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RESUMO

XAVIER, M. N. Viabilidade do uso de biota vegetal para caracterizagéio biofisica e andlise
dosimétrica de danos citogenéticos induzidos por radiagdo ionizante. Sdo Cristévdo:
Universidade Federal de Sergipe, 2023. 118 p. Tese (Doutorado em Fisica) — Universidade
Federal de Sergipe, 2023.

E consensual na comunidade cientifica a necessidade de ampliar a compreenséo sobre a
biofisica envolvida nos processos de inducdo de danos biolégicos causados por doses baixas e
moderadas de radiacdo, tanto para protecdo contra os seus efeitos indesejdveis, quanto para
modulda-los para aplicagdes multifacetadas. O uso de plantas superiores em bioensaios é uma
ferramenta amplamente utilizada para deteccdo e triagem de agentes potencialmente
genotdxicos. Entre as espécies vegetais, a cebola (Allium cepa) é um dos modelos mais utilizados
para determinag¢do de potencial genotéxico de diversos quimicos, com efeitos que se mostraram
compardveis em até 82% entre testes de determinag@o de anormalidades genéticas realizados
com modelos animais. Em contrapartida, seu uso para investigacdo de toxicidade radio-
induzida permanece insuficientemente explorado. Neste trabalho, raizes de Allium cepa foram
irradiadas com fontes de 241Am e 99Sr/90Y, emissoras de particulas @ e [3, respectivamente,
objetivando quantificar as frequéncias dos principais endpoints citogenéticos radioinduzidos e
selecionar o mais indicado para a plotagem de curvas de dose-resposta. Simulagdes
computacionais dos cendrios experimentais foram realizadas usando cédigos de Monte Carlo,
a fim de determinar as taxas de doses absorvidas pelas raizes de Allium cepa. Adicionalmente,
para as irradiagdes 5, uma curva de dose-resposta TL foi plotada para fins de comparagéo
usando irradia¢des de TLD-100 com a mesma configuracdo experimental utilizada para as
irradiagdes das raizes de Allium cepa. Par@metros como diferengas na LET, taxas de doses e
doses absorvidas, bem como a influéncia de diferentes intervalos apéds as irradiagdes foram
considerados. Os principais resultados incluem uma dependéncia linear da frequéncia de
micronUcleos com a dose para a irradiagéio com particulas @, de 0,02 a 0,08 Gy, com inicio de
atividade citotéxica a partir de 0,1 Gy. Por outro lado, para as irradiagdes com particulas 3,
dentro do intervalo de 0,04 a 1,44 Gy, a dependéncia das frequéncias de micronicleos com
as doses foi ndo-linear. N&o foi detectada a presenca de atividade citotéxica, mas houve
agravamento do dano genotéxico a partir de 0,72 Gy, detectado como células com dois e trés
microndcleos. As andlises da evolugdo temporal apds trés ciclos celulares de cessadas ds
irradiac¢des, indicaram por meio das frequéncias de micronuicleos, potencial para instabilidade
cromossdmica. Os dados sobre as influéncias de diferentes taxas de doses absorvidas de
particulas 8 (D1 =1,4+10,1mGy/s, Dz =53+123mGy/s, D3 = 12,2 £3,4mGy/se D4 =
13,9 + 3,2 mGy/s) mantendo-se fixa a dose absorvida (0,72 Gy), revelaram comportamentos
distintos nas frequéncias de micronicleos radioinduzidas, porém, todas influenciadas por
alteracdes do indice mitdtico. Apds essas andlises, foi proposto um modelo matemdtico que
incorporou um fator de correcdio que aproxima a estimativa da dose de radiagéo beta
absorvida detectada via frequéncia de micronicleos da dose absorvida detectada via
dosimetria TL convencional. Este fator de corregéio permitiu subtrair a influéncia do coeficiente
quadrdtico no coeficiente linear da dose, com base em fundamentos radiobiolégicos. Isso, por
sua vez, mostrou que conforme a dose foi aumentada, o coeficiente quadrdtico exerceu maior
influéncia na estimativa da dose, principalmente devido ao possivel aumento da atividade de
mutagenicidade. Como concluséo, a frequéncia de MN em células de Allium cepa mostrou
potencial para ser usada como um biodosimetro citogenético, desde que sejam feitas
consideragdes radiobiolégicas e ajustes matematicos apropriados.

Palavras-chave: Allium cepa. Biofisica das radia¢des. Bioindicadores. Micronicleo. Protegéio
Radiolégica. Radioatividade.



ABSTRACT

XAVIER, M. N. Viability of using plant biota for biophysical characterization and dosimetric
analysis of ionizing radiation-induced cytogenetic damage. Sdo Cristovéo: Federal University
of Sergipe, 2023. 118 p. Thesis (PhD’s degree in Physics) — Federal University of Sergipe, 2023.

It is a consensus within the scientific community the need to broaden the understanding of the
biophysics involved in the processes of induction of biological damage caused by low and
moderate doses of radiation, both for protection against their undesirable effects and for
modulating them for multifaceted applications. The use of higher plants in bioassays is a widely
employed tool for the detection and screening of potentially genotoxic agents. Among plant
species, onion (Allium cepa) is one of the most used models for determining the genotoxic
potential of various chemicals, with effects that were comparable in up to 82% between tests to
determine genetic abnormalities carried out with animal models. However, its use for
investigating radio-induced toxicity remains insufficiently explored. In this work, Allium cepa roots
were irradiated with 24TAm and 99Sr/99Y sources, emitting @ and 8 particles, respectively,
aiming to quantify the frequencies of major radioinduced cytogenetic endpoints and select the
most suitable one for plotting cytogenetic dose-response curves. Computational simulations of
the experimental scenarios were performed using Monte Carlo codes to determine the absorbed
dose rates by Allium cepa roots. Additionally, for the B irradiations, a TL dose-response curve
was plotted for comparison purposes using TLD-100 irradiations with the same experimental
setup used for the Allium cepa root irradiations. Parameters such as differences in LET, dose rates,
absorbed doses, as well as the influence of different time intervals after irradiation, were
considered. The main results include a linear dependence of micronucleus frequency on dose for
a particle irradiation, from 0.02 to 0.08 Gy, with cytotoxic activity starting at 0.1 Gy. On the
other hand, for 8 particle irradiations, within the range of 0.04 to 1.44 Gy, the dependence of
micronucleus frequencies on doses was nonlinear. Cytotoxic activity was not detected, but an
aggravation of genotoxic damage was observed from 0.72 Gy, detected as cells with two and
three micronuclei. Analyses of temporal evolution after three cell cycles following irradiations
indicated potential for chromosomal instability through micronucleus frequencies. Data on the

influences of different absorbed dose rates of § particles (D; =1.4+0.1 mGy/s, D, =53+

2.3 mGy/s, D3 = 12.2 + 3.4 mGy/se D, = 13.9 + 3.2 mGy/s) while keeping the absorbed
dose fixed (0.72 Gy) revealed distinct behaviors in radio-induced micronucleus frequencies, but
all influenced by changes in the mitotic index. Following these analyses, a mathematical model
was proposed that incorporated a correction factor that approximates the estimated absorbed
beta radiation dose detected via micronucleus frequency to the absorbed dose detected via
conventional TL dosimetry. This correction factor allowed for subtracting the influence of the
quadratic coefficient from the linear coefficient of the dose, based on radiobiological
fundamentals. This, in turn, showed that as the dose was increased, the quadratic coefficient
exerted greater influence on the dose estimate, mainly due to the possible increase in mutagenic
activity. In conclusion, the frequency of micronuclei in Allium cepa cells showed potential for use
as a cytogenetic biodosimeter, provided appropriate radiobiological considerations and
mathematical adjustments are made.

Keywords: Allium cepa. Radiation Biophysics. Bioindicators. Micronucleus. Radiological
Protection. Radioactivity.
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INTRODUCAO

A Fisica da Saude (do inglés, Health Physics) tem sido uma drea fundamental para o

reconhecimento, avalia¢do e controle dos riscos & sadde humana produzidos por exposicdes
ocupacionais ou planejadas (diagnéstico e/ou tratamento) & radiagdo ionizante. No entanto, é
bastante consensual na comunidade cientifica a necessidade de melhor compreender a biofisica
envolvida nos processos de indu¢do de danos biolégicos em casos de exposi¢cdo indesejada a
doses baixas e moderadas. Incrementos de dose produzidos por exposi¢cdes repentinas podem
iniciar respostas capazes de alterar o DNA (do inglés, DeoxyriboNucleic Acid) de células
somdticas, sendo um dos eventos chave no processo de carcinogénese (TANG, LOGANOVSKY,
2018; AVERBECK et al., 2018).

Nesse contexto, as dreas de dosimetria das radiagdes e citogenética desempenham um
papel de fundamental importdncia. Enquanto a dosimetria é responsdvel por mensurar a
quantidade de radiagéio a que uma pessoa ou um grupo de pessoas foi exposto, a citogenética
permite detectar alteragSes no material genético causada por essa exposi¢cdo, ou seja, o uso
conjunto das dreas pode detectar danos biolégicos minuciosos induzidos pela radiagdo e,
consequentemente, associd-los de uma forma mais precisa a potenciais riscos & sadde, bem como
modulda-los para aplicagdes multifacetadas. Isso, por sua vez, pode ser usado para determinar
a necessidade de tratamento médico, estabelecer diretrizes para futuras exposi¢cdes e produzir
um banco de dados para melhor compreender os efeitos da radiagdo sobre o DNA.

Anormalidades cromossdmicas induzidas por radia¢do representam a manifestacdo
primdria de dano a um sistema biolégico, que determina o risco de morte celular ou mutagénese
radioinduzida (STREFFER, 2000). O teste do micronicleo é um dos principais ensaios
citogenéticos utilizados para investigar danos no DNA. Os micronicleos surgem quando

cromossomos inteiros e /ou fragmentos cromossémicos néio conseguem atingir os polos das células
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filhas teléfdsicas a tempo de serem incorporados por seus nicleos principais (UTSUNOMIYA,
BIONE, PAGLIARINI, 2002). Portanto, células com micronicleos (MNs) representam danos
persistentes no DNA devido & perda de material genético induzida progressivamente desde o
primeiro ciclo mitético apds a irradiagdo. Esse dano ao DNA também pode ser visualizado como
aberragdes cromossémicas (ACs) quando as células se dividem.

A conexdo entre a frequéncia dessas respostas induzidas por radia¢do nas células,
chamadas de endpoints, e a dose, é conhecida como dosimetria citogenética. Com aberrac¢des
cromossdmicas (ACs) e a formac¢do de micronicleos (MNs) como endpoints, a dosimetria
citogenética usando modelos animais foi bem estabelecida e amplamente aplicada (CRUZ et
al., 1994; KOKSAL, DALCI, PALA, 1996; PONNAIYA et al., 2004; SENTHAMIZHCHELVAN et al.,
2009; IAEA, 2011; ZOLZER et al., 2011; CHEN et al., 2014; TESTA, PALMA, PATRONO, 2019).
Para humanos, esses endpoints tém sido usados para monitorar a relagdo dose/efeito em
radioterapia (SENTHAMIZHCHELVAN et al.,, 2009) ou para determinar o aparecimento de
instabilidade gendmica em individuos ocupacionalmente expostos (KOKSAL, DALCI, PALA,
1996; ZOLZER et al., 2011) ou vitimas de acidentes nucleares e radiolégicos (CRUZ et al., 1994;
CHEN et al., 2014).

No entanto, embora extremamente necessdrios e Uteis, os estudos com radiagdo usando
modelos animais tém uma série de limitagdes. Quando realizados in vifro sGo geralmente caros
e, consequentemente, ndo sdo acessiveis para que diversos laboratérios e pesquisadores
possam realizd-los e comparar os seus resultados. Quando possiveis de serem realizados in
vivo, nem todo tipo de teste serd possivel de executar devido a questdes éticas. Frente a essa
problemdtica, o uso de plantas como indicadores biolégicos de dano citogenético radioinduzido
surge como uma ferramenta em potencial para essas andlises.

Estudos citogenéticos podem ser realizados em organismos de todas as categorias
taxondmicas, e as plantas superiores séo um sistema de escolha porque, além de fornecer uma
primeira triagem para genotoxicidade ambiental, evitam o uso de modelos animais para testes
(LEME, MARIN-MORALES, 2009). Os efeitos da radiagdo ionizante em plantas, isto é, na biota
vegetal, sdo de interesse para a agricultura, ecologia, saide e novas fronteiras espaciais. E
improvdavel que as plantas exibam os mesmos efeitos estocdsticos da radiagdo ionizante que os
animais, que pode, por exemplo, causar carcinogénese (LUDOVICI et al., 2020). No entanto,
plantas superiores apresentam resultados consistentes que podem servir de alerta para outros
sistemas bioldgicos, & que o alvo é o DNA, comum a todos os organismos (LEME, MARIN-
MORALES, 2009). De fato, estudos anteriores mostraram que, para agentes genotdxicos
quimicos, resultados compardveis em termos de anormalidades genéticas foram observados em

sistemas vegetais e animais (GRANT,1978; PALMIERI et al., 2016; REIS et al., 2017).
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A cebola (Allium cepa) é um modelo padrdo bem estabelecido e frequentemente
utilizado em estudos toxicolégicos, pois dispée de uma ampla variedade de caracteristicas que
a tornam uma planta ideal para a avaliagéo de toxicidade (LEME, MARIN-MORALES, 2009;
BONCIU et al., 2018).

Dentre as suas principais caracteristicas, a Allium cepa é uma espécie diploide (2n =
16), que possui grandes cromossomos e em uma quantidade considerada baixa, o que facilita
a observagdo de anormalidades citogenéticas via microscopia otica. Além disso, é uma planta
de fdcil cultivo em laboratério e em condigdes controladas, permitindo que os experimentos
sejam facilmente reproduzidos em diferentes locais e em diferentes momentos. Isso, por sua vez,
é importante para que se estabele¢ca padrdes de referéncia de toxicidade que possam ser
comparados em diferentes estudos. Outra vantagem é que a Allium cepa tem um ciclo de vida
curto e um rdpido tempo de resposta a agentes toxicos, o que possibilita a detecgdo de
toxicidade dentro de poucos dias. Essa caracteristica permite avaliar potenciais riscos de
substdncias em um curto intervalo de tempo e obter resultados mais rapidamente do que quando
usados modelos animais, como por exemplo, ratos. Além disso, o seu baixo custo e
disponibilidade em todo o mundo, torna os estudos com a Allium cepa mais acessiveis a uma
ampla comunidade de pesquisadores e laboratérios. As suas raizes séo altamente sensiveis a
agentes potencialmente téxicos e a andlise de suas células meristemdticas pode fornecer dados
valiosos de alteragdes citogenéticas induzidas por diferentes agentes quimicos e fisicos, incluindo
a radiagdo ionizante (LEME, MARIN-MORALES, 2009; BONCIU et al., 2018).

Tradicionalmente, a Allium cepa é utilizada para andlises de toxicidade produzida por
pesticidas, metais pesados e outros poluentes quimicos, pois ela é capaz de absorver /incorporar
rapidamente substéncias quimicas presentes no solo e dgua, tornando-a, portanto, um excelente
bioindicador de qualidade ambiental. No entanto, a Allium cepa também tem mostrado alta
capacidade em determinar toxicidade induzida por radiagdo, porém, estudada de uma forma
bem menos extensiva (LEME, MARIN-MORALES, 2009; BONCIU et al.,, 2018). Os dados
disponiveis sobre o uso de endpoints em células meristemdticas radiculares de Allium cepa para
avaliar efeitos téxicos da radiagdo ionizante estdo concentrados em testes feitos com doses
relativamente altas (acima de 1,5 — 2 Gy), que em sua maioria, envolveram radiacdes de baixa
LET (do inglés, Linear Energy Transfer).

Considerando as qualidades aqui mencionadas, além da sua composicdo quimica
essencialmente aquosa, a Allium cepa é uma biota vegetal com um amplo potencial de
aplicabilidade no campo de efeitos bioldgicos das radiagdes ionizantes, incluindo as dreas de
protegdo radiolégica, screening de emergéncias nucleares e radiolégicas, modulagéo de danos

citogenéticos para aplicagdes diversas e dosimetria citogenética. Em contrapartida, os efeitos
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citogenéticos induzidos por radia¢cdo nas células meristemdticas de Allium cepa né&o sdo
completamente conhecidos e, consequentemente, permanecem insuficientemente explorados.
Isso, por sua vez, caracteriza uma lacuna de pesquisa que conduz ao desafio de caracterizar
primeiramente esses efeitos citogenéticos em fung¢do do tipo de radiacdo, taxa de dose e dose
absorvida, além de outros pardmetros fisicos e biolégicos, para sé entdo mobilizar esses dados
para as possiveis aplicacdes. Assim, diferenciando os efeitos causados por diferentes niveis de
dose ou tipos de radiagdo, seria possivel utilizar a Allium cepa como um indicador biolégico
para modular a resposta para aplicagdes diversas, bem como para estimar a dose recebida
por pessoas em ambientes onde ocorreram uma emergéncia radiolégica e, ao mesmo tempo,
produzir ou direcionar estratégias eficientes para lidar com diferentes demandas.

Com isso, por meio de uma caracterizag@io minuciosa das frequéncias dos principais
endpoints citogenéticos, como por exemplo, da taxa de prolifera¢do celular, que é medida
através do indice mitético (IM), de aberra¢des cromossémicas (ACs) e de micronicleos (MNs)
induzidos por diferentes tipos de radiagdo ionizante, foi buscada a compreensdo dos
mecanismos que influenciam na detec¢do dessas frequéncias, considerando a LET, as taxas de
dose, doses absorvidas e intervalos de tempo apés as irradiagdes. Além disso, foram propostas
curvas de dose-resposta citogenéticas para os micronicleos radioinduzidos e um modelo
matemdtico que possibilitou a comparacdo entre curvas de dose-resposta obtidas por
modalidades de dosimetria diferentes, citogenética e termoluminescente, respectivamente, com

um bom grau de concorddncia entre si.
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2 UM BREVE ESTADO DA ARTE

Genotoxicidade é a capacidade de agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos de

causarem danos ao material genético (DNA) das células. Esses danos podem induzir mutagdes,
altera¢des cromossémicas e, em casos mais graves, iniciar o desenvolvimento de um céncer
(LEME, MARIN-MORALES, 2009). A identificagéo rapida, bem como a caracterizacgdo biofisica
de endpoints citogenéticos indicadores de danos primdrios que surgem apds a exposicdo &
radiac¢do ionizante, podem direcionar estratégias adequadas de prevengéo, remediagdo e ou
modulacdo desses efeitos para aplicagdes multifacetadas.

No contexto de saldde ambiental, a ICRP (do inglés, International Commission on
Radiological Protecion) reconheceu a necessidade de estabelecer guias mais quantitativos sobre
protecdo radiolégica ambiental (ULANOVSKY, 2016; HIGLEY, 2018). Para esse propésito, a
correlagdo entre a dose absorvida e os seus efeitos na biota ndo humana se faz necessaria.
Plantas superiores sdo o principal sistema de suporte para os seres humanos, pois além de serem
altamente sensiveis a alteragdes do ecossistema evitam o uso controverso de modelos animais
para testes (LEME, MARIN-MORALES, 2009; TEDESCO, LAUGHINGHOUSE 1V, 2012; BONCIU
et al., 2018).

A cebola (Allium cepa) é um modelo vegetal padréo bem estabelecido e amplamente
utilizado em estudos citogenéticos, pois além de suas propriedades biolégicas Unicas, possui uma
correlacdo de até 82% quando comparado com andlises de carcinogenicidade realizados em
sistemas teste com mamiferos (TEDESCO, LAUGHINGHOUSE IV, 2012; KAYHAN et al., 2019).

Embora a utilizagdo de modelos animais para estudos com radiagdo seja amplamente
difundida, o uso da Allium cepa apresenta algumas vantagens em rela¢do aos modelos animais.

O seu baixo custo, a sua fdcil manutengdo em laboratério e ciclo de vida curto, permitem uma
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deteccdo rdpida dos efeitos biolégicos primdrios radioinduzidos. Além disso, a cebola
possibilita a avaliagcdo desses efeitos em nivel celular e molecular, enquanto os modelos animais
avaliam os efeitos biolégicos em nivel sistémico (LEME, MARIN-MORALES, 2009). Essas
caracteristicas fazem da Allium cepa um modelo experimental promissor para diversas
configuracdes de estudos com radiagdo ionizante, pois permite que simultaneamente sejam
realizadas a dosimetria, a avaliacdo toxicolégica e a comparagdo com modelos animais. Isso,
por sua vez, pode viabilizar avangos que possibilitem em um futuro préximo, modular os danos
citogenéticos para aplicagdes multifacetadas, incluindo o aprimoramento de terapias com
radiagdo e novos campos de uso.

Um dos primeiros trabalhos sobre o uso da Allium cepa para andlise de danos de
radiagdio ionizante, investigou os efeitos de raios X sobre as suas células meristemdticas
radiculares, utilizando-se de doses variadas produzidas por exposi¢cdes crénicas e agudas. O
principal resultado deste estudo foi a detecgéio do aumento de aberragdes cromossdmicas como
efeitos primdrios e secunddrios decorrentes das irradiagdes (SAX, 1941). No entanto, a falta
de uma padronizagdo do experimento impossibilitou a constru¢do de uma curva de dose-
resposta.

Desde isso houve uma série de outros trabalhos, porém, sem estabelecer um padrdo do
tipo de endpoint mais adequado para avaliar a dose de radiagéio recebida, bem como das
influéncias de outros parémetros fisicos e biolégicos na sua detecgdo. Na maioria dos trabalhos
de campo, ndo foi feita uma distingdio entre os efeitos causados pela dose de radiag¢do e os
efeitos quimicos induzidos pelo radioisétopo emissor (KOVALCHUK et al., 1998; SAGHIRZADEH
et al., 2008). Em relagéo aos trabalhos de laboratério, ainda séo poucos os que padronizaram
a sua metodologia e, ainda assim, esses estudos apresentam divergéncias que impossibilitam a
comparagdo com outros laboratérios.

FUJIKAWA et al. (1999) avaliaram a capacidade de estimarem a dose absorvida
devido a néutrons rdpidos, com doses que variaram de 4 — 21 cGy, baseando-se na frequéncia
de micronicleos detectada em células meristemdticas radiculares de Allium cepa apéds 24 h das
irradiac¢des. Foi feita uma comparagdo entre a dose estimada por meio da frequéncia de células
com micronucleos radioinduzida e a dose detectada mediante cémaras de ionizag¢do, obtendo-
se um resultado que diferiu ndo mais que 10%. Nesse estudo, ndo foram contabilizadas as taxas
de células em divisdo e nem as taxas de aberragdes cromossémicas radioinduzidas.

VAIJAPURKAR et al. (2001) irradiaram bulbos de cebola com uma fonte de ¢°Co,
emissora de radiagdo gama, variando a dose absorvida de 0,5 Gy a 20 Gy. Esse intervalo de
dosagem foi considerado pelos autores como sendo de baixas doses. No entanto, essas doses
sdo altas, principalmente, quando se é levada em considerac¢do a taxa de dose informada de

10 Gy.h"!, pois isso significou que a entrega da dose de radiagdo ocorreu em um curto intervalo
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de tempo e de forma concentrada. As coletas das raizes foram realizadas apés 48 h das
irradiagdes. Os autores reportaram inibicdo da atividade mitética e aumento da frequéncia de
micronucleos, sugerindo a Allium cepa como um indicador biolégico Util para medi¢des de dose
de radiacdo gama.

Em 2010, TAKATSUJI et al. utilizaram ions pesados acelerados para investigar a indugdo
de micronicleos em células de raizes de Allium cepa. Feixes de argdnio, nednio e silicio
acelerados produziram uma dose absorvida méaxima de 2 Gy, com as raizes sendo coletadas
18 h apés as irradiagdes. Os autores construiram um modelo matemdtico para explicar a curva
de dose-resposta plotada com os dados do estudo, chegando & conclusGo de que a taxa de
inducdo de micronicleos, de danos letais ou de danos que atrasam a divisdo celular por
trajetéria do ion era proporcional ao quadrado da LET. No entanto, a coleta das raizes de
Allium cepa foi realizada antes da concluséo do primeiro ciclo pés irradiacdo, que tipicamente
dura de 20 a 24 h (MATAGNE, 1968).

Mais tarde, raizes de Allium cepa foram expostas & radiagdo ndo ionizante na faixa de
radiofrequéncia e a particulas alfa de uma fonte de 239Pt. Embora os tempos das irradiagdes
tenham sido informados, a dose de ambos os tipos de radiac¢do ndo foi calculada. A irradiagdo
com particulas alfa induziv um maior aumento da atividade clastogénica do que a irradiagdo
com radiofrequéncia, que foi detectada como um aumento de aberracdes cromossdmicas, como
quebras cromossdmicas e micronicleos. Além disso, foi relatado um aumento da taxa de diviséo
celular (PESNYA, ROMANOVSKY, 201 3).

Em 2019, BOLSUNOVSKY et al. usaram uma fonte de '37Cs, emissora de raios gama,
para avaliarem o efeito da irradiagdo crénica de 24 h em células radiculares de Allium cepaq,
com intervalo de dosagem que variou de 0,02 a 13 Gy. Os autores detectaram um perfil de
curva de dose-resposta ndo linear tanto para ACs quanto para MNs. Além disso, as curvas de
dose-resposta foram analisadas por intervalo de dosagem. Para doses baixas, foi observado
um comportamento linear crescente. Para doses intermedidrias e altas foram observadas
regides de platd, que se iniciaram em 2,6 Gy e 5 Gy para MNs e ACs, respectivamente. Em
contrapartida, a taxa de diviséo celular ndo foi avaliada neste trabalho.

Na Universidade Federal de Sergipe (UFS) foram iniciadas pesquisas na drea de
biofisica das radiag¢des ionizantes usando a Allium cepa, culminando com o primeiro trabalho
publicado em 2021. Nesse trabalho, foi investigada a influéncia de doses baixas (20 — 200
mGy) de exposicdes agudas & radiagcdo alfa na indugéio de endpoints citogenéticos, como
alteragdes nas taxas de divisdo celular, aberra¢gdes cromossémicas e micronicleos
radioinduzidos. Os principais resultados reportados nesse estudo incluiram uma relagdo
dependente da dose para as frequéncias de aberra¢des cromossémicas, anormalidades

mitéticas e micronicleos até a dose de 80 mGy. No entanto, a partir de 100 mGy, os dados
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indicaram o inicio de atividade citotéxica, detectado como uma reducdo dessas frequéncias.
Além disso, quando comparadas com todas as amostras, incluindo o grupo de controle néo
irradiado, a dose de 80 mGy apresentou as maiores taxas de anormalidades cromossémicas
acompanhadas da maior taxa de divisdo celular detectada. Isso, por sua vez, reforcou a
hipétese de atividade citotéxica detectada a partir da dose de 100 mGy (XAVIER et al., 2021).

O estudo dos efeitos da radiagéo beta usando a Allium cepa como um indicador
biolégico é um tema pouco explorado na literatura cientifica. Alguns autores utilizaram
concentragdes de estrdncio-90 ou de tritio, mas sem focar nos efeitos da radiagdo emitida pelos
radioisétopos (GIRI et al., 1984; CORTES et al., 1990; MEENA et al., 2013). Outros autores
utilizaram campos mistos advindos de radioisétopos naturais ou artificiais que possuiam em sua
série de decaimento a radiagéo beta, mas muitos deles ndo forneceram informagdes
importantes como dose, taxa de dose, disténcia entre a fonte e o material bioldgico, ou ainda
ndo apresentaram dados sobre as concentragdes dos contaminantes nas amostras de dgua e/ou
solo utilizadas (KOVALCHUK et al., 1998; SAGHIRZADEH et al., 2008; BOLSUNOVSKY et al.,
2016; ADROVIC et al., 2021).

Ainda hd muito a ser explorado nessa drea, e é fundamental que futuros estudos
fornecam informac¢des detalhadas sobre as metodologias utilizadas e as condigdes
experimentais para aprimorar nosso conhecimento sobre os efeitos das radia¢des ionizantes em
Allium cepa, a fim de utilizd-la como um indicador biolégico e/ou um dosimetro citogenético.
Ndo foram encontrados estudos detalhados sobre os efeitos das radia¢des alfa e beta em
células de Allium cepa, que considerasse simultaneamente diferentes varidveis fisicas e

biolégicas para além da dose absorvida, o que motivou o presente trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os principais endpoints citogenéticos induzidos por radiagdo alfa e beta,
utilizando células meristematicas radiculares de Allium cepa, a fim de selecionar o endpoint mais
adequado para estimativa de dose biolégica, bem como as influéncias de parémetros fisicos e

biolégicos para detectd-lo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente trabalho propds-se verificar a possibilidade de aplicacdo da Allium cepa
como um indicador biolégico de dose de radiagdo absorvida, investigando minuciosamente as
influéncias de parémetros como a LET, taxa de dose, dose absorvida e intervalo de tempo apés

as irradiagdes na deteccdo de endpoints. Para isso, os objetivos especificos foram:

» Caracterizar dosimetricamente via simulagdo computacional e/ou dosimetria
termoluminescente (TL), os cendrios experimentais de irradia¢do das raizes de
Allium cepa com particulas @ e B, provenientes de fontes de 24TAm e 90Sr/90Y,
respectivamente;

=  Quantificar as frequéncias de ACs, MNs e IM induzido em células de Allium cepa
em fun¢do do tipo de radiagéo (@ ou [8), taxa de dose, dose absorvida e/ou

intervalo de tempo apéds cessada as irradiacdes;
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Construir curvas de dose-resposta citogenética para MNs induzidos por particulas
a e ff em células de Allium cepa;

Comparar a curva de dose-resposta citogenética para MNs induzidos por
particulas B em células de Allium cepa com uma curva de dose-resposta plotada

via dosimetria TL.
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4 FUNDAMENTOS TEORICOS

Neste capitulo séo apresentados de forma breve, fundamentos tedricos bdsicos

referentes aos procedimentos experimentais utilizados neste trabalho, tais como conceitos
radiobiolégicos e fisicos da interagdio das radiagdes ionizantes com a matéria, que tornaram

possiveis detectar e quantificar os seus efeitos por meio de técnicas fisicas e bioldgicas.
4.1 Fisica das radiagées ionizantes

A Fisica das radiacdes ionizantes € um campo de estudo que se concentra na interagdo
de radiagdo eletromagnética e corpuscular com a matéria. As radiagdes ionizantes sGo aquelas
que possuem energia suficiente para remover elétrons de dtomos e moléculas, gerando ions. Tal
efeito pode ser produzido tanto diretamente, quando particulas carregadas depositam a sua
energia por meio de interagdes coulombianas com elétrons orbitais dos dtomos do meio, quanto
indiretamente, quando ondas eletromagnéticas ou néutrons do interagirem com a matéria,
transferem a sua energia para particulas carregadas que irdo ser responsdveis por ioniza-la
de forma secunddria (ATTIX, 1986; PODGORSAK, 2005).

As radiagdes ionizantes além de estarem presentes intrinsicamente no nosso ambiente,
s@o amplamente utilizadas para fins benéficos em diversas dreas, como na medicina, na
indUstria e na pesquisa cientifica. Contudo, elas também podem apresentar riscos & sadde
humana e do meio ambiente.

A qualidade, a dose e a taxa de dose da radiagdo ionizante determinam o nivel de
perigo. A qualidade da radiacgdo é expressa como uma fungdo da LET (do inglés, Linear Energy
Transfer), que é uma medida da densidade de ionizag¢des induzidas pela radiagdo, calculada

em média ao longo de um comprimento de caminho unitdrio definido (keV.um™). A radiagéo
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de alta LET é densamente ionizante e transfere mais energia por unidade de comprimento de
caminho em comparagdo com a radia¢do de baixa LET. Tipicamente, raios ¥, raios X e particulas
B séo consideradas radia¢des de baixa LET, enquanto néutrons, particulas & e nicleos pesados
sdo considerados radia¢des de alta LET (PODGORSAK, 2005; KNOLL, 2010; HALL, GIACCIA,,
2018).

Entender os processos de intera¢do das radiacdes ionizantes com diferentes materiais,
incluindo tecidos biolégicos, é essencial para garantir que as aplicagdes dessas radiagdes sejam

seguras e eficazes.

4.1.1 Interagéo da matéria com fétons

As radiagdes indiretamente ionizantes sdo aquelas que, ao interagir com a matériq,
transferem energia para particulas carregadas que, por sua vez, ionizam outros dtomos e
moléculas préximos, causando, portanto, a ionizagéo de forma secunddria. Fétons de raios X e
raios ¥ sdo exemplos de radia¢des indiretamente ionizantes, assim como os néutrons. A diferenca
entre essas radiagdes é que enquanto os raios X e os raios ¥ sdo classificados como ondas
eletromagnéticas, os néutrons possuem propriedades fisicas que lhes conferem a classificagdo
de particulas, porém, desprovidas de carga elétrica (PODGORSAK, 2005; KNOLL, 2010).

Em relagdo aos fétons de raios X e de raios ¥, a principal diferenca reside no fato de
que as suas origens ocorrem em regides distintas do dtomo. Raios X sdo produzidos devido as
transi¢cdes eletrénicas, enquanto os raios ¥ surgem devido das transicdes que ocorrem no nucleo
atdmico (EISBERG, RESNICK, 1979).

Quando fétons de raios X ou de raios ¥ interagem com a matéria, a transferéncia parcial
ou total de sua energia para o meio pode ocorrer através de diferentes processos. Os principais
sdo: efeito fotoelétrico, efeito Compton e producdo de pares, além do espalhamento coerente
para energias mais baixas dos fétons, mas que ndo transfere energia para a matéria (EISBERG,
RESNICK, 1979).

Dentre os que transferem energia para a matéria, o efeito fotoelétrico é um processo
no qual um féton de radiagéio ionizante apds ser absorvido por um dtomo, cede totalmente a
sua energia para um elétron orbital de camadas mais internas, que é ejetado com uma energia

cinética bem definida. Esse processo é caracterizado pela equacdo:
E.=hv —Ey, (4.1)

onde, h é a constante de Planck, v é a frequéncia da radiagdo e Ejig é a energia de ligagdo

do elétron orbital.
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Como E_ difere da energia do féton de um valor constante Ej;;, com a sua transferéncia

para o material de um detector, pode ser utilizada como mecanismo de identifica¢do do féton
e de sua energia (EISBERG, RESNICK, 1979; KNOLL, 2010).

A probabilidade de ocorréncia do efeito fotoelétrico se torna maior quando a radiagdo
ionizante incidente possui baixa energia e o material possui um nimero atémico (Z) elevado,
como por exemplo, o chumbo (EISBERG, RESNICK, 1979). No caso de materiais bioldgicos, o
efeito fotoelétrico pode levar a producdo de elétrons livres e radicais livres, que podem
danificar o DNA e outros componentes celulares, causando mutagdes e outras alteragdes
prejudiciais as células (PODGORSAK, 2005; OKUNO, YOSHIMURA, 2010).

No efeito Compton, o féton de radiagéo ionizante incidente ao colidir inelasticamente
com um elétron de baixa energia de ligacgéo, transfere-lhe parcialmente a sua energia, sendo
desviado pelo elétron e espalhado com uma energia menor do que a original.

Matematicamente, o espalhamento Compton é caracterizado pela equagdo:

hv
hv' = (4.2)

hv
1+ [mocz(l — cos 0)]

onde hv é a energia do féton incidente, hv' a energia do féton espalhado, moc2 a energia de

repouso do elétron e 6 é o angulo formado entre o féton incidente e o espalhado (EISBERG,

RESNICK, 1979).

O espalhamento Compton é influenciado tanto pela energia do féton incidente quanto
pela densidade eletrénica do material, sendo mais provdvel em materiais de baixa densidade
e com menor nimero atémico efetivo. Assim como no efeito fotoelétrico, os elétrons ejetados
podem ionizar secundariamente moléculas biolégicas e, consequentemente, produzir danos ao
DNA celular, com uma maior probabilidade desse efeito para fétons de maior energia
(PODGORSAK, 2005).

Quando a energia dos fétons de radiagdo ionizante alcanga valores superiores & 1,022
MeV, a forma predominante da absor¢do da radiagdo eletromagnética passa a ser pela
producdo de pares elétron-pésitron. Esse tipo de processo ocorre devido a absor¢do total do
féton altamente energético por nicleos de dtomos com Z elevado, que origina o par elétron-
positron e, logo em seguida, ambas as particulas cedem a sua energia cinética para o meio

material. O pésitron se dissipa rapidamente ao se combinar com um elétron do meio. Como
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resultado, ambos se aniquilam e liberam dois fétons de radiagéio gama, cada um com 511 keV,
que se propagam em direcdes opostas (EISBERG, RESNICK, 1979).

Na radioterapia, a producdo de pares é predominante para a indu¢do planejada de
efeitos biolégicos, uma vez que sdo usados feixes de radiagéio altamente energéticos para
induzir danos seletivos em células cancerosas que levem & sua morte via apoptose. No entanto,
em caso de exposicdo indesejada as radiag¢des ionizantes de alta intensidade, como as que
ocorrem em emergéncias nucleares e radiolégicas, isso pode causar danos graves ao DNA das
células dos seres vivos, levando a mutagdes e, potencialmente, ao desenvolvimento de doengas
como o céncer, em humanos (PODGORSAK, 2005).

Ainda em radioterapia, um outro processo de interagcdio com fétons é bastante
importante. Quando um acelerador linear (LINAC) opera acima de 8 MV, os fétons tém energia
suficiente para ultrapassar a energia de liga¢do dos néutrons, que é de 7 MeV nos nicleos dos
materiais (W ou Pb), que est@o presentes no cabecote do LINAC, ou seja, fotonéutrons séo
produzidos, e podem afetar tanto o paciente, quanto a instalagdo como um todo (d’ERRICO et

al., 2001).

4.1.2 Interagdo da matéria com particulas carregadas

Radiag¢des diretamente ionizantes sdo todas as particulas carregadas, leves ou pesadas,
como, prétons e ions, emitidas durante transformagdes nucleares, ou aceleradas por meio de
campos eletromagnéticos intensos. Esse tipo de radiacdo ionizante transfere a sua energia
interagindo com elétrons orbitais ou, eventualmente, com nucleos atémicos, mediante processos
de excitagdo, ionizaglio, freamento e para energias altas, de ativagéo (ATTIX, 1986;
PODGORSAK, 2005).

Quando uma particula carregada interage com os Gtomos de um material, ela transfere
a sua energia via processos de colisdo e freamento. Conforme interage, a particula vai
perdendo parcialmente a sua energia dE ao longo da trajetéria elementar dx que percorre.
Assim,

_ dE
S = ~x (4.3)

Na equagéo 4.3, S é denominado de poder de freamento linear (do inglés, linear
stopping power), que depende do quadrado da carga da particula, aumenta quando a
velocidade diminui, e a massa sé afeta a forma de sua trajetéria (ATTIX, 1986; OKUNO,

YOSHIMURA, 2010; TURNER, 2007; TAUHATA et al., 2013).
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A medida que colidem com dtomos, e eventualmente produzem radiacéo de freamento
(bremsstrahlung), as particulas carregadas perdem energia cinética e penetram no material até
que a sua energia térmica se equilibre com as particulas do meio. Esse processo estabelece um
alcance R (do inglés, range) no meio absorvedor, que pode ser percorrido em linha reta ou
aleatoriamente, dependendo do tipo de particula. Particulas pesadas como alfa e fragmentos
de fissGo tém uma trajetéria quase que retilinea, enquanto elétrons tém uma trajetéria
praticamente aleatéria (ATTIX, 1986; PODGORSAK, 2005).

As particulas a (alfa) séo nicleos de hélio-4 com carga elétrica duplamente positiva.
Esse tipo de radiagdo ionizante corpuscular é emitido quando o nimero de nicleons é elevado
ao ponto de a forca de repulsdo elétrica entre os prétons ser tdo intensa, que é capaz de
superar a for¢a nuclear forte de curto alcance, tornando o nicleo instdvel (EISBERG, RESNICK,
1979).

O poder de penetra¢do das particulas @ é muito reduzido devido a interagirem
fortemente com os elétrons do meio material, sendo incapazes de ultrapassarem a espessura
da pele humana. No entanto, sGo altamente perigosas em casos de exposicdes internas, pois
como sdo densamente ionizantes sdo capazes de cederem grandes quantidades de energia em
pequenos volumes. O seu alcance na matéria dependerd da sua energia, da densidade e do
tipo de material da interacdo, de modo que o alcance de particulas alfa é inversamente
proporcional & densidade do material e diretamente proporcional & sua energia (ATTIX, 1986;
PODGORSAK, 2005).

As particulas B (beta) séo do tipo elétrons, B, ou pésitrons, f*, altamente energéticos
emitidos dos nicleos atémicos devido ao excesso de néutrons ou de prétons, respectivamente. A
transicéio beta B~ ou BT, dependerd além do tipo de nicleon em excesso, da energia
disponivel. Embora a energia liberada durante a transicéio beta seja bem definida, a forma
como ela é distribuida entre o elétron (ou pésitron) e o antineutrino (ou neutrino) afeta o valor
da energia da radiagdo beta detectada, que varia de 0 a um limite méximo denominado de
Enax, Que, consequentemente, resulta em um espectro continuo (EISBERG, RESNICK, 1979;

ATTIX, 1986; PODGORSAK, 2005).
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Maijoritariamente, elétrons

Elétrons

beta perdem sua energia devido as
retro-espalhados

ionizacdes que causam quando
interagem com a matéria. Entretanto, *"-=-._______! N
-1
. . — =
também podem ceder a sua energia Elétrons =" Elétrons.
incidentes —FkEs~==""T~."1 transmitidos
mediante radiagdo de freamento. —— =<\ --—=F->d— e espalhados
== S e o g
Como sdo relativamente leves, a E—:‘:t_{?‘\f =,
—1 N -;Z‘h,‘f'%\
trajetéria  dos elétrons no meio 3 < Elétrons
. . . e . absorvidos
material é tipicamente irregular,

podendo inclusive serem defletidos para

Figura 4.1 = Espalhamento de elétrons em um

material (TAUHATA et al., 2013).

a origem, como é mostrado na Figura
4.1 (ATTIX, 1986; PODGORSAK, 2005).

No caso de uma irradiagdo com um feixe
colimado de elétrons monoenergéticos, a sua detecgdo é
afetada mesmo para pequenas espessuras do material
absorvedor, pois haverd perdas de elétrons em
decorréncia de seu espalhamento. Consequentemente,
elétrons que conseguem penetrar mais profundamente
em um material sofrem um menor nivel de alteragéo de
sua trajetéria durante as interagdes (ATTIX, 1986;
PODGORSAK, 2005).

No entanto, a definicdo de alcance para elétrons
altamente energéticos € menos precisa em comparagdo
com particulas pesadas, pois a trajetéria total percorrida
é consideravelmente maior do que a dist@ncia de
penetragdo na diregdio do seu movimento incidente. Nesses
casos, o alcance mdximo de um elétron beta pode ser
estimado mediante o alcance extrapolado, que é obtido
mediante a projecfio da curva de penetragdo em fungéo
da espessura do material absorvedor, prolongando-se a
parte linear inferior da curva até interceptar o eixo das

abcissas (ATTIX, 1986; PODGORSAK, 2005).

Medicbes experimentais detectaram que os valores

de S/p (do inglés, mass stopping power), variam pouco em
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Figura 4.2 - Alcance R (cm) de
particulas beta em vdrios materiais
(densidade em g/cm3):

(1) Ferro =7,9;

(2) Pirex = 2,6;

(3) PVC =1,4;

(4) Plexiglass = 1,2;

(5) Ar = 0,0012 (TAUHATA et al.,
2013).
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relagéio & densidade dos materiais absorvedores, como pode ser visto na Figura 4.2 (TAUHATA
etal.,, 2013).

Como descrito anteriormente, a penetra¢gdo de uma particula carregada em um meio
material ocorre até que toda a sua energia seja transferida para ele, definindo o seu alcance.
Isso, por sua vez, dependerd do tipo de carga elétrica da particula e da sua energia, bem
como da densidade e do tipo de material. Na Tabela 4.1 sGo mostrados os alcances R (cm) de

particulas @ e 8 no ar e no tecido humano.

Tabela 4.1 — Alcance R (cm) de particulas @ e [ no ar e no tecido humano (adaptada de

TAUHATA et al., 2013).

Tipo de radiacdo Energia (MeV) R no ar (cm) R no tecido humano (cm)
Alfa 5,5 4 0,005
Beta 1 300 0,4

4.1.3 Grandezas radioldgicas e dosimétricas

As radiagdes ionizantes sdo imperceptiveis & visdo humana, de modo que a sua detecgdo
somente é possivel a partir dos efeitos ocasionados pelas ionizagées que produzem ao
interagirem com a matéria. O ato de medir as grandezas fisicas relacionadas & intera¢do da
radia¢do ionizante com a matéria é denominado de metrologia das radiag¢des ionizantes.

A metrologia das radiagdes ionizantes é essencial para a segurangca e protecdo de
individuos expostos a essas radiagées, bem como para a garantia e controle de qualidade em
aplicagdes que envolvam o uso de fontes radioativas. Para realizar essas medidas, s&o
utilizados instrumentos especificos denominados de detectores. Esses dispositivos abrangem uma
ampla categoria de materiais, podendo ser cintiladores, luminescentes, semicondutores, gasosos,
quimicos etc, e suas diferentes caracteristicas tornam possiveis que se adequem das diferentes
situagSes e condi¢cdes de medigdio, dentre elas, aos diferentes intervalos e cendrios de exposi¢do
a radiacdo (KNOLL, 2010).

Com o constante avango tecnolégico e, consequentemente, com o surgimento de novas
aplicagdes que usam fontes radioativas, é fundamental que os profissionais que atuam nessa
drea estejam sempre atualizados e capacitados para lidarem com os novos desafios que surgem

a cada dia.
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A necessidade de medir os niveis de radiacdo ionizante fez com que fossem definidas
grandezas e unidades para essa finalidade. Algumas dessas grandezas sdo apresentadas a
seguir.

A atividade A(t) de uma fonte radioativa é a medida da taxa de decaimentos por
instante de tempo. Sendo N(t), o nimero de dtomos radioativos que ainda ndo decairam no

instante t, a atividade A(t) pode ser calculada usando a equagdo 4.4.

dN(t)
A(t) = ——== —AN(t) (4.4)
dt
o sinal negativo indica que o nimero de datomos radioativos diminui com o tempo e 1 é a
constante de decaimento, que é prépria de cada radionuclideo (TURNER, 2007; KNOLL, 2010;
OKUNO, YOSHIMURA, 2010).

Embora a medida de atividade fornega informacdes sobre a intensidade e taxa de
decaimentos radioativos da fonte, ela ndo informa a quantidade de radiagéio absorvida
durante o seu processo de interagdo com a matéria. Os niveis médios de energia da radiagdo
depositados por unidade de matéria sdo mensurados através da grandeza dose absorvida,

calculada mediante a equagdo 4.5 (KNOLL, 2010; OKUNO, YOSHIMURA, 2010).

D=— (4.5)

Em algumas situagdes é necessdrio conhecer a quantidade de energia da radiagéo
ionizante que é absorvida por um material em um determinado intervalo de tempo. Essa
grandeza fisica é denominada de taxa de dose absorvida (KNOLL, 2010; OKUNO,
YOSHIMURA, 2010).

No entanto, em termos de efeitos biolégicos, o conceito de dose absorvida ndo é
suficiente para explicd-los completamente, pois sofrem influéncia tanto do tipo e energia da
radiagdio, quanto da radiossensibilidade do tecido e/ou érgdo irradiado. Por essa razdo,
fatores de ponderacdo para diferentes tipos e energias de radiaglo ionizante e para
diferentes tecidos ou érgdos foram propostos baseados na LET e sensibilidade do material
biolégico & radiagdo. Os valores desses fatores séo multiplicados pelo valor de dose absorvida,
dando origem das grandezas dosimétricas denominadas de dose equivalente (H) e dose efetiva
(E), respectivamente (PODGORSAK, 2005; KNOLL, 2010; OKUNO, YOSHIMURA, 2010).

A Tabela 4.2 mostra algumas grandezas radiolégicas e dosimétricas e suas respectivas

unidades no Sl.
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Tabela 4.2 — Grandezas radiolégicas e dosimétricas (OKUNO, YOSHIMURA, 2010).

Grandeza Meio Tipo Unidade (SI) Unidade Conversdo
original
Atividade - - Bg =51 - 1 Ci=3,7.10'0
Bq
Atividade especifica - - Bq/L ou Bq/kg -
Dose absorvida Qualquer Qualquer Gy (J/kg) rad 1 Gy =100 rad
Exposicéio Ar X,y C/kg 1R=2,58.10+4
C/ (kg de ar)
Dose equivalente Orgéio ou Qualquer Sv rem 1 Sv =100 rem
tecido

Dose Efetiva Corpo todo Qualquer Sv rem 1 Sv =100 rem

4.2 Efeitos biolégicos das radiagdes ionizantes

A quebra de ligagcdes quimicas durante as ionizagdes que sdo induzidas por radiacgdo é

capaz de alterar a estrutura e funcionamento de moléculas. Quando isso ocorre em células,

podem ser produzidos radicais livres, ions e elétrons que tém a capacidade de modificarem a

sua estrutura e de seus constituintes internos, resultando em mutacdes e disfuncionalidades

diversas. Os efeitos biolégicos das radiagdes ionizantes nem sempre séo nocivos, mas quando

s@o, representam um dano ao organismo. A indugéio e deteccdo desses efeitos é influenciada

por vdrios fatores, como por exemplo, dose, taxa de dose, tipo de exposigcéio (Unica, fracionada

ou periddica), tipo de radiagdo, tipo de célula ou tecido e o indicador (endpoint) considerado

(BUSHONG, 2010; IAEA, 2011).

Conhecer a estrutura e o ciclo de vida celular é, portanto, imprescindivel para uma

avaliagdo minuciosa dos efeitos da radiagdo ionizante.

4.2.1 Estrutura da célula eucaridtica e ciclo celular

A célula é a unidade bdésica de todo tecido bioldgico. Essencialmente, os organismos

vivos sdo classificados em procariontes e eucariontes. Organismos procariontes ndo possuem um

nucleo celular, ou seja, tém o seu material genético disperso no citoplasma. Por outro lado, os
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organismos eucdriontes dispdem de um nicleo celular bem definido, onde o DNA fica
armazenado e, consequentemente, mais protegido. Animais e plantas sGo exemplos de

organismos eucariontes (BUSHONG, 2010).

Embora as células  Célula animal Ceélula Vegetal

Niicleo
Nucleolo
Reticulo endopldsmico rugoso
Reticulo endopldsmico liso
Lisosomas
(itoesqueleto
Mitocondria

(itoplasma

Ribosomas

citoplasmdtica, que além de NEEEEE— R IR (ompleo de olgi

Gran vacuola central
Pared celular
(loroplasto

eucaridticas  difiram entre i,

Centriolos
Vacuola

algumas estruturas sdo comuns Aas
células animais e vegetais (Figura
4.3). Dentre elas, pode-se destacar

a presenca da  membrana

proteger e estabelecer os limites

fisicos da célula, estd associada

ao fato de que todos os nutrientes, ~ Figura 4.3 — Diagramas das células animal e vegetal

secrecdes e rejeitos precisam  (https://www.passeidireto.com/arquivo/98955328 /cel

passar por esta barreira. Além  ula-caracteristicas-e-funcoes).

disso, hd a presenca de um liquido

que preenche a célula, denominado de citoplasma, onde est@o presentes as organelas que
desempenham diferentes fun¢des, como por exemplo, as mitocdndrias, responsdveis por
produzir energia por meio do processo de respirac¢do celular, além de regular o metabolismo,
a sintese de horménios e respostas ao estresse ambiental. Adicionalmente, as células vegetais
contam com uma parede celular, estrutura responsdvel por dar suporte mecdnico a célulq,

protegendo-a contra as pressdes externas e mantendo a sua forma (BUSHONG, 2010).

Devido a necessidade de [ FASES |

sintese de DNA

desenvolvimento e/ou renovagdo de tecidos . PESSEEREE

biolégicos, as células ndo possuem estrutura e
funcionamento permanentes. O ciclo celular,
ilustrado na Figura 4.4 demonstra o ciclo de
vida de uma célula (BUSHONG, 2010).

O processo de replicagdo celular ocorre

em duas etapas: interfase e mitose. Citocinese ~* / // Mitose
l‘"“‘“‘m’m"# (" / (divis3o do nicles)
A etapa interfdsica é o periodo que %/j
precede a mitose, durante o qual a célula se : I |

prepara para a divisdo celular. A interfase é .

Figura 4.4 — Representagdo do ciclo celular
dividida em trés fases: G1, S e G2. Durante a

(https:/ /emsinapse.wordpress.com /2017 /0

fase G1, a célula cresce e produz proteinas
8/25 /interfase-uma-visao-realista-ainda-

para a duplicagdo do material genético.


https://emsinapse.wordpress.com/2017/08/25/interfase-uma-visao-realista-ainda-estou-escrevendo-nao-e-para-revisar/
https://emsinapse.wordpress.com/2017/08/25/interfase-uma-visao-realista-ainda-estou-escrevendo-nao-e-para-revisar/
https://emsinapse.wordpress.com/2017/08/25/interfase-uma-visao-realista-ainda-estou-escrevendo-nao-e-para-revisar/
https://www.passeidireto.com/arquivo/98955328/celula-caracteristicas-e-funcoes
https://www.passeidireto.com/arquivo/98955328/celula-caracteristicas-e-funcoes
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Durante a fase S, ocorre a replicacdo do DNA e, por fim, durante a fase G2, a célula continua
a crescer e se prepara para a divisGo celular (BUSHONG, 2010).

A etapa mitética é o processo de replicacdo celular que ocorre apéds a interfase. A
mitose é dividida em quatro fases: profase, metdfase, andfase e teléfase. Durante a préfase,
o material genético se condensa e forma os cromossomos. Logo em seguida, prossegue para a
metd&fase, onde os cromossomos se alinham na regido equatorial da célula. Posteriormente,
segue para a andfase, onde os cromossomos se separam e s@o puxados para os polos opostos
da célula. Finalmente, chegando na teléfase, os cromossomos se descondensam e a membrana
celular se forma em torno das duas células filhas. A mitose geralmente leva cerca de uma hora
para ser concluida em células humanas. A Figura 4.5 mostra o processo de replicagdo celular

que ocorre durante a mitose (BUSHONG, 2010).

Nucléolo

Cromossomo

Membrana
nuclear

Centrometro
Centriolo

Anafase Telofase

Figura 4.5 — Esquema da mitose celular (TAUHATA et al., 201 3).
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4.2.2 Biofisica do dano cromossémico radioinduzido

Cromossomos sdo estruturas presentes

Cromossomo

Telomero

no nucleo celular, compostas por moléculas de

Centromero

Proteinas histonas

DNA e proteinas histonas, como ilustrado na Teidmaroy
Figura 4.6. Eles sdo responsdveis por
armazenar e transmitir  as informacgdes
Célula

genéticas de uma geragdo para outra.

Citoplasma

Consequentemente, os cromossomos sdo -

. . . . - Dupla helice
fundamentais para a hereditariedade, pois sdo F
eles que contém os genes que determinam as 78\
caracteristicas fisicas e bioldgicas de um

individuo (IAEA, 2011).

Durante  a  diviso  celular, os Figura 4.6 — Representagéio da estrutura e

cromossomos se replicam e se separam, composicio de um cromossomo (IAEA,

garantindo que cada célula filha receba uma  20171).
cépia completa da informag¢do genética da
célula mae (IAEA, 2011).

Como mencionado anteriormente, a deteccdo de anormalidades cromossémicas
induzidas por radiagdo ionizante reflete a manifestacdo primdria de um dano a um sistema
biolégico, capaz de determinar o risco de morte celular ou mutagénese radioinduzida
(STREFFER, 2000).

A interagcdo das radiag¢des ionizantes com tecidos biolégicos pode remover elétrons das
moléculas que os constituem. Embora uma grande variedade de danos possa ser induzida em
diversas estruturas celulares, o alvo critico é o DNA, que pode ser afetado tanto pela interagdo
direta com a radiag¢do, quanto indiretamente. A acgdo indireta das radiagdes ionizantes sobre
o DNA, ocorre porque em um organismo biolégico, a molécula mais abundante é a dgua.
Quando a dgua presente nas células é irradiada, ela pode sofrer radidlise, promovendo a
dissocia¢do da molécula em pares de ions, que ao se recombinarem eletronicamente com o meio
podem produzir radicais livres (H e OH-). Como essas espécies sdo altamente reativas, podem
interagir quimicamente entre si ou com moléculas préximas a elas. Como consequéncia, novas
moléculas sdo danificadas, inclusive a do DNA, que pode sofrer quebras simples ou duplas de
suas cadeias (PODGORSAK, 2005; BUSHONG, 2010; IAEA, 2011).

Valores iguais de dose absorvida podem produzir efeitos biolégicos totalmente

diferentes conforme o tipo de radiagdo ionizante incidente. Isso, por sua vez, estd associada a
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densidade de ioniza¢des que a radiagdo produz ao longo da trajetéria que percorre, ou sejq,
de sua LET. O conceito de LET provém da simplificagdo do termo de colisdo da equacdo de
stopping power, que descreve a perda média de energia de uma particula carregada por
unidade de comprimento, a cada coliséo que ela sofre. E importante mencionar, que enquanto
o stopping power mede o efeito do meio na particula, a LET mede o efeito da particula no meio,
geralmente em tecidos biolégicos (PODGORSAK, 2005; BUSHONG, 2010; IAEA, 2011).

Para que diferentes tipos de radiacdo ionizante produzam um mesmo nivel de efeito
sdo necessdrios, portanto, valores de dose diferentes. A RBE (do inglés, Relative Biological
Effectiveness) € uma grandeza adimensional que permite comparar a quantidade de dose
necessdria para produzir o mesmo efeito com diferentes tipos de radiacdo (PODGORSAK,
2005; BUSHONG, 2010). Matematicamente, a RBE pode ser calculada por meio da equagdo
4.6.

RBE = DOSGreferéncia (46)
Dose;este

E implicito que a RBE sobre influéncia direta da LET da radiagdo. No entanto,
parémetros como a dose, taxa de dose, fracionamento da dose e tipo de material biolégico
também influenciam no tipo de endpoint analisado e, consequentemente, exercem influéncia nos
valores de RBE (PODGORSAK, 2005; BUSHONG, 2010; IAEA, 2011).

Danos cromossémicos indicam a propagacdo de falhas permanentes no material
genético das células. Nesses casos, a célula alterada, mantendo a sua capacidade reprodutiva,
potencialmente, pode evoluir para uma carcinogénese (PODGORSAK, 2005; BUSHONG, 2010;

IAEA, 2011). As etapas desse mecanismo s@o apresentadas na Tabela 4.3.



4 FUNDAMENTOS TEORICOS | 38

Tabela 4.3 — Evolucdo temporal e agdo das radiagdes ionizantes no tecido biolégico (Adaptada

de MILIAN, 2006).

Etapa Tempo Eventos
Fisica : 107185 Particula ionizante atravessa a molécula —
lonizagdo
Fisico-quimica : 10715 Excitagdio — vibragdio e/ou dissociagdio

molecular, termalizagéo dos elétrons

Quimica heterogénea 10712 Difuséo dos radicais livres
Quimica homogénea _E_ 107105 Reagéo dos radicais livres com o soluto
i 1078 Formagdo dos produtos moleculares
N 107%s Conclusdo das reagdes quimicas
Bioquimica ___ 1s Reagdes enzimdticas, processo de reparo

Inicio dos processos que podem gerar
Biolégica : 1h instabilidade gendmica, aberrac¢des, mutacdes

e morte celular

Efeitos primarios : Dias Morte das células tronco, danos ao tecido
sadio e distdrbios celulares
Efeitos tardios . Meses Fibroses, telangiectasia, danos na pele, danos

na medula éssea e ao sistema sanguineo

Carcinogénese i Anos Surgimento de tumores e multiplicagdo desses

A detecgcdo de anormalidades cromossémicas ainda no estdgio primdrio pode permitir,
dentre outras estratégias, iniciar um tratamento menos agressivo a um individuo que tenha sido
indevidamente exposto das radiag¢des ionizantes, de modo que esses danos radioinduzidos néo
evoluam para uma carcinogénese. Tanto a indu¢do quanto a detecgdo e, por sua vez, possiveis

tratamentos, dependem da radiossensibilidade celular. Tal conceito define a capacidade de
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um determinado tipo de célula ser afetado pela radiagdo ionizante. Algumas células sdo mais
sensiveis a radiagdo do que outras, e essa sensibilidade pode ser influenciada tanto por fatores
fisico-quimicos quanto biolégicos (IAEA, 2011).

Sdo muitos os fatores que podem afetar a radiossensibilidade das células, incluindo o
tipo de célula, a etapa e a fase do ciclo celular, a LET, a dose e a taxa de entrega da radiagdo,
bem como a habilidade da célula em reparar danos induzidos no DNA. As células que estdo
em diviséo (mitose) ativa, por exemplo, sdo mais sensiveis a radiagdo, pois estdo em uma fase
de alta atividade metabdlica e divisdo celular, como por exemplo, células sanguineas e células
do trato gastrointestinal. Além disso, células que possuem dificuldades em reparar danos ao
DNA ou que possuem uma capacidade de repara¢do menor sdo mais suscetiveis a danos
causados pela radiagdo ionizante (PODGORSAK, 2005; BUSHONG, 2010; IAEA, 2011).

A inducdo de endpoints citogenéticos, como a formacdo de micronicleos, que sdo
pequenos nucleos adicionais que podem se formar apds danos ao DNA, também pode ser
influenciada pela radiossensibilidade das células. A formagdo de micronicleos é considerada
um indicador de qualidade para identificagéio de danos ao DNA. A frequéncia de sua formagdo
pode ser usada para avaliar a extensdo dos danos causados pela radiagcdo. A taxa de
formagdo de micronicleos pode variar dependendo do tipo de célula e de outros pardmetros
fisicos que afetam a radiossensibilidade celular, como a LET, a dose e a taxa de dose (IAEA,

2011).

4.3 Dosimetria das radiagdes ionizantes

A dosimetria das radiagdes ionizantes é o processo de medir a quantidade de radiacéo
absorvida por um individuo ou um material exposto & radiacdo ionizante. Essa medida é
essencial, sobretudo, para avaliar o risco de efeitos biolégicos indesejdveis causados pela
exposicdo indevida & radiagdo. Logo, a dosimetria é de fundamental importéncia para que
aplicagdes benéficas nas dreas de tratamentos e diagnésticos médicos, indUstria, pesquisa
cientifica, entre outras, sejam realizadas de forma controlada e segura, de modo que os niveis
de exposicdo se mantenham dentro dos limites aceitdveis, minimizando os riscos de efeitos
colaterais (OKUNO, YOSHIMURA, 2010).

Além disso, a dosimetria assume um papel fundamental na gestdo de emergéncias
nucleares e radiolégicas, pois permite a triagem e a definicéio de estratégias para lidar com
exposi¢cdes em fungéio do nivel de exposi¢do.

A grandeza dose absorvida pode ser mensurada por meio de métodos fisicos, quimicos

ou biolégicos. O ponto em comum em todos os tipos de métodos é o principio fisico bésico de
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interacdo da radiagdo ionizante com a matéria, que ao deixar seus rastros podem ser
quantificados e correlacionados com a dose. Nesta segdo, serdo discutidos dois métodos de
medicdo de dose baseados no fendmeno de termoluminescéncia e na taxa de micronicleos

radioinduzida, ou seja, modalidades de dosimetria fisica e biolégica, respectivamente.

4.3.1 Termoluminescéncia

A termoluminescéncia (TL) é um fenémeno fisico caracterizado pela emissdo de luz por
materiais isolantes (dielétricos) ou semicondutores expostos previamente & radiagdo ionizante e
que, posteriormente, sdo aquecidos, porém, sem que haja um aumento significativo de
temperatura ao ponto de tornd-los incandescentes. A luz que é emitida possui um comprimento
de onda (1) maior do que a radiacgdo incidente, podendo estar na regido do ultravioleta (1 <
400 nm), infravermelho (A > 700 nm) ou mais comumente, na faixa do espectro visivel (400 >
A > 700 nm). Além disso, em alguns casos, a luz emitida é proporcional & dose absorvida, o
que vem permitindo ao longo dos anos aplica¢cdes em larga escala do fenémeno de TL em
dosimetria (McKEEVER, 1988).

A explicagéio do fendmeno de TL é fundamentada na teoria de bandas de energia para
os elétrons nos sélidos, na qual depende da definicdo dos conceitos de bandas de energia e
gap. As bandas s@o os niveis de energia ocupados pelos elétrons ou buracos (auséncia de
elétrons) nos materiais, e o gap é a diferenca de energia entre as bandas de valéncia e de
condugdio, também conhecido como banda proibida. A ocupacdo total ou parcial das bandas
determina se um material é condutor, semicondutor ou isolante. Nos isolantes, o gap de energia
é muito alto (> 5 eV), o que dificulta o deslocamento dos elétrons ou buracos da banda de
valéncia para a banda de condugdo (ASHCROFT, MERNIN, 1976; KITTEL, 1996). Em geral,
materiais TL sdo policristais idnicos e, em sua maioria, isolantes, nos quais os elétrons preenchem
a banda de valéncia, enquanto a banda de condugdo é vazia.

A teoria de bandas de energia explica como a estrutura eletrdnica dos materiais
influencia suas propriedades elétricas e, consequentemente, na sua capacidade de emitir luz
via TL. Quantitativamente, a intensidade da emiss@o de luz via TL é diretamente influenciada
pela ocupagéo das bandas de energia N(E), que é determinada pela densidade de estados
disponiveis, Z(E), e pela funcdo de distribuicdo de Fermi-Dirac, f(E), (ASHCROFT, MERNIN,
1976).
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N(E) = Z(E).f(E) (4.7)

onde,

f(E) = (4.8)

com k sendo a constante de Boltzman, T, a temperatura absoluta, E, a energiq, e Ef, o nivel

de Fermi.

Assim, a densidade de estados, Z(E), representa o nimero de estados disponiveis em
uma determinada energia E, enquanto a fungéo de distribuicdo de Fermi-Dirac, f (E), descreve
a probabilidade de que um estado em uma dada energia E esteja ocupado por um elétron
(ASHCROFT, MERNIN, 1976).

No zero absoluto, todos os estados de energia abaixo do nivel de Fermi estdo ocupados,
enquanto aqueles acima do nivel de Fermi estéo vazios. Isso, por sua vez, define as bandas de
valéncia e conducdio, respectivamente. E importante notar que os niveis da banda proibida
estdo acima do nivel de Fermi (ASHCROFT, MERNIN, 1976).

Um estimulo eletromagnético ou térmico pode fazer com que os elétrons (ou buracos)
saltem da banda de valéncia para a banda de condugdo. Isso cria um buraco na banda de
valéncia, que pode se mover livremente pela banda, ou ser capturado por uma armadilha na
banda proibida. As armadilhas podem ser definidas como estados de energia metaestdveis
localizados na banda proibida, que podem ser intrinsecos devido & presenga de impurezas no
material, ou adicionados a ele na forma de dopantes (McKEEVER, 1988).

Se um elétron (ou buraco) ficar preso em uma armadilha, ele pode se recombinar com
seu par elétron-buraco por meio do recebimento de energia térmica proveniente do
aquecimento. Depois de ser liberado, o elétron pode se mover livremente e se recombinar com
um buraco ou ser recapturado por outra armadilha na banda proibida (McKEEVER, 1988). A

Figura 4.7 ilustra de maneira simplificada todo esse processo.
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Figura 4.7 — Modelo simplificado do fendmeno termoluminescente. Em (a) é ilustrado o processo
de excitagdo do elétron quando o material é irradiado. Elétron (circulos preenchidos em
vermelho) e buraco (circulos vazios) difundem-se pelas bandas até serem aprisionados nas
armadilhas T ou R, respectivamente. Posteriormente, é mostrado em (b) o aprisionamento do
elétron e do buraco até serem estimulados termicamente. Por fim, em (¢) mostra o efeito do
estimulo térmico sobre os elétrons, que se difundem para a banda de conducdio, podendo

ocorrer a recombinagdo com o buraco preso na armadilha R (LIMA, 2017).

4.3.2 Dosimetros TL: TLD-100 (LiF:Mg, Ti)

Dosimetros termoluminescentes (TL) sdo dispositivos amplamente utilizados em dosimetria
pessoal, de procedimentos médicos (radiodiagndstico e radioterapia), ambiental e industrial,
sobretudo, devido d&s suas propriedades de baixo custo, simplicidade de produgdo,
durabilidade, linearidade de resposta, baixo limite de detecgdo e capacidade de serem
reutilizados vdrias vezes (d’ERRICO, BOS, 2004).

Existem diversos materiais que séo utilizados como TLDs (do inglés, Thermoluminescent
Dosimeters), dentre eles se destaca o LiF:Mg, Ti, comercializado como TLD-100 pela Thermo
Fisher Scientific, antiga Harshaw.

O TLD-100 é utilizado tanto em dosimetria pessoal quanto ambiental. Na classificagdo
de materiais, o fluoreto de litio (LiF) é um sélido cristalino, dopado com magnésio (Mg) e titénio
(Ti). Entre as principais vantagens do TLD-100 se destacam a sua alta sensibilidade as radiagdes
beta e gama, linearidade da resposta em uma ampla faixa de doses, estabilidade da leitura,
baixa dependéncia com a energia da radiagdo, além de ser um dosimetro de baixo custo e
possuir um Zyrr = 8,1 préximo ao Z.rr = 7,4 do tecido biolégico mole, conferindo-lhe a

caracteristica de tecido equivalente. Em contrapartida, assim como todo material TL, a principal
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desvantagem reside no fato de que a dose somente pode ser lida uma vez, pois o processo de
leitura “zera” o TLD (KOVACEVIC, VRTAR, VEKIC, 2005).

A curva de emissdo TL do LiF:Mg, Ti compreende 10 picos distintos, variando de 50 a
450 °C. Contudo, para fins de dosimetria, utiliza-se normalmente os picos 4 e 5, que se
encontram em torno de 160 e 190 °C, respectivamente. Dentre os dois, o pico 5 é considerado

o mais relevante e é denominado de pico dosimétrico do material (RIBEIRO, 2000).

4.3.3 Aplicagdo dos conceitos de dose em dosimetria biolégica

A distribuicdo das ionizagdes produzidas por radiagées com

Baixa LET . e - ~
o ey diferentes LET afeta a distribuicéio de frequéncia de aberracdes
° P ——
i"Porficvlosti’ *_+ . cromossémicas nas células (Figura 4.8). Em radiagdes com baixa
o 4 »
> e @ | LET, as ionizagdes sdo distribuidas aleatoriamente entre as células
\Interago [ . , .
° "L +J devido ao grande nimero de ftracks, resultando em aberragdes
° o S
cromossémicas dispostas aleatoriamente. Em contrapartida, em
Alta LET 7 P—'_—~ B _— L. .
i Particlos @ radiagdes com alta LET, a energia é depositada em pacotes
| [ . k ~
wo e B eeeesl  discretos  em  menos fracks, resultando em aberragdes
| :
. LR cromossdmicas concentradas em regides bem delimitadas da
\\V .\ ‘/ 4 . ~ . . . . /4 .
G célula. Essas diferengas séo importantes na dosimetria biolégica,

especialmente em exposi¢cdes parciais ou ndo uniformes (IAEA,

2011).

Figura 4.8 — Distribuicdo
de ionizag¢bes produzidas

em uma célula por Matematicamente, o modelo mais comumente utilizado

radiagdes com baixa e para descrever hipéteses sobre a resposta de tecidos biolégicos

alta LET, respectivamente. as radiagdes ionizantes é o linear-quadrdtico, que é mostrado na
equacdo 4.9 (IAEA, 2011).
Y =C+aD + BD? (4.9)
onde,

Y é a frequéncia total do endpoint analisado, C é a frequéncia basal esponténea do endpoint

analisado, a é o coeficiente linear da dose e [ é o coeficiente quadrdtico da dose.

ya

E importante notar que o termo linear-quadrdtico € matematicamente impreciso, uma
vez que algo ndo pode ser simultaneamente linear e quadrdtico. Esse termo é utilizado pois
para baixas doses, o efeito é proporcional ao aumento da dose, respondendo de forma linear,
enquanto para doses altas, o efeito aumenta com o quadrado da dose de radiagdo (IAEA,

2011).
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Em contrapartida, para radiagdes de alta LET, como por exemplo, particulas alfa, o
coeficiente @ da equagédo 4.9 torna-se grande e, eventualmente, o coeficiente f torna-se menos
relevante  biologicamente e também estatisticamente mascarado  (IAEA, 2011).

Consequentemente, a resposta & dose é aproximada pela equagdo linear, dada por:

Y=C+aD (4.10)

Quando a curva de dose-resposta para um determinado endpoint citogenético é
ajustada pelo modelo linear-quadrdtico, os coeficientes linear e quadrdtico dessa curva
permitem avaliar quantitativamente as contribuicdes dos eventos de interagdo Unicos e multiplos,
respectivamente, da radiagdo com o alvo biolégico, que resultaram nas frequéncias desse
endpoint. Dessa forma, por meio da verificacdo da predominéincia de um desses coeficientes da
curva, é possivel identificar o comportamento da intera¢do da radiagdo com o alvo biolégico
para induzir o endpoint analisado. E importante destacar, que além da LET, a dose e a taxa de
dose absorvida, o tipo de célula ou tecido biolégico, bem como o tipo de endpoint analisado,
podem influenciar nos valores dos coeficientes & e [ e, consequentemente, no formato da curva

de dose-resposta (IAEA, 2011).

4.3.3.1 Micronudcleos na avaliagdo de dose absorvida

Ao interagir com a matéria biolégica, as radiagdes ionizantes podem ser potencialmente
genotdxicas, isto é, podem danificar a informagéio genética das células, o DNA. Como
manifestacdo primdria desses danos, podem surgir as aberra¢des cromossémicas, que, por sua
vez, podem originar os micronicleos (Figura 4.9) (IAEA, 2011).

Os micronicleos séo estruturas que surgem quando cromossomos inteiros e/ou
fragmentos cromossdémicos ndo conseguem ser incorporados aos nicleos principais das células
filhas durante a mitose (UTSUNOMIYA, BIONE, PAGLIARINI, 2002; FENECH ef al., 2011). A sua
presenca nas células descendentes sdo indicativos de danos persistentes no DNA causados pela

perda gradual de material genético apés a irradiacdo (IAEA, 2011).
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Figura 4.9 — Processo de formagdo de micronicleos (GOOGLE IMAGENS, 2023).

A frequéncia de células com micronicleos é um endpoint que pode ser correlacionado
com a dose absorvida, permitindo a construcdo de curvas de dose-resposta citogenéticas.
Entretanto, na maioria dos casos, devido a influéncia de diversos paré&metros fisicos, como LET,
dose, taxa de dose, bem como de pardmetros biolégicos, como o tipo de célula e duragdo do
seu ciclo celular, essa relagdo apesar de se apresentar proporcional, ndo ¢é linear
(BOLSUNOVSKY et al., 2019; XAVIER et al., 2023). Isso, por sua vez, pode ser contornado com
fatores de correcdo que considerem a influéncia desses pardmetros e permitam estimativas

aproximadas da dose recebida por um determinado sistema biolégico (FUJIKAWA et al., 1999).

4.3.4 Tratamento estatistico de dados

A verificagdo da normalidade dos dados é uma etapa fundamental para andlises
estatisticas, pois dados ndo-normais podem levar a conclusdes equivocadas de um estudo. Um
grupo amostral segue uma distribuicdo normal (ou gaussiana) quando os seus valores séo
simetricamente distribuidos em torno de uma média central, apresentando uma curva em
formato de sino. A drea sob essa curva representa 100% da probabilidade de ocorréncia de
um fenémeno. Portanto, a probabilidade de uma observacgéio estar entre dois pontos é igual &

drea sob a curva desses pontos (Figura 4.10) (WALPOLE et al., 2012).
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Figura 4.10 — Representagcdo de uma distribuicdo normal de dados.

A normalidade de dados pode ser determinada numericamente mediante testes
estatisticos disponiveis em softwares. Os testes mais comumente utilizados para verificagéo de
normalidade de dados sdo o de D’Agostino-Pearson, Shapiro-Wilk e o de Kolmogorov-Smirnov.
A escolha do teste implica em uma maior ou menor signific@incia estatistica, porém, isso depende
dentre outras varidveis, do tamanho da amostra analisada (WALPOLE et al., 2012).

A signific@ncia estatistica estd relacionada com a rejeicdo da hipétese nula, que é uma
afirmagdo inicial que assume que ndo hd diferenga significativa entre dois grupos ou varidveis
em estudo. A hipétese nula é rejeitada quando temos no minimo um valor de p < 0,05, que
indica a probabilidade de obter o mesmo resultado ou o mais préximo dele (WALPOLE et al.,
2012.). Em outras palavras, quando é detectado um valor de p < 0,05 significa que se um
experimento for realizado 100 vezes sob as mesmas condi¢des, a probabilidade de encontrar
o mesmo resultado ou o mais préximo dele é de 95 vezes (ou 95%), sendo que as 5 vezes (ou
5%) restantes sdo as flutuagdes estatisticas que podem ocorrer. Desse modo, o valor p mede a
forca das evidéncias contra a hipétese nula e indica se o resultado observado é estatisticamente
significativo.

Somente apéds a verificagdo da normalidade dos dados é possivel aplicar os testes
paramétricos que identificam e comparam a significéincia estatistica dos grupos amostrais em
estudo. Dentre os testes paramétricos de andlise de significancia estatistica destaca-se a
ANOVA (WALPOLE et al., 2012).

A ANOVA unilateral é uma ferramenta estatistica baseada na andlise de varidncia
dentro e enfre os grupos amostrais, amplamente usada para comparar a distribuicéo de frés
ou mais grupos de amostras independentes. O teste adota um nivel de significéncia de p <

0,05, indicando que, se obtivermos um valor de p < 0,05, pelo menos um par de medidas
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difere, mas sem informar quantas nem quais. Para determinar quais medidas diferem é
necessdrio realizar um teste adicional, e o teste Tukey é frequentemente utilizado para esse fim.
O teste Tukey compara todos os possiveis pares de medidas, fornecendo uma melhor preciséo
de medida quando os tamanhos amostrais dos grupos sdo iguais (WALPOLE et al., 2012). Em
outras palavras, o teste de Tukey indica quais grupos tiveram uma diferenca estatistica
significativa. No geral, esses testes sdo Uteis para compreender as diferencas entre grupos e

como elas afetam os resultados de estudos cientificos.
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5 MATERIAIS E METODOS

Devido ao seu cardter interdisciplinar, esse trabalho foi dividido em duas partes

fundamentais e comuns as dreas de Fisica Nuclear e Biofisica das Radiag¢des lonizantes, que
serdo detalhadas ao longo deste capitulo. De cardter fisico, primeiramente foi necessdrio
determinar as taxas de dose e doses absorvidas das fontes radioativas de 24'Am e 90Sr/90Y,
emissoras de particulas @ e B, respectivamente, dentro das configuragdes utilizadas para as
irradiacdes das amostras da biota vegetal investigada. Para tal propésito, utilizou-se de
cdlculos computacionais via simulagdes de Monte Carlo e de medigdes experimentais do sinal
termoluminescente de dosimetros comerciais TLD-100 (LiF:Mg, Ti) irradiados. De cardter
biofisico, raizes de cebola (Allium cepa) foram inicialmente cultivadas e, logo em seguidaq,
irradiadas com diferentes tipos e taxas de dose de radiacdo. As frequéncias de dano
citogenético radioinduzido, como por exemplo, altera¢des no indice mitdtico (IM), aberragdes
cromossdmicas (ACs) e células com micronicleos (MNs) foram quantificadas e analisadas
considerando as diferencas de LET (do inglés, Linear Energy Transfer), taxas de dose, doses
absorvidas e intervalos de irradiagdo e de proliferacdo celular, permitindo conectar as andlises

de respostas biolégicas aos pardmetros fisicos das irradiagdes.
5.1 Determinagéio da taxa de dose da fonte de 241Am

Uma fonte pontual de 24'Am (Figura 5.1), fabricada pela
Phywe System Co. Ltd, Alemanha, com uma atividade nominal de
74 kBg, em 11 de agosto de 2003, e energia média de emissdo
de particula a de 5,48 MeV foi utilizada para irradiagdes de
raizes de Allium cepa com aproximadamente 0,5+ 0,1 cm de

comprimento e 400 +5 um de espessura & 1,0 + 0,1 cm de

disténcia. Cdlculos de Monte Carlo usando o cédigo MCNP6

(versdo 1.0) foram realizados pelo grupo de dosimetria Figura 5.1 — Fonte de
24]Am.
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computacional da Universidade de Pisq, Itdlia, para determinagdo da taxa de dose absorvida
de particulas alfa para essa configuragdo de irradiacdo. As raizes de Allium cepa foram
simuladas como cilindros de dgua, seguindo as especificacdes de suas medidas experimentais

de comprimento, espessura e disténcia & fonte de 24'Am.

5.2 Determinagdo da taxa de dose da fonte de 99Sr/90Y

5.2.1 Dosimetria computacional — Método teérico

Com a finalidade de avaliar o efeito da
diferenca de LET na inducdo de danos citogenéticos
radioinduzidos, irradiacdes de raizes de Allium cepa com
particulas [ foram realizadas usando uma fonte de
90Sr /99Y, do tipo aplicador dermatolégico planar (Figura
5.2), fabricado pela Amersham Health (Buckinghamshire,
Reino Unido), com uma atividade nominal de 19407
MBq, em 27 de novembro de 1973, energias mdximas

de emissdo de particulas beta de 0,546 e 2,28 MeV

para o 9Sr e o 99Y, respectivamente, e uma taxa de Figura 5.2 — Fonte de 90Sr /%Y.
dose de 14,6 mGy.s! & 0,5 cm de distancia.

Cdlculos de Monte Carlo usando o cédigo PHITS (do inglés, Particle and Heavy lon
Transport Code System), versdo 3.25, foram realizados pelo grupo de dosimetria computacional
da Universidade de Yale, Estados Unidos, para determinar a taxa de dose atual para a
configuracdo adotada nos experimentos com particulas . Nessa simulagéo, a geometria
cilindrica, a composi¢do quimica aquosa e os par@metros de comprimento e espessura das raizes
de Allium cepa foram os mesmos da simulagdo com particulas . Contudo, um pléstico filme de
PVC de 10 um de espessura foi colocado entre a fonte de 99Sr/90Y e as raizes de cebola. Isso
foi feito para manter uma disténcia de 0,5 cm entre a fonte e a superficie das raizes durante
as irradiagdes e, portanto, também foi adicionado na simula¢do para determinar a taxa de

dose absorvida de particulas beta para essa configuragéo de irradiagdo.
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5.2.2 Dosimetria termoluminescente — Método experimental

TLDs-100 (LiF:Mg, Ti), fabricados pela Thermo Fisher Scientific, de formato cibico e
dimensdes 1 X 1 X 1 mm3, foram utilizados para as medi¢des experimentais de dose absorvida.
O TLD-100 foi utilizado nesta tese devido a sua disponibilidade e pelas suas propriedades
geométricas e dosimétricas adequadas para a configuracdo dos experimentos com particulas
beta. Além de suas dimensdes j& mencionadas anteriormente, algumas dessas caracteristicas

sdo mostradas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Propriedades do TLD-100 (HARSHAW, 2001; BASSINET et al., 2010).
TLD-100 (LiF:Mg, Ti)

Densidade 2,64 g/cm?3

Numero atémico efetivo para absorg¢do fotoelétrica 8,1

Espectro de emissdo termoluminescente (TL) 350 a 600 nm (mdximo em
400 nm)

Temperatura do pico TL dosimétrico 195 °C

Resposta TL em fungdo da energia dos fétons (30 keV /¢°Co) 1,25
Faixa de utilizagdo em funcéo do kerma-ar 10 uGy — 10 Gy

Desvanecimento otimizado a 20 °C 5% ao ano

5.2.2.1 Teste de reprodutibilidade e homogeneidade de TLDs

Um lote com 30 TLDs-100 néo irradiados foi enviado para a Universidade de Pisa,
Itdlia, para realizagdo de testes. Com o objetivo de eliminar possiveis sinais adicionais de
termoluminescéncia devido ao aumento dos niveis de background de radiagdo proveniente da
exposicdio dos dosimetros aos raios X no aeroporto e radiagéo cédsmica durante o voo do Brasil
a ltdlia, foi realizado um tratamento térmico pré irradiagdo recomendado pelo fabricante do
TLD-100, que consistiu em submeté-los a uma temperatura de 400 °C por 1 h e, logo em
seguida, tratd-los por 2 h & temperatura de 100 °C.

Apés o tratamento térmico, o lote contendo os 30 TLDs-100 foi irradiado com uma dose
de 4,8 mSv, usando uma fonte de 22Ra, com atividade nominal de 2,22 MBq (julho de 2009),

e com uma taxa de dose atual de 0,2 mSv.h-' a uma disténcia de 5 cm (Figura 5.3).
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Figura 5.3 — Sistema de irradiagdo dos TLDs-100. (A) Vista completa do suporte sem a fonte
de 22%Rq; (B) Vista da parte superior do suporte; (C) Vista da parte inferior do suporte; (D)

Vista completa do suporte com a fonte de 226Ra.

A leitura dos TLDs-100 e, consequentemente, a aquisicdo dos dados foi realizada em
uma leitora da Harshaw, modelo 4500 (Figura 5.4), conjuntamente com o software WinREMS
instalado no sistema operacional Windows. Cada dosimetro foi lido individualmente. Finalizada

as leituras, os dosimetros eram colocados imediatamente para tratamento térmico.

Figura 5.4 — Leitora de TLDs Harshaw 4500.

Foi estabelecida uma taxa de aquecimento de 10 °C/s, realizando contagens entre as
temperaturas de 50 até 400 °C. Essa taxa de aquecimento utilizada foi obtida mediante testes
para determinagdo do melhor perfil para a leitura dos dosimetros.

Testes de reprodutibilidade e homogeneidade dos dosimetros foram realizados no

Laboratorio di Misure Nucleari, Pisq, Itdlia, a fim de selecionar os TLDs-100 que garantissem uma
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maior confiabilidade e precisdo nas medicdes de dose-resposta. Isso foi feito para assegurar
que dentro desse lote, fosse selecionado apenas os dosimetros que apresentassem a mesma
resposta para uma mesma dose quando irradiados repetidas vezes sob as mesmas condigdes,
além de garantir a uniformidade de sensibilidade de cada dosimetro e, consequentemente,
reduzir as incertezas associadas.

Os 30 dosimetros do mesmo lote foram irradiados por trés vezes consecutivas, sob as
mesmas condi¢des (tfratamento térmico antes da irradia¢do e apds a leitura do sinal TL, mesma
configuragdo experimental e mesma dose). Os dados de cada irradiagdo foram dispostos em
colunas do Excel para a realiza¢do das andlises de reprodutibilidade e homogeneidade do
lote.

O requisito adotado para determinar a homogeneidade do lote foi que o valor
analisado (E) para qualquer dosimetro néo diferisse de outro valor de qualquer outro dosimetro

em mais de 30% (CASMIE, 1995), ou seja:

Emax — Emin _ 500, (5.1)
min

onde, Enix © Emin, sdo os valores mdximos e minimos das leituras TL avaliadas,

respectivamente.

A reprodutibilidade de cada dosimetro do lote foi verificada por meio do coeficiente
de variacdo (CV), considerando a média das trés respostas (sinais TL) obtidas de cada dosimetro
e calculado pela equacdo 5.2. Segundo critérios estabelecidos pela 1SO 12794:2000 (ISO
2000), esse valor ndo deve ser igual ou superior a 15% para cada dosimetro avaliado
individualmente.

S
CV = — x 100 (5.2)
TL,

l

onde, CV corresponde a medida de disperséo relativa para cada dosimetro, S representa o

desvio padrdo e T_Ll é a média das trés respostas (sinais TL) obtidas para cada dosimetro.
5.2.2.2 Andlise da taxa de dose absorvida de particulas beta usando TLD-100

Apés os testes de reprodutibilidade e homogeneidade do lote contendo os 30 TLDs-100,
realizados na Universidade de Pisa, Itdlia, foram selecionados 20 dosimetros utilizados nesta
tese.

Como os dosimetros voltaram ao Brasil e, consequentemente, foram expostos & raios X

no aeroporto e aumento dos niveis de background de radia¢do devido ao voo da ltdlia ao
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Brasil, foi realizado o mesmo tratamento térmico recomendado pelo fabricante do TLD-100 e
executado anteriormente durante a etapa de testes.
No Brasil, esse tratamento térmico foi realizado em um forno mufla (Figura 5.5),

instalado no laboratério multiusudrio do Nicleo de Petréleo e Gds de Sergipe (NUPEG — SE).

Figura 5.5 — Forno mufla utilizado para o tratamento térmico dos TLDs.

Posteriormente, foram feitos “pontos” com grafite em uma das faces de cada TLD-100
para facilitar a orienta¢do espacial durante a irradiagéio e garantir que as leituras fossem
sempre realizadas com o dosimetro na mesma posi¢do.

Para a determinag¢do da taxa de dose absorvida de particulas beta, da fonte de
90Sr /99Y, mostrada na Figura 5.2, foram usados pares de TLDs-100 irradiados durante 30 's, 1
min e 3 min, & uma disténcia de 0,5 cm, totalizando 6 dosimetros. Para manter essa distdncia
foi colocado um pldstico filme de PVC de 10 um de espessura entre a fonte e os dosimetros.
Para fins de comparagdo, 2 TLDs-100 foram irradiados durante 1 min no irradiador SAMARA
(Figura 5.6), utilizando uma fonte de 99Sr/99Y, nimero de série SIA5-1520, com uma taxa de
dose de 12,2 4+ 3,4 mGy.s"!, mantendo a configura¢do da recente calibragdo realizada pelo
grupo de Fisica Médica da Universidade Federal de Sergipe (SILVA et al, 2020).
Adicionalmente, 2 TLDs-100 néo irradiados foram armazenados para subtragéio do background
do sinal TL, uma vez que esses dosimetros foram enviados para Universidade de Pisa, ltdliq,

para serem lidos.

BETA sSAMARA
de Faderal de Seralpe - UFS

u
Grupo de Fisica Madica — Urs
e/

Figura 5.6 — Irradiador SAMARA com fontes de 90Sr/99Y.
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5.2.2.3 Andlise do perfil de curva de dose-resposta usando TLD-100

Os TLDs-100 restantes foram submetidos &s mesmas condigdes experimentais que os
experimentos de irradiacdo das raizes da biota vegetal Allium cepa, que serd descrito
detalhadamente mais adiante. A fonte de 79Sr/90Y utilizada nas irradiagdes foi a da Figura
5.2, que teve a taxa de dose absorvida investigada como parte deste trabalho, considerando
a configuragdo experimental com um pldstico filme de 10 um de espessura entre a fonte e os
dosimetros, mantendo 0,5 cm de disténcia entre ambos. Os tempos das irradiagdes foram 2 min
e51s,5mine42s, 11 mine 25 s e 22 min e 49 s. Além disso, um par de TLDs-100 néo
irradiados foi armazenado para posterior subtra¢do do background do sinal TL, pois as suas

leituras foram sempre realizadas na Universidade de Pisq, Itdlia.

5.3 Experimentos in vivo com raizes de Allium cepa

5.3.1 Germinagdo de sementes de Allium cepa

Experimentos de laboratério com material bioldgico requerem um ambiente asséptico
para mitigar a carga de microrganismos patégenos, como por exemplo, esporos de fungos, que
possam contamind-los. Para tal propésito, antes de iniciar os experimentos com a Allium cepa,
todo material de vidraria (béqueres, placas de Petri, frascos com dgua destilada etc.), objetos
metdlicos, como pingas, e o papel de germinagdo que foi utilizado nos experimentos foram
embalados em papel aluminio e papel madeira e, logo em seguida, autoclavados seguindo o
procedimento padrdo, isto é, sob uma pressdo de 1 atm e temperatura de 121 °C por 15

minutos (Figura 5.7).

Figura 5.7 — Procedimento de autoclavagem de materiais: (A) Revestimento dos materiais com

papel aluminio e papel madeira; (B) Equipamento de autoclave; (C) Equipamento de autoclave

em funcionamento; (D) Materiais autoclavados.
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O ambiente asséptico utilizado nos experimentos desta tese foi uma cabine de fluxo
laminar previamente esterilizada com etanol 70% e, posteriormente, irradiada durante 15
minutos com luz UVC, com pico de 1 = 254 nm, que é amplamente utilizado como germicida
(SOUZA et al., 2022).

Apds o resfriamento dos materiais autoclavados, as suas embalagens foram borrifadas
com etanol 70% antes de serem transferidas para a cabine de fluxo laminar. Além dos materiais
autoclavados, materiais que ndo podiam entrar na autoclave devido & baixa resisténcia ao
aumento de temperatura, como pldsticos diversos (Parafilm, marcadores permanentes,

micropipetas, suportes para irradiacdes etc), também foram primeiramente borrifados com

etanol 70% e, posteriormente, tiveram ambos os lados de suas superficies irradiados com luz

UVC durante 15 minutos (Figura 5.8).

Figura 5.8 — Esterilizagéo dos materiais com luz UVC. (A) Disposicdo dos materiais na cabine

de fluxo laminar; (B) Exposi¢éio dos materiais & luz UVC.

Com a assepsia do ambiente e dos materiais realizada, embalagens com sementes de
cebola (Allium cepa), variedade Baia Periform, livres de pesticidas, da marca brasileira ISLA™,
foram borrifadas com etanol 70% e transferidas para dentro da cabine de fluxo laminar. Entéo,
as embalagens foram abertas e as sementes foram colocadas dentro de béqueres e lavadas
durante 20 s com etanol 70% e, posteriormente, enxaguadas 5 vezes com dgua destilada.
Finalizada a assepsia das sementes de Allium cepa, elas foram distribuidas em placas de Petri
forradas com uma dupla camada de papel filtro de germinagdo. Logo em seguida, 4 ml de
dgua destilada foram adicionados e as placas de Petri foram fechadas e as suas laterais
seladas com pléstico Parafilm® M. Essas sementes foram germinadas dentro de uma estufa

incubadora BOD (do inglés, Biochemical Oxygen Demand), mantidas a uma temperatura de
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25 4+ 1°C, sem exposicdo a qualquer fonte de radiagdo, exceto os niveis de background
naturais, até o crescimento de raizes com aproximadamente 0,5 £ 0,1 cm de comprimento e

400 £ 5 um de espessura (Figura 5.9).

Figura 5.9 — Procedimento de germina¢do de sementes de Allium cepa.

5.3.2 Irradiagéo com particulas a

Apds o crescimento de raizes de Allium cepa, elas foram medidas com uma régua para
padronizagdo do seu comprimento para irradiacdo com particulas alfa. Sete grupos de
amostras foram definidos, transferindo aleatoriamente raizes com 0,5 + 0,1 ¢cm para novas
placas de Petri. As raizes de seis grupos foram individualmente irradiadas com a fonte pontual
de 241Am da Figura 5.1, que teve a sua taxa de dose absorvida de particulas alfa investigada
neste trabalho por meio de simulagdo computacional, seguindo a mesma configurag¢do
experimental descrita na se¢do 5.1. Adicionalmente, um grupo de controle, isto é, de raizes de
Allium cepa néo irradiadas, foi selecionado para determinar as frequéncias basais de possiveis
anormalidades citogenéticas espontdneas. Apds os seis grupos de amostras serem irradiados
com doses diferentes, as raizes de Allium cepa foram novamente acondicionadas em placas de
Petri, seladas com pldstico Parafilm® M e transferidas para a estufa incubadora BOD, onde
permaneceram juntamente com a amostra de controle ndo irradiada por mais 20 h, que é
aproximadamente o tempo médio para a conclusdo de um ciclo celular vegetal (MATAGNE,
1968; NORMAN, 1969; VAIJAPURKAR et al., 2001). As doses absorvidas médias avaliadas
foram de 20, 40, 60, 80, 100 e 200 mGy e os indices de dano citogenético radioinduzidos

foram comparados com a amostra de controle ndo irradiada.
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5.3.3 Irradiagdo com particulas 5

O mesmo procedimento de medi¢do do comprimento médio e selegdo de raizes de Allium

cepa com aproximadamente 0,5 + 0,1 cm também foi realizado para as irradiagdes com

particulas beta. Logo em seguida, oito destas raizes medidas foram
aleatoriamente transferidas para um suporte de acrilico (Figura 5.10) e
o procedimento de irradiagGo obedecendo a mesma configuracdo
utilizada nas investigagdes experimentais e via simulagdo computacional
de taxa de dose absorvida de particulas beta, que pode ser visto
detalhadamente nas se¢es 5.2.1 e 5.2.2.3, foi executado.

Sete grupos de amostras foram irradiados com doses de 0,04,
0,09,0,13,0,18,0,36,0,72 e 1,44 Gy. Além disso, assim como foi feito
no experimento com particulas alfa, um grupo de controle néo
irradiado, isto é, de raizes de Allium cepa ndo irradiadas, foi
selecionado para determinar as frequéncias basais de possiveis
anormalidades citogenéticas esponténeas. O mesmo procedimento de
transferéncia para a estufa incubadora BOD também foi realizado,
porém, tanto os sete grupos de amostras irradiadas quanto o grupo
de controle ndo irradiado foram mantidos na BOD por 24 h, que foi o
periodo otimizado para a detecgdo de anormalidades citogenéticas

observadas em células de raizes de Allium cepa irradiadas.

Figura 5.10 -
Irradiacdo  beta de
raizes de Allium cepa no
suporte de acrilico.

5.3.4 Quantificagdo de danos citogenéticos induzidos por radiago ionizante

Apds 20 e 24 h das irradiagdes com particulas @ e B, respectivamente, as raizes de

Allium cepa foram transferidas das placas de Petri para tubos de ensaio identificados com a

dose absorvida correspondente, fixadas em solugdo Carnoy — etanol absoluto e dcido acético

(3:1), e mantidas a uma temperatura ambiente de 25 + 1°C por 24 h. Logo em seguida, as

amostras foram transferidas da solugéio Carnoy para etanol 70% e armazenadas & 4 °C até

o preparo de l|dminas de microscopia para quantificagdo das frequéncias de danos

citogenéticos induzidos por radiagcdo (GUERRA, SOUZA, 2002).
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5.3.4.1 Preparo de Idminas para andlise por microscopia dptica

Ldminas de microscopia foram produzidas hidrolisando as raizes de Allium cepa por
cinco minutos em uma solugéio de HCl 1N mantida & 42 °C e, logo em seguida, lavando-as com
dgua destilada por trés minutos. Para aumentar a qualidade /contraste da coloragdo e melhorar
o espalhamento das células, as raizes de Allium cepa foram coradas com orceina acética 2%
(Sigma-Aldrich) entre 10 e 30 min, e entdo uma gota de dcido acético 45% foi adicionada
para remover possiveis excessos de coloragdo. Logo em seguida, as pontas das raizes foram
separadas com I&dmina de bisturi sobre a lémina, cobertas com laminulas e cuidadosamente
esmagadas (GUERRA, SOUZA, 2002). Por fim, a montagem de ldminas semipermanentes foi
finalizada vedando-as com esmalte incolor aplicado nas bordas das laminulas (Figura 5.11).
Com a finalidade de aumentar o seu tempo de conservagdo, essas |dminas foram armazenadas
sob refrigeragcéio & 4 °C para andlises posteriores das frequéncias de danos citogenéticos

radioinduzidos.

Figura 5.11 — Procedimento de preparo de ldminas de microscopia. (A) Hidrélise dacida; (B)

Lavagem com H2O destilada; (C) Coloragdo com orceina acética 2%; (D) Ldminas produzidas.

5.3.4.2 Determinag¢do das frequéncias de aberragdes cromossémicas (ACs),

micronucleos (MNs) e indice mitético (IM)

A andlise das ldminas foi realizada por meio de microscopia dptica usando um

microscépio éptico Olympus BX51 com ampliagéio de 1000 X (Figura 5.12).
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Figura 5.12 — Microscopio éptico Olympus BX51. (A) Vista frontal do microscépio; (B) Vista
lateral do microscépio; (C) Ldmina sob a objetiva de 100 X; (D — E) Visualizagéo das imagens

das células com o aumento de 1000 X.

Tanto para as amostras irradiadas com particulas alfa quanto para as amostras
irradiadas com particulas beta, foram investigados o potencial citotéxico e genotdxico
radioinduzido em células de Allium cepa. A citotoxicidade foi investigada com base no indice

mitético (IM), calculado por meio da equagdo 5.3:

Numero de células em divisio

~ Numero de células analisadas 100 (53)

Dessa forma, o IM expressou o valor percentual de células em mitose. Um total de 1000
células foi analisado para o cdlculo de IM de cada lédmina produzida a partir de uma raiz de
Allium cepa (LEME, MARIN-MORALES, 2009). O IM das amostras irradiadas com particulas alfa
foi obtido por meio de dois experimentos independentes, analisando 8000 células (4 1aminas
X 1000 células X 2 replicatas) por ponto de dose, incluindo o grupo de controle néo irradiado.
J& para as amostradas irradiadas com particulas beta, o IM foi obtido por meio de trés
experimentos independentes, analisando 15000 células (5 ldminas X 1000 células X 3
replicatas) por ponto de dose, incluindo o grupo de controle néo irradiado.

A frequéncia de células com micronicleos (FMN%) foi avaliada como um endpoint
indicador de genotoxicidade e foi expressa como o nimero de células com micronicleos por
1000 células analisadas. Para a andlise de MNs induzidos pelas irradiagées com particulas alfa
foram contabilizadas 8000 células, enquanto para a andlise de MNs induzidos pelas

irradiagdes com particulas beta foram contabilizadas 15000 células. Como um critério para a



5 MATERIAIS E METODOS | 60

andlise foram consideradas apenas células com membranas citoplasmdticas intactas e os
micronucleos né&o excederam 1/3 do tamanho do nicleo celular principal. Além disso, todas as
andlises foram realizadas usando l&dminas codificadas, garantido, portanto, que ndo houvesse
influéncia do observador nos resultados.

A frequéncia de ACs (FAC%,) foi calculada para apoiar os dados da frequéncia de
MNs. Aproximadamente 100 células em andfase-teléfase foram examinadas por lémina para
ambos os tipos de radia¢des. 800 células (4 1aminas X 100 células X 2 replicatas) foram
contabilizadas para os experimentos com particulas alfa e 1200 células (4 1dminas X 100
células X 3 replicatas) foram contabilizadas para os experimentos com particulas beta. Trés
tipos de aberra¢des cromossémicas foram majoritariamente utilizados para essa andlise: pontes,
fragmentos e cromossomos atrasados, pois é esperado que essas ACs se tornem micronicleos
mais tarde no ciclo celular — se a célula aberrante sobreviver ao dano (FENECH et al., 2011).
Todos os dados obtidos, isto é, de IM e das frequéncias de MNs e ACs foram expressos como

as médias + o erro padrdo das médias.

5.3.4.3 Andlises de significdncia estatistica dos dados

Inicialmente, testes de normalidade recomendados para cada tamanho amostral foram
aplicados para direcionar a escolha correta dos testes de andlise de significGncia estatistica
(WALPOLE et al., 2012). Para os experimentos com particulas alfa, o tamanho da amostra foi
de N = 8, e a normalidade dos dados foi testada utilizando o teste de Shapiro-Wilk (p <
0,05). J& para os experimentos com particulas beta, onde se teve um N = 15, a normalidade
dos dados foi testada usando o teste de D’Agostino-Pearson (p < 0,05). Apéds a verificagéo
da normalidade dos dados de ambos os experimentos foi realizada uma andlise de varidncia
para as médias de IM, MNs e ACs (one-way ANOVA) seguida do teste de Tukey (p < 0,05)
para verificar se as diferengas entre as amostras que foram irradiadas com diferentes doses

tinham significéincia estatistica. As andlises estatisticas desta tese foram realizadas usando o

software GraphPad Prism 9.0.2.

5.3.4.4 Curvas de dose-resposta citogenética para micronicleos

A FMN% foi utilizada para plotar curvas de dose-resposta para ambos os tipos de

radiagdes. Foram investigados os perfis individuais dessas curvas, considerando os principais
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pardmetros fisicos e biolégicos que influenciam na indugéo e deteccdo dos MNs observados nas
células de Allium cepa, como por exemplo, a LET das radiagdes e as alteragdes nas taxas de
proliferacdo celular (IM) e de aberragdes cromossémicas (ACs). Devido a limitagéio do N das
amostras dos dois experimentos ser diferente, apenas uma comparagdo semiquantitativa foi
realizada entre as curvas de dose-resposta de micronicleos induzidos por particulas alfa e

beta.

5.4Uso de micronicleos em células de Allium cepa como um bio-dosimetro

citogenético

O potencial do uso de micronicleos em células de raizes de Allium cepa como um
indicador biolégico de exposicdo & dose de radiagdo absorvida foi avaliado por meio da
realizagdo de alguns testes. Para esta parte do trabalho foram realizadas irradiagdes com
fontes diversas de 99Sr/90Y, emissoras de particulas [, pertencentes ao Laboratério de
Radiagdes, da Universidade Federal de Sergipe. As informagbes dessas fontes podem ser
verificadas na Tabela 5.2. Foram avaliados parémetros como homogeneidade e
reprodutibilidade da resposta de MNs radioinduzida, influéncia da taxa de dose absorvida de
particulas f na sensibilidade de detecgcéio de MNs, e os principais indicadores bioldgicos que
podem limitar a sua detecgdo nas células, como por exemplo, a alteragdo na atividade mitética
(IM) e a indugdo de ACs. Por fim, uma andlise comparativa entre curvas de dose-resposta fisica

e biolégica foi realizada com o objetivo de identificar como um método pode apoiar o outro.

Tabela 5.2 — Informagdes das fontes de 99Sr/?9Y utilizadas nas irradiagdes de raizes de Allium

cepa.
NUmero Geometria Numero de Atividade Data da calibragdo  Taxa de dose atual
da fonte série nominal do fabricante © (mGy.s1)
(MBq)
1 Cdncava SIA6-1522 370 27/11/1973 139+ 3,2k
2 Cdncava SIQ6-9737 740 14/01/1992 53+23°
3 Planar SIA5-1520 74 27/11/1973 122+ 3,4°
4 Planar - 19407 27/11/1973 Investigada nesta

tese

@ Amersham Health, Buckinghamshire, Reino Unido.

bTaxas de dose determinadas via técnica de OSL por SILVA et al., 2020.
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5.4.1 Andlise de homogeneidade e reprodutibilidade da resposta de MNs radioinduzida

Sementes de cebola (Allium cepa), variedade Baia Periform, da marca brasileira ISLA™,
livres de pesticidas e provenientes de trés lotes diferentes (134567-004 S2, 138206-001 S2
e 141941-000 S2) foram germinadas conforme descrito na se¢do 5.3.1 e irradiadas com uma
dose de 0,72 Gy de particulas [, usando a mesma fonte e configuracdo descritas na segéo
5.3.3. No total, foram analisadas 5000 células para cada lote de raizes irradiadas, bem como
para os seus respectivos grupos de controle ndo irradiados.

Seguindo um procedimento adaptado da andlise de reprodutibilidade e
homogeneidade realizada para os dosimetros TL (se¢do 5.2.2.1), os dados de cada irradiagdo
foram dispostos em colunas do Excel para a avaliagdo de reprodutibilidade e homogeneidade
de cada lote de raizes de Allium cepa.

O requisito adotado para determinar a homogeneidade do lote foi que o valor
analisado, isto é, a frequéncia de células com micronicleo (FMN%) para qualquer l&mina

analisada néo diferisse de outro valor de qualquer outra Iémina em mais de 30%, ou seja:

< 30% (5.4)

onde, FMN% 3, € FMN%Y%pin, sGo os valores maximos e minimos das leituras de FMN%
avaliadas, respectivamente.

A reprodutibilidade do teste de MN em células de Allium cepa irradiadas com particulas
[ foi verificada por meio de uma adaptagdo do coeficiente de variagdo (CV), haja vista que
devido a se tratar de um dano biolégico seria impossivel zerar o sinal de MN como é realizado
nos dosimetros TL. Dessa forma, isso foi contornado selecionando 5 raizes de cada um dos trés
lotes investigados (134567-004 S2, 138206-001 S2 e 141941-000 S2), que foram irradiadas
com uma dose de 0,72 Gy sob a mesma configuragdo experimental. Assim, o CVgpno, foi
calculado pela equagdo 5.5. Seguindo uma adaptacdo do raciocinio que foi utilizado no cdlculo
de CV para dosimetros TL, mantendo-se a premissa que esse valor ndo deveria ser superior a

15% para cada l&dmina avaliada individualmente.

S
CVFMN% = T]\]O/o x 100 (55)
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onde, CVgyno, corresponde a medida de dispersdo relativa para cada ldmina analisada, S

representa o desvio padrdo e FMN% é a média das cinco respostas (Frequéncia de MNs)

obtida para cada lote de raizes de Allium cepa irradiado.

5.4.2 Investigag¢do da resposta de MNs em fungéo do tempo

Como mencionado anteriormente, um ciclo celular completo da Allium cepa dura entre
20 e 24 h (MATAGNE, 1968; NORMAN, 1969; VAIJAPURKAR et al., 2001), isto significa, que
esse é o tempo minimo para a detecg@io de células com micronicleos (MNs). No entanto, é
interessante também saber quais os possiveis caminhos desses danos citogenéticos, que podem
induzir perdas de genes funcionais, segregacdo desigual e envelhecimento precoce de
cromossomos causados por quebras, perdas e degradagdo dessas estruturas, em ciclos celulares
posteriores. Dessa forma, foi realizada uma andlise do IM e da frequéncia de MNs induzida
em raizes de Allium cepa irradiadas com doses de 0,36, 0,72 e 1,44 Gy de particulas f§ e
coletadas apds 24, 48 e 72 h apds as irradiagdes. 5000 células foram quantificadas para cada

uma dessas doses e tempos, incluindo os seus respectivos grupos de controle ndo irradiados.

5.4.3 Influéncia da taxa de dose de radiag¢do beta para a indugdo de microndcleos

A taxa de dose de radiagdo absorvida é uma varidvel fisica que pode afetar a
detecgdo de células com micronicleos (MNs), pois pode dentre outras coisas alterar a atividade
mitética. Por essa razdo, raizes de Allium cepa foram irradiadas com quatro fontes de 99Sr/90Y
com taxas de dose de particulas beta diferentes (Tabela 5.2), mantendo a dose de 0,72 Gy
em todas as quatro irradiagdes. Isso foi realizado para se investigar o efeito da taxa de dose
sobre o IM e a frequéncia de MNs apéds 24 h das irradiagdes. Para cada fonte utilizada e,
consequentemente, para cada taxa de dose investigada foram avaliadas 5000 células,

incluindo os seus respectivos grupos de controle ndo irradiados.

5.4.4 Comparagdo entre curvas de dose-resposta fisica e bioldgica

A partir das frequéncias de células com MNs (FMN%) quantificadas para cada ponto

de dose de raizes de Allium cepa irradiadas com a fonte 4 (Tabela 5.2) foi possivel plotar uma
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curva de dose-resposta citogenética. O perfil dessa curva foi avaliado tanto em fungéo dos
par&metros fisicos quanto biolégicos. Logo em seguida, um modelo matemdatico foi proposto
para fins de dosimetria, com o objetivo de comparar as doses absorvidas de particulas £
detectadas pelas frequéncias de células com micronicleos e pelos TLDs-100, isto é, usando

modalidades de dosimetria biolégica e fisica, respectivamente.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira parte desta tese foi feita a caracterizacéio dosimétrica para as

configuracdes experimentais utilizadas para as irradiagdes das raizes de Allium cepa. Foram
considerados parémetros como a geometria e a atividade das fontes, tipos e energias das
radiagdes emitidas, disténcias entre a fonte e o alvo (biota biolégica ou dosimetro inorgdnico),
composicdo quimica do material dosimétrico, volume irradiado etc. Isso foi feito devido a
importdncia de quantificar as taxas de dose e doses absorvidas de cada tipo de radiagdo
ionizante usada em cada caso.

A segunda parte consistiu na realizag@o de experimentos in vivo utilizando células de
raizes de Allium cepa irradiadas, cujo objetivo foi verificar a sua utilidade como um indicador
biolégico de exposicdo & dose de radiagdo. Dessa forma, foi investigada a influéncia de
pard&metros fisicos como diferentes LETs, taxas de dose e doses absorvidas nos efeitos biolégicos
detectdveis nas células dessa biota vegetal. Isso, por sua vez, foi feito por meio de observagdo
por microscopia dptica das alteracdes nas suas taxas de proliferagdo celular e como isso se
relacionava com as frequéncias de aberracdes cromossdmicas e micronicleos detectadas.

Por fim, o conjunto dessas andlises foi utilizado para conectar as andlises de respostas
biolégicas aos parémetros fisicos das irradiagdes, permitindo plotar e comparar curvas de dose-
resposta fisica e biolégica e, consequentemente, determinar como o método dosimétrico

biolégico pode complementar o método de dosimetria convencional fisico.
6.1 Taxa de dose de particulas a

A taxa de dose absorvida de particulas & foi determinada mediante cdlculos de Monte
Carlo, usando o co6digo MCNP6 (verséo 1.0). Como a composicdo quimica das raizes de Allium
cepa é essencialmente aquosa, foi utilizado nos cdlculos dosimétricos o tecido mole da ICRU 44

(ICRU, 1989). Uma geometria cilindrica foi adotada para simular as raizes de Allium cepa,
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reproduzindo as suas dimensdes médias medidas experimentalmente de 0,5 + 0,1 cm de
comprimento e 400 + 5 um de espessura. Considerando a corre¢do da atividade inicial (se¢@o
5.1) da fonte pontual de 24'Am para a data em que ocorreram as irradiagdes, realizadas em
fevereiro de 2020, e a disténcia de 1,0 & 0,1 cm entre a fonte e a raiz de Allium cepaq, a taxa
de dose absorvida de particulas a foi de 7,92 mGy.min-! para essa configuragdo experimental.

O erro (1 S.D.) dessa simulagdo de Monte Carlo foi menor que 1%.

6.2 Taxa de dose de particulas 8

Para fins de comparagdo, a taxa de dose absorvida de particulas S foi investigada por
simulacdo computacional e, experimentalmente, por meio de dosimetros termoluminescentes.
Embora os TLDs-100 (LiF:Mg, Ti) fossem adequados para essa andlise (Tabela 5.1), com
destaque dentre outras caracteristicas para as suas dimensdes cibicas de 1 X 1 X 1 mm3, ainda
se fazia necessdrio verificar se a taxa de dose de particulas beta absorvida para as raizes de
Allium cepa seria préxima ou distante do valor da taxa de dose experimental obtida das
medic¢des do sinal TL dos dosimetros irradiados, sobretudo, devido a espessura média das raizes

ser cerca de 2,5 vezes menor que a espessura dos TLDs-100.

6.2.1 Dosimetria computacional

Como descrito na se¢do 5.2, cdlculos de Monte Carlo usando o cédigo PHITS (do inglés,
Particle and Heavy lon Transport Code System), vers&o 3.25, foram realizados para determinar
a taxa de dose absorvida de particulas 8 pelas raizes de Allium cepa. Haja vista que a
composicdo quimica da Allium cepa é essencialmente aquosa, as raizes foram simuladas como
cilindros de dgua, adotando as suas dimensdes médias medidas experimentalmente de
0,51+ 0,1 cm de comprimento e 400 & 5 pum de espessura. A atividade inicial (se¢éio 5.2) da
fonte de 99Sr /90Y, do tipo aplicador dermatolégico planar, foi recalculada para junho de 2020,
ou seja, para o periodo em que ocorreram as irradiagdes. Apds a obtengdo da atividade atual
da fonte, foram considerados para a simulagéo a adi¢do de um pldstico filme de PYC de 10 um
de espessurq, utilizado para manter uma distéincia de 0,5 + 0,1 cm entre a fonte e a superficie
superior das raizes (Figura 6.1) durante as irradiagdes. A taxa de dose absorvida de particulas
B para essa configuragdo experimental foi de 63,1 mGy.min! e o erro (1 S.D.) associado a

essa simula¢do foi de aproximadamente 1,6%.
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5mm de disténcia entre
o pléstico e 0 topo da
superficie das raizes

Figura 6.1 — Geometria de irradiagdo utilizada na simulagdo com o cédigo PHITS.

6.2.2 Dosimetria termoluminescente (TL)

Testes preliminares de reprodutibilidade e homogeneidade do lote contendo 30 TLDs-
100 foram realizados a fim de selecionar apenas os dosimetros que garantissem uma estimativa
de taxa de dose confidvel. Os procedimentos de tratamento térmico (antes da irradiagdo e
apds a leitura), irradiagdo e perfil da leitura dos TLDs-100 foram descritos na se¢do 5.2.2.1 de
materiais e métodos.

Os dados de resposta do sinal TL dos 30 dosimetros irradiados por trés vezes
consecutivas, sob as mesmas condi¢des (tratamento térmico antes a irradia¢do e apds a leitura
do sinal TL, mesma configuracdo experimental e mesma dose), acompanhados dos seus
respectivos CVs (%) e valores E (%) sdo mostrados na Tabela 6.1. Destacados em vermelho
estdio os dosimetros descartados devido a ndo satisfazerem as condigdes de reprodutibilidade
e/ou homogeneidade descritas na se¢éio 5.2.2.1 de materiais e métodos, e destacados em
laranja estdo aqueles que foram descartados por chegarem muito préximo dos valores limites

estabelecidos.
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Tabela 6.1 — Resultados TL para trés medi¢ées realizadas na mesma configuracgéo de irradiagdo

apresentada na se¢do 5.2.2.1.

Sinal TL (nC)
ID Mediges Média Desvio CV (%) E (%)
dosimetro 1 2 3 padréo
1 67,8 63,8 65,0 65,5 2,0 3,1 6,3
2 757 69,2 64,3 69,7 57 8,2 17,8
3 72,2 68,7 64,4 68,4 3,9 5,7 12,1
4 97,7 71,6 68,1 79,1 16,2 20,4 43,5
5 77,5 68,1 68,8 71,5 5,2 7,3 13,8
é 84,2 67,1 61,2 70,8 11,9 16,9 37,6
7 83,0 69,9 66,8 73,2 8,6 11,7 24,2
8 74,2 66,3 56,8 65,8 8,7 13,2 30,6
88,4 68,3 71,1 75,9 10,9 14,3
10 71,7 64,3 64,6 66,9 4,2 6,3 11,5
11 84,1 88,5 72,8 81,8 8,1 9,9 15,5
12 81,9 75,3 71,5 76,2 5,3 6,9 14,5
B 92,4 64,4 63,1 73,3 16,5 22,6 46,4
14 60,2 67,1 63,6 63,6 3,4 5,4 11,5
> 95,4 81,4 67,6 81,5 13,9 17,1 41,1
16 70,0 66,9 63,8 66,9 3,1 4,6 9,7
17 74,5 72,4 67,0 71,3 3,9 5,4 11,2
18 86,5 73,7 72,1 77,4 8,0 10,2 20,0
80,1 69,7 62,1 70,6 9,0 12,8
91,2 80,8 71,2 81,1 10,0 12,3
21 71,8 64,3 66,0 67,4 3,9 5,8 8,8
22 73,4 71,2 67,3 70,6 3,1 4,4 9,1
23 70,2 68,4 69,6 69,4 0,9 1,3 2,6
83,6 73,5 65,4 74,2 9,1 12,3
25 77,2 68,9 67,7 71,3 5,2 7,2 14,0
26 75,7 66,2 61,0 67,6 7.4 11,0 24,1
27 79,0 70,0 69,8 72,9 5,2 7,2 13,2
28 73,2 69,2 74,8 72,4 2,9 4,0 8,1
88,8 68,8 72,1 76,6 10,7 14,0

30 71,7 67,3 64,5 67,8 3,6 5,3 11,2
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Finalizada a etapa de testes de reprodutibilidade e homogeneidade dos TLDs-100,
foram selecionados 20 dosimetros que satisfaziam as condi¢des para estimar a taxa de dose
absorvida de particulas  com confiabilidade.

Os resultados das leituras do sinal médio TL dos pares de dosimetros irradiados com a
fonte 4 (Tabela 5.2) durante 30's, T min e 3 min, conforme descrito na seg¢do 5.2.2.2, e do par

de dosimetros ndo irradiados, sdo mostrados na Tabela 6.2.

Tabela 6.2 — Resultados TL para os pares de TLDs-100 irradiados durante diferentes tempos e

para o par de dosimetros ndo irradiados.

Tempo de Sinal TL (nC) Média Desvio CV (%)
irradiagdo (min) padrdo

Dosimetro
1 2

0 (Nao irradiado) 64,8 67,0 65,9 1,5 2,3

0,5 526,6 507,1 451,0 13,7 3,0

1 1029,1 1201,2 1049,2* 121,7 11,6

3 3358,9 3794,2 3510,6* 307,8 8,8

*Média do sinal TL subtraida do sinal TL médio do par de TLDs-100 néo irradiados.

Com a finalidade de determinar a taxa de dose absorvida de particulas § para a fonte
4 (Tabela 5.2), foi feita uma regra de trés com os valores médios dos sinais TL das irradiagées
de 1 min, tomando como referéncia o valor de taxa de dose da fonte 3 (12,2 + 3,4 mGy.s') e
seu respectivo valor médio de sinal TL, que foi comparado ao valor médio de sinal TL da fonte

4, investigada nesta tese para determinag¢do de sua taxa de dose.

Fonte 3 Fonte 4
Taxa de dose (0,73 £ 0,20) Gy/1 minuto X Gy/1 minuto
Resposta (Sinal TL médio) 9327,8 1049,2
X (Gy/1 minuto) 0,082
0,008

ox (Gy/1 minuto)

Assim, apés a estimativa experimental da taxa de dose absorvida de particulas f da
fonte 4, foram feitas irradia¢des com pares de TLDs-100 durante os mesmos tempos em que

foram irradiados os experimentos com a Allium cepa, que serdo discutidos mais adiante. Os



6 RESULTADOS E DISCUSSAO |70

tempos das irradiagdes foram 2 mine 51 s, 5 mine 425, 11 mine 25s e 22 min e 49 s. A curva

de dose-resposta TL é mostrada na Figura 6.2.
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Figura 6.2 — Curva de dose-resposta para TLDs-100 irradiados durante diferentes tempos.

Embora o perfil linear da curva de dose-resposta dos TLDs-100 seja um indicativo do
seu funcionamento adequado para a determina¢do da taxa de dose absorvida de particulas
beta, quando o seu valor médio determinado experimentalmente via dosimetria TL
(82 £ 8 mGy.min"") foi comparado com o valor obtido por simulagéo computacional (63,1 +
1,6% mGy.min'), notou-se uma diferenca de aproximadamente 23%. Isso, por sua vez, pode
ser explicado principalmente devido a espessura média das raizes de Allium cepa ser 2,5 vezes
menor que a espessura do TLD-100. Assim, j& era esperado que a deposi¢do de dose nas raizes
de Allium cepa seria menor, pois como o volume das raizes era menor e irregular, isso poderia
afetar a sua interacdo com a radiacdo e, consequentemente, uma parte da radiagdo beta
poderia apenas atravessd-las. De fato, isso pode ter acontecido e sustenta a hipétese do
porqué a taxa de dose absorvida de particulas f foi menor quando a biota Allium cepa foi
usada como material dosimétrico nos cdlculos computacionais. No entanto, além disso existem

diferencas entre a dose fisica e biolégica que seréo discutidas na se¢do 6.4.4.
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6.3 Influéncia da LET da radiagdo na indugdo de danos citogenéticos

O efeito da LET (do inglés, Linear Energy Transfer) foi avaliado nesta tese utilizando
células meristematicas de raizes de Allium cepa irradiadas com particulas a e particulas f5.
Como as células aqui analisadas foram extraidas de um tecido biolégico vegetal e ndo havia
um fator de ponderagdo (W) para esse tecido até o momento da escrita desta tese, as
comparagdes que foram realizadas foram apenas semiquantitativas, pois somente foi possivel
considerar os valores de dose absorvida. Além disso, o tamanho amostral N dos dois tipos de
radia¢des testados também foi diferente, sendo outro fator limitante para essa andlise.

Para ambos os tipos de radiagbes foi investigada a influéncia que a LET teve na
alteracéo dos principais pardmetros citogenéticos, ou seja, nas taxas de proliferacdo celular

(IM) e nas frequéncias de células aberrantes (ACs e MNs) radioinduzidas.
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6.3.1 Irradiagdo de raizes de Allium cepa com particulas a

Para a irradiag@o com particulas &, os dados de IM e ACs em fungéo da dose absorvida s@o mostrados em detalhes nas tabelas 6.3 e 6.4,
respectivamente. Por sua vez, a Figura 6.3 mostra um histograma que compara essas taxas de IM e ACs com as frequéncias de células com MNSs,

conforme o aumento de dose absorvida.

Tabela 6.3 — indice mitético (IM) de células meristematicas radiculares de Allium cepa expostas & diferentes doses de radiacéo alfa de uma fonte

de 241Am (média + erro padrdo da média).

Dose (mGy) N° de células em IM (%) indice de fase (%)
mitose P M

Controle néo irradiado 79 + 7 7,9+ 0,7 1,2+0,1 2,3+0,1 24+0,1 2,0+ 0,2
(0)
20 29+3 29+0,3 0,4+0,2 0,8+0,1 0,8+0,1 09+0,1
40 49+ 8 49+0,8 2,3+0,2 08+0,1 1,2+0,1 06+0,1
60 42+5 4,2+ 0,5 0,6 +0,1 1,0+0,1 1,2+ 0,2 1,4+0,1
80 149 + 11 149+ 1,1 abcd 49+0,9 3,1+0,2 3,6 0,2 3,3+0,2
100 44+ 3 44403 0,30 + 0,03 09+01 1,3+0,2 1,5+0,1
200 15+ 4 1,5+ 04 0 0,5+0,1 0,30 + 0,03 0,7+£0,1

P: profase, M: metafase; A: andfase, T: teléfase.

ANOVA com o teste Tukey: @ Estatisticamente significativo (p < 0,01), quando comparado com o ensaio de controle néo irradiado;

b Estatisticamente significativo (p < 0.01), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 20 mGyj; € Estatisticamente significativo
(p < 0.01), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 40 mGy; 9 Estatisticamente significativo (p < 0.01), quando
comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 60 mGy; © Estatisticamente significativo (p < 0.01), quando comparado com o ensaio com
amostras irradiadas com 80 mGy.
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Tabela 6.4 — Aberrac¢des cromossdmicas e anormalidades nucleares induzidos por particulas alfa em células meristematicas radiculares de Allium

cepa (média * erro padrdo da média).

Dose (mGy) Aberra¢des cromossémicas (ACs) e Anormalidades nucleares (ANs) por 100 células
Pontes Fragmentos Atrasos Stickiness Cinética Brotos N° total de
anormal Nucleares células
aberrantes (%)
Controle né&o 1,5+£0,2 1,4+0,2 1,2+0,5 1,1+0,6 1,5+0,7 1,6 £ 0,5 8,3+0,6
irradiado (0)
20 4,8+ 0,3 50+0,2 44+0,9 4,1+0,7 49+0,8 38+ 11 27,0+£1,5¢°
40 6,4+ 1,0 54+0,6 6,2+0,7 58+0,7 55+1,6 6,3+1,2 355+1,1¢
60 8,0+1,2 79+ 1,0 82+12 6,3+ 0,9 84+1,2 7,6+ 1,1 46,4 + 2,1 b
80 12,5+ 0,7 12,3+ 0,6 10,4+ 1,0 15,7+ 15 12,6 £ 1,8 16,1 £ 1,2 80,0 + 4,2 @b, e d
100 89+09 9,1+09 84+12 9,1+0,4 93+1,3 10,5+ 1,2 55,3+ 2,8 abice
200 04+0,2 0,34+0,2 0,34+0,2 04+0,2 0 0,1+0,1 1,6 + 0,3

ANOVA com o teste de Tukey: 2@ Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado com o ensaio de controle néo irradiado;
b Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 20 mGy; ©Estatisticamente significativo
(p < 0,05), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 40 mGy; 9 Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando

comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 60 mGy; © Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado com o ensaio
com amostras irradiadas com 80 mGy.
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Figura 6.3 — Comparacéo entre IM, FMN e FACs em fungcéo da dose absorvida de particulas

alfa em células meristemdaticas radiculares de Allium cepa (média + erro padrdo da média).

Quando comparado com os dados de IM da amostra de controle ndo irradiada, os
dados de IM (Tabela 6.3) mostram uma redugéio da taxa de proliferacdo celular jé no primeiro
valor de dose absorvida investigado, ou seja, de 20 mGy. Logo em seguida, o IM aumentou e
se manteve aproximadamente constante para o intervalo de doses entre 40 e 60 mGy, porém
ainda apresentando valores de IMs menores cerca de 38% e 47%, respectivamente, em relagdo
ao valor de IM da amostra de controle ndo irradiada. No entanto, um aumento abrupto de
quase o dobro do IM da amostra de controle né&o irradiada foi detectado para a dose de 80
mGy, seguido de uma redu¢do de seu valor nas amostras irradiadas com 100 mGy, que
ocasionou uma regress@o para o mesmo patamar que foi observado para as doses de 40 e 60
mGy e, finalmente, tendo diminuido quase que totalmente para a dose de 200 mGy.

A andlise estatistica dos dados de IM, mostrou que quando comparada com a amostra
de controle ndo irradiada, uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,01) foi
observada apenas para as amostras irradiadas com as doses de 80 e 200 mGy, que induziram
os valores mdximo e minimo de IM detectados, respectivamente. Além disso, as amostras

irradiadas com 80 mGy de particulas alfa tiveram uma diferenga estatisticamente significativa
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(p < 0,01) do IM, quando comparadas com os IMs dos ensaios irradiados com doses de 20, 40,
60, 100 e 200 mGy.

Esses valores de IM tiveram uma forte influéncia tanto na frequéncia de aberragdes
cromossdmicas (ACS) e anormalidades nucleares (ANs) quanto na frequéncia de células com
micronucleos (MNs). Apds 20 h das irradiagdes, as principais ACs e ANs detectdveis foram
quantificadas e os valores de suas frequéncias podem ser conferidos na Tabela 6.4.

Quando comparada com a frequéncia basal espontdnea de células aberrantes da
amostra de controle néo irradiada, um aumento gradativo e estatisticamente significativo (p <
0,05) foi observado para o intervalo de dosagem de 20 a 80 mGy. Logo em seguida, houve
uma mudanga desse padrdo, com o inicio da redugdo da frequéncia de células aberrantes em
100 mGy sendo detectado. Como a dose de 200 mGy induziu uma forte inibicéio da atividade
mitdtica, houve uma diminuigdo da capacidade de detecgdio de ACs e ANs e, por essa razdo,
essa dose foi excluida das andlises estatisticas.

A frequéncia de células com micronuicleos induzidos por particulas alfa mostrou uma clara
dependéncia com a dose absorvida. Foi possivel detectar um aumento do nimero médio de
células com MNs proporcional ao aumento da dose absorvida para o intervalo de dosagem de
20 a 80 mGy (Figura 6.3). Para este intervalo de dosagem, os resultados foram estatisticamente
significativos (p < 0,05) em comparagdo com o grupo de controle néo irradiado, exceto para
a dose de 20 mGy. Em contrapartida, para as doses de 100 e 200 mGy, foi observada uma
redugéo de cerca de 28% e 82%, respectivamente, no nimero médio de células com MNs em
comparagdo com o ensaio com amostras irradiadas com 80 mGy.

A cebola (Allium cepa) é um modelo vegetal in vivo amplamente utilizado como indicador
biolégico de atividade citotéxica e /ou genotéxica para diversos agentes fisicos e quimicos, uma
vez que permite detectar danos ao DNA e estimar potenciais riscos para eucariotos em geral,
incluindo humanos (LEME, MARIN-MORALES, 2009; BONCIU et al.,, 2018). Em estudos sobre
efeitos biolégicos das radiagdes o seu uso estd limitado aos cendrios de altas doses e
predominantemente envolvendo radia¢des de baixa LET, especialmente, de radiagdo gama
(VAIJAPURKAR et al., 2001; SAGHIRZADEH et al., 2008; BOLSUNOVSKY et al., 2019).

Neste trabalho, células meristemdticas radiculares de Allium cepa foram avaliadas apds
20 h de exposi¢des a 20, 40, 60, 80, 100 ou 200 mGy de radiacdo alfa. Isso foi feito para
verificar se esses niveis de doses absorvidas eram capazes de produzir alteragdes citogenéticas
detectdveis, objetivando simular um cendrio hipotético envolvendo exposi¢cdes repentinas a esse
intervalo de dosagem. Gragas aos seus grandes cromossomos, efeitos citogenéticos induzidos
em células de Allium cepa podem ser facilmente observdaveis via microscopia éptica (GUERRA,

SOUZA, 2002). Anormalidades mitéticas e nucleares, aberragdes cromossémicas e a presenga
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de células com MNs no ciclo celular das raizes de Allium cepa foram observadas como endpoints
indicadores de genotoxicidade. O indice mitético (IM) foi avaliado como um indicador de
citotoxicidade.

Como pode ser visto na Tabela 6.3 e Figura 6.3, as amostras irradiadas dentro do
intervalo de dosagem de 20 e 60 mGy sofreram uma aparente redugéo do IM, quando
comparado com o IM da amostra de controle ndo irradiada, mas sem apresentar significdncia
estatistica. Em contraste, a dose absorvida de 80 mGy estimulou fortemente a atividade mitética
das células de Allium cepa, que quando comparadas ao grupo controle ndo irradiado e aos
ensaios expostos as doses de 20, 40 e 60 mGy apresentaram diferenca estatistica altamente
significativa (p < 0,01). Quando o IM é significativamente maior do que o nivel de controle,
pode ser prejudicial as células, levando a uma proliferagéo celular desordenada e até mesmo
a transformag¢des malignas (LEME, MARIN-MORALES, 2009). No entanto, ndo hd consenso sobre
o aumento do IM ser considerado um efeito benéfico ou prejudicial.

Neste estudo, as maiores frequéncias de dano citogenético foram encontradas para o
ensaio que apresentou a maior atividade mitética, ou seja, o ensaio com amostras irradiadas
com 80 mGy. Os dados sugerem que de 20 a 60 mGy, as células de Allium cepa possivelmente
lidam com os danos citogenéticos restringindo a sua atividade mitética por meio dos checkpoints
celulares, que podem ter inibido/atrasado temporariamente a divisdo celular. O dano ao DNA
é a principal indicagdo para que uma célula se restrinja e ndo entre na fase mitética. No entanto,
a partir de 80 mGy os danos sdo tdo severos, que uma das principais vias seria a apoptose.
Essa hipétese é reforcada principalmente devido a deteccdo de uma reducdo do IM
acompanhada das redugdes das frequéncias de ACs e MNs para as doses seguintes
investigadas, especialmente para a dose de 200 mGy (Figura 6.3), que mostrou células com
perda de integridade,
indicando um  possivel
efeito de fragmentagdo
da cromatina (Figura 6.4)
(BUSHONG, 2010; IAEA,
2011).

Figura 6.4 — Células de raizes de Allium cepa irradiadas com 200

mGy de radiagdo alfa: @ ampliagdo de 400%; b ampliagéo de

1000X% (XAVIER et al., 2021).
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Em concordéncia, em um estudo anterior com células de linfoblastos humanos foi relatado
que doses de particulas a superiores a 100 mGy poderiam causar parada do ciclo celular,
retardo da divisdo nuclear e redugdo da formagdo de MNs (REN et al., 2013), como de fato
foi observado no presente estudo com células de Allium cepa.

A detecgéo de ACs ocorreu principalmente na anéfase. Entretanto, entre 20 e 100 mGy,
ACs foram observados em todas as fases do ciclo mitético da Allium cepa (Figura 6.5).
Anormalidades mitéticas s@o tipicamente associadas com distdrbios no fuso (GADDE, HEALD,
2004; TKALEC et al., 2009). Os dados de cinética anormal apresentados na Tabela 6.4 indicam
que mesmo a menor dose avaliada de 20 mGy foi capaz de prejudicar a formacdo dos

microtubulos fusiformes, estrutura responsdvel por promover adequadamente a divisdo celular.

Figura 6.5 — Distirbio na distribuicéio dos cromossomos na mitose e presenca de micronicleos
em células radiculares de Allium cepa irradiadas com particulas @ de uma fonte de 24'Am
(ampliagdo de 1000X). @ préfase perturbada; P cromossomo sticky; €' cromossomo tardio em

meté&fase, <2 metafase multipolar; (4 Microndcleos (XAVIER et al., 2021).

O aparecimento de pontes, fragmentos e cromossomos atrasados (Figura 6.6) foi
proporcional ao aumento da dose, exceto para 100 mGy (Tabela 6.4). Essas aberragdes devem
se transformar em micronGcleos mais tarde no ciclo celular — se a célula aberrante sobreviver

ao dano (FENECH et al., 2011). Esses dados s@o suportados pelas andlises de frequéncia MN,
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que foram proporcionais de 20 a 80 mGy, mas que comecaram a diminuir a partir de 100

mGy (Figura 6.3).

Figura 6.6 — Aberracdes cromossémicas em células de raizes de Allium cepa irradiadas com

particulas @ de uma fonte de 241Am (ampliagdo de 1000X). @ - < Pontes na anéfase e
micronicleos; 4 fragmentos; ¢ anéfase multipolar com cromossomo atrasado; f cromossomo

atrasado e fragmentos; 9 cromossomo atrasado (XAVIER et al., 2021).

Mutagdes originadas de exposicdes a baixas doses afetam o pareamento de base, a
codificagdio, a transcricdo e, por conseguinte, a expressdo gendmica (IAEA, 2011; REN et al.,
2013). A formacéo de MNs é uma das técnicas citogenéticas que pode detectar danos ndo
reparados no DNA de cromdtides por uma série de agentes potencialmente danosos ao DNA,
incluindo a radiagdo ionizante

Sabe-se que o dano ao DNA induzido por particulas a é dificil de ser reparado, pois
leva a danos celulares graves e, consequentemente, enfraquece a capacidade de defesa da
célula (IAEA, 2011). Os dados combinados de IM, ACs e MNs sugerem que os processos de
checkpoint de restricéio celular sdo intensificados a partir de 100 mGy. Como mencionado
anteriormente, essa hipdtese ganha forca quando se observam os dados do ensaio que foi
exposto a dose de 200 mGy. A redugdo abrupta do IM, ACs e MNs das amostras deste ensaio
indica evidéncias claras de atividade citotdxica. Isso, por sua vez, é reforcado pela observagdo

da perda de integridade celular das amostras neste ensaio (Figura 6.4).
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Para fins dosimétricos, a andlise combinada das frequéncias de IM, ACs e MNs mostrou
ser essencial para plotar curvas de dose-resposta citogenéticas, pois a inibicdo da atividade
mitética mostrou afetar drasticamente a capacidade de detecgdo de ACs e MNs, como foi
observado a partir de 100 mGy com o inicio da atividade citotéxica. Dessa forma,
considerando os paré@metros biolégicos mencionados e a sua relagdo com a dose, uma curva de
dose-resposta citogenética para micronicleos entre 0 e 80 mGy mostrou ser a mais adequada
para a avaliagdo de dose absorvida de particulas alfa usando células meristemdticas

radiculares de Allium cepa (Figura 6.7).
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Figura 6.7 — Curva de dose-resposta citogenética para micronucleos induzidos em células de

Allium cepa por particulas alfa de uma fonte de 24'Am.

O perfil linear da curva de dose-resposta para micronicleos induzidos por 20 — 80 mGy
de particulas alfa é condizente com a alta LET da radiacéo (IAEA, 2011). E possivel notar, que
o aumento de dose absorvida influenciou no aumento proporcional da frequéncia de MNs para
essa faixa de dose. Isso, por sua vez, indica que de 20 a 80 mGy, as células meristemdticas
radiculares de Allium cepa podem ser utilizadas como um potencial dosimetro citogenético
baseado na quantifica¢do e determina¢do das frequéncias desse endpoint. Contudo, estudos
mais detalhados incluindo outras técnicas capazes de mensurar a integridade do DNA, como
por exemplo, o ensaio de eletroforese em gel de célula Unica, podem ser Uteis para estabelecer
essa curva de dose-resposta, sobretudo, para determinar o perfil e a influéncia das taxas de

dano/reparo na detecgéio de MNEs.
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6.3.2 Irradiagdo de raizes de Allium cepa com particulas 3

Para a irradiagdo com particulas 3, os dados de IM, ACs e MNs em funcdo da dose absorvida séo mostrados em detalhes nas Tabelas 6.5,

6.6 e 6.7, respectivamente.

Tabela 6.5 — indice mitético (IM) de células meristeméticas radiculares de Allium cepa expostas & diferentes doses de radiacéo beta de uma fonte

de 99Sr/90Y (média * erro padrdo da média).

Dose (Gy) indice mitético (%) indice de fase (%)
P M A T

0 12,7+ 1,0 34+04 2,2+0,1 3,1+0,3 4,0+0,3
0,04 14,5+ 0,8 4,7+ 0,3 2,6 £0,2 3,7+ 04 3,5%0,3
0,09 149 +1,3 50x0,6 2,3+0,3 3,0+0,2 4,6 £ 0,5
0,13 14,2+ 1,0 50+0,4 2,21+0,3 3,0+0,3 3,9+0,3
0,18 13,7+ 0,9 4,4+0,3 2,2+0,2 2,8+0,2 4,3+ 0,4
0,36 12,3+ 1,0 45104 1,5+0,2 2,5+0,3 3,8+0,3
0,72 10,3+ 0,5 4,2+0,3 1,5+0,1 1,8+0,1 2,8+0,1
1,44 10,6 £ 0,8 54+0,6 1,6+ 0,1 1,1+0,2 2,6 +0,3

P: préfase, M: metéfase; A: andfase, T: teléfase.
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Tabela 6.6 — Aberracdes cromossdmicas em andfase-teléfase induzidas por particulas beta em células meristemdticas radiculares de Allium cepa

(média £ erro padrdo da média).

Dose (Gy) Aberragdes cromossdmicas em anafase-telé6fase por 100 células (%)
Pontes Cromossomo atrasado Fragmentos Frequéncia total de células
aberrantes

0 0,5+0,1 0,1+0,1 — 0,6 +0,2defah
0,04 1,9+ 0,4 0,4+0,2 01+0,1 2,4+ 0,4 efah
0,09 2,9+0,5 1,2+0,3 0,3+0,1 44+4+0,5fah
0,13 3,3+0,3 2,8+ 0,5 3,2+05 94+ 09a9h
0,18 54+14 1,7+ 0,4 39+1,0 11,0+ 1,4 ob.g/h
0,36 52+0,8 34+ 0,6 53+1,0 14,0 £ 0,9 abciah
0,72 61+1,4 49+ 0,8 11,2+ 1,6 22,2+ 1,2abcdefh
1,44 16,0 +£ 2,6 16,0 + 2,1 35,1+ 1,8 67,1+ 3,1abecdefg

ANOVA com teste Tukey: : @ Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado com o ensaio de controle néo irradiado; b Estatisticamente
significativo  (p < 0,05), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 0,04 Gy; <Estatisticamente significativo (p <
0,05), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 0,09 Gy; 9 Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado
com o ensaio com amostras irradiadas com 0,13 Gy; ¢ Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado com o ensaio com amostras
irradiadas com 0,18 Gy; f Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 0,36 Gy;

9 Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 0,72 Gy; h Estatisticamente significativo

(p < 0,05), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 1,44 Gy.
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Tabela 6.7 — Distribuicéio de micronicleos em células meristemdticas radiculares de Allium cepa irradiadas com particulas beta (média * erro

padrdo da média).

Dose (Gy) Frequéncia de células com micronticleos (%)
1 MN 2ou3 MN Frequéncia total de MN

0 0,4+ 0,1%eh8&h 0,01 +0,01&h 0,4+0,1%efeh
0,04 0,6 +0,19efeh 0,02+ 0,01&h 0,7+ 0,1%efeh
0,09 1,5+0,14efeh 0,01 + 0,01 &h 1,5+0,1%feh
0,13 3,2+ 0,2*bcfeh 0,2+0,18&h 3,4+0,1>bcheh
0,18 4,3+ 0,2bcheh 03+0,1&" 4,6 +0,2beheh
0,36 6,2+ 0,4 *>cdesgh 04+0,18" 6,6 +0,4*>cdesh
0'72 11'9 i 0,4 a,b,cdef,h 1’5 i 0’1 a,b,c,defh 13,4‘i 0’4 a,b,c,d e fh
1'44 18,2 i 0,5 a,b,c,defg 6,0 i 0’3 a,b,c,defg 24’2 i 0’7 a,b,c,defg

ANOVA com teste Tukey: :9Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado com o ensaio de controle né&o

irradiado; b Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 0,04 Gy; ©Estatisticamente
significativo  (p < 0,05), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 0,09 Gy; dEstatisticamente significativo (p <
0,05), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 0,13 Gy; ¢ Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado
com o ensaio com amostras irradiadas com 0,18 Gy; fEstatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado com o ensaio com amostras
irradiadas com 0,36 Gy; 9 Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 0,72 Gy;

h Estatisticamente significativo (p < 0,05), quando comparado com o ensaio com amostras irradiadas com 1,44 Gy.
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O uso de plantas superiores em bioensaios é uma ferramenta amplamente utilizada
para uma primeira triagem de riscos devido a agentes potencialmente genotéxicos (LEME,
MARIN-MORALES, 2009). Como j& mencionado, buscou-se com o experimento aqui
desenvolvido, simular um cendrio hipotético de irradiagdo que liberasse em um curto espaco de
tempo, o intervalo de dosagem aqui investigado (0,04 — 1,44 Gy), bem como determinar a sua
influéncia na inducéo das principais frequéncias de endpoints indicadores de genotoxicidade
em células radiculares de Allium cepa.

Desse modo, foram analisadas as frequéncias de células em andfase-teléfase, que
mostram mais facilmente aberragdes cromossdmicas (ACs), e as frequéncias de micronicleos
(MNs), principalmente em células interfdsicas, como endpoints de genotoxicidade. O indice
mitético (IM) foi calculado e utilizado como medidor de citotoxicidade. Para andlises de
citotoxicidade, o indice mitético de cada amostra irradiada foi primeiro comparado com o
indice mitético das amostras de controle ndo irradiadas e, posteriormente, foram realizadas
comparagdes aos pares dos indices mitdticos de todas as amostras irradiadas. Em todas as
comparagdes, observou-se que ndo houve diferenga significativa (p > 0,05) na atividade
mitdtica entre os grupos (Tabela 6.5). Portanto, a irradiagdo com particulas beta para o
intervalo de dosagem de 0,04 a 1,44 Gy, ndo produziu efeito citotéxico no primeiro ciclo de
divis@o celular de raizes de Allium cepa.

Em contraste, a frequéncia de células micronucleadas mostrou uma clara dependéncia
com a dose de radiagdo absorvida (Tabela 6.7). Majoritariamente, foram observadas células
com um micronUcleo. Entretanto, a partir da dose de 0,72 Gy foi observado um aumento de
células com dois e trés micronucleos (Tabela 6.7 e Figura 6.8). Comparado ao grupo de controle
ndo irradiado, uma diferenga significativa (p < 0,05) na frequéncia de células com um
micronuicleo foi observada a partir da dose de 0,13 Gy. Em rela¢do das células com micronicleos

multiplos, um aumento significativo (p < 0,05) foi detectado apenas a partir de 0,72 Gy.

Figura 6.8 — Células radiculares de Allium cepa com mais de um micronucleo induzido por

radia¢do beta (aumento de 1000X).
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A formacdo de micronicleos é determinada principalmente pela frequéncia de
aberragées cromossémicas geradas durante a andfase. Células com micronidcleos (MNs)
representam danos persistentes no DNA devido & perda de material genético induzida
progressivamente desde o primeiro ciclo mitético pés-irradiag@o. Nas células humanas, os
micronicleos podem se originar durante a andfase devido a cromossomos acéntricos atrasados
ou fragmentos de cromdtides causados por reparo incorreto de quebras de DNA ou quebras
de DNA né&o reparadas (FENECH et al., 2011). No entanto, para células vegetais, os mecanismos
de formagdo de micronicleos permanecem insuficientemente explorados.

Um ciclo celular vegetal tipico, incluindo a interfase, dura de 20 a 24 horas, com a mitose
em si ocorrendo entre 3 e 4 horas (NORMAN, 1969; VAIJAPURKAR ef al, 2001). Os
micronucleos sdo observados principalmente na interfase e, consequentemente, apds o término
da atividade mitética. Se as células com micronicleos ndo forem inibidas e passarem para uma
nova fase mitdtica, espera-se um aumento na frequéncia de aberragdes cromossémicas. Alguns
tipos de aberra¢des cromossdémicas, como pontes, fragmentos e cromossomos atrasados sdo os
principais precursores da formagéio de novos micronicleos — se a célula aberrante sobreviver
ao dano (FENECH et al., 2011).

Uma andlise da frequéncia de células aberrantes (ACs) na andfase-teléfase foi
realizada para apoiar os dados do micronicleo. Foi observado um aumento na frequéncia de
pontes, fragmentos e cromossomos atrasados dependente da dose absorvida e com diferenca
significativa (p < 0,05) na frequéncia total de células aberrantes a partir da dose de 0,13 Gy,
quando comparado ao grupo de controle ndo irradiado (Tabela 6.6). Além disso, foi
encontrada uma correlagéo positiva (r = 0,94) entre as frequéncias de células com microndcleos
e as frequéncias de células aberrantes em andfase-teléfase.

Como as amostras de raizes de Allium cepa foram mantidas crescendo por 24 horas
apds a irradiagdo, que é aproximadamente o tempo para a concluséo de um ciclo celular
(MATAGNE, 1968), isso significou que, no momento da andlise, as células estavam cruzando
seus primeiros ciclos pés irradiagdo. Consequentemente, as células aberrantes observadas foram
possivelmente o resultado de disturbios cromossdmicos que afetaram as células que estavam em
mitose durante a irradia¢do, enquanto os micronicleos foram o resultado de danos no DNA
ocorridos durante a irradiagdo em células em interfase.

Os dados de IM (Tabela 6.5) mostram que até 20% das células observadas estavam
em mitose e que ndo houve inibi¢cdo da atividade mitética em nenhuma das amostras irradiadas
quando comparadas as amostras de controle ndo irradiadas. Isso sugere que as células mitéticas
afetadas durante a irradia¢do passaram por um ciclo interfdsico com micronicleos e, logo em

seguida, conseguiram se dividir novamente, produzindo novas células aberrantes (Figura 6.9).
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Isso, por sua vez, pode indicar uma propensdo & instabilidade cromossémica das células
mitdticas danificadas pela irradiagdo com particulas beta com doses de até 1,44 Gy, com
eventos que podem incluir a perda de genes funcionais, segregacdo desigual e envelhecimento

prematuro dos cromossomos causados por quebras, atrasos e degradagdo dessas estruturas

(FENECH et al., 2011).

Figura 6.9 — Aberrac¢des cromossdmicas induzidas por particulas beta em células meristematicas
radiculares de Allium cepa: 1 = 5: pontes; 6 = 11: cromossomo atrasado; 12 = 16: fragmentos
cromossdmicos; 17 — 29: Aberragdes cromossémicas multiplas; 30: Stickness (aumento de

1000X).
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Os dados de MN (Tabela 6.7) sugerem um aumento de dano genotdxico dependente
da dose absorvida de particulas 5. Entretanto, a partir da dose de 0,72 Gy houve um
agravamento do dano genotdxico detectado tanto como um aumento células com dois e trés
microndcleos (Tabela 6.7), quanto da frequéncia de células aberrantes (Tabela 6.6).

Em trabalhos anteriores, curvas de dose-resposta para micronicleos induzidos em células
meristemdticas de raizes de Allium cepa por radiagdo ionizante, foram plotadas em sua maioria
sem considerar a sua distribui¢cdo nas células (VAIJAPURKAR et al., 2001; BOLSUNOVSKY et al.,
2019). Determinar a distribuicio do nimero de micronicleos por célula pode permitir
categorizar as células que sofreram maior ou menor perda de material genético.
Consequentemente, também possibilita estimar a gravidade do nivel de dano ao DNA que
ocorreu nessas células.

Nesta parte da tese, o nUmero de micronicleos por célula foi utilizado como pardmetro
para a construcdo de trés curvas dose-resposta (Figura 6.10). Inicialmente, foi plotada uma
curva de dose-resposta considerando a soma das células com um, dois e trés micronucleos. Esses
dados foram melhor ajustados por uma fungéo linear: Y =(—-0,4+0,1)+ (17,5+
0,5)D; R? =0,97, (Figura 6.10; Curva ). Posteriormente, foram consideradas apenas a
populagdo de células com um micronicleo e a fungdo que melhor se ajustou aos dados
experimentais dessa curva de dose-resposta foi um polindmio de segunda ordem: Y = (—0,6 +
0,1) + (23,6 + 1,1)D — (7,6 + 0,8) D?;R?> = 0,97, (Figura 6.10; Curva lI). Finalmente,
quando consideradas células com dois e trés micronicleos, uma fungdo polinomial de segunda
ordem: Y = (—0,0140,02) + (0,12 + 0,28)D + (2,79 + 0,28) D?; R? = 0,98 foi
novamente a que melhor se ajustou a estes dados (Figura 6.10; Curva llI).

Tipicamente, os eventos que geram uma alta frequéncia de células aberrantes sdo
predominantemente associados a DSBs (do inglés, double-strand breaks) ndo reparadas, embora
outros tipos de danos biolégicos também sejam induzidos por radia¢do ionizante (BUSHONG,
2010; IAEA, 2011). As raizes de Allium cepa s@o essencialmente aquosas. Portanto, espera-se
que o dano ao DNA induzido pelas particulas § ocorra principalmente pela via indireta, ou
seja, pelo ataque de radicais livres produzidos apés a radidlise da dgua. A taxa de produgéo
de radicais livres é influenciada pela dose de radia¢do. Quando a dose aumenta, uma maior
densidade de radicais livres é produzida e, consequentemente, aumenta a probabilidade de
moltiplos eventos danosos ao DNA e outras estruturas bioldgicas, incluindo também a interagdo
direta com a radiagdo (IAEA, 2011). Isso, por sua vez, pode afetar a linearidade para induzir
células com 1 MN. Na dose de 0,72 Gy parece ser onde se iniciou o dano ao DNA induzido em
células de Allium cepa por eventos multiplos, ou seja, onde se observa o agravamento do dano

genotbxico bem como um aumento significativo (p < 0,05) de células com moltiplos micronicleos
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(Figura 6.10; Curva lll) e como aumento significativo (p < 0,05) de células aberrantes (Tabela

6.6). Além disso, a perda de linearidade na curva de células com 1 MN (Figura 6.10; Curva ll)

comega em 0,72 Gy, reforcando essa hipotese.
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Figura 6.10 — Curvas de dose-resposta para micronicleos induzidos por radiagéo B em células

meristemdticas radiculares de Allium cepa. (I) Frequéncia considerando a soma das células com

um, dois e trés micronucleos; (ll) frequéncia de células com um micronicleo; (lll) frequéncia de

células com dois e trés micronucleos.

6.3.3 Comparagdo semiquantitativa das frequéncias de micronucleos induzidas em

células radiculares de Allium cepa por particulas a e

Como j& mencionado, apenas uma comparagdo semiquantitativa foi realizada devido

as limitages descritas na se¢do 5.3.4.4.

As tabelas 6.8 e 6.9 mostram as frequéncias de micronicleos para valores préximos de

doses absorvidas de particulas a e B, respectivamente.
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Tabela 6.8 — Frequéncia de micronicleos induzida em células meristemdticas radiculares de

Allium cepa por particulas alfa de uma fonte de 24'Am (média + erro padréo da média).

Irradiagdo com particulas

Dose absorvida (Gy) 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,2
Frequéncia de células 05+0,1 090+0,03 27+01 46+01 60+03 43+02 1,1+0,2
com MN (%)

Tabela 6.9 = Frequéncia de micronicleos induzida em células meristemdticas radiculares de

Allium cepa por particulas beta de uma fonte de 99Sr/90Y (média + erro padréo da médial).

Irradiagéio com particulas 8

Dose absorvida (Gy) 0 0,04 0,09 0,13 0,18
Frequéncia de células com MN (%) 04+0,1 06+0,1 1,5+0,1 3,2+0,2 4,34+0,2

Ao se comparar as frequéncias de células com um micronicleo de ambos os tipos de
radiagdo é possivel perceber uma indugéo de MNs proporcional ao aumento de dose, exceto
para a irradiagcdo com particulas alfa que teve um decréscimo nas frequéncias desse endpoint
a partir da dose de 0,1 Gy.

A irradiagdo com particulas alfa induziu uma maior frequéncia de MNs nas células
radiculares de Allium cepa, quando comparada com a irradiagcdo com particulas beta. Isso, por
sua vez, jd era esperado devido a diferenca na LET de ambos os tipos de radiag¢do. Tomando
como referéncia a dose absorvida de mesmo valor em ambos os tipos de irradiacgdo, ou seja,
0,04 Gy, airradiagéio com particulas alfa induziu uma frequéncia de MNs 4,5 vezes maior que
a irradiag@o com particulas beta. Para as doses absorvidas de 0,08 Gy de particulas alfa e
de 0,09 Gy de particulas beta, a diferenca foi de 4 vezes superior para a irradiagcdo com
particulas alfa.

No entanto, quando a dose absorvida de particulas alfa foi aumentada para 0,1 Gy e,
posteriormente, para 0,2 Gy, foi observado a diminuicdo das frequéncias de MNs, enquanto
para a irradiagcdo com particulas beta, o aumento da dose absorvida para 0,13 Gy e, logo

em seguida, para 0,18 Gy, induziu um aumento proporcional de células com MNs.
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Pesquisas anteriores observaram diferentes comportamentos nas frequéncias de
endpoints induzidos por radiagdo de diferentes LET em células meristematicas radiculares de
Allium cepa. No experimento anterior desta tese com particulas alfa, foram avaliados o IM e as
frequéncias de ACs e MNs induzidos por doses de 20 — 200 mGy. Foi observado um aumento
proporcional de ACs e MNs conforme o aumento da dose absorvida até 60 mGy. Por outro
lado, o IM ndo apresentou diferengas significativas. Para a dose de 80 mGy, foi observado um
aumento abrupto nas frequéncias de IM, MNs e ACs, seguido de uma queda abrupta em todas
as frequéncias. O conjunto de dados apresentados (Figura 6.3) sugere que os checkpoints
celulares lidam com danos até uma dose de 60 mGy e, a partir desse limiar, o dano come¢a a
se intensificar ao ponto de iniciar os processos de morte celular (XAVIER et al.,, 2021).
BOLSUNOVSKY et al. (2019), observaram em seus experimentos com radiagéio gama um perfil
linear de curva dose-resposta para micronicleos (0O a 4,5 Gy) seguido de um platé (4,5 a 13
Gy), porém, os autores ndo avaliaram o indice mitético.

Aqui, no experimento com particulas beta, o tipo de radiagdo e o intervalo de dosagem
(0 a 1,44 Gy) parecem ndo ter alterado a atividade mitética do primeiro ciclo celular pés
irradiacdo. Assim, embora sejam experimentos diferentes, as células meristemdticas radiculares
de Allium cepa se mostraram mais radiorresistentes a irradia¢do beta (XAVIER et al., 2023)
quando comparadas ao experimento com irradiagdo alfa (XAVIER et al., 2021), conforme
esperado devido & diferenca de LET de ambos. Isso, por sua vez, possibilitou observar que o
aumento da dose absorvida produziu um aumento proporcional na frequéncia de células
aberrantes (MNs e ACs). Consequentemente, a andlise de IM combinada com a andlise de ACs
e MNs foi essencial para estimar os provdveis caminhos futuros de endpoints citogenéticos (morte
celular ou instabilidade cromossémica) de ambas as irradia¢des. Além disso, se por um lado as
células radiculares de Allium cepa parecem ser mais radiorresistentes & mesma dose de
particulas beta do que as de particulas alfa, isso pode ter implicacdes maiores, especialmente
se essas células com material genético danificado sobreviverem apés o dano da radiagdo e
continuarem seus processos de mitose. Entdo, para a mesma dose absorvida, os dados de IM,
MNs e ACs sugerem que a irradiag¢do beta pode produzir mais células aberrantes nos préximos
ciclos celulares do que aquela irradiada com particulas alfa, que mostrou uma tendéncia maior

& morte celular.

6.4 Micronicleos induzidos em células radiculares de Allium cepa por particulas 8

como um endpoint citogenético para dosimetria

Além do dano citogenético em si, as taxas de reparo, recuperagdo e morte das células

de Allium cepa danificadas por radiagdo sdo paréimetros que influenciam na observagdo e
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quantificacéio de endpoints citogenéticos. Em estudos anteriores, foi demonstrado que a
contribuicdo do dano ao DNA induzido por radia¢do em doses baixas em comparagéo com o
dano espontdneo ao DNA é bastante pequena. Consequentemente, postulou-se que o aumento
na indu¢do de micronicleos nas doses mais baixas resulta de eventos de reparo incorreto,
resultando, por sua vez, em uma certa linearidade (SARAPUL'TZEV, GERAS'KIN, 1993;
FEINENDEGEN, POLLYCOVE, 2001). De fato, um perfil linear de curva dose-resposta para
micronUcleos simples (Figura 6.10, Curva |l e Tabela 6.7) foi observado para células irradiadas
com até 360 mGy. Entretanto, a significancia estatistica (p < 0,05) foi observada apenas a
partir de 130 mGy.

A partir da dose de 720 mGy foram observadas células com micronicleos multiplos.
GEORGE et al. (2014), sugerem em seu experimento com radiagéio gama que a eficdcia dos
sistemas de reparo diminui e fica sobrecarregada conforme a dose aumenta, resultando em
moltiplas aberragdes. Aqui, nos experimentos com particulas beta, esse limiar parece comegar
com uma dose de 720 mGy, intensificando-se com uma dose de 1,44 Gy, na qual além do
aumento significativo (p < 0,05) de células com micronicleos miltiplos, um aumento significativo
(p < 0,05) de células aberrantes também foi observado. Foi feita uma comparagdo entre as
frequéncias de células com microndcleos multiplos e células aberrantes nas doses de 0,72 e 1,44
Gy e, a partir dessa comparagéo foram detectados aumentos significativos (p < 0,05) de 4 e
3 vezes nas frequéncias desses endpoints, respectivamente (Tabela 6.7 e Tabela 6.6). Esse
aumento do dano citogenético observado pode indicar uma maior tendéncia & morte das células

danificadas, principalmente com 1,44 Gy.

6.4.1 Andlise de reprodutibilidade e homogeneidade da frequéncia de células com

micronucleos

Uma andlise de reprodutibilidade e homogeneidade da resposta de MNs em fun¢dio da
dose absorvida de 720 mGy de particulas S8 foi realizada seguindo o procedimento descrito
na sec¢dio 5.4.1. As Tabelas 6.10 e 6.11 mostram os valores dos parémetros CVipno, € FM Ny,
que avaliaram a reprodutibilidade e homogeneidade das frequéncias de microndcleos simples
e multiplos, respectivamente, seguindo os critérios adotados na se¢do 5.4.1. Adicionalmente, a
Tabela 6.12 mostra os valores desses mesmos pardmetros para as amostras de controle néo

irradiadas.
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Tabela 6.10 — Resultados da FMN simples para trés lotes de raizes de Allium cepa irradiadas

com uma dose de 720 mGy sob a mesma configuragdo experimental.

FMN simples (%)

Lote ID da raiz Média Desvio CVeuny, FMNy,
1 2 3 4 5 padrdo
1 12,0 13,6 11,1 12,2 12,2 12,2 0,9 7,4 22,5
2 13,9 11,7 10,3 10,2 11,6 11,5 1,5 13,0 36,3
3 12,4 11,5 12,3 10,6 11,1 11,6 0,8 6,9 17,0

Tabela 6.11 — Resultados da FMN multiplos para trés lotes de raizes de Allium cepa irradiadas

com uma dose de 720 mGy sob a mesma configurac@o experimental.

FMN moltiplos (%)

Lote ID da raiz Média Desvio CVimno, FMN,,
1 2 3 4 5 padrdio
+ 1,7 2,9 1,4 1,5 1,9 1,9 0,6 31,6 107,1
2 1,2 1,9 1,5 1,2 1,1 1,4 0,3 21,4 72,7
3 1,6 1,6 1,0 0,5 1,6 1,3 0,5 38,5 220,0

Tabela 6.12 - Resultados da FMN para trés lotes de raizes de Allium cepa ndo irradiadas.

FMN (%)
Lote ID da raiz Média Desvio CViemno, FMN,,
1 2 3 4 5 padrdo
+ 0,6 0,5 0,8 0,4 0,3 0,5 0,2 40 166,7
2 0,4 0,4 0,3 0,3 0,5 0,4 0,1 25 66,7
3 0,4 0,3 0,3 0,1 0,1 0,2 0,1 50 300

A andlise dos valores de CVgp o, revelou que a quantificagéio de células de Allium cepa
com um micronucleo se mostrou um método reprodutivel para a dose investigada de 720 mGy.
Em contraste, a homogeneidade de lote, que foi avaliada mediante os valores de FMNg, foi

observada apenas para os lotes 1 e 3 (Tabela 6.10). Cumpre ressaltar, que organismos
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biolégicos podem apresentar variacdes na resposta de endpoints citogenéticos devido a
susceptibilidade genética individual & danos, que pode influenciar no aumento ou redugdo de
suas frequéncias (LEME, MARIN-MORALES, 2009; IAEA, 2011). Ainda assim, esse resultado é
promissor, sobretudo, porque ao contrdrio da dosimetria convencional TL, onde um mesmo
dosimetro, isto €, um material inorgénico, é utilizado para diversas medi¢des para investigar a
homogeneidade do lote, aqui foram usadas raizes diferentes, ou seja, individuos biolégicos
diferentes, de um mesmo lote foram submetidos & mesma configuragdo de irradiacdo, obtendo-
se um resultado satisfatério dentro das limitagdes do método citogenético.

Por outro lado, tanto a andlise dos valores de CVrpno, quanto dos valores de FMNy,
para as frequéncias de células com micronicleos multiplos (Tabela 6.11) revelaram que esse
tipo de endpoint néo é adequado para andlises dosimétricas. Em contrapartida, as frequéncias
de MNs multiplos se mostraram Uteis para a detecgdo do agravamento do dano genotdxico e,
consequentemente, para explicar a perda de linearidade da curva de dose-resposta para as
células de Allium cepa com um micronicleo, que foi observada a partir da dose de 720 mGy,
como foi discutido anteriormente.

Quando é feita a andlise de reprodutibilidade e homogeneidade para as raizes ndo
irradiadas de cada lote, os valores de CVipno, € FMNy, indicaram uma alta variagdo no sinal /
frequéncia de células de Allium cepa com MN. No entanto, como j& mencionado anteriormente,
isso se deve ao fato da susceptibilidade genética individual. Adicionalmente, os valores das
frequéncias basais de células com micronicleos para os grupos de controle néo irradiados estéo
dentro dos limites preconizados pelas agéncias internacionais de toxicologia, incluindo a
Agéncia Internacional de Energia Atémica, que estabelece o limiar de 3 MN/1000 células
analisadas, isto é, 0,3%, como sendo danos citogenéticos esponténeos (IAEA, 2011).

Além desses testes, as raizes de Allium cepa dos trés diferentes lotes tiveram as suas
frequéncias de células com micronicleos (Tabela 6.13) comparadas com as frequéncias de
células com micronicleos do experimento realizado com sementes do mesmo lote e em triplicata
(Tabela 6.7). Para todos os lotes de sementes testados, as diferencas nas frequéncias de
micronucleos totais induzidas nas células meristemdticas radiculares de Allium cepa por uma dose
de 720 mGy de particulas beta foram inferiores a 1,5%. Por sua vez, essa pouca diferenga
nas frequéncias de micronicleos mostra que o teste de micronicleos em células meristemdticas
de raizes de Allium cepa é um método reprodutivel e confidvel para avaliar danos

genotdxicos induzidos por radiagdo até esta dose.
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Tabela 6.13 = Frequéncias de células com micronicleos (MNs) para trés diferentes lotes de raizes de Allium cepa irradiadas com 720 mGy de

particulas  (média + erro padréo da média).

Dose (mGy) Frequéncia de células com microndcleos (%)
Lote 1 Lote 2 Lote 3
(134567-004 S2) (138206-001 S2) (141941-000 S2)
1 MN 2 ou 3 MN Total de MN 1 MN 2 ou 3 MN Total de MN 1 MN 2 ou 3 Total de MN
MN
0 0,5+0,1 0,02 £ 0,02 0,52 +0,12 0,37+ 0,04 0 0,37 £ 0,04 0,24 + 0,04 0 0,24 + 0,04
720 122+04 19403 141+0,6 11,5+ 0,7 1,4+0,1 129+0,7 11,6 +04 13402 1294+0,5

Para fins de dosimetria de radia¢do usando células de raizes de Allium cepa, os dados aqui apresentados sugerem que para doses iguais
ou superiores a 720 mGy, o nUmero de micronicleos observados nas células deve ser considerado para plotar curvas dose-resposta. Caso contrdrio,
se a contagem de células com micronicleos for realizada sem considerar a sua distribuic@o nas células, isso pode produzir um perfil de curva que

oculta informagdes radiobiolégicas importantes, como o agravamento do dano genotdéxico acompanhado de um possivel efeito de morte celular.
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6.4.2 Evolugdo da frequéncia de células com MNs em fungGo do tempo

A Figura 6.11 mostra histogramas comparativos entre os indices mitdticos (IM) e as

frequéncia de células com micronicleo simples e multiplos, tanto para os ensaios com amostras

de controle ndo irradiadas, quanto para os ensaios com amostras irradiadas com 0,36, 0,72 e

1,44 Gy de particulas 3, e a evolugdio desses endpoints citogenéticos apés 24, 48 e 72 h.
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Figura 6.11 — Evolucéo temporal do IM e das frequéncias de micronicleos simples e
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em células radiculares de Allium cepa (média + erro padréo da média).
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Inicialmente foi realizada uma andlise temporal (24, 48 e 72 h) dos valores de IM e
MNs simples e miltiplos para cada uma das doses absorvidas investigadas individualmente
(Figura 6.11). Isso foi feito para determinar a influéncia da dose absorvida referente ao
intervalo de 0,36 a 1,44 Gy de particulas 3, sobretudo, em relagéo a como as células de Allium
cepa lidam com os danos causados nos trés primeiros ciclos pés irradiagdo para cada valor de
dose. Posteriormente, foram feitas comparagdes desses pardmetros citogenéticos quantificados
em cada um dos tempos investigados, tomando como referéncia o aumento de dose absorvida
e a sua comparagdo em relagdo aos seus respectivos grupos de controle ndo irradiados.

A andlise das amostras de células de Allium cepa do grupo de controle néo irradiado
revelou um padrdo aproximadamente constante para o IM, com um brando aumento
significativo (p < 0,05) sendo observado apenas entre as amostras crescidas por 24 e 72 h,
respectivamente. A frequéncia de células com MNs simples para esse grupo ficaram dentro dos
limites preconizados para os trés tempos investigados, ou seja, garantindo que o grupo de
controle ndo irradiado do experimento estava apto para comparacdes com os ensaios
irradiados com 0,36, 0,72 e 1,44 Gy de particulas [. Micronicleos moltiplos néo foram
detectados nas amostras de controle ndo irradiadas.

Quando analisada a evolu¢do temporal dos pardmetros citogenéticos induzidos nas
amostras irradiadas com 0,36 Gy de particulas [ (Figura 6.11), ndo foi detectada diferenca
estatisticamente significativa (p > 0,05) do IM entre o primeiro e o segundo ciclos celulares
pds irradiagdo. Por outro lado, quando comparado os tempos de 48 h e 72 h apés a irradiagdo,
o IM das células de Allium cepa reduziu significativamente (p < 0,05) em cerca de 2,5 X. Essa
reducdo de IM também se mostrou estatisticamente significativa (p < 0,05), quando
comparados os tempos de 24 e 72 h apds a irradiagdo, onde foi detectado uma redugdo de
aproximadamente 3 X no seu valor. O IM mostrou influenciar a detecgcdo de MNs, uma vez que
foi observado que conforme o IM ia diminuindo apés o segundo e terceiro ciclo celular,
respectivamente, isso foi acompanhado de uma redugdo proporcional das frequéncias de MNs
simples. Quantitativamente, as frequéncias de MNs simples apresentaram valores de 6,6 &
0,6%, 3,6 £ 0,2% e 2,2+ 0,1% apds 24, 48 e 72 h da irradiagéio com particulas beta,
respectivamente. Para esse nivel de dose foi detectado o inicio da presenca de MNs multiplos,
porém, sem significancia estatistica (p > 0,05) e com os valores sendo praticamente zerados
apés o terceiro ciclo celular.

Ao dobrar o valor de dose absorvida de particulas beta, isto é, de 360 mGy para 720
mGy, o IM das células de Allium cepa apresentou uma elevagdio estatisticamente significativa

(p < 0,05) de aproximadamente 4,2%, quando comparados os IMs das amostras de 24 e 48
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h pés irradiag@o. Em contrapartida, o IM néo mostrou diferenga significativa (p > 0,05) para
as demais comparagdes. Ao se considerar as frequéncias de células com MNs simples, nos dois
primeiros ciclos celulares pés irradiacéo foram detectados praticamente o mesmo valor,
portanto, sem apresentar significancia estatistica (p > 0,05). Isso, por sua vez, mudou no terceiro
ciclo celular pés irradiagdo, quando foi observada uma redugéio estatisticamente significativa
(p < 0,05) da frequéncia de MNs simples em quase metade do valor observado nos dois ciclos
celulares anteriores. Finalmente, quando foi verificada as taxas de células com MNs mdltiplos,
houve um aumento estaticamente significativo (p < 0,05) de mais de 1% apéds 48 h da
irradia¢do, quando comparada a amostra de 24 h. No entanto, apés 72 h da irradiagdo, a
frequéncia de células com MNs multiplos voltou a apresentar o mesmo valor detectado nas
amostras coletadas apds 24 h das irradiagdes.

A influéncia do IM sobre a FMN ficou mais evidente quando as raizes de Allium cepa
foram irradiadas com uma dose de 1,44 Gy de particulas S (Figura 6.11). Com a concluséo do
segundo ciclo celular apés a irradiagdo, foi possivel notar que houve uma reducéo abrupta e
estatisticamente significativa (p < 0,05) de quase 75% do IM detectado na amostra coletada
apés 24 h da irradiagdo. O IM detectado na amostra coletada 72 h apés as irradiagdes
apresentou indicios de recuperagdo, com diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
apenas quando comparado ao IM da amostra de 24 h, porém, com aproximadamente metade
do seu valor. As frequéncias de células com MNs simples mostraram ser altamente dependentes
do IM, prova disto foi a detecgdo de uma redugdo abrupta e estatisticamente significativa (p <
0,05) de aproximadamente 80% na FMN simples da amostra coletada apés 48 h da
irradia¢do, quando comparada com a FMN simples observada na amostra coletada apés 24
h. Esse valor se manteve para a amostra coletada apés 72 h da irradiagdo. Por fim, quando
considerada a FMN multiplos foi possivel notar que o primeiro ciclo celular pés irradiagéo
apresentou aproximadamente 1/3 da FMN simples detectada. Em contraste, a FMN mdltiplos
foi praticamente zerada para os dois ciclos posteriores investigados.

Na Figura 6.12 séo apresentados histogramas comparativos entre os indices mitéticos
(IMs) e as frequéncias de células com micronicleo simples e mdltiplos em fungdo do aumento de
dose absorvida de particulas beta e as suas evolugdes apds 24, 48 e 72 h de cessadas as
irradiagdes. Todas as comparagdes foram feitas tomando como referéncia os valores das

frequéncias desses endpoints detectados nos seus respectivos grupos de controle néo irradiados.
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Endpoints citogenéticos em 48 h
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Figura 6.12 — Frequéncia de endpoints citogenéticos induzidos em células radiculares de Allium
cepa apds 24, 48, 72 h de cessada as irradiagdes com particulas f (média + erro padréo da

média).

Nas primeiras 24 h pds irradiagdo, ou seja, apds a conclusdo de um ciclo celular da
Allium cepaq, foi observado que a dose absorvida de 360 mGy de particulas f induziu uma
reducdio estatisticamente significativa (p < 0,05) de aproximadamente 50% do IM, quando
comparada ao IM da amostra de controle ndo irradiada. Em contraste, quando as doses

absorvidas foram aumentadas para 0,72 e 1,44 Gy, respectivamente, os IMs das amostras
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irradiadas com essas doses voltaram a crescer e alcangaram o mesmo patamar detectado na
amostra de controle néo irradiada.

Com a dose de 360 mGy, a redugdo de aproximadamente 50% em relagdo ao IM da
amostra de controle ndo irradiada, sugere indicios de ativacéo dos mecanismos de defesa para
lidarem com disfuncionalidades gendmicas (IAEA, 2011). Uma prova disto sdo as frequéncias
de MNs simples e miltiplos serem as mais baixas em relagéo as doses de 0,72 e 1,44 Gy, como
esperado. Por outro lado, quando o IM voltou a crescer com o aumento das doses de 0,72 e
1,44 Gy, a capacidade de prolifera¢do celular aumentou e, consequentemente, um aumento
proporcional das frequéncias de MNs simples e multiplos foi detectado. Isso, por sua vez, indica
a falha ou incapacidade dos mecanismos de defesa em lidarem com esses danos radioinduzidos
a partir da dose de 720 mGy. Essa hipétese é reforcada, especialmente, pela detecgdo de
micronUcleos miltiplos, que apresentaram significancia estatistica (p < 0,05) também a partir
de 720 mGy e, que, indicam um agravamento do dano genotdxico apds a conclusdo de um
ciclo celular das raizes de Allium cepa irradiadas com doses de 0,72 e 1,44 Gy de particulas
beta (GEORGE et al., 2014; BOLSUNOVSKY et al., 2019).

No segundo ciclo pés irradia¢do, ou seja, 48 h depois de cessada a exposicdo a
particulas beta, o IM das amostras irradiadas com 360 mGy diminuiu significativamente (p <
0,05) em aproximadamente 2/3, quando comparado ao IM da amostra de controle néo
irradiada. Logo em seguida, voltou a crescer com a dose de 720 mGy e atingiu o mesmo valor
de IM detectado para a amostra ndo irradiada. Contudo, quando o valor de dose absorvida
aumentou para 1,44 Gy, o IM teve uma redugéio abrupta e estatisticamente significativa (p <
0,05) de aproximadamente 4/5 do IM observado na amostra de controle. As frequéncias de
MNs simples e moltiplos reforcam que o IM influencia altamente na deteccdo desses endpoints.
Em 360 mGy, a redugdo do IM foi acompanhada da redugéo da capacidade de detecgdio de
MNs. O aumento da dose para 720 mGy induziu um aumento no IM e das frequéncias de MNs
simples e multiplos e, por fim, com a reducdo abrupta do IM observado para a dose de 1,44
Gy, também foi detectada uma redu¢cdio em ambas as frequéncias de MNs. Cumpre ressaltar,
que mesmo o IM tendo aumentado ou reduzido em todo o intervalo de dosagem investigado,
as frequéncias de MNs, ou seja, de danos genotdxicos, foram todas superiores, quando
comparadas com as frequéncias de MNs da amostra de controle detectadas no segundo ciclo
celular.

Finalmente, quando foi investigada as frequéncias dos endpoints citogenéticos induzidos
apos trés ciclos celulares pés irradiagdo, isto é, decorridas 72 h de cessada a exposi¢cdo a
particulas beta, a dose de 360 mGy permaneceu com o menor IM das doses absorvidas

investigadas, indicando um efeito citotéxico para este valor de dose. Em 720 mGy, os dados
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de IM sugerem que as células de Allium cepa conseguem se adaptar a esse aumento de dose,
indicado pelo aumento do IM, que se equipara ao valor de IM da amostra nédo irradiada. Ja
para a dose de 1,44 Gy, embora tenha havido uma recuperagcéo do IM apéds 72 h da
irradiacdo em relacdo ao IM observado no segundo ciclo celular pés irradiacdo, este ainda foi
2/3 menor que o IM da amostra de controle de 72 h. As frequéncias de MNs simples para a
irradiacdo de 360 mGy, considerando o intervalo de tempo de 72 h de cessada a exposicdo,
reforcam a hipétese de que houve a inducdo de citotoxicidade induzida por esse nivel de dose
nas células de Allium cepa. As frequéncias desse endpoint para a irradiagcdo de 720 mGy,
também apoia os dados de IM, que sugerem uma maior capacidade dos mecanismos de defesa
em lidar com danos induzidos por esse valor de dose, sendo detectados como uma redugcéo em
quase 50% da frequéncia de células com MNs detectada no ciclo celular anterior.

Por fim, quando foi analisada a dose de 1,44 Gy foi observado que embora o IM tenha
dado indicios de recuperacdo em relagdo ao IM do ciclo celular anterior, a FMN simples se
manteve praticamente igual, sugerindo um potencial para instabilidade cromossémica. As
frequéncias de MNs multiplos apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
em relagdio a amostra de controle, apenas quando comparada com a amostra irradiada com
720 mGy. Novamente, as FMN simples e miltiplos para as irradiagdes com particulas beta
dentro do intervalo de dosagem de 0,36 a 1,44 Gy foram todas superiores a FMN detectada

para a amostra de controle n&o irradiada de 72 h.
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6.4.3 Influéncia da taxa de dose absorvida de particulas f na indu¢do de células

com micronucleo

A Figura 6.13 mostra a influéncia de diferentes taxas de dose absorvida de particulas
B no IM e na indugdo de frequéncias de células de Allium cepa com micronicleos simples e
multiplos, respectivamente, irradiadas com uma mesma dose de 720 mGy e coletadas apds 24

h das irradiagdes. Os tempos das irradiagdes para atingir a dose absorvida usando diferentes
fontes de 90Sr/%9Y (Tabela 5.2) com taxas de dose absorvidas de particulas § de D; = 1,4 +
0,1 mGy/s, D, = 5,3+ 2,3 mGy/s, D; = 12,2 +3,4 mGy/s e D, = 13,9+ 3,2 mGy/s

foram de 8 mine 45s, 2mine 16 s, 59 s e 52 s, respectivamente.
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Figura 6.13 — Influéncia de diferentes taxas de dose absorvida de particulas beta em endpoints
citogenéticos induzidos em células radiculares de Allium cepa irradiadas com 720 mGy (média

+ erro padrdo da média).

Como pode ser observado na Figura 6.13, as diferentes taxas de dose absorvida de
particulas 8 induziram diferentes frequéncias dos endpoints citogenéticos investigados nesta
tese, mesmo mantendo a dose absorvida de 720 mGy para todas as irradiagdes. Quando

comparado ao IM da amostra de controle ndo irradiada, apenas os IMs das células radiculares
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de Allium cepa irradiadas com as fontes de taxas de dose D, = 5,3 + 2,3 mGy/s e D3 =
12,2 + 3,4 mGy/s, apresentaram redugdes estatisticamente significativas (p < 0,05) de
aproximadamente 1/2 e 1/3, respectivamente. Em contrapartida, as taxas de dose D1 =14+

0,1 mGy/s e D4 = 13,9 £ 3,2 mGy/s ndo mostraram influenciar (p > 0,05) os IMs das células
de Allium cepa irradiadas.

Embora exista um paradigma entre o tempo de irradia¢do e o dano biolégico
radioinduzido, os dados de IM sugerem que apesar da menor taxa de dose, ou seja, Dl, levar
a um maior tempo de exposicdo & radiagdo ionizante das células de Allium cepa, o fato de a
deposi¢cdo de dose absorvida ser mais lenta, pode ter fornecido tempo suficiente para que os
mecanismos de defesa celular tentassem lidar com os danos radioinduzidos (IAEA, 2011). Isso,
por sua vez, se altera quando s@o observados os dados de IM das amostras irradiadas com as

taxas de dose D, e D3. No primeiro caso, isto é, quando usada D,, o aumento da taxa de dose

absorvida de particulas f em quase 4 vezes o valor de Dl, provocou alteragées no meio
bioldgico capazes de regularem/inibirem a atividade mitdtica das células de Allium cepa,
reproduzindo um comportamento semelhante ao observado no experimento com particulas a.
Essa hipétese foi reforcada quando foram analisados os dados de IM referentes as irradiagdes
com D3 e Dy, onde os IMs voltaram a crescer, indicando incapacidade de lidarem com os danos
e, consequentemente, de ndo conseguirem repararem as mutagdes radioinduzidas. Além disso,
o aumento do IM pode também ser um indicativo de uma possivel adaptagéo & radiagdo,
especialmente, nas irradiagdes realizadas com a fonte de 99Sr/90Y de maior taxa de dose, ou
sejq, D4. Esse efeito concorda com as observagdes feitas em plantas crescidas em Chernobyl
apdés o acidente nuclear, que demonstraram adaptacdo & exposicdo da niveis extremos de
radiagéo (LUDOVICI et al., 2021).

A andlise de dados de células com MN simples e multiplos corroborou com as discussdes
anteriormente feitas. Quando comparados com a amostra de controle néo irradiada, todos os
ensaios irradiados com as diferentes taxas de dose absorvida de particulas 5, aqui estudadas,

apresentaram aumento significativo (p < 0,05) nas frequéncias de células de Allium cepa com

MN simples. Para Dl, a FMN simples detectada apresentou praticamente o mesmo valor do IM
desse ensaio, indicando que a ndo inibicdo da atividade mitética (IM) para essa taxa de dose,
pode ser interpretada pelas células como danos leves, aos quais as células conseguem
sobreviver. Por outro lado, isso é preocupante pois a presenga de células com MNs indica danos
permanentes ao DNA, provenientes de quebras ou perdas de cromossomos, ou seja, a FMN
sendo préxima ao IM pode estar indicando uma prolifera¢do da perda de genes funcionais e,

consequentemente, de sucessivas alteragdes na informagdo genética das células de Allium cepa.
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Com o aumento da taxa de dose para Dz: os dados de FMN simples indicaram uma
redugdio estatisticamente significativa (p < 0,05) de aproximadamente 3/4, em relagéio a FMN
detectada para Dl. Isso, por sua vez, foi acompanhada de uma redugéio significativa (p <
0,05) do IM de Dz em aproximadamente 1/2 do IM da amostra irradiada com Dl. A andlise
conjunta de ambos os tipos de endpoints permitiu, portanto, inferir que o aumento da taxa de
dose em quase 4 vezes em relagdo a Dl, foi capaz de estimular os mecanismos de defesa
celular que regularam /inibiram a atividade mitética das células de Allium cepa com a finalidade
de lidarem com os danos citogenéticos radioinduzidos, sendo um indicativo de um possivel
agravamento do dano gendtoxico induzido por esse aumento de taxa de dose.

Em contrapartida, quando a taxa de entrega da dose nas células de Allium cepa
aumentou para aproximadamente 2,5 vezes do valor de Dz, isto é, quando foi usada a fonte
de 99Sr /99Y de taxa de dose Ds, foi detectada a maior FMN simples detectada entre todas as
4 taxas de dose investigadas. Embora pareca contraditério do ponto de vista fisico,
biologicamente isso pode ser conjuntamente explicado pelo fato de o IM ter sido 1/3 maior
que o IM detectado no ensaio irradiado com a Dz e a FMN simples ter sido 5 vezes maior em
relagdo a Dz- Ambos os tipos de endpoints foram influenciados por um menor tempo de
exposicdo a radiagdo das células de Allium cepa e, consequentemente, a uma menor populagdo
de células sendo irradiada e possivelmente afetada. No caso da FMN simples, o seu aumento
abrupto e significativo (p < 0,05) em relagédo a Dz, pode vir do fato da soma dos fatores de
reducdo de tempo de exposicdo com a concentragdo da dose absorvida em uma populacdo de
células localizada em uma determinada regido, tornando o efeito biolégico mais efetivo (IAEA,
2011). No entanto, mais estudos sdo necessdrios para caracterizar minuciosamente a biofisica
envolvida nesses processos e, consequentemente, elucidar essas lacunas sobre efeitos de altas
taxas de doses.

Para D4, embora a diferenca em relagdo a D3 seja maior um pouco menos de 2 vezes,
essa pouca diferenca na taxa de dose absorvida de particulas 8 foi suficiente para preservar
o tecido sadio, detectado com o aumento do IM e, simultaneamente, reduzir significativamente
(p < 0,05) a FMN simples para menos da metade da FMN simples observada para a
irradiagdo com D3.

Por fim, quando comparadas as FMN multiplos, apenas os ensaios irradiados com Dz e
D3 apresentaram aumentos significativos (p < 0,05) em relagéo a amostra de controle néo

irradiada. Esse aumento da FMN multiplos corroborou com as discussdes feitas sobre o indicativo
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de agravamento de dano genotéxico detectado tanto nos ensaios irradiados com Dz quanto

com Ds.

6.4.4 Curvas de dose-resposta fisica e biolégica

Com a finalidade de comparar as respostas fisica e biolégica devido das doses
absorvidas de particulas 3, foram selecionados quatro tempos de irradiagéo, nos quais foram
irradiados tanto TLD-100 quanto raizes de Allium cepa, sob as mesmas configuracgdes
experimentais.

Na Figura 6.2 foi apresentada uma curva de dose-resposta TL para diferentes tempos
de irradiagdo. Os mesmos tempos de irradia¢do foram investigados com o uso das raizes de
Allium cepa, considerando a taxa de dose obtida por simulagcdo computacional
(63,1 mGy.min''). A respectiva curva de dose-resposta para MN simples induzidos apés 24

horas das irradiagdes com doses de 0,18, 0,36, 0,72 e 1,44 Gy é mostrada na Figura 6.14.

20 "
FMNy, =a+ bgD + ¢z D"

18 o
1 FMN% = 05+ (17,7) D - (3,907 e 78208
R® = 0,5956 S
14 .
= 12
£ S
= 10
E 7 115+0,5
w B8
& %
4 ] 5,8+05
2 3.8£03
0
0 0,2 0,4 08 0,8 1 12 1,4 1,6
Dose (Gy)

Figura 6.14 — Curva de dose-resposta para micronicleos simples induzidos por particulas £5.

Como esperado, os perfis das curvas de dose-resposta fisica e biolégica foram
diferentes devido a diferenca de espessura observada entre o TLD-100 e as raizes de Allium
cepa e, consequentemente, das suas respectivas taxas de doses absorvidas. Contudo, foi
possivel fazer uma comparacgéo entre as diferencas percentuais na estimativa de dose para
ambas as modalidades de dosimetria. Isso foi feito mediante uma adaptagdo da férmula
proposta por FUJIKAWA et al. (1999) para medi¢des biolégicas de dose de radiagdo. Assim,
apds a adaptagéio na férmula, a dose bioldgica absorvida de particulas beta pelas raizes de

Allium cepa pbéde ser determinada usando:

FMNy, — a

= (6.1)
P (b~ cp)
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onde, Dg = dose absorvida de particulas B FMNy, = frequéncia de células de Allium cepa com micronicleos simples radioinduzidos; a = frequéncia

espontdnea de micronicleos; b[; = coeficiente da contribui¢do linear para a indugéo de MNs e cg = coeficiente de contribui¢do quadratica para
a indugdo de MN.
A tabela 6.14 mostra os resultados da dosimetria baseada na frequéncia de MN simples e sua comparag¢do com a dosimetria computacional,

bem como com a dosimetria TL, acompanhadas das diferengas relativas (%) entre as modalidades de dosimetria utilizadas.

Tabela 6.14 — Dosimetria de particulas 8 usando raizes de Allium cepa irradiada com uma fonte de 99Sr /9°Y.

Tempo de Simulagdo Allium cepa TLD-100 Diferenga relativa (%)
exposicdo de Monte Carlo
“Taxa de dose Dose absorvida b FMN% < Dg (Gy) 4Taxa de dose Dg (Gy) e Simulagdo f FMN% 9 FMN%
(mGy/min) (Gy) (mGy/min) vs. vs. vs.
TLD-100 Simulagdo TLD-100
2mine 51s 0,18 39+0,3 0,28 0,23 -22 +55 +22
S5mine 42 s 0,36 58+ 0,5 0,42 0,47 -23 +17 -1
11 mine 25 s 63,1 0,72 11,5+ 0,5 0,83 82,3 0,94 -23 +15 -12
22 mine 49 s 1,44 17,8 ; 0,6 1,29 1,88 -23 -10 -31

aTaxa de dose determinada via simulagdo computacional;

b Frequéncia de microndcleos radioinduzidos subtraida da frequéncia de micronicleos esponténea;

< Dose absorvida de particulas 8 determinada experimentalmente por meio da equagdo 5.1;

d Taxa de dose determinada experimentalmente mediante dosimetria TL;

¢ Ry, = (Dg nas raizes de Allium cepa via simula¢do de Monte Carlo - Dg no TLD — 100/ Dg no TLD — 100) x 100

Ry, = (Dg nas raizes de Allium cepa (FMN%) - Dg nas raizes de Allium cepa via simulagdo de Monte Carlo/Dg nas raizes de Allium cepa via simulagdo de Monte Carlo) X 100

9 Ry, = (Dg nas raizes de Allium cepa (FMN%) - Dg no TLD — 100 /Dg no TLD — 100) x 100
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Embora o fato da espessura média das raizes de Allium cepa ser 2,5 X menor que a
espessura do TLD-100 e, consequentemente, ser um parémetro fisico que influenciou em uma
taxa de dose absorvida de particulas beta aproximadamente 23% menor do que quando
utilizado o TLD-100, algumas consideracdes radiobiolégicas precisam ser levadas em conta
para a estimativa da dose, uma vez que a FMN% é um endpoint citogenético.

O modelo matemdtico proposto na equagdo 6.1 levou em consideragéo as influéncias
de fatores radiobiolégicos e os fundamentos teéricos do modelo linear-quadrdtico (IAEA, 2011).
Desse modo, a estimativa de dose biolégica absorvida de particulas f a partir dessa equagéo,
incorpora no numerador os valores de frequéncia de células com micronicleos (FMNy,)
detectada para cada tempo de irradiagéo (Tabela 6.14) subtraida da frequéncia espontdnea
de micronicleos (grupo de controle ndo irradiado) e no denominador uma subtragdo dos
coeficientes b,g e Cg, que representam, os coeficientes da curva de dose-resposta (Figura 6.13)
que estdo associadas com as componentes linear e quadrdtica da dose, respectivamente.

O coeficiente blg foi aproximadamente 4,5 X maior que o coeficiente g na equagéio de
dose-resposta (Figura 6.14) para micronicleos simples. Isso, por sua vez, sugere que a indugdo
desses danos manteve uma proporcionalidade quase que linear, indicado que esses danos
foram causados majoritariamente por eventos de interagéo Unica com o alvo biolégico (IAEA,
2011). Por outro lado, embora o coeficiente cg tenha influenciado de forma sitil a indugdio de
micronucleos, foi suficiente para causar a perda de linearidade da curva de dose-resposta. Esse
coeficiente é associado aos eventos de intera¢do multipla, que podem causar mutagdes e
instabilidade cromossémica (IAEA, 2011).

No experimento sobre a influéncia do parémetro tempo na indugéio de micronucleos, foi
detectada a reducgéio das frequéncias de micronicleos multiplos acompanhada da redugéo de
IM apés a concluséo de 3 ciclos celulares pds irradiagdo (Figura 6.12). Esses dados sugerem
que ocorreu a morte dessas células. Embora tenha sido realizado em momentos diferentes, os
dados de MNs apés 24 horas das irradiagdes foram bem préximos dos resultados do
experimento aqui considerado (Tabela 6.14). Desse modo, como o coeficiente ¢ estd associado
aos eventos de intera¢do multipla da radiagéo com o alvo e que que este afeta a linearidade
da curva de dose-resposta, presume-se que a reducdo da frequéncia de células com
microndcleos simples sofreu a sua influéncia, uma vez que o cg confribuiu para a indugéo de
micronucleos multiplos. Como essas células com micronicleos multiplos estdo morrendo apéds trés

ciclos celulares, a influéncia de cg foi subtraida de bﬁ' uma vez que tanto matematicamente
quanto radiobiologicamente, a influéncia de bﬁ se mostrou predominante para a estimativa de

dose absorvida de particulas B a partir da frequéncia de células com micronicleos simples.
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Assim, mediante os fundamentos radiobiolégicos associados a equacdo 6.1, foi possivel
observar valores de dose biolégica que se aproximam dos valores da dose fisica tanto pelo
método computacional, quanto pelo método experimental termoluminescente. Isso, por sua vez,
permitiv uma comparagc@o entre as modalidades de dosimetria biolégica e fisica,
respectivamente (Tabela 6.14), com uma boa concorddncia na estimativa de dose, exceto para
o maior tempo de irradiagéo, onde o g exerceu uma maior predomindncia, detectado como
uma reducdo da frequéncia de micronicleos simples devido a um aumento da frequéncia de

células com microndcleos moltiplos (Figura 6.12).
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7 CONSIDERAGCOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os cdlculos computacionais se mostraram Uteis para estimar as taxas de doses e doses
absorvidas de particulas @ e 8 pelas raizes de Allium cepa, uma vez que possibilitaram delinear
e reproduzir o cendrio experimental das irradiagdes. A partir dessas simulagées, foi possivel
usar a dosimetria convencional TL para fornecer dados experimentais de dose absorvida, que
tornaram possiveis uma comparagdo com a dosimetria citogenética baseada na frequéncia de
células com micronudcleos radioinduzida por particulas beta.

Para ambos os tipos de radiac¢des ionizantes, a frequéncia de células com micronucleos
se mostrou o endpoint citogenético mais adequado para uso em dosimetria. Para tal, é
imprescindivel a avaliagéo conjunta de ACs e, principalmente, do IM, pois a plotagem de curvas
de dose-resposta para micronicleos radioinduzidos em células de Allium cepa séo influenciadas
pelas frequéncias desses endpoints.

Como esperado, a radiagéo a foi mais efetiva que a radiagdo [ para induzir
micronUcleos devido a sua alta LET. Adicionalmente, a radiagdo a produziu um efeito citotdxico
a partir de 100 mGy, com danos severos detectados como fragmentagdo da estrutura nuclear
e redugdo abrupta do IM, principalmente, na dose de 200 mGy. Por outro lado, mesmo a maior
dose absorvida de particula beta, isto é, 1,44 Gy, ndo produziu efeito citotdéxico nos primeiros
experimentos realizados, demonstrando, portanto, uma maior radiorresisténcia a este tipo de
radiagéo. No entanto, essa maior radiorresisténcia das células de Allium cepa & radiagdo betaq,
produziu efeitos adicionais, como micronicleos multiplos, causando um agravamento do dano

genotdxico conforme o aumento da dose absorvida.
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A partir da andlise temporal dos valores de IM e MNs em células de Allium cepa
irradiadas com doses de particulas B entre 0,36 e 1,44 Gy, foi possivel observar que o IM
influenciou a deteccdo de MNs simples e mdltiplos. Foi possivel detectar que quando
consideradas as doses absorvidas de menor e maior valor dessa andlise, ou seja, 0,36 Gy e
1,44 Gy, a menor dose induziu progressivamente a redu¢do do IM ao longo dos trés ciclos
celulares analisados. Por outro lado, a dose de 1,44 Gy né&o apresentou redugcdo do IM no
primeiro ciclo celular, algo que se modificou nos segundo e terceiro ciclos celulares seguintes,
com redugdes de 3/4 e 2/3, respectivamente, em relagéio ao IM detectado apés a conclusdo
do primeiro ciclo pés irradiagdo. Isso significou que as raizes de Allium cepa mostraram sinais
de adaptagdio as doses mais altas, embora o perfil de instabilidade cromossémica tenha sido
observado em todos os valores de dose absorvida investigados (0,36; 0,72 e 1,44 Gy).

Em rela¢do a variagdo da taxa de dose absorvida de particulas beta, mesmo mantendo
a dose fixa para todas as irradiacgdes, ou seja, de 0,72 Gy, foram detectados diferentes valores
de frequéncia de micronicleos radioinduzidas nas células radiculares de Allium cepa.
Novamente, o IM influenciou na detec¢do das frequéncias de MNs, porém, com comportamentos
diversos. Esses comportamentos podem ter acontecido ndo s6 devido & uma entrega mais rdpida
ou mais devagar da dose de radia¢do, mas também pela concentra¢do da dose em uma
determinada populagdo de células.

Finalmente, quando foram construidas as curvas de dose-resposta para micronicleos
radioinduzidos, foram observados que os ajustes das curvas foram condizentes com o que se
era previsto pelos modelos tedricos, isto é, linear para a radiacdo alfa, e linear-quadrdtico
para a radiagéo beta. Como foi realizada medi¢cdes experimentais com dosimetros
termoluminescentes (TLD-100), sob as mesmas condi¢ées de irradiagdo as quais as raizes de
Allium cepa foram irradiadas, isso permitiuv a constru¢do de um modelo matemdético para
comparagdo de ambas as modalidades de dosimetria.

O modelo matematico proposto nesta tese para estimar a dose absorvida de particulas
beta, usando micronicleos radioinduzidos em células de Allium cepa, considerou a influéncia dos
coeficientes linear (bg) e quadrdtico (¢g) da curva de dose-resposta, bem como a identificagdo
de pardmetros radiobiolégicos que interferem na linearidade da curva, isto é, a presenca de
microndcleos multiplos. Os dados sobre a evolugéio temporal das frequéncias de células com
micronucleos multiplos mostraram que elas praticamente zeram apés o terceiro ciclo celular de
cessada a irradiacdo, sugerindo, portanto, a morte dessas células. Consequentemente, isso
tornou plausivel subtrair a influéncia de cg sobre b[g, pois embora ambos os tipos de dano
ocorram simultaneamente, os danos com potencial de gerar instabilidade cromossdmica sdo os

danos induzidos por eventos Unicos da radiagéio com as células de Allium cepa, como de fato
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foi observado. A estimativa de dose absorvida de particulas beta usando a frequéncia de
células com micronicleos simples baseada nesse modelo matemdtico produziu dados
satisfatérios para comparar com a dose medida nos TLDs-100, sobretudo, pelas limita¢des do
método citogenético. Entretanto, para exposi¢cdes prolongadas como foi o caso da exposicéio

de 22 min e 49 s, a influéncia de cg passou a ser predominante, sendo detectada como o

aumento de células com micronicleos multiplos. Isso, por sua vez, reduziu drasticamente a
precisdo do modelo para estimar essa dose.

Assim, pode-se concluir que as células radiculares meristemdticas de Allium cepa podem
servir como um sistema de suporte & dosimetria convencional baseada em métodos fisicos, uma
vez que permitem além de estimar a dose de radiag¢do absorvida, determinar o nivel de efeito
biolégico induzido e investigar os seus possiveis desdobramentos. Ademais, destaca-se neste
trabalho o potencial de aplicagdes do uso de biota vegetal, especialmente, da Allium cepa,
para identificar, categorizar e analisar dosimetricamente os efeitos citogenéticos induzidos por
exposicbes repentinas a diferentes tipos e niveis de radiag¢do ionizante, podendo direcionar
estratégias rapidas e eficientes de screening em casos de emergéncias radiolégicas e/ou

nucleares em pequena e média escala.
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7.1 Sugestoes para trabalhos futuros

Utilizar detectores de radiag¢Go adequados para determinar experimentalmente a dose
absorvida de particulas «;

Plotar a curva de dose-resposta experimental para micronicleos radioinduzidos em células
radiculares de Allium cepa por particulas «;

Investigar a evolugéo temporal dos danos citogenéticos radioinduzidos por particulas [
para diferentes taxas de doses e doses absorvidas;

Avaliar por meio do ensaio de eletroforese em gel de célula Unica (ensaio cometa) a
fragmentagdo do DNA induzida por diferentes tipos de radiagéo ionizante, taxas de dose
e doses absorvidas, bem como a relagdo dano/reparo;

Refinar os cendrios de simulag@o computacional, aproximando-os o maximo possivel das
configuragdes experimentais adotadas;

Analisar separadamente um cendrio onde haja efeito de incorporagdo de radionuclideos e
efeito proveniente da radiagéo que emitem;

Aperfeicoar o modelo matemdtico de estimativa de doses de particulas f a partir da
constru¢do de um banco de dados adicionando varidveis que podem influenciar na sua
determinac¢éo, bem como ajustar o modelo matemdtico em fungéio de diferentes tipos e LET
das radiagdes;

Investigar o efeito combinado de diferentes tipos de radiagdo ionizante;

Avaliar outras modalidades de biota vegetal, bem como a sua radiossensibilidade para

diferentes tipos, taxas de doses e doses absorvidas de radiagdo ionizante.
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Abstract Effective provisions of preparedness and response are necessary to protect human
life. health, property, and the environment in any nuclear and radiological emergency.
Recently, the Intermational Commission on Badiological Protection recognized the need o
provide more guantitative guidance on environmental radiation protection to integrate these
analyses. A required assessment is a correlation between dose and its effects in non-human
biota. Plants are highly sensitive environmental monitors for the assessment of potentially
genotoxic agents and avoid the controversial use of animal models. The Alfinm test is com-
monly used to assess genotoxicity for a wide variety of chemical and physical factors, as it
allows for estimates of possible DNA damage in eukaryotes in general, including humans. In
this work, omon (Al cepa) seedlings were exposed o 20200 mGy of e-radiation. We
studied the possibility of using cytogenetic analyses of radiated onion cells w determine
the biological dose. It was observed that the increase in the frequencies of chromosomal
aberrations, mitotic abnormalities, and micronuclei occurred proportional w the radiation
dose, but a reduction in cytological damage was observed from 100 mGy, suggesting the
onset of cylotoxic activity. Qur research shows the potential of Aflium cepa as a sensitive
support system for dosimetry, detection. and screening of cellular effects produced by low

doses of environmental radiation.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Handling Editor: Nick Beresford Analysis of cytogenetics effects of ionizing radiation for flora and fauna is essential to determine the impact on
these communities and may produce an efficient warming system to avoid harm to human health. Onion (Allium
Keywords: cepa) is & well-established in vivo standard model, and it is widely used in cytogenetics studies for different
Beta raation environmental pollutants. In this work, onion roots were exposed to 0.04-1.44 Gy of f-particles from a ™sr/™Y
ﬁ’_u"r::rml:;; source. We investigated the capacity of brief external exposures to j-particles on inducing cytogenetic damages
Iul:ir_ingpmdinlim in root meristematic cells of onion aiming to verify if onion can be used as a radiation-sensitive cytogenetic
Micronucleus hioindicator. A nonlinear increase in the frequencies of chromosomal aberrations and cells with micronuclei was

Blony- e biats observed. Onion roots exposed to doses 0.13 Gy or higher of p-particles showed a significant difference (p<0.05)
in these frequencies when compared to the unirradiated group. The frequencies of these endpoints showed to be
suitable to assess the difference in the dose of beta radiation received from 0.36 Gy. Our research shows the
potential of using cytogenetic effects in Allium cepa cells as a biological indicator for & first screening of genotoxic
damages induced by brief external exposures to #-particles.




