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Como identificar exposicdes parciais as radiacdes ionizantes?
Proposta de um método citogenético
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Em casos de incidentes radioldgicos ou de exposicdes humanas ocupacionais as radiacdes ionizantes, a
maioria das exposicdes ndo é de corpo inteiro, e sim parcial. Neste contexto, se a dosimetria citogenética
for empregada, havera uma subestimagao da dose absorvida devido a diluicdo de células irradiadas com
as células ndo irradiadas. Considerando a exigéncia normativa da NR 32 — Seguranca e Salde no
Trabalho de Servico de Salde — que recomenda a dosimetria citogenética na investigacdo de exposicédo
acidental as radiacOes ionizantes, faz-se necessario o desenvolvimento de um método que permita a
identificacdo das exposi¢Bes parciais. Neste sentido, foi simulada uma irradiacdo parcial do corpo, in
vitro, na qual 70% da amostra de sangue periférico de um individuo saudavel foi irradiada com 4 Gy de
raios X e misturada com 30% da amostra ndo irradiada do mesmo doador. Aliquotas das amostras foram
cultivadas por 48 e 72 horas. O prolongamento do tempo de cultivo de 48 para 72 horas ndo alterou
significativamente a frequéncia de dicéntricos. Em contrapartida, quando apenas células em M1 (primeira
divisdo celular) foram analisadas, observou-se um aumento da frequéncia de dicéntricos. O
prolongamento do tempo de cultura permitiu que as células em atras mitdtico devido a irradiacdo
tivessem tempo suficiente de atingir metafase, permitindo que os danos fossem visualizados. Os
resultados desta pesquisa sugerem o método proposto como ferramenta importante na investigacdo de
exposicBes individuais, permitindo associar a andlise citogenética com o real percentual de células
irradiadas, contribuindo significativamente para tomada de decisdo em termos de salde ocupacional.
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How to identify partial exposures to ionizing radiation? Proposal for a cytogenetic method

In cases of radiological incidents or in occupational exposures to ionizing radiation, the majority of
exposures are not related to the total body, but only partial. In this context, if the cytogenetic dosimetry is
performed, there will be an underestimation of the absorbed dose due to the dilution of irradiated cells
with non-irradiated cells. Considering the norms of NR 32 — Safety and Health in the Work of Health
Service — which recommends cytogenetic dosimetry in the investigation of accidental exposures to
ionizing radiations, it is necessary to develop of a tool to provide a better identification of partial
exposures. With this aim, a partial body exposure was simulated by mixing, in vitro, 70% of blood
irradiated with 4 Gy of X-rays with 30% of unirradiated blood from the same healthy donor. Aliquots of
this mixture were cultured for 48 and 72 hours. Prolonging the time of cell culture from 48 to 72 hours
produced no significant change in the yield of dicentrics. However, when only M1 (first division cells)
were analyzed, the frequency of dicentrics per cell was increased. Prolonging the time of cell culture
allowed cells in mitotic delay by irradiation to reach metaphase, and thus provides enough time for the
damage to be visualized. The results of this research present the proposed method as an important tool in
the investigation of exposed individuals, allowing associating the cytogenetic analysis with the real
percentage of irradiated cells, contributing significantly for the decision making in terms of occupational
health.
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1. INTRODUCAO

A dosimetria citogenética é o padrdo-ouro para confirmar suspeitas ou casos reais de
exposicdo ocupacional ou acidental as radiacbes ionizantes. Diante da importancia deste
método, a Norma Regulamentadora 32 (NR 32) — Seguranca e Saude no Trabalho de Servico de
Salde — que estabelece procedimentos a serem seguidos no sentido de garantir a integridade
fisica e mental do trabalhador da area de salde — recomenda a dosimetria citogenética como
uma importante ferramenta na avaliacio de exposicdo individual as radiacdes ionizantes 22,

Nos ensaios biodosimétricos, a estimativa de dose baseia-se na quantificacdo de aberracdes
cromossOmicas instaveis (dicéntricos, anéis e fragmentos acéntricos) presentes em linfdcitos do
sangue periférico, de individuos potencialmente irradiados. A dose absorvida é expressa em
gray (Gy), sendo geralmente estimada considerando-se uma exposicdo uniforme ou de corpo
inteiro a radiacdo. Porém, é importante salientar que a maioria dos casos reais de exposicdes
humanas envolve irradiagdes de partes do corpo. Nas exposi¢des parciais, 0 individuo exposto
possui tanto linfdcitos irradiados (fracdo do corpo exposta), quanto ndo irradiados (fracdo do
corpo ndo exposta), o que gera uma “diluicdo” da frequéncia das aberragOes instaveis
radioinduzidas *.

Sabe-se que os dicéntricos, que sdo cromossomos que tiveram suas extremidades quebradas
pela interacdo com a radiacdo ionizante e que se reuniram pelas extremidades adesivas, tendem
a se eliminar com o tempo de cultivo celular, devido & passagem dos ciclos celulares °. Isso é
esperado, pois cada centrdmero pode estar orientado para migrar para uma célula-filha diferente,
0 que geraria uma ponte internucleoplasmica e inviabilizaria a célula. Caso os dois centrdbmeros
apontem para a mesma célula-filha, o dicéntrico é herdado °.

Algumas pesquisas evidenciam um aumento da frequéncia de dicéntricos com o
prolongamento do tempo de cultura, principalmente em situacdes envolvendo irradiacdes ndo
uniformes ou parciais do corpo. A hipétese mais bem aceita para esse aumento seria a do atraso
do ciclo celular por parte das células pertencentes a fracdo do corpo irradiada " ® °. Alguns
trabalhos relatam um atraso de até 1 hora no processo de divisdo celular para cada gray (Gy) de
raios X °. Esse retardo poderia ser uma resposta ao dano radioinduzido a0 DNA, que acarretaria
na ativacao de processos mediados por varios genes responsaveis pelo controle do ciclo celular,
também denominados de pontos de checagem ou “checkpoints™ * *°,

Segundo alguns pesquisadores, 0 atraso mitético das células irradiadas também poderia ser
justificado pela distinta radiossensibilidade (sensibilidade a radiagdo) que as diferentes
populacdes de linfocitos (Linfécitos T e B) possuem com relacdo a formacdo de aberracOes
cromossdmicas " 8. Além do atraso mitdtico, metafases presentes em culturas mais longas
tendem a incluir proporcionalmente um nimero maior de linfécitos B, cuja transformacao
blastogénica requer a presenca dos linfécitos T circulantes que foram inicialmente estimulados
pela fitohemaglutinina (PHA) ® . H4 ainda a possibilidade de que haja uma subpopulacio
dentre os linfécitos T, i.e. CD4 e CD8, que seja mais radiossensivel em termos de expressao de
aberracBes cromossOmicas, e mais lenta em resposta a estimulacdo ao mitégeno, e que,
consequentemente, seriam visualizados em culturas mais longas contendo os dados
radioinduzidos ®.

De acordo com Hone e colaboradores (2005), essas observagOes ndo teriam maiores
implicacdes para a dosimetria citogenética em se tratando de exposigdes uniformes ou de corpo
inteiro. Porém, Heimers e colaboradores (2006) discutem que tais fatores poderiam levar a uma
subestimacgdo da dose absorvida em casos de irradiagGes parciais do corpo. Tendo em vista que
exposi¢des ndo uniformes ou parciais estdo associadas & maior parte dos incidentes
ocupacionais, torna-se evidente que esse fato deve ser levado em consideracdo para evitar a
subestimacao da dose absorvida quando se pretende realizar a dosimetria citogenética °.

Diante disto, nota-se a importancia de se avaliar métodos que considerem a diluicdo das
células irradiadas com células provenientes de regides ndo irradiadas do corpo, evitando-se
assim a subestimacdo da dose de radiagdo em casos de irradiagcOes parciais. Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de eliminagdo dos dicéntricos bem como a possivel
deteccdo do real percentual de células irradiadas, ap6s simulacéo in vitro de irradiacdo parcial
de linfocitos humanos, levando em consideracdo os tempos de cultivo celular de 48 e 72 horas.
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2. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada a coleta de 9 mL sangue periférico de um doador saudavel por meio de um tubo
vacutainer estéril, contendo o anticoagulante heparina (IAEA,2011). As amostragens foram
conduzidas com a aprovacdo do Comité de Etica para Estudos Voluntarios da RPD (Radiation
Protection Division) da HPA (Health Protection Agency — Inglaterra) e do Comité de Etica em
Pesquisas Clinicas de Oxfordshire (referéncia CO2.201).

As amostras foram irradiadas nas instalagbes do MRC (Medical Research Council) do
Campus de Harwell (Chilton, Oxfordshire, Inglaterra). Para as irradiaces, foram utilizados
raios X obtidos de um acelerador linear da Siemens com taxa de dose de 0,715 Gy/min, 250
kVp e corrente de 14 mA. A dose absorvida foi de 4,0 Gy.

Apos a irradiacdo, as amostras permaneceram num bloco aquecedor a 37 °C por 2 horas no
intuito de permitir o tempo fisiolégico de reparo celular * %, A simulagéo da irradiacdo parcial
foi realizada misturando 70 % da amostra irradiada com dose de 4 Gy com 30 % de uma
amostra no irradiada, conforme o esquema da Figura 1.

1.8mL 4.2 mL

?6 mL :|> 70%0 (1:3)

Figura 1: Esquema da simulacdo de irradiacao parcial por meio da mistura das amostras (70% de
sangue irradiado com 30% nao irradiado).

As amostras foram conduzidas para o Laboratorio de Citogenética da RPD/HPA. O meio de
cultura utilizado foi o “Meio Essencial Minimo” (MEM) (Gibco, Reino Unido), contendo 1 mL
de solucdo de antibidtico penicilina e estreptomicina (10.000 pug/mL cada) e 200 mM de L-
glutamina. Cada tubo de cultura celular consistiu em 4 mL de meio de cultura MEM, com 20 %
(1 mL) de soro fetal bovino e 2 % (0,1 mL) de fitohemaglutinina para estimular a divisdo celular
(Gibco, EUA). Para a técnica de FPG, que permite a coloracdo diferencial das cromatides, foi
adicionado 5-Bromo-2-dioxiuridina (BrdU) (Sigma, Reino Unido) numa concentragdo de 20
MM. Em seguida, foram adicionados 0,3 mL de sangue periférico. Por fim, a solugdo de
colcemid (25 pg/mL) em 0,85 % de salina foi acrescida ao meio para a obtencéo de células em
metéafase (IAEA, 2001). Os tempos de cultura foram 48 e 72 horas, com tempos de adigdo de
colcemid 3 horas antes do término da cultura. As células foram suspendidas em meio de cultura
por agitacdo leve e depois transferidas para tubos de centrifuga. Em seguida, as mesmas foram
centrifugadas a 300 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e as células foram
ressuspendidas em 6 mL de solucdo hipotonica de cloreto de potéssio (KCI) 0,56%. Em seguida,
os tubos foram mantidos por 7 minutos a 37 °C.

Decorrido esse tempo, centrifugou-se novamente as amostras a 300 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e as células foram suspendidas em 6 mL de fixador (metanol:acido
acético 3:1), que foi adicionado lentamente com constante agitacdo para prevenir que as células
formassem grumos.
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Os tubos foram novamente centrifugados a 300 x g por 5 minutos e a etapa anterior com o
fixador foi repetida mais duas vezes ou até o sedimento se tornar limpido (esbranquigado),
deixando cerca de 1 mL de fixador ao final.

Laminas envelhecidas por 2 horas em estufa a 60 °C foram coradas pelo método de coloragao
FPG de acordo com modificagdes do método descrito por Perry e Wolff (1974), sendo as
mesmas lavadas com agua destilada e incubadas com 2 a 3 gotas de 0,5 pg/mL de solucgdo
Hoechst 33258 (Sigma, Reino Unido). As laminas foram colocadas sobre uma superficie de
folha de aluminio e expostas a lampada de ultravioleta (360 nm) por 20 minutos, em camara
escura. As laminas foram coradas com Giemsa a 5 % em tampéo de pH 6,8 por 2,5 a 3 minutos.

O teste t para duas amostras relacionadas foi aplicado, a um nivel de significancia de 5%,
para analisar se as diferengas entre os valores das frequéncias de aberra¢@es cromossémicas sao
estatisticamente significativas para cada tempo de cultivo celular avaliado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 apresenta as frequéncias de dicéntricos obtidas para os tempos de cultivo de 48 e
72 horas. A analise estatistica (p-valor = 0,43) mostra que ndo existe diferenca significativa, ao
nivel de 5%, entre as frequéncias de dicéntricos de M1 e M2, para as culturas de 48 e 72 h
(Figura 2A). Em contrapartida, hd um aumento de 135 % no nimero de células em M1 contendo
dicéntricos quando a cultura é prolongada de 48 para 72 horas (Figura 2B), fato comprovado
pela analise estatistica realizada (p = 0,01). Quando ndo se leva em consideracdo o nimero de
ciclos celulares pelos quais as células passaram, a analise estatistica evidencia ndo haver
diferenca estatisticamente significativa (p = 0,26) entre as frequéncias de dicéntricos nos dois
tempos de cultura celular (Figura 2C).
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Figura 2: (A) Frequéncias de dicéntricos em células em M1 e M2; (B) Aumento das frequéncias de
dicéntricos contabilizando apenas células em M1; (C) Frequéncias de dicéntricos quando contabilizado
0 ‘pool’ total de células.

Os resultados dessa pesquisa sdo compativeis com estudos prévios da literatura, que
evidenciaram uma reducdo dos dicéntricos a cada ciclo de divisdo celular. A explicacdo para
esse fato seria que, para altas doses de radiacéo (iguais ou superiores a 4 Gy), as células contém
em média 1 dicéntrico e 1 fragmento acéntrico em excesso (além do fragmento associado ao
dicéntrico °. Isso aumenta a chance de que o fragmento acéntrico seja herdado juntamente com o
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dicéntrico. Em dosimetria citogenética, as células em M2 ndo devem ser contabilizadas, uma
vez que “apenas” células em M1 (i.e., com as duas cromatides escuras) sdo representativas da
dose. Essa contaminagdo da amostra com células p6s-M1 em culturas prolongadas foi a maior
limitac&o desse método em particular.

O aumento do numero de células em M1 contendo dicéntricos nas culturas de 72 horas esta
em acordo com os resultados obtidos por de Hone et al. (2005), que demonstraram que as
frequéncias de dicéntricos em células em M1 permanecem constantes até 51 horas, e depois
aumentam significativamente apés 60 horas. Porém, em termos préaticos, percebeu-se na atual
pesquisa que este método além de requerer um tempo extra envolvido com a realizacdo da
técnica de FPG, requer a procura de células em M1, tornando a analise mais laboriosa, tendo em
vista que cerca de 28,47 % das células estavam em M1, 31,12 % em M2, 31,12 % em M3 e 9,27
% em M4. Por outro lado, a vantagem em se detectar o real percentual de células irradiadas
justificaria o seu emprego em casos de irradiacBes parciais.

Quando o numero de ciclos celulares ndo foi levado em consideracdo na analise citogenética,
ndo foi observada uma reducdo significativa das frequéncias de dicéntricos entre os tempos de
cultura de 48 e 72 horas. Isto sugere que a reducao das frequéncias de dicéntricos de células em
M1 para M2, M3 e M4, é contrabalanceada pelo aumento de células em M1 contendo
dicéntricos em culturas prolongadas de 72 horas. Esses resultados confirmam os achados de
Boei e colaboradores (1996) e Hone e colaboradores (2005), mas contrariam as observacgdes de
Buckton e Pike (1964), Guerrero-Carbajal e colaboradores (1998) e Hoffmann e colaboradores
(2002), que verificaram uma diminuicdo significativa das frequéncias de dicéntricos quando o
namero de ciclos celulares ndo é levado em consideracao.

Diante disso, os resultados obtidos nesta pesquisa sdo consistentes em mostrar que a
frequéncia de aberracBes cromossémicas radioinduzidas, quando apenas células em M1 sdo
contabilizadas, aumenta em culturas de 72 horas. Essa influéncia do tempo de cultura é bem
mais acentuada em se tratando de irradiacfes parciais. Embora o mecanismo molecular ndo
esteja totalmente esclarecido, os dados indicam que nem todas as células em M1 possuem o
mesmo peso investigativo nos estudos de exposicdo as radiacdes ionizantes °.

Estes dados sugerem a necessidade de estabelecer um planejamento estratégico para a
avaliacdo biodosimétrica em casos de irradiacdes parciais, a partir do prolongamento do tempo
de cultivo celular de 48 para 72 horas, com analise exclusiva de células em M1 (Figura 3). Esta
proposta metodoldgica permitiria identificar de forma mais fidedigna o percentual de células
irradiadas, por fornecer tempo suficiente para que estas atinjam o estagio de metafase.

Exposicdo Ndao Uniforme do Corpo
“Suspeitaou Real”
9mL de SP
[ =
F (dic/céls)  Subestimacio F (dic/céls) Valor real
- —_——— - - -
48 t(h) 72 t (h)

Figura 3: Planejamento estratégico para a identificacé@o de exposi¢Oes parciais as radiagdes ionizantes.
(F = frequéncia de dicéntricos por células; t = tempo de cultura em horas).
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstram que, em casos reais ou de suspeita de
exposi¢cdo parcial do corpo humano, a quantificacdo de dicéntricos em células em primeira
divisdo (M1) em culturas prolongadas (72 horas) € um método eficaz de deteccéo da real fragdo
de células irradiadas. Este dado é de grande relevancia para o pleno cumprimento da NR 32,
tendo em vista que a grande maioria das exposi¢des ocupacionais ocorre de maneira ndo
uniforme ou parcial. Com isso, esta pesquisa fortalece a importancia da inclusdo de métodos
complementares que venham a otimizar a dosimetria citogenética e que fornecam informacdes
acerca de incidentes radioldgicos quanto ao tipo de exposicdo — parcial ou uniforme —
objetivando evitar a subestimacao da dose absorvida.
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