denominados de centrossomas, se direcionam
para polos opostos, formando um fuso acromatico. No caso das plantas, esses fusos sdo
multipolares por ndo possuirem centrdmeros. Na segunda fase da divisao celular, a metafase,
0S Cromossomos assumem seu nivel de maior condensacdo. Esses cromossomos se alinham no
centro do fuso acromatico formando a chamada placa equatorial. Neste momento, o0s
Cromossomos Se preparam para se separarem na fase seguinte. Na anafase, ocorre a divisdo pelo
centrdmero dos cromossomos, iniciando uma ascensdo polar, fazendo com que, ao final da
anafase, dois conjuntos iguais de cromossomos estejam em cada polo da célula. Na quarta e
Gltima fase do ciclo celular, a teléfase, da-se inicio a organizacdo dos nucleos das células-filhas.
As fibras do fuso acromatico se desorganizam fazendo com que 0S cromossomos comecem a
se descondensar e, entdo, tornar-se indistintos. Apos a fase da tel6fase existe um processo

chamado de citocinese, onde ocorre a divisao do citoplasma. Ao final dessa fase o nucléolo é
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reconstituido e o ciclo celular recomeca com as células-filhas entrando na fase de interfase

(Moreira, 2015). As fases do ciclo celular s&o ilustradas na Figura 2.6.

Interfase

S
(Crescimento e
N duplicacaode DNA)

G2 \

3 (Crescimento e preparagdo |
< final paraa
. > divisdo celular)

metafase
“/;ﬂ,,e, \
«
O <
&
&
&

<t
/

L —
\

Figura 2-6 — Fases do ciclo celular. Interfase (fases G1, S e G2) e mitose (profase, metafase,

anafase e teldfase). (Fonte: https://www.biologianet.com/biologia-celular/ciclo-celular.htm)

25 Biofisica do dano cromossémico radioinduzido

Os cromossomos (Figura 2.7) sdo estruturas compostas por DNA e proteinas localizadas
no nacleo das células eucaridticas. Eles sdo portadores dos genes, 0s quais contém as
informacGes genéticas necessarias para o desenvolvimento, funcionamento e reproducéo dos
organismos. Cada espécie tem um numero caracteristico de cromossomos que € mantido
constante de geracdo em geracdo. Os cromossomos sdo essenciais para o processo de divisdo
celular, pois eles se duplicam e sdo distribuidos de forma precisa durante a divisao celular,

garantindo que cada célula-filha receba uma copia completa do material genético (IAEA, 2011).


https://www.biologianet.com/biologia-celular/ciclo-celular.htm
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Figura 2-7 — Esquema da estrutura do cromossomo e sua composi¢éo. (Fonte:

https://brasilescola.uol.com.br/biologia/cromossomos-homologos.htm)

A exposicdo a radiacfes ionizantes pode resultar na remocédo de elétrons das moléculas
presentes nos tecidos bioldgicos. Embora diversos tipos de danos possam ser causados em
varias estruturas celulares, o principal alvo é o DNA, que pode ser afetado tanto diretamente
pela radiacdo quanto indiretamente. A acdo indireta das radiagdes ionizantes sobre o DNA
ocorre devido a presenca predominante de 4&gua nos organismos bioldgicos. Quando as células
sdo irradiadas, a &gua nelas pode passar por radiolise, levando a quebra da molécula em pares
de ions, os quais, ao se recombinarem eletronicamente com o ambiente, podem gerar radicais
livres (H* e OH"). Devido a sua alta reatividade, essas espécies podem interagir quimicamente
entre si ou com moléculas proximas. Como resultado, novas moléculas, incluindo o DNA,
podem ser danificadas, resultando em quebras simples ou duplas de suas cadeias (Podgorsak,
2005; Bushong, 2010; IAEA, 2011).

Diferentes tipos de radiacéo ionizante requerem diferentes niveis de dose para produzir um
mesmo efeito. Portanto, a RBE (do inglés, Relative Biological Effectiveness) € uma medida
adimensional que possibilita a comparacdo da quantidade de dose necessaria para alcangar o
mesmo efeito (endpoint) com diferentes tipos de radiacdo (Podgorsak, 2005; Bushong, 2010;
IAEA, 2011). A RBE pode ser expressa pela equacao 2.7.

RBE — Dosereferencia (2.7)
Doseiegte



https://brasilescola.uol.com.br/biologia/cromossomos-homologos.htm
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A influéncia da RBE esta implicitamente ligada a LET da radiacdo. No entanto, outros
parametros como a dose, taxa de dose, fracionamento da dose e tipo de material biol6gico
também influenciam o tipo de resultado analisado e, consequentemente, afetam os valores da
RBE (Podgorsak, 2005; Bushong, 2010; IAEA, 2011).

Vérios fatores podem influenciar a sensibilidade das células a radiacéo, incluindo o tipo de
célula, o estdgio do ciclo celular, a LET, a dose e a taxa de dose de radiagdo, bem como a
capacidade de reparo do DNA. As células em fase ativa na mitose tendem a ser mais sensiveis
a radiacdo devido a sua alta atividade metabdlica e divisdo celular, como exemplo das células
sanguineas e do trato gastrointestinal. Além disso, células com deficiéncias no reparo do DNA
ou com capacidade de reparo reduzida sdo mais propensas a sofrer danos causados pela radiacéo
ionizante (Podgorsak, 2005; Bushong, 2010; IAEA, 2011).

A inducdo de endpoints citogeneticos, como a formagdo de microndcleos, também pode
ser influenciada pela sensibilidade das células a radiagdo. A presenca de micronicleos é um
indicador valioso na deteccéo de danos ao DNA, sendo utilizada a frequéncia de sua formacao
para avaliar a extensdo dos danos causados pela radiacdo. A taxa de formacgéo de micronucleos
pode variar conforme o tipo de célula e outros parametros fisicos que afetam a sensibilidade

celular a radiacdo, como a LET, a dose e a taxa de dose (IAEA, 2011).

2.6 Microndcleos na avaliacdo de instabilidade cromossémica radioinduzida

A energia transportada pelas radiacGes ionizantes afeta estruturas bioldgicas ao ser
absorvida durante seu percurso através do meio. A medida que os atomos se ionizam, a
dinamica das moléculas que compdem um material pode sofrer mudancas substanciais. Essas
alteracdes podem levar a disfuncdes celulares, podendo, em ultima instancia, provocar
mutacoes e/ou desenvolver um cancer (Xavier, 2018).

Micronucleos (Figura 2.8) sdo estruturas originadas de fragmentos ou cromossomos
inteiros que ndo foram incorporados ao nucleo principal durante a divisdo celular. Suas
caracteristicas principais para identificacdo sdo seu formato circular, sua localizacdo, sendo ela
proximo ao nucleo principal, e seu tamanho com aproximadamente 1/3 do tamanho do ndcleo
da célula (Uchda, Magalhées, 2020).
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Figura 2-8 - Formacdo do micronucleo. (Fonte: Adaptada de FENECH, 2007).

A presenca de micronlcleos nas celulas pode ser um indicativo de instabilidade
cromossdmica, que pode ser causada por varios fatores, incluindo a exposi¢cdo a radiacéo
ionizante (Sommer et al., 2020). Com o poder de danificar informacdes genéticas das células,
as radiacOes ionizantes podem ser potencialmente genotoxicas. Os micronucleos podem surgir
de aberragcdes cromossdmicas, que por sua vez, sao manifestacdes primarias aos danos causados
pela exposicao a radiacdo (IAEA, 2011).

A identificacdo e quantificacdo dos micronucleos nas células nos da informacdes sobre 0s
danos induzidos no DNA. Danos genéticos podem resultar de substancias clastogénicas ou
aneugénicas. Os agentes clastogénicos rompem o DNA, causando a liberacdo de fragmentos
cromossdmicos, enquanto os agentes aneugénicos liberam cromossomos inteiros. A radiacéo
ionizante é capaz de induzir efeitos clastogénicos e aneugénicos, que podem ser detectados pelo
teste do micronucleo (Eastmond, Tucker, 1989).

O teste de micronucleos é capaz de detectar o aumento na frequéncia de mutacdes em
células expostas a uma variedade de agentes genotoxicos. Diversos estudos confirmam a
eficAcia desse teste como um indicador de danos citogenéticos. Além disso, o teste é
considerado uma abordagem rapida, econémica e ndo invasiva, que pode ser repetida varias
vezes para a prevencdo e monitoramento de individuos em relagcdo a riscos carcinogénicos
(Carvalho et al., 2002).

Diante dos acidentes nucleares ao longo dos anos, bem como do aumento das exposicoes
ocupacionais, ha um consenso na comunidade cientifica sobre a necessidade de fornecer
conselhos sobre protecdo radioldégica humana e ambiental. abordagem alternativa e/ou
complementar consiste em estabelecer uma correlagdo entre a dose absorvida e seus efeitos na
biota ndo humana (Higley, 2018).

Neste quesito, uma das biotas mais utilizadas para estudos de agentes genotdxicos é a

planta Allium cepa (cebola). Essa espécie é altamente sensivel a uma ampla gama de agentes
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genotdxicos, incluindo poluentes do ar, agua e solo. Quando exposta a substancias que causam
danos ao DNA, a cebola demonstra respostas visiveis e mensuraveis, como a formacao de
microntcleos (Leme et al., 2018).

O tamanho do microntcleo (MN) pode ser um indicador eficaz para avaliar os efeitos
clastogénicos e aneugénicos em Allium cepa, considerando que essa espécie possui um
cariétipo simétrico, caracterizado por uma homogeneidade no tamanho dos cromossomos, 0s

quais sdo poucos e grandes (2n = 16) (Leme et al., 2018).

2.7 Tratamento estatistico de dados

Durante uma analise estatistica, um passo importante ¢é verificar a normalidade dos dados
para evitar interpretacbes e conclusdes precipitadas. Esse teste € caracterizado como uma
distribuicdo normal, ou gaussiana; um grupo amostral que apresenta valores simetricamente
distribuidos em torno de uma média central apresentando uma curva em formato de sino. A
area abaixo dessa curva demonstra a probabilidade de ocorréncia de um fenémeno. Com isso,
temos que a probabilidade de uma area observavel estar entre dois pontos é justamente a area
abaixo da curva desses pontos (Walpole et a.l, 2012).

Numericamente, a normalidade de dados pode ser calculada através de testes estatisticos
presentes em softwares. Os testes mais utilizados para verificar normalidade sdo D’Agostino -
Paerson, Shapiro — Wilk, e o de Kolmogorolv - Smirnov. A escolha entre cada um dos testes
diz respeito a uma maior ou menor significancia estatistica, com alguns requisitos a exemplo
do tamanho da amostra analisada (Walpole et al., 2012).

A significancia estatistica esta vinculada a rejeicdo da hipdtese nula, a qual ¢ uma
afirmacdo inicial que supGe a inexisténcia de uma diferenca significativa entre dois grupos ou
varidveis em andlise. A rejeicdo da hipotese nula ocorre quando temos um minimo de p < 0,05,
que representa a probabilidade de existir um resultado igual ou préximo a ele (Walpole et al.,
2012). Isso significa que, quando um dado experimento apresentar um valor de p < 0,05 se ele
for realizado 100 vezes, todos eles sob condicdes idénticas, haveria uma probabilidade de 95%
de obter um resultado igual ou semelhante, sendo que os 5% restantes representam as possiveis
flutuagdes estatisticas (Xavier, 2023). Dessa forma, o valor de p avalia as evidéncias contrarias
a hipotese nula e determina se o resultado observado possui significancia estatistica.

Apo6s confirmar a normalidade dos dados, é vidvel aplicar testes que identificam e

comparam a significancia estatistica entre os grupos amostrais analisados. Um dos testes
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estatisticos destacados nesse contexto é a ANOVA. Esta ferramenta estatistica baseia-se na
analise de variancia entre os grupos amostrais, sendo amplamente utilizada para fins de
comparagdo entre trés ou mais grupos de amostras independentes. Este teste opera com um
nivel de significancia de p < 0,05.

Isso significa que se esse valor for obtido em um experimento, quer dizer que pelo menos
um par de medidas apresentara diferencas. O teste de ANOVA ndo indica quantas ou quais
medidas apresentaram diferencas. Para esse tipo de analise € utilizado um outro teste estatistico
chamado Tukey, que é comumente utilizado para tal proposito (Walpole et al., 2012). Em
resumo, o teste Tukey compara todos os possiveis pares de medidas e aponta qual deles
apresentou diferencas estatisticamente significativas. Esses testes sdo importantes para entender

as disparidades entre grupos e seus impactos nos resultados de estudos cientificos.
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3 METODOLOGIA

Nesta se¢do, é apresentado o passo a passo dos métodos aplicados no desenvolvimento do
trabalho, detalhando os procedimentos e ferramentas utilizadas para alcancar os objetivos do
trabalho. A metodologia foi realizada com base no trabalho de (Xavier, 2023).

3.1 Germinacéo de sementes de Allium cepa

Para experimentos que utilizam material biolégico, é de suma importancia garantir que,
tanto os materiais utilizados, quanto o ambiente em que é realizado 0s experimentos, estejam
devidamente limpos e livres ao maximo de fungos e bacterias. Para isso, materiais como placas
de Petri, pincas, ponteiras de plastico, béqueres, papel filtro de germinacéo e garrafas com dgua
destilada, foram submetidos a um processo de assepsia. Esta etapa foi realizada através do uso
de um equipamento chamado autoclave. A autoclavagem é um tratamento térmico que consiste
em manter o material a ser descontaminado a uma temperatura elevada, através do contato com
vapor de agua, durante um periodo de tempo suficiente para eliminar ao maximo 0s agentes
patogénicos. Em nosso laboratorio, esse processo padrdo de funcionamento foi realizado sob
uma pressao de 1 atm e em temperatura de 121°C.

Na sequéncia, o processo de manuseio do material autoclavado e das sementes de cebola
para a germinacdo foi realizado em uma cabine de fluxo laminar. Este ambiente foi previamente
limpo com alcool 70% e posteriormente exposto a luz UV-C com comprimento de onda
A =254 nm. Também conhecida como luz UV-C germicida, ela tem como principal funcao
desinfectar ambientes, como laboratdrios, salas hospitalares etc., e também atua na desinfecgédo
de superficies em geral (Souza. 2020, 2022). Os ambientes do processo de assepsia Sao

mostrados na Figura 3.1.
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Figura 3-1 Equipamento utilizado para assepsia dos materiais. (A) — Autoclave; (B)- Capela
de fluxo laminar com lampada que emite luz UV-C; (C) — Materiais dispostos para
esterilizacdo dentro da capela de fluxo laminar.

As sementes de Allium cepa utilizadas para germinacdo foram do tipo Baia Periform e
livres de agrotoxicos. Em uma cabine de fluxo laminar previamente exposta a luz UV- C, cerca
de 25 sementes foram distribuidas em placas de Petri cobertas por uma dupla camada de papel
filtro de germinacdo e, em seguida, foram adicionados 4 mL de agua destilada. Posteriormente
as placas foram vedadas com plastico Parafilm® e armazenadas em uma estufa incubadora
BOD (do inglés, Biochemical Oxygen Demand) a temperatura de (25 = 1) °C, livres de luz solar
e umidade externas. As sementes foram mantidas na incubadora até completarem 5 ciclos
celulares, tendo em vista que o ciclo celular da Allium cepa tem a duracdo de 24 h (Vaijapurkar
et al., 2001). Apos esse periodo, eram visiveis 0s meristemas desenvolvidos nas sementes. As

etapas descritas podem ser visualizadas na Figura 3.2.
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Figura 3-2 — Processo de germinagéo das sementes de Allium cepa. (A) — Sementes postas na
placa de Petri. (B) — Placa vedada com plastico Parafilm. (C) — Parte interna e externa da
incubadora BOD.

3.2 Irradiacéo com particulas Beta

As irradiacOes das amostras com particulas beta foram realizadas utilizando uma fonte
de %°Sr/*°Y (Figura 3.3) do tipo aplicador dermatolégico planar com taxa de dose de 63,1
mGy.min™. Essa taxa de dose foi calculada através de simulagdo computacional de Monte
Carlo apresentada no trabalho de (Xavier, 2023). Apds as raizes de Allium cepa crescerem
até um tamanho aproximado de 0,5 = 0,1 cm, 8 sementes com seus meristemas foram
selecionados de forma aleatdria e depositados num suporte de acrilico contendo uma dupla
camada de papel filtro de germinacéo. Inicialmente, 3 grupos de amostras foram delimitados
e irradiados com doses de 0,36, 0,72 e 1,44 Gy. Um grupo de sementes ndo irradiadas foram
separadas para atuar como grupo de controle. O experimento foi realizado em triplicata, ou
seja, para cada uma das 3 doses absorvidas de radiacdo beta foram delimitados 3 grupos de
sementes. Apos as irradiacfes, 0s grupos de sementes expostas a radiacdo, bem como o
grupo de sementes ndo irradiadas foram depositadas em placas de Petri com uma dupla
camada de papel de germinagdo, vedadas com plastico Parafilm e armazenadas na
incubadora BOD.
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Figura 3-3 — Fonte emissora de particulas 3 colocada no suporte de acrilico para irradiacao

das amostras.

3.3 Fixacdo das amostras

Com o intuito de estudar o comportamento das células de Allium cepa ao decorrer dos
ciclos celulares pos irradiacdo, as amostras irradiadas foram coletadas em dias distintos. O
primeiro grupo de amostras irradiadas com doses de 0,36, 0,72 e 1,44 Gy, respectivamente,
foram coletadas com 24 h apdés a irradiagdo com particulas beta. O segundo grupo foi coletado
48 h apds as irradiacoes e o terceiro grupo foi coletado 72 h apds as exposicoes a radiacdo beta.
As raizes foram retiradas das placas de Petri e levadas para serem fixadas usando fixador
Carnoy. A solucdo Carnoy é composta por uma mistura de alcool etilico absoluto e acido
acetico absoluto (3:1) (Figura 3.4). Este solvente tem a funcdo de interromper o ciclo celular
das raizes da cebola facilitando, posteriormente, a visualizacdo das células no microscopio
naquele instante em que foi paralisado. As raizes foram colocadas em um tubo Falcon,
identificadas com a respectiva dose absorvida e, entdo, completamente imersas em fixador
Carnoy. As raizes imersas no fixador ficaram reservadas por um periodo de 24 h em
temperatura ambiente (25 £ 1) °C. Ap0s 0 tempo necessario, as raizes foram retiradas do fixador
Carnoy, transferidas para um novo tubo Falcon, e, entdo, imersas em alcool 70% a fim de
conservar o estado de “congelamento” do ciclo celular. As raizes foram armazenadas na

geladeira a 4 °C até o dia da producdo de laminas.
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Figura 3-4 Componentes para preparacdo do fixador Carnoy: Acido Acético Absoluto e

Alcool etilico.

3.4 Producdo de Laminas

Para a producdo de laminas de microscopia, as raizes de Allium cepa foram submetidas a
dois procedimentos principais: hidrélise e coloracdo. As raizes foram hidrolisadas por cinco
minutos em uma solucao de acido cloridrico (HCI) 1N mantida a 42 °C. Apos a hidrolise, as
raizes foram coradas com orceina acética 2% por um periodo entre 10 e 30 minutos. A orceina
é um corante que confere as células vegetais uma coloracdo vermelha. Para aumentar o
contraste da coloracdo e melhorar o espalhamento das células, uma gota de &cido acético 45%
foi adicionada apds a coloracdo. O &cido acético atua como um descolorante, removendo 0
excesso de orceina das células. Os meristemas das raizes coradas foram separados com uma
lamina de bisturi e colocados sobre uma lamina de vidro. Em seguida, uma laminula foi
colocada sobre as raizes e cuidadosamente pressionada para que as células se espalhassem. Para
finalizar a montagem, as bordas da laminula foram vedadas com esmalte incolor. As laminas
semipermanentes foram armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C para aumentar seu tempo de
conservacdo. O armazenamento a baixas temperaturas retarda o processo de deterioracdo das

células. O processo é ilustrado na Figura 3.5.
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Figura 3-5 — Preparacdo das ldaminas de microscopia. (A) — Processo de hidrolise das raizes

em HCI. (B) — Raizes expostas a orceina. (C) — Laminas de microscopia produzidas.

3.5  Determinacao das frequéncias de aberracfes cromossomicas (ACs), micronucleos
(MNSs) e indice mitético (IM)

Para a analise citotoxica das células de Allium cepa, laminas de microscopia foram
avaliadas por meio de microscépio éptico da marca Olympus BX51 com ampliacdo de 1000x
(Figura 3.6). A citotoxicidade das células foi estudada através da avaliagdo do indice mitotico
(IM) calculado pela equacao (3.1). No experimento com particulas beta, 1000 células por cada
lamina foram observadas e contabilizadas, totalizando 15000 células (5 laminas x 1000 células

x 3 replicatas).

IM = nimero de céluas em divisio % 100 (3,1)

numero total de celulas analisadas

onde o numero de células em divisao se refere as células em fase de profase, metafase, anafase
ou tel6fase e o numero total de células analisadas refere-se as células em divisdo mais as células
em interfase.

Para o estudo da genotoxicidade em células de Allium cepa, foi levada em consideracao a
avaliagdo da frequéncia de células com micronucleos (FMN%), calculada pela equagéo (3.2).
Para a quantificacdo dos microntcleos induzidos pelas irradia¢cbes com particulas beta, 15000

células foram avaliadas. Foram consideradas como critério de avaliacdo apenas as células com
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membranas citoplasmaticas intactas e MNs com dimensdo de até 1/3 do tamanho do nicleo

principal da célula.

numero de células com MNs (3.2)

FMN% = 100
% numero total de células analisadas X

Figura 3-6 — Microscopio 6ptico Olympus BX51. (A) Vista frontal do microscopio; (B) Vista
lateral do microscépio; (C) Lamina sob a objetiva de 100x; (D — E) Visualizacdo das imagens

das células com o aumento de 1000x (Fonte: Xavier, 2023).

3.6 Andlise estatistica

Para verificar se os dados seguiam uma distribuicdo normal, foram realizados testes de
normalidade recomendados para cada tamanho amostral. Para 0s experimentos com particulas
beta, com tamanho da amostra N=15, foi utilizado o teste de D'Agostino-Pearson (p < 0,05).
Apos a verificacdo da normalidade dos dados, foi realizada uma anélise de variancia para as
médias de IM e MNs (ANOVA one-way), seguida do teste de Tukey para verificar se as
diferencas entre as amostras irradiadas com diferentes doses absorvidas eram estatisticamente

significativas. As analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism

9.0.2.
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3.7  Investigacao da resposta de MNs em funcéo do tempo

O ciclo celular completo da Allium cepa tem a duracdo aproximada de 24 horas,
representando o tempo minimo para a deteccdo de células com micronicleos (MNS)
(Vaijapurkar et al., 2001). No entanto, é igualmente importante compreender os potenciais
mecanismos subjacentes a esses danos citogenéticos, que podem resultar em perdas de genes
funcionais, segregacdo desigual e envelhecimento prematuro de cromossomos devido a
quebras, perdas e degradacdo dessas estruturas durante ciclos celulares subsequentes. Para
investigar esses possiveis mecanismos, uma analise do indice mitético (IM) e da frequéncia de
células com MNs foi conduzida em raizes de Allium cepa irradiadas com doses de 0,36, 0,72 e
1,44 Gy de particulas B, coletadas em intervalos de 24, 48 e 72 horas apos as irradiacdes.
Aproximadamente 5.000 células foram quantificadas para cada dose e periodo de tempo,

incluindo os respectivos grupos de controle ndo irradiados.
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Neste trabalho, a analise dos resultados foi dividida em duas etapas. Primeiramente (Figura

4.1) foi investigado o comportamento da frequéncia de células com micronicleos (FMN),
simples e duplos, bem como o indice mit6tico (IM) das células de Allium cepa irradiadas com
particulas B em relagdo as doses absorvidas de 0,36, 0,72 e 1,44 Gy, individualmente, para 0s

ciclos celulares de 24, 48 e 72 h. O intuito desta analise foi observar os efeitos da radiacao

ionizante beta nas células de Allium cepa, ao longo dos trés primeiros ciclos pos irradiacéo, e

como a radiacdo afeta a sua taxa de proliferacdo celular sadia, inibindo-a ou estimulando-a,

nesses periodos. A segunda andlise (Figura 4.2) consistiu em comparar esses parametros

citogenéticos, ou seja, frequéncia de células com microndcleos simples e multiplos com o indice

mitotico, para cada ciclo temporal individualmente, tendo como referéncia o aumento da dose

absorvida e a sua comparagao com o grupo de controle néo irradiado.
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Figura 4-1 Andlise gréafica da evolugéo temporal do IM e das frequéncias de células com
micronucleos simples e maltiplos (media + erro padréo da media) em células de Allium cepa
irradiadas com particulas beta. A) grupo controle (néo irradiadas); B) Amostras irradiadas

com 360 mGy; C) Amostras irradiadas com 720 mGy; D) Amostras irradiadas com 1,44 Gy.

Em relacdo ao grupo de controle ndo irradiado, que consiste em uma amostra de raizes de
Allium cepa que ndo foram expostas a radiacdo, pode-se observar na Figura 4.1- A um
comportamento pouco variavel para o indice mitético. Estatisticamente, o IM apresentou um
leve aumento, considerado significativo (p < 0,05) observado nos ciclos de 24 e 72 h. N&o
houve significancia estatistica no indice mitético do ciclo de 48 h quando comparado com o
indice mitotico dos ciclos de 24 e 72 h respectivamente. Analisando a frequéncia de células
com micronucleos simples para os trés tempos estudados, foi constatado que as FMN estédo
dentro dos limites exigidos pela Agéncia Internacional de Energia Atdmica de no maximo 3
MN para cada 1000 células analisadas, (IAEA, 2011). Essa informacdo € importante para
assegurar que o grupo de controle esté apto para fins de comparagdo com os grupos irradiados.
N&o foram detectadas células com 2 ou 3 MN nesse grupo controle em nenhum dos momentos

analisados.
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Analisando individualmente o grupo de células irradiadas com dose absorvida de 0,36 Gy,
Figura 4.1- B, foi observado através dos testes estatisticos que ndo houve significAncia
estatistica do IM quando comparado o primeiro e o segundo ciclos celulares (24 e 48 h) pos
irradiacdo. Mas, quando comparados o segundo e o terceiro ciclos (48 e 72 h), foi detectada
uma reducdo com significancia (p < 0,05) no IM das células de Allium cepa. Essa diferenca
estatistica também foi observada quando comparado o ciclo de 24 h com o ciclo de 72 h. O IM
se mostrou um fator importante para a deteccdo de MN principalmente ap6s o segundo e
terceiro ciclo celular, pois ambos obtiveram uma relacdo diretamente proporcional. Ou seja,
conforme o IM apresentava uma diminuicdo, também era observado uma reducédo proporcional
da FMN simples.

Em termos quantitativos, Figura 4.1- B, a frequéncia de células comm MN simples com
0,36 Gy para o ciclo de 24 h ap06s a irradiacdo apresentou o valor de (6,6 = 0,6) %. Para o ciclo
de 48 h apds a exposicdo, obteve-se o valor de (3,6 £ 0,2) %. E, finalmente, para o ciclo de 72 h
pOs exposicdo a radiacdo, o resultado da analise foi de (2,2 + 0,1) %. MN multiplos foram
detectados nos ciclos de 24 e 48 h apo0s irradiagdo, porém 0s mesmos nao apresentaram
significancia estatistica (p > 0,05). A partir do ciclo de 72 h, seus valores séo praticamente
zerados.

Os efeitos da segunda dose analisada, de 0,72 Gy, estdo na Figura 4.1- C. Fazendo a analise
estatistica dos dados, foi observado que o IM das células de Allium cepa sofreu um aumento
estatisticamente significativo (p < 0,05) entre os ciclos de 24 e 48 h pds irradiacdes. Entretando,
para o ciclo de 72 h o indice mitdtico apresenta uma leve queda, mas sem significancia
estatistica. Quando foi analisada a frequéncia de células com microndcleos simples para esta
dose, ndo foi observada diferenca estatistica para os ciclos de 24 e 48 h pés irradiacdes. Porém,
quando observado o ciclo de 72 h, foi constatado uma queda brusca dessa frequéncia de MN,
apresentando, entdo, significancia estatistica (p < 0,05). Avaliando a FMN multiplos, pode-se
observar um aumento significativo de aproximadamente 1% no ciclo de 48 h quando
comparada com o ciclo de 24 h. Contudo, quando observado o ciclo de 72 h, a FMN voltou a
ficar de mesmo valor do ciclo de 24 h.

Para a maior dose absorvida investigada, 1,44 Gy, Figura 4.1- D, destaca-se a influéncia
do IM para a deteccdo de células com micronicleos. Quando comparados os ciclos de 24 e 48 h
é perceptivel uma queda brusca e significativa (p < 0,05) do IM ao final do segundo ciclo p6s
irradiagdo. Quando observado o ciclo de 72 h € notado que o IM apresentou um leve aumento
quando comparado com o ciclo de 48 h, mas sem diferenca estatistica. Essa significancia

estatistica (p < 0,05) foi constatada apenas quando comparado o ciclo de 72 h com o ciclo de
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24 h. As frequéncias de células que continham MNs simples apresentaram uma dependéncia do
IM, visto que foi detectada uma diminuicdo abrupta e com significancia estatistica (p < 0,05)
de aproximadamente 80% na frequéncia de micronucleos simples da amostra com ciclo de 48 h
pos irradiacdo em comparagdo com a FMN simples da amostra com ciclo de 24 h pés irradiacao.
Quando observado o ciclo de 72 h foi constatado que o valor da FMN simples permaneceu
aproximadamente inalterado. Para a FMN multiplos foi notado que no ciclo de 24 h pos
irradiacdo obteve cerca de 1/3 da FMN simples detectada. Em contrapartida, quando observados
os dois ciclos posteriores (48 h e 72 h), foi observado que seus valores foram praticamente
zerados. Ou seja, quando os ciclos se sucedem, os danos mais graves vdo diminuindo porque
provavelmente os mecanismos de reparo do DNA ndo sdo efetivos para lidarem com esse nivel
de dano, as células danificadas ou mais provavelmente as células mais danificadas néo
conseguem se multiplicar e morrem. Assim, nos ciclos subsequentes a frequéncia observada
desses danos é menor.

Para a segunda parte da analise, a Figura 4.2 mostra graficamente uma comparacao entre o
IM e as frequéncias de MN simples e maltiplos em relacdo ao aumento da dose absorvida de
particulas B e suas evolugdes temporais em ciclos de 24, 48 e 72 h p0s irradiacdes. Todas as
comparagdes desses endpoints foram feitas em relacéo aos seus respectivos grupos de controle

nao irradiados.
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Figura 4-2 Andlise gréafica da frequéncia de endpoints citogenéticos induzidos em células

radiculares de Allium cepa por exposi¢des a particulas f em A) 24 h, B) 48 he C) 72 h pos

irradiacBes (média * erro padrdo da média).

No primeiro cenario, Figura 4-2-A, temos o comportamento dos endpoints induzidos

por particulas B e seu respectivo grupo de controle ndo irradiado para o primeiro ciclo celular

das células de Allium cepa, ou seja, as primeiras 24 h pds irradiacdo. Quando comparado o

grupo de células irradiadas com a dose absorvida de 0,36 Gy com o grupo de células ndo

irradiadas, observou-se uma diminuigdo significativa (p < 0,05) de aproximadamente 50% do

seu IM. Para as doses posteriores, 0,72 e 1,44 Gy, os indices mitoticos voltam a crescer e se

aproximam do valor do IM do grupo de controle néo irradiado. Uma possivel explicacdo para
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essa reducdo do IM da amostra irradiada com dose absorvida de 0,36 Gy seria o ativamento dos
mecanismos de defesa da célula para lidarem com esses danos citogenéticos causados pela
exposicéo a particulas B (IAEA, 2011).

Em relagdo a FMN simples e multiplos, foi observado que a amostra irradiada com 0,36
Gy obteve o menor percentual dentre as amostras irradiadas, o que pode afirmar a hipétese do
ativamento dos mecanismos de defesa. Para as doses de 0,72 e 1,44 Gy, a FMN simples cresceu
na mesma proporcgao que seus respectivos IM. Esse fato pode indicar uma incapacidade das
células em ativar seus mecanismos de defesa e lidarem com os danos em doses maiores, a partir
de 0,72 Gy (Xavier, 2023). Essa informagéo pode ser confirmada quando observado o aumento
significativo (p < 0,05) da FMN multiplos para as doses de 0,72 e 1,44 Gy, indicando um
aumento na gravidade desses danos logo no primeiro ciclo celular das células de Allium cepa
(George et al., 2014; Bolsunovsky et al., 2019).

No cenario para o ciclo de 48 h pos irradiacdes, Figura 4-2-B, observa-se que, para a dose
absorvida de 0,36 Gy, houve uma redugdo do IM com significancia estatistica (p < 0,05) em
cerca de 2/3 em relacdo ao controle ndo irradiado. Posteriormente, na dose de 0,72 Gy, o IM
volta a crescer e se aproximar do valor do IM da amostra de controle ndo irradiada. Este
comportamento muda quando observada a amostra irradiada com 1,44 Gy, na qual o IM teve
uma diminuigao significativa (p < 0,05) de aproximadamente 4/5 do valor do IM da amostra de
controle ndo irradiada.

Para este ciclo de 48 h, é notdria a influéncia do IM para o aumento ou reducdo da FMN.
Na amostra irradiada com 0,36 Gy € observada a reducdo da FMN acompanhada da reducéo do
seu IM. Enquanto que para a dose de 0,72 Gy, a FMN aumenta na medida que seu IM aumenta.
Por fim, com a dose de 1,44 Gy, a FMN voltou a diminuir bem como seu IM. Vale ressaltar
gue mesmo com o aumento ou diminuicdo da FMN para as 3 doses investigadas, em todo o
intervalo de dose, a frequéncia de MN se manteve maior do que a FMN do grupo de controle
ndo irradiado.

Por fim, para o maior tempo (72 h) pds irradiacdes, mostrado na Figura 4-2-C, quando
investigada a dose de 0,36 Gy, foi observado que seu IM foi 0 menor dentre todas as amostras
irradiadas. Esse fato pode indicar uma atividade citotoxica para esta dose. Ja para a dose de
0,72 Gy é observado um aumento do IM, se aproximando do valor do IM da amostra ndo
irradiada. Isso pode ser um indicativo de adaptacdo das células de Allium cepa para essa dose
absorvida de 0,72 Gy. Quando as plantas sdo repetidamente expostas a radia¢do ionizante, seja
em cenarios agudos ou crbnicos, tém a capacidade de desenvolver respostas adaptativas que

melhoram a sua capacidade de resistir a radiagdo. Estas respostas adaptativas podem abranger
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alteracOes na expressdo genética, vias metabdlicas e processos fisioldgicos, aumentando em
ultima analise a sua resisténcia ao stress induzido pela exposicdo a radiacdo (Ludovici et al.
2020). Para a dose de 1,44 Gy, foi observado que, apesar do seu IM ter apresentado um aumento
no ciclo de 72 h em comparagdo ao IM do ciclo de 48 h p6s exposicao a radiacdo, ainda sim
seu crescimento foi cerca de 2/3 menor que o IM da amostra ndo irradiada de 72 h.

A andlise da frequéncia de células com micronucleos simples para a dose de 0,36 Gy no
ciclo de 72 h pos irradiacdo, reforca a inducdo de atividade citotoxica nas células de Allium
cepa para esta dose. Quando analisado a frequéncia de células com micronicleos para a dose
0,72 Gy, é observado que os valores também sustentam a hip6tese do IM em de que ha uma
maior capacidade das células em ativar seus mecanismos de defesa para lidar com danos
induzidos para essa dose (Xavier, 2023). Esse fato € mais bem apresentado quando observada
a reducéo do valor da frequéncia de células com micronucleos em cerca de 50% em comparacéo
ao ciclo de 48 h pos irradiacéo.

Por ultimo, para a dose de 1,44 Gy, foi observado que, apesar do IM ter dado sinais de
recuperacdo quando comparado com o IM do ciclo de 48 h, o valor da FMN simples
permaneceu praticamente 0 mesmo, 0 que sugere uma possivel instabilidade cromossémica
(Xavier, 2023). Para a FMN multiplos foi constatado diferenca estatistica (p < 0,05) para a dose
de 720 mGy quando comparado ao controle nio irradiado. E importante ressaltar que para o
ciclo de 72 h pds irradiacdes, a frequéncia de células com MN simples para todas as amostras

irradiadas permaneceu superiores que a FMN simples para a amostra ndo irradiada.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo investigou os efeitos da radiagdo P sobre o indice mitdtico e a
frequéncia de células com microndcleos simples e multiplos em células de Allium cepa. O foco
principal foi a anélise temporal da evolugdo desses endpoints em doses absorvidas de 0,36, 0,72
e 1,44 Gy. A partir disso, foi observada possivel inferir que o IM influencia fortemente células
com MNs simples e multiplos. Foi possivel observar que, quando consideradas as doses
absorvidas de 0,36 e 1,44 Gy, a primeira induziu uma diminuic¢do gradual do IM ao longo dos
trés ciclos celulares estudados. Em contrapartida, para a maior dose, ndo foi detectado essa
reducdo no primeiro ciclo celular, apenas no segundo e terceiro ciclo, com redugdes de 3/4 e
2/3, respectivamente, quando comparado com o IM detectado apds o término do primeiro ciclo
celular pos irradiacdo. Conclui-se entdo, que as raizes de Allium cepa podem apresentar uma
tentativa de recuperacdo dos danos, com possivel adaptacao as doses mais elevadas, ainda que

apresente instabilidade cromossdmica em todos os valores de dose absorvida investigados.
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