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RESUMO

O uso generalizado de fontes de radiacdo ionizante em diversas actividades aumenta o risco de
exposicdo acidental de pessoas. A dosimetria biolégica desempenha um papel fundamental na
estimativa da dose absorvida de um individuo, no caso de exposicdes inesperadas a radiacao
ionizante, sendo por vezes a Unica forma de quantificar essa mesma dose. Paralelamente, segundo
as recomendacdes da IAEA, cada laboratério deve possuir a sua curva dose-resposta, uma vez que
séo diversos os factores que podem influenciar a relacdo dose-efeito. Neste contexto, na IST/ITN foi
realizado um estudo envolvendo 16 dadores saudaveis com vista a obten¢cdo de uma curva dose-
resposta in vitro, sendo a primeira vez que um estudo desta natureza é realizado em Portugal. Foram
analisadas um total de 22395 metafases onde todas as aberragcbes cromossOmicas foram
contabilizadas. Para a implementacéo da curva foram analisados dois endpoints, 0os cromossomas
dicéntricos e os cromossomas dicéntricos+anéis, recorrendo a dois softwares, o CABAS e o Dose
Estimate. Verificou-se que os resultados obtidos com os dois softwares eram semelhantes e que as
curvas obtidas se ajustavam bem ao modelo linear quadratico: Y = ¢ + aD + BDZ. Os valores de o
obtidos foram de 0,0105 para dicéntricos e de 0,0095 para dicéntricos+anéis. Os valores de [ obtidos
foram de 0,0480 para dicéntricos e de 0,0536 para dicéntricos+anéis. Realizou-se também uma
experiéncia com trés dadores para a validacdo das curvas dose-resposta. As amostras de sangue
dos dadores foram irradiadas com uma dose desconhecida para os operadores e depois de
contabilizado o nimero de dicéntricos e dicéntricos+anéis estimou-se a dose de exposicao, utilizando
ambas as curvas, verificando-se que esta estava de acordo com a dose real. Estes resultados
permitem-nos ter confianga na utilizacdo das curvas implementadas, sempre que seja necessario

recorrer a dosimetria biolégica para o calculo de doses.

PALAVRAS-CHAVE:. Radiacdo y; Exposicdo acidental; Dosimetria bioldgica; Aberracdes

cromossoémicas; Cromossomas dicéntricos; Anéis.






ABSTRACT

The widespread use of ionizing radiation sources in many disciplines increases the risk of
overexposure of one or more persons. The biological dosimetry is a methodology for absorbed dose
guantification of an individual, in cases of unanticipated exposures to ionizing radiation and being,
sometimes, the only way to quantify the dose. According to the IAEA recommendations, each
laboratory must have its own dose-response curve, since several factors can influence the dose-effect
relationship. In this context, an in vitro dose-response curve with 16 healthy donors was performed at
the IST/ITN, being the first study on this subject carried out in Portugal. A total of 22395 metaphases
were analyzed and all chromosomal aberrations were taking into account. The data for dicentrics
chromosomes and dicentrics chromosomes+rings was fitted to the linear-quadratic model Y = ¢ + aD
+ BDZ, using two software, CABAS and Dose Estimate, producing the same results. The a coefficient
values obtained were 0.0105 for dicentrics and 0.0095 for dicentrics+rings. The B coefficient values
obtained were 0.0480 for dicentrics and 0.0536 for dicentrics+rings. Following the establishment of the
dose-response curves, a validation experiment was carried out with three individuals whose blood was
irradiated with a dose unknown to the operators. Dicentrics and dicentric+rings were scored and the
real and estimated doses, obtained with the previous dose-response curves, were in agreement.
These results give us confidence to apply both dose-response calibration curves in future biological

dosimetry requirements.

KEYWORDS: y-radiation; Accidental exposure; Biological dosimetry; Chromosomal aberrations;

Dicentric chromosomes; Rings.
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INTRODUGAO

O uso generalizado de fontes de radiacdo ionizante em medicina, inddstria, investigacéo, entre outras
actividades, aumenta o risco de exposicdo acidental de pessoas. Cerca de 400 episddios de
sobreexposicdo envolvendo doses elevadas de exposicdo aguda foram reportados pela Agéncia
Internacional de Energia Atémica (IAEA) (Bolognesi et al., 2011; Gonzélez, 2007). De facto, de
acordo com o United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation (UNSCEAR)
2008, o uso de radiacao ionizante em aplicac6es médicas, como o diagndstico e a radioterapia, tem
sofrido um aumento significativo nas ultimas décadas. Por ultimo, a possibilidade de ocorrerem
eventos radiolégicos de grande dimensdo, bem como ataques terroristas utilizando fontes de radiagédo
ionizante tem-se vindo a tornar uma preocupacdo crescente (Gonzalez, 2007; Wojcik et al., 2010).
Paralelamente ao uso generalizado da radiacdo, aumenta a possibilidade de sobreexposi¢cbes
acidentais e/ou intencionais, sendo necessdrias ferramentas que permitam o estudo dos efeitos

produzidos, quer seja num individuo ou na populagéo.

1.1. RADIAGCAO IONIZANTE

A radiacdo é um facto da vida. Vivemos num mundo em que a radiacdo esta naturalmente presente.
A luz e o calor provenientes de reac¢fes nucleares no Sol sdo essenciais a vida, para além de que
todos os organismos vivos estdo continuamente expostos a radiagéo ionizante, como por exemplo, 0s
raios cdsmicos, os raios y terrestres, a exposicao ao radao e a ingestdo de potassio-40 dos alimentos
(Little, 2003). Adicionalmente, a exposi¢cdo da populacdo humana a radiagdo ionizante estd a
aumentar devido ao aumento das tecnologias nucleares e, fundamentalmente, devido ao uso
generalizado de radiacdo ionizante em diagnéstico e terapia (IAEA, 2004; Toledo e Azzam, 2006;
UNSCEAR, 2008).

As radiacdes podem ser classificadas de acordo com os efeitos que produzem na matéria. A radiacéo
ionizante inclui os raios cosmicos, 0s raios x e a radiacdo proveniente de materiais radioactivos, e a
radiacdo ndo-ionizante engloba, por exemplo, a luz ultravioleta, as ondas radio ou as microondas
(IAEA, 2004). A radiacdo ionizante pode definir-se como sendo qualquer onda ou particula
electromagnética que consegue ionizar, ou seja, que consegue remover um electrdo de um atomo ou
molécula (Little, 2003). Na sua maioria, os tipos de radiacao sdo directamente ionizantes, isto &, com
uma energia cinética adequada podem alterar a estrutura atémica do meio que atravessam,
causando danos quimicos e biol6égicos. Contudo, a radiagdo electromagnética, os raios x e y, sdo
indirectamente ionizantes, uma vez que por si s6 ndo produzem danos quimicos ou biolégicos, mas

produzem electrbes secundarios quando absorvem energia do material que atravessam (IAEA, 2010).
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1.1.1. TIPOS DE RADIAGAO IONIZANTE

Sao trés, os principais tipos de radiacao ionizante, as particulas o que incluem dois protGes e dois
neutrdes, as particulas B essencialmente constituidas por electrdes e os raios y e raios x que sao
energia pura (fotdes). Os neutrbes também podem ser tidos em conta e tém a mesma massa que 0s

protdes, contudo ndo tém carga (URL 4).

As particulas o sdo emitidas por nlcleos pesados instaveis e sdo semelhantes a um nucleo de hélio,
com dois protées e dois neutrdes (IAEA, 2011). Estas particulas tém uma energia elevada e uma
carga positiva de +2 devido aos dois protdes. Por serem particulas carregadas e com elevada massa
tém uma velocidade reduzida e pouco poder de penetracdo e, consequentemente, uma elevada
deposicao de energia. Devido as suas caracteristicas sdo facilmente absorvidas por uma folha de
papel (Figura 1.1), sendo o seu alcance no ar de 1-2 cm (URL 4). Uma vez que tém pouco poder de
penetracdo, as particulas o s&@o perigosas essencialmente quando ingeridas ou inaladas. Como
exemplo de radionuclidos emissores de particulas o temos o americio-241, polénio-210 e o radao-
222.
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FIGURA 1.1 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DO PODER DE PENETRAGAO DE
DIFERENTES TIPOS DE RADIAGAO IONIZANTE (ADAPTADO DE IAEA, 2004).

As particulas B sdo particulas subatomicas semelhantes a electrbes, com cerca de 1/2000 vezes a
massa de um protdo ou neutrdo, ejectadas do nucleo de alguns &tomos radioactivos, como por
exemplo, o estrdncio-90, o cobalto-60 e o tecnécio-99. Estas particulas, porque sdo muito mais
pequenas que as particulas o, ttm maior poder de penetracdo e a sua velocidade varia consoante a
sua energia, sendo geralmente absorvidas por plastico ou vidro, ndo penetrando para além da
epiderme (Figura 1.1) (IAEA, 2004; URL 3). Assim como as particulas a, as particulas B sédo mais
perigosas quando ingeridas ou inaladas, embora deva ter-se em conta que alguns emissores 3, como

0 cobalto-60, emitem em simultaneo fotées (Toxicological Profile for Cobalt, 2004).

A radiacéo y é radiagdo electromagnética de elevada energia. Os raios y séo geralmente emitidos por
ndcleos instaveis ao mesmo tempo que emitem radiacdo 3, como é o caso do cobalto-60. Os fotdes
ndo tém carga nem massa, Sd0 energia pura e por isso propagam-se a velocidade da luz e,
dependendo da sua energia, podem percorrer centenas de metros no ar até perderem toda a sua
energia. Os raios x também séo fotGes de elevada energia, mas tém origem em campos eléctricos

gue rodeiam o nucleo ou séo produzidos artificialmente (URL 5). Os fotdes causam ionizagdo nos

-4-



INTRODUGAO

atomos, principalmente através de interacgdes com os electres do material que atravessam e tém
um elevado poder de penetragdo, sendo necessaria a utilizagdo de materiais de elevada densidade,
como o chumbo (Figura 1.1), para uma blindagem eficaz. Os raios y e x podem depositar doses
elevadas em tecidos ou 6rgéos sem que para iSso seja necessaria a sua ingestédo ou inalagéo (IAEA,
2004).

Os neutrdes sdao emitidos por nucleos instaveis durante processos de fissdo nuclear ou atémica
(IAEA, 2004) e, uma vez que nao tém carga, apenas participam em interaccdes electrostaticas
quando séo indirectamente ionizados. Os neutrdes séo o tipo de radiacdo que necessita de maior
blindagem (Figura 1.1) porque, com a mesma massa e energia, ttm maior capacidade de penetra¢éo
que as particulas carregadas e, para além disso, quando interagem com a matéria provocam a
emisséao de radiacé@o 8 e y (IAEA, 2010; IAEA, 2004).

Os diversos tipos de particulas podem ser diferenciados segundo a densidade de energia depositada
num material, designada por transferéncia linear de energia (LET). A LET é definida como a média da
energia depositada por unidade de comprimento do trajecto percorrido pela radiacdo. Assim, a LET
indica a caracteristica dos diferentes tipos de radiacdo, sendo que as particulas carregadas tém
geralmente alta LET uma vez que depositam a sua energia num menor espaco, enquanto a radiagéo
v e X tém baixa LET porque devido ao seu maior poder de penetracdo vao depositando a sua energia

ao longo de um trajecto maior (IAEA, 2010).

1.1.2. FONTES DE RADIAGCAO IONIZANTE

A radiacdo ionizante pode ser classificada como natural ou artificial (Tabela 1.1) de acordo com a
forma como é produzida. As principais fontes de radiacdo natural sdo a radiacdo cosmica, 0S
radionuclidos encontrados em rochas e solos (UNSCEAR, 2008) e varios outros radionuclidos
presentes em produtos alimentares. As taxas de exposi¢do devido aos radionuclidos naturais variam
de regido para regido. O radionuclido de origem natural mais importante é o gas raddo, que &
formado através do decaimento do urénio existente no solo (UNSCEAR, 2008). As fontes artificiais
incluem os raios x utilizados em medicina, o fallout dos testes nucleares na atmosfera, os residuos

radioactivos e os raios y provenientes da industria (IAEA, 2004).

TABELA 1.1 — VALORES MEDIOS DA DOSE EFECTIVA ANUAL NA POPULAGAO MUNDIAL PROVENIENTE DE FONTES
DE RADIAGAO IONIZANTE DE ORIGEM NATURAL E ARTIFICIAL (ADAPTADO DE UNSCEAR 2008).

Externa Médica 0,6
Coésmica 0,39 Ocupacional 0,005
Terrestre 0,48 Testes nucleares 0,005
NATURAL ARTIFICIAL
Interna Chernobyl 0,002
Ingestao 0,29 Centrais nucleares 0,0002
Radéo (Inalacéo) 1,26

TOTAL =3,0 mSv
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1.2. EFEITOS BIOLOGICOS DA RADIACAO IONIZANTE

Em geral, os efeitos da radiacdo ionizante podem ser designados por efeitos deterministicos e
estocasticos. Os efeitos deterministicos ocorrem geralmente apds uma exposicédo aguda a uma dose
elevada (>0,1 Gy) que pode conduzir a morte ou perda de funcdo de um 6rgdo ou tecido, se um
elevado numero de células for afectado (ICRP, 2007; Little, 2003). Os efeitos produzidos
caracterizam-se por uma dose-resposta ndo linear e por um limite abaixo do qual o efeito nédo é
detectado (Edwards e Lloyd, 1998; ICRP, 2007; Little, 2003). Por seu lado, os efeitos estocéasticos,
designados como efeitos tardios da exposicdo a radiacdo ionizante, estdo associados a exposi¢cdes
crénicas a baixas doses que podem provocar lesdes genéticas que conduzem a doencas
hereditarias, possiveis lesdes no feto e desenvolvimento de cancro no individuo irradiado (Doll, 1998;
URL 2). O aumento da exposi¢cdo aumenta a probabilidade de ocorréncia dos efeitos sométicos e

hereditarios, mas néo a severidade das les@es (Little, 2003; URL 2).

1.2.1. LESOES NO DNA INDUZIDAS PELA RADIAGCAO IONIZANTE

As interaccdes fisicas da radiacéo ionizante com a matéria levam a perda de energia da radiacéo e a
producé@o de atomos e moléculas ionizados ou excitados que se podem converter em radicais livres
em 10" ou 10™ s apés a interaccéo (IAEA, 2010). A energia pode ser absorvida directamente pelo
DNA, sendo a lesdo causada no DNA designada como efeito directo. Este tipo de efeito é
caracteristico da radiacédo de alta LET como as particulas o e os neutrées (Han e Yu, 2010). Contudo,
a absorcdo de energia depende da quantidade de material existente no trajecto percorrido pela
radiacdo, assim, sendo a dgua a molécula predominante em organismos vivos, a maior parte da
radiacdo vai ser depositada nestas moléculas, havendo formacgédo de espécies reactivas de oxigénio
(IAEA, 2010). As espécies reactivas de oxigénio podem interagir com o DNA danificando-o, sendo
este efeito designado por efeito indirecto. No caso da radiacdo de baixa LET, os mecanismos que
envolvem a formacgéo de radicais livres excedem os efeitos directos da radiagdo no DNA (Han e Yu,
2010).

Acgado
Indirecta

FIGURA 1.2 — MECANISMOS DE ACGAO DIRECTA E
INDIRECTA NO DNA CAUSADA PELA RADIAGAO IONIZANTE
(ADAPTADO DE URL 1).
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Estudos de radiobiologia mostram que o DNA é o principal alvo dos efeitos biol6gicos da radiacao,
sendo que as principais lesfes incluem altera¢des nas bases, quebras de cadeia simples e de cadeia
dupla. Ap6s uma dose de 1 Gy, verificam-se cerca de 1000 les8es nas bases, cerca de 1000 quebras
de cadeia simples e cerca de 40 quebras de cadeia dupla (von Sonntag, 2007). E actualmente aceite
que a formacéo de quebras de cadeia dupla é a lesdo mais critica causada pela exposicéo a radiacao

e que leva a formacéao de aberrac6es cromossémicas (Rodrigues et al., 2005).

1.2.2. AVALIACAO DA LESAO GENETICA

Os agentes genotdxicos induzem diferentes tipos de lesGes no DNA que podem ou ndo ser
reparadas. As lesdes nao reparadas conduzem a efeitos biolégicos, como a morte celular, a inducéo
de aberra¢gbes cromossOmicas e mutacdes, entre outros (Natarajan e Palitti, 2008). As aberracfes
cromossémicas sdo uma importante consequéncia biolégica da exposicdo celular a agentes
genotoxicos (Obe et al., 2002) e consistem em altera¢cdes no numero e estrutura dos cromossomas,
visiveis ao microscoépio, pela observacdo de células em metafase (Dean e Danford, 1984). Este tipo
de aberracdes pode ser classificado como instavel ou estavel, de acordo com a sua capacidade de
persisténcia em populacdes celulares em divisdo (Lloyd, 1997). As aberracdes instaveis englobam
cromossomas dicéntricos, anéis, fragmentos acéntricos e outros rearranjos assimétricos provocados
por trocas. As aberracdes estaveis englobam translocagdes, inversdes e outros rearranjos simétricos
(IAEA, 2011). As aberragbes cromossémicas podem também ser designadas como estruturais ou
numeéricas, sendo que estas Ultimas se referem a alteracdes no nimero de cromossomas. Estas
alteracdes podem ocorrer devido a falhas durante a divisdo celular, sendo que a aneuploidia diz
respeito ao aumento ou diminuicdo do ndmero de cromossomas, enquanto a poliploidia envolve um
conjunto de cromossomas, onde estdo incluidas as endorreplicagdes (Klaassen, 1996). As anomalias
cromossémicas estruturais podem ser aberragdes cromatidicas quando ocorrem apenas numa
cromatide, ou aberragcbes cromossémicas quando ocorrem na mesma localizagdo em ambas as
cromatides do cromossoma. As aberracdes cromatidicas estdo geralmente relacionadas com
exposicdo a agentes quimicos, enquanto as aberragdes cromossémicas sdo mais especificas de
exposicdo a radiacdo ionizante (Bonassi e Au, 2002; de Lemos Pinto et al., 2010). Na Figura 1.3

estao exemplificados os principais tipos de aberra¢des cromossomicas.

= & % 4
dicéntrico anel céntrico _delect,:."i_o ” fmgmen to
intersticial acentrico
=L e
translocacao inversao inversao
. e P quebra
reciproca pericéntrica paracentrica

FIGURA 1.3 — REPRESENTAGAO DOS PRINCIPAIS TIPOS DE ABERRAGOES CROMOSSOMICAS (ADAPTADO
DE SAVAGE, 1999).
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O cromossoma dicéntrico é a aberragdo cromossOmica caracteristica da exposicdo a radiagao
ionizante. Este forma-se quando dois cromossomas que sofreram uma lesdo se juntam, sendo
acompanhado de um ou dois fragmentos acéntricos que sdo compostos pelas pecas acéntricas dos
cromossomas que formaram o cromossoma dicéntrico (Figura 1.4). O cromossoma dicéntrico forma-
se através da quebra de dois cromossomas, podendo a quebra ocorrer nos dois cromossomas
através da mesma ionizacdo ou através de duas ionizacdes distintas. A técnica das aberracdes
cromossOmicas consiste na andlise de células em metafase, obtidas através da utilizagdo de um
inibidor do fuso mitético, a colcemida (IAEA, 2011). A andlise do tipo de aberragdo induzida é muito
importante e os critérios seguidos para a identificacdo dos diferentes tipos de aberragdes
cromossémicas sdo descritos extensivamente por Dean e Danford (1984) e Rueff et al. (1993).

T B

T 0

FIGURA 1.4 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DA FORMAGCAO DE UM CROMOSSOMA
DICENTRICO.

1.3. DOSIMETRIA

A radiacdo pode ser medida em termos de dose de exposicdo ou de dose absorvida. A dose
absorvida é definida como a quantidade de energia absorvida por unidade de massa. A unidade é
J/IKg, a que se deu a designacéo especial de Gray (Gy) (Oliveira e Pedroso de Lima, 2008; IAEA,
2010). No campo da proteccao radioldgica € utilizado o equivalente de dose que compara a eficiéncia
biolégica relativa (RBE) dos diferentes tipos de radiacdo no tecido. O equivalente de dose (Hy) é
descrito pela Equacédo 1.1 em que a dose absorvida (D) € multiplicada pelo factor de ponderacéo da
radiacdo (Wg) descritos na Tabela 1.2. A unidade do Sl para o equivalente de dose é o Sv (J/Kg) e no
caso da radiacdo de baixa LET 1 Sv serd igual a 1 Gy uma vez que o factor de ponderacao para este
tipo de radiacdo é 1 (ICRP, 2007; IAEA, 2010). A dose efectiva (E) é descrita pela Equagdo 1.2. em
gue o equivalente de dose (Ht) é multiplicada pelo factor de ponderagéo do tecido (W+) descritos na

Tabela 1.3. Assim como para o equivalente de dose, a grandeza da dose efectiva é o Sv.

Hp = z Wg X Dy EQuacAo 1.1

E= z Wy X Hy EQUAGAO 1.2
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TABELA 1.2 — FACTOR DE PONDERACAO PARA OS DIFERENTES
TIPOS DE RADIAGAO (ADAPTADO DE ICRP, 2007).

Fotbes 1
Electrdes 1
Protbes 2

Particulas o, ides pesados e

fragmentos de fissao 20

2,5-20

Neutrées (dependendo da energia dos neutrdes)

TABELA 1.3 — FACTOR DE PONDERAGAO PARA OS DIFERENTES
TECIDOS (ADAPTADO DE ICRP, 2007).

Medula 6ssea, Coélon, Pulmao,

Estdmago, Mama 012
Gonadas 0,08
Bexiga, Figado, Eséfago, Tirdide 0,04
Pele, Cérebro, Glandulas 0,01

salivares

1.3.1. PROTECCAO RADIOLOGICA

O sistema de Proteccao Radiologica baseia-se no pressuposto de que todos estdo expostos a
radiacdo ionizante seja ela natural ou resultante de ac¢do humana. Contudo, segundo recomendacao
da International Commission on Radiologiacal Protection (ICRP), distinguem-se 3 categorias de
exposicdo: exposicdo ocupacional (trabalhadores expostos), médica (pacientes) e do publico em
geral, sendo que os limites de dose recomendados variam consoante a categoria de exposi¢ao
(Tabela 1.4) (ICRP, 2007).

TABELA 1.4 — LIMITES DE DOSE RECOMENDADOS PELO ICRP 103 (ICRP, 2007).

Dose Efectiva 20 mSv/ano 1 mSv/ano

Equivalente Dose / ano

Olho 150 mSv 15 mSv
Pele 500 mSv 50 mSv
Extremidades (m&os e pés) 500 mSv -

No caso da exposicao ocupacional, a recomendacao é de que os 20 mSv/ano sejam uma média de 5
anos, ou seja, em 5 anos nado devem ser excedido os 100 mSv. Contudo, num s6 ano nao devem ser

excedidos os 50 mSv. No caso da exposicao médica, nao é aplicado um limite de dose, mas sim uma
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restricdo de dose e deve ter-se em conta a justificacdo e a optimizacéo da pratica, de modo a que o

paciente esteja exposto a menor dose possivel (ICRP, 2007).

1.3.2. DOSIMETRIA BIOLOGICA

A dosimetria biolégica € um método de quantificacdo da dose absorvida de um individuo em
situacBes de exposicdo ocupacional ou acidental a radiacdo ionizante. A dosimetria bioldgica,
aplicada a proteccao radiolégica, € um método importante e independente que suplementa a
dosimetria fisica e tem um papel vital no diagnéstico e no tratamento clinico de individuos que tenham
sido irradiados (Hadjidekova et al., 2010; Monteiro Gil et al., 2000). Na investigacdo de emergéncias
radiologicas é importante estimar a dose dos individuos expostos por diversas razées. No caso de
exposicdes com valores de dose superiores a 1 Gy, a informacdo acerca da dose serve para
determinar a terapia que devera ser aplicada e também para alertar os médicos da possibilidade de
ocorrerem efeitos deterministicos ap6s algumas semanas ou meses. Para exposi¢fes abaixo de 1 Gy
€ necessario informar o médico acerca dos dados dosimétricos, uma vez que é necesséario que o
meédico aconselhe os individuos acerca da possibilidade de ocorrerem efeitos estocasticos, como por
exemplo, o aparecimento de cancro (IAEA, 2011). Nas primeiras semanas apés uma exposi¢ao
acidental, a estimativa da dose € normalmente feita através da combinagcdo da dosimetria fisica e
biolégica contudo, quando a estimativa da dose por métodos fisicos ndo é possivel, a dosimetria
biolégica € a Unica alternativa para quantificar a dose (Ainsbury et al., 2011; Léonard et al., 2005;
Lloyd, 1997; Rodrigues et al., 2005; Roy et al., 2004). A dosimetria bioldgica tem também um papel
relevante no periodo imediatamente ap0s uma exposi¢do acidental ou ataque terrorista, onde tenha
ocorrido a exposi¢éo de um elevado nimero de pessoas, uma vez que a triagem, utilizando endpoints
clinicos e biolégicos, permite uma rapida identificagdo dos individuos que de facto foram expostos,
possibilitando tratamento médico adequado num curto espaco de tempo (IAEA, 2011). A dose
biologica € estimada a partir da comparagdo do nimero de aberragdes cromossOmicas instaveis
(cromossomas dicéntricos e anéis), em linfécitos do sangue periférico do individuo em estudo, com
uma curva de calibragéo obtida in vitro (Hadjidekova et al., 2010; lwasaki et al., 2011; Léonard et al.,
1988; Martins et al., 2013; Ramalho e Nascimento, 1991; Rodrigues et al., 2005). Os linfécitos sdo
utilizados por ser conhecida a sua elevada radiossensibilidade e também dada a sua facilidade de
obtencdo, uma vez que apenas é necessaria a colheita de uma amostra de sangue periférico (de
Lemos Pinto et al., 2010; Lloyd e Purrott, 1981; Rodrigues et al., 2005). Contudo, como as aberracdes
cromossémicas sdo contabilizadas em metafase e a maioria dos linfocitos estdo em fase Gy, estes
tém que ser estimulados a dividirem-se e para tal é usada a fitohemaglutinina (IAEA, 2001;
Madhvanath, 1976; Nowel, 1960).

Os cromossomas dicéntricos sdo aberragcdes cromossOmicas instaveis altamente especificas da
radiacdo ionizante, mostrando uma relacdo dose-efeito linear-quadratica para doses até 5 Gy, no
caso de exposicBes agudas. Para além da elevada especificidade, o nivel basal na populacdo em
geral € muito baixo, cerca de 1 dicéntrico por cada 1000 células analisadas, permitindo desta forma

que o seu limite inferior de detec¢éo seja de cerca de 0,1 Gy para radiacdo de baixa LET, quando sédo
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contabilizadas 500-1000 metafases (Ainsbury et al., 2011; de Lemos Pinto et al., 2010; IAEA, 2011;
Romm et al.,, 2011). Todas estas caracteristicas tornam o ensaio dos cromossomas dicéntricos o
“gold standard” para o conhecimento da dose em casos de exposigdes inesperadas (Blakely et al.,
2005). Contudo, para a analise dos cromossomas dicéntricos, as amostras de sangue periférico
devem ser recolhidas até quatro semanas apds a exposicdo, uma vez que a partir desse tempo a

frequéncia de cromossomas dicéntricos comega a diminuir (IAEA, 2001).

Segundo as recomendacdes da IAEA (2001), cada laboratério deve ter a sua curva dose-resposta,
uma vez que sao diversos os factores que podem influenciar a relacdo dose-efeito, tais como, o
débito de dose usado nas irradiacdes in vitro, as condigbes de cultura ou os critérios de leitura
(Barquinero et al., 1995; Beinke et al., 2010; Hadjidekova et al., 2010; Kéksal et al., 1995; Lloyd et al.,
1975; Romm et al., 2009; Roy et al., 2004; Senthamizhchelvan et al., 2007). Diferentes estudos
realizados, usando radiacéo de alta e baixa LET, demonstraram que exposi¢des in vitro e in vivo
resultam numa frequéncia de cromossomas dicéntricos muito similar (Romm et al., 2009; Schmid et
al., 1974). Desta forma, e apesar de alguma variabilidade de resposta a exposi¢cdo a radiacé@o
ionizante ter sido reportada, a maioria dos laboratérios consegue estimar doses, com um elevado

grau de fiabilidade, préximas dos valores reais (Barquinero et al., 1995).

As curvas dose-resposta adquirem diferentes formas em funcdo da LET e do RBE (de Lemos Pinto et
al., 2010). Para radiacdo de baixa LET, raios x e y, a curva dose-resposta para cromossomas
dicéntricos é melhor descrita pelo modelo linear quadratico: Y = ¢ + oD + pD?, em que Y é 0 nimero
de cromossomas dicéntricos, ¢ € o nivel basal de cromossomas dicéntricos, o € o coeficiente das
aberragcbes produzidas por uma ionizacdo, B é o coeficiente das aberragBes produzidas como
consequéncia de duas ioniza¢des e D € a dose. O quociente o/f corresponde a dose em que 0s
componentes linear e quadratico contribuem de igual forma na formacdo de aberragfes, sendo que
abaixo desta dose as aberracdes sdo na sua maioria produzidas por uma Unica ionizagdo. O valor de
¢, que representa o background de cromossomas dicéntricos em pessoas ndo expostas, é
relativamente baixo e, geralmente, considera-se que esta no intervalo 0,0005-0,0010 (Sztuinska et al.,
2007). Por outro lado, para radiacdo de alta LET, neutrdes e particulas o, a curva dose-resposta é
melhor descrita pelo modelo linear: Y = ¢ + aD (de Lemos Pinto et al., 2010; IAEA, 2001). Esta
diferenca na forma das curvas para radiacao de alta e baixa LET esta relacionada com a quantidade
de energia depositada por cada ionizagdo, levando a que o RBE seja diferente para os diferentes
tipos de radiagcéo (IAEA, 2001).

Por fim, a estimativa da dose requer a construgdo de uma curva de calibragcao pelo método maximum
likelihood (Papworth, 1975) que ndo se encontra disponivel nos softwares estatisticos standard.
Contudo, dois softwares, o Chromosome Aberration Calculation Software (CABAS) (Deperas et al.,
2007) e o Dose Estimate (Ainsbury e Lloyd, 2010), tém vindo a ser desenvolvidos e permitem a
construcdo de curvas de calibracéo, estimativa de doses e o calculo de intervalos de confianca, quer

seja no caso de exposi¢des parciais ou de corpo inteiro.
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Por tudo isto, a dosimetria biolégica tem um papel fundamental na estimativa de doses em caso de
acidentes/incidentes, sendo por vezes a Unica forma de quantificar a dose. Paralelamente, tém sido
criadas redes internacionais com vista a aumentar a capacidade de resposta no caso de
acidentes/incidentes que envolvam um elevado nimero de pessoas. Neste contexto, uma curva dose-
resposta in vitro foi implementada na IST/ITN, sendo a primeira vez que este estudo é realizado em

Portugal.
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MATERIAIS E METODOS

2.1. PopPULACAO

Para a realizagdo da curva dose-resposta usamos uma amostra constituida por 16 dadores de
nacionalidade Portuguesa. Foram seleccionados 16 individuos saudaveis, ndo fumadores e néo
expostos a radiacdo ionizante nos seis meses anteriores a colheita de sangue. Os dadores foram
uniformemente distribuidos em quatro faixas etarias, dos 20 aos 59 anos, sendo cada faixa etaria
constituida por quatro dadores, dois do sexo masculino e dois do sexo feminino. Na Tabela 2.1

encontram-se distribuidos os dadores pelas quatro faixas etarias.

TABELA 2.1 — DISTRIBUICAO DOS DADORES DE ACORDO COM A FAIXA ETARIA.

D2 23 F

D4 20 M
20 - 29 anos

D7 28 F

D8 27 M

D3 30 F

D5 35 F
30 -39 anos

D6 39 M

D11 37 M

D1 49 M

D9 48 F
40 — 49 anos

D10 42 M

D15 46 F

D12 54 F

D13 58 M
50 - 59 anos

D14 52 M

D16 53 F

Foi elaborado um questionario, que foi respondido por todos os dadores, para ficarem registadas
informacdes demograficas e clinicas, habitos alimentares e tabagicos, para trabalho futuro. A esse
questionario estava acoplada uma informacéo acerca do objectivo do estudo, pelo que todos os

dadores deram o seu consentimento informado para a participacéo neste estudo.

2.1.1. COLHEITA DAS AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO

A cada dador foi retirada, por puncao venosa, uma amostra de 15-20 mL de sangue periférico. Apos a
colheita, o sangue foi transferido, cuidadosamente para evitar a hemolise, para dois tubos estéreis de
13 mL contendo 50 uL de heparina sédica (5000 U.l./mL) para prevenir a coagulacéo. Até ao inicio da
cultura o sangue permaneceu a temperatura ambiente (TA). De referir que em cada experiéncia

realizada foram sempre estudados dois dadores.
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2.2. IRRADIACAO IN VITRO

As amostras de sangue periférico foram irradiadas in vitro com uma fonte de cobalto-60 proveniente
de um irradiador AECL ELDORADO 6 instalado no Laboratério de Metrologia das Radiacbes
lonizantes da IST/ITN. Para a elaboracdo da curva de calibracdo estudamos a resposta dos 16
dadores a seis doses diferentes: 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 2,0 e 3,0 Gy. Foi sempre realizado, para cada

dador, um controlo néo irradiado (0 Gy).

Para a irradiacdo foi distribuido 1,8 mL de sangue dos dadores por tubos de vidro de 4 mL e as
amostras foram irradiadas segundo o esquema da Figura 2.1. Para cada dose o sangue dos dois
dadores foi sempre irradiado em simultaneo, a TA, a 80 cm da fonte e num campo de radiacdo de 8
cm x 8 cm. Devido ao decaimento da fonte de cobalto-60, a taxa de dose, no decorrer das diferentes

experiéncias, variou de 180 a 133 mGy/min.

FIGURA 2.1 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DO PROCESSO DE
IRRADIACAO.

2.3. TECNICA DAS ABERRACOES CROMOSSOMICAS

Apés a irradiacdo das amostras de sangue procedeu-se a cultura das mesmas para a realizacdo da
técnica das aberracdes cromossémicas. Para todos os dadores e para todas doses as culturas foram

sempre feitas em triplicado.

Para a cultura, colocou-se 4,5 mL de meio de RPMI-1640 com L-Glutamina suplementado com 25%
de soro de bovino fetal, 1,5% de antibioticos (penicilina (10000 U) e estreptomicina 10 mg/mL) e 0,5%
de heparina sodica (5000 U.l./mL) (Anexo I) em tubos estéreis de 13 mL. De seguida foram
adicionadas aliquotas de 500 uL de sangue e 2,5% de fitohemaglutinina (Anexo I). A fitohemaglutinina
foi adicionada para estimular o ciclo celular nos linfocitos, uma vez que estes se encontram, na sua
maioria, na fase Ggy. Os tubos foram incubados a 37 °C, inclinados a 45° numa estufa com 5% CO,,
durante 48 h. As 47 h de cultura foi adicionada colcemida (0,11 pug/mL) que inibe a formag&o do fuso
acromético, aumentando desta forma o numero de células em metafase. Ao fim das 48 h
interrompeu-se a cultura centrifugando-se os tubos a 1500 rpm, durante 5 min a TA. De seguida,

retirou-se o sobrenadante por decantacdo, ressuspendeu-se o0 botédo celular suavemente no agitador
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e adicionou-se 10 mL de uma solu¢do de KCI 0,56% (p/v) (Anexo I), previamente aquecida a 37 °C.
Depois de se homogeneizar a suspenséo por inversdo, os tubos foram colocados em banho-maria a
37 °C, durante 20 min, para promover o choque hipoténico. Apdés os 20 min, os tubos foram
imediatamente centrifugados conforme descrito anteriormente. Removeu-se 0 sobrenadante,
novamente por decantacdo e ressupendeu-se o botdo celular suavemente no agitador. As células
foram entéo fixadas, sob agitacdo, com 5 mL de mistura fixadora de metanol: acido acético (3:1 (v/v))
(Anexo |), previamente arrefecida a -20 °C. Depois de se homogeneizar a suspensao, por inverséo,
centrifugou-se como descrito. O processo de fixacdo e posterior centrifugacdo foi repetido duas
vezes. Por fim, depois de se homogeneizar o botéo celular, adicionou-se 10 mL de mistura fixadora e
homogeneizou-se novamente. Nesta fase, os tubos podem ser guardados a -20 °C durante um longo

periodo de tempo.

Para preparar as laminas, os tubos que se encontravam guardados a -20 °C, foram centrifugados a
1500 rpm, durante 5 min & TA. As laminas foram previamente lavadas, submersas em agua destilada
e colocadas a 4 °C. O sobrenadante foi retirado, tendo o cuidado de deixar cerca de 500 pL de
mistura fixadora. Nos casos em que a densidade celular era mais elevada, adicionou-se mais mistura
fixadora de modo a diluir um pouco a amostra. Depois de se homogeneizar muito bem a suspensao,
espalhou-se, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de vidro, cerca de trés gotas por lamina, de
uma altura de cerca de 15 cm. Na preparagdo das laminas, a altura utilizada é fundamental, deve ser
suficiente para que as metafases figuem bem definidas, mas tendo sempre em conta que o0s
cromossomas também néo devem ficar demasiado dispersos. Este processo repetiu-se até ndo restar
suspensao no tubo. Depois de bem secas, pelo menos 24 h, procedeu-se a coloragdo das laminas
com uma solucéo de Giemsa 4% em tampéo fosfato pH 6,8 (v/v) (Anexo I). As laminas estiveram
submersas nessa solucéo durante 10 min e de seguida foi retirado 0 excesso de corante com agua
corrente. Deixaram-se secar as laminas ao ar e na vertical. Depois de bem secas, as laminas foram
seladas, colocando sobre as mesmas, lamelas de 24 x 50 mm e meio de montagem Entellan®.

Depois de seladas, as laminas foram observadas no microscépio optico.

2.3.1. CRITERIOS DE LEITURA

No presente trabalho foram contabilizadas 200 metafases completas, lidas por dois operadores
distintos, sendo que cada um dos operadores leu 100 metafases. No total dos 16 dadores, para cada
dose estudada foram contabilizadas 3200 metafases, com a excepcdo da dose de 0,75 Gy onde
foram contabilizadas apenas 3195 metafases. Assim, no total dos controlos e das 6 doses estudadas
foram contabilizadas 22395 metafases completas. Para a visualizacdo das metafases na lamina foi
utilizada a objectiva de ampliacao de 10x e para a analise das mesmas foi utilizada a objectiva de

ampliacdo de 100x.

A identificacdo e classificacdo das aberracdes cromossémicas foi feita segundo os critérios definidos
pela IAEA (2001), apenas foram contabilizadas metafases completas, isto €, com 46 centromeros. No

caso da metafase ter aberracdes o niumero de pecas deve ser balancado, por exemplo, se uma
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metafase apresentar um cromossoma dicéntrico, para ser contabilizada tem que ter, pelo menos, um
fragmento acéntrico para perfazer 46 pecas e assim ser contabilizada. No entanto, no caso de ser um
anel, este tem que ser também acompanhado por um fragmento acéntrico, tendo a metafase, neste
caso, 47 pecas. Os fragmentos, quando ndo estavam associados a cromossomas dicéntricos ou
anéis, foram contabilizados como fragmentos acéntricos em excesso. Em relacdo aos cromossomas
tricéntricos, foram contabilizados apenas quando estavam presentes pelo menos dois fragmentos
acéntricos e foram considerados como dois cromossomas dicéntricos. Todos os rearranjos foram
registados. Considerou-se a ocorréncia de uma quebra de cromatide ou cromossoma quando a
distancia da interrupcdo era superior a largura da cromatide e/ou quando o fragmento se encontrava
desalinhado relativamente a crométide/cromossoma. Nos casos em que estas interrupgdes eram
inferiores a largura da cromatide e se encontravam alinhadas com a cromatide/cromossoma foram
registadas como lacunas. De referir que as lacunas foram registadas mas nao foram tidas em conta
na andlise dos resultados, porque estas podem ser facilmente confundidas com falhas na coloracao
dos cromossomas. Todas as aberra¢Bes encontradas foram confirmadas por um terceiro operador.
Adicionalmente foi contabilizado o indice mitdtico, que corresponde ao numero de metafases

encontradas em 1000 células.

2.4. CONSTRUCAO DA CURVA DOSE-RESPOSTA

O primeiro passo para a construcdo das curvas dose-resposta foi aplicar a todas as doses o Chi
Squared Homogeneity Test do software Dose Estimate, v. 4.1 (Ainsbury e Lloyd, 2010), a fim de
verificar a homogeneidade entre dadores, para os dois endpoints escolhidos, dicéntricos e
dicéntricos+anéis. Estes endpoints foram escolhidos por serem aberracdes especificas da exposigao
a radiacdo ionizante. As curvas dose-resposta para dicéntricos e dicéntricos+anéis foram construidas
utilizando o software CABAS (v. 2) (Deperas et al., 2007) e o software Dose Estimate. Os testes de
goodness-of-fit das curvas foram realizados utilizando o software Dose Estimate. De seguida,
calcularam-se os intervalos de confianca de 95%, superior (Ys) e inferior (Y|), assumindo uma
distribuicdo de Poisson, de acordo com o método simplificado de Merkle, como descrito em IAEA
(2011) e em Szluinska et al. (2007). Segundo este método, quando o numero de dicéntricos e
dicéntricos+anéis (Y) é inferior ou igual a 100, os valores de Ys e Y, sdo obtidos através de tabelas
estatisticas de intervalos de confianca de 95% para distribuicGes de Poisson. O limite inferior e
superior dos intervalos de confianca de 95% séo calculados dividindo o valor de Ys e Y, retirados das
tabelas estatisticas, pelo nimero de metafases analisadas. Por outro lado, quando o ndmero de
dicéntricos/dicéntricos+anéis (Y) é superior a 100, os valores de Ys e Y, sdo obtidos pelas Equacdes
2.1e 2.2 (URL 6).

o= Y+ (1,96VY) EQuAGAOD 2.1
$ 7 'h.° metafases

v - Y- (1,96 VY) EQUACAO 2.2
1™ .2 metafases
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Para determinar se os dicéntricos e dicéntricos+anéis seguiam uma distribuicdo de Poisson, calculou-
se o indice de dispersdo e a sua unidade normalizada (u) (Edwards et al., 1979). O indice de
dispersdo (c”/Y) corresponde a divisdo entre a varidncia do numero de dicéntricos ou
dicéntricos+anéis (c°) pelo nimero de dicéntricos/dicéntricos+anéis (Y). Para o célculo do u utilizou-
se a Equacao 2.3, em que N é o n.° de metafases analisadas, Y é o nimero de dicéntricos (ou
dicéntricos+anéis) e ¢° é a variancia de Y.

(N — 1o?
e (N-1
u= Y ( ) EQuACA0 2.3

2(N—1) (1 —%)

Nos casos em que os valores de u apresentaram valores superiores a +1,96 os intervalos de
confianca de 95% foram corrigidos de acordo com as recomendagfes da IAEA (2011), aplicando as

Equacdes 2.4 e 2.5, para o ajuste do Ys e Y), respectivamente.

62
Y+ (1,96 VY)Y o EQUAGAO 2.4
YSajustado =Ys X #
0-2
Y — (1,96 VY)\V Iy EQUACAO 2.5
Y ajustado = Y % f

2.4.1. VALIDACAO DA CURVA DOSE-RESPOSTA

Para a validagdo da curva, realizamos uma experiéncia com trés dadores que foram irradiados in
vitro, como descrito em 2.2, em que a dose a que estiveram sujeitos era desconhecida para os
operadores (1,75 Gy). Dos trés dadores estudados, um era do sexo feminino e tinha 31 anos (DR A)
e dois eram do sexo masculino e tinham 42 e 48 anos, sendo designados por DR B e DR C,
respectivamente. De referir que o DR B era um trabalhador ocupacionalmente exposto a radiacéo
ionizante. Os trés dadores assinaram o consentimento informado para a participacdo neste estudo e
responderam igualmente ao questionario mencionado em 2.1. A técnica das aberragbes
cromossémicas foi realizada como descrito em 2.3. Os critérios de leitura foram os descritos em
2.3.1, sendo que para o dador A e B foram contabilizadas 400 metafases e para o dador C foram
contabilizadas apenas 200 metafases. As doses foram estimadas a partir da Equacéo 2.6, em que o,
B e c sdo os parametros das curvas dose-resposta construidas e Y o numero de

dicéntricos/dicéntricos+anéis contabilizados para cada um dos dadores.

—a+ (cx 2 — 4B(c— Y)l/z) EQUACAO 2.6
28

D=
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2.5. COMPARACAO ENTRE DADORES

Paralelamente a construcéo e validacao das curvas dose-resposta, dividiram-se os dadores em dois
grupos, sexo masculino e feminino, e também em duas faixas etarias, dos 20-39 anos e dos 40-59
anos, para estudar possiveis diferencas na resposta a radiagdo ionizante. Cada um dos grupos era
constituido por oito dadores, sendo que para a comparagcdo se fez a média entre os dadores. O

desvio padrao associado foi também calculado.
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No total dos 16 dadores estudados foram analisadas 22395 metafases (Figura 3.1), em que foram
contabilizados 2509 dicéntricos, 25 tricéntricos e 243 anéis, que foram tidos em conta para a
construcdo das curvas dose-resposta. Uma vez que um tricéntrico foi considerado como dois
dicéntricos (IAEA, 2011; Edwards et al., 1979), para a construcdo das curvas dose-resposta foi tido
em conta um total de 2802 aberra¢des cromossémicas instaveis, perfazendo os anéis um total de

8,7% dos rearranjos.

IS

L \"' =
—_— " ® ‘\ -
‘.'x”u\.s

FIGURA 3.1 — IMAGENS DE METAFASES OBTIDAS E CONTABILIZADAS NO DECORRER DESTE TRABALHO.

ACE — FRAGMENTO ACENTRICO; DIC — DICENTRICO; TRI — TRICENTRICO; (A) METAFASE NORMAL — 46 CROMOSSOMAS; (B) METAFASE com 1
DICENTRICO E 1 FRAGMENTO ACENTRICO — 46 CENTROMEROS; (C) METAFASE COM 1 ANEL E 1 FRAGMENTO ACENTRICO — 46 CENTROMEROS;
(D) METAFASE COM 1 TRICENTRICO, 1 DICENTRICO E 3 FRAGMENTOS ACENTRICOS — 46 CENTROMEROS.

Adicionalmente, também foram registados outros tipos de aberracbes cromossOmicas instaveis,
lacunas e quebras de cromatide e cromossoma, fragmentos acéntricos e rearranjos (tri- e tetra-
radiais). Na Tabela 3.1 encontram-se registadas todas as aberracdes encontradas em cada um dos
dadores para cada uma das doses estudadas.
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TABELA 3.1 — VALORES TOTAIS DE ABERRAGCOES CROMOSSOMICAS INSTAVEIS PARA CADA DADOR E PARA CADA DOSE,

A 200 METAFASES.

OBTIDOS APOS A CONTABILIZAGAO DE

1
1
2

0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
2,00
3,00
0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
2,00
3,00
0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
2,00
3,00
0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
2,00
3,00
0,00
0,25
0,50

16

27
27
84
230

0,75
1,00
2,00
3,00
0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
2,00
3,00
0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
2,00
3,00
0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
2,00
3,00
0,00
0,25
0,50

D10 0,75

D2

D1

12

1
2
1
1
1
2
2
2
1
1
1
0
2

43
126

50
56

86
125

2

15

10

D4

20
26
103
242

12

D3

13
36
89

37

13
44
135

93
177

15
10

2

17
24
87
137

11
12
11

D6

D5

12
35

10
38
82

30

2
0
1
0
0
1

73
171

73

11

16

0

D8

11

20

D7

20
34
74

37
104
202

1
0
0
0
1
1
5
3
2
1
0
0
2
1
1
2

47
102

88
223

14

1

13

10 1

0

0

0

17
28
97
239

12

0,75*
1,00
2,00
3,00
0,00
0,25
0,50
0,75
1,00
2,00
3,00

D9

1,00
2,00
3,00
0,00
0,25
0,50

D12 0,75

12
48
100

35
85

78
183

19

13

12

2

10

23

2

0

D11

1,00
2,00
3,00

10
48
90

29
83
189

38
97

91
3 213

11

0

10

1

13

- 24 -



RESULTADOS

e g e 8 8 ¢ ¢ ¢ e g e 8 8 g ¢ ¢

0,00 0 0 2 1 4 0 0 0 0,00 3 1 8 1 7 1 0 0

0,25 0 1 0 0 4 2 0 0 0,25 0 0 1 2 7 1 1 0

0,50 2 0 7 2 8 2 1 0 0,50 0 3 3 0 18 8 0 0

D13 0,75 1 0 1 1 12 4 0 0 D14 0,75 2 2 4 0 21 6 0 0
1,00 2 0 1 3 39 14 1 0 1,00 1 0 0 0 35 16 0 0

2,00 0 1 5 3 93 38 4 0 2,00 2 2 4 2 97 45 5 0

3,00 0 2 7 1 160 73 7 0 3,00 2 0 4 4 198 108 9 0

0,00 2 0 4 0 6 0 0 0,00 0 0 2 0 6 0 0

0,25 3 0 4 0 11 0 0 0,25 3 1 3 3 3 0 0

0,50 0 0 3 0 17 0 0 0,50 1 0 9 2 11 0 0

D15 0,75 1 0 9 2 21 11 1 0 D16 0,75 1 0 0 0 16 4 0 0
1,00 1 1 13 0 26 14 0 0 1,00 1 0 7 0 29 15 0 0

2,00 3 3 12 3 105 55 4 0 2,00 2 0 9 3 105 43 3 0

3,00 1 1 6 7 217 105 6 0 3,00 2 0 8 1 218 102 9 0

CTG — LACUNA DE CROMATIDE; CSG — LACUNA DE CROMOSSOMA; CTB — QUEBRA DE CROMATIDE; CSB — QUEBRA DE CROMOSSOMA; ACE —
FRAGMENTO ACENTRICO; DIC — DICENTRICO; RR — REARRANJO; * — 195 METAFASES CONTABILIZADAS.

Constatou-se que para todos os dadores o nimero de dicéntricos aumentou claramente com a dose,
como seria de esperar, uma vez que € uma aberracdo caracteristica da exposicdo a radiacao.
Observou-se a mesma tendéncia para os fragmentos acéntricos e para os anéis. Quanto as lacunas e
quebras, na maioria dos dadores, ndo foi possivel relacionar o seu aparecimento com a dose, apenas
os dadores D2, D4, D5 e D10 revelaram uma tendéncia de aumento do nimero de quebras de
crométide com a dose. A frequéncia de rearranjos observados foi bastante baixa, sendo que s6 cinco
dadores apresentaram este tipo de aberracdes, perfazendo um total de seis rearranjos nas 22395

metafases contabilizadas.

Os valores de indice mitético foram estudados nos 16 dadores, mas em nenhum deles foi possivel
estabelecer uma relacdo com a dose, como se pode constatar pela observacdo dos resultados
apresentados na Tabela 3.2.

TABELA 3.2 — VALORES DO iNDICE MITOTICO PARA CADA DADOR E PARA CADA DOSE, OBTIDOS APOS A OBSERVAGAO DE
1000 CELULAS.

DosE (Gy) D1

0,00 7 9 7 6 5 4 6 4 5 10 5 3 1 11
0,25 13 10 10 5 6 8 2 2 5 5 2 4 2
0,50 12 6 7 5 4 5 3 3 4 7 4 3 3
0,75 16 13 13 7 10 5 2 12 3 2 5 4 3 1 1 10
1,00 12 8 6 2 7 5 2 4 4 7 2 4 2 7
2,00 5 1 4 7 6 2 1 1 4 5 2 3
3,00 10 21 10 3 7 9 4 2 2 5 6 5 3 3
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3.1. CURVAS DOSE-RESPOSTA

Depois de analisadas as metafases quanto a frequéncia de dicéntricos e dicéntricos+anéis, realizou-
se o estudo de homogeneidade dos resultados referentes a cada dador (Tabela 3.3), aplicando-se o
Chi Squared Test for Homogeneity a todas as doses. A andlise dos dicéntricos revelou
homogeneidade entre dadores, excepto para 0,50 e 3,0 Gy, onde as diferencas entre dadores eram
estatisticamente significativas (p=0). No caso dos dicéntricos+anéis, a inhomogeneidade reflectiu-se
nas doses de 0,50, 0,75 e 3,0 Gy, com valores de p de 0 e 0,03. Apesar da inhomogeneidade
encontrada, os resultados dos 16 dadores foram todos tidos em conta para a construcao das curvas

dose-resposta.

TABELA 3.3 — FREQUENCIA DE DICENTRICOS E DICENTRICOS+ANEIS EM FUNCAO DA DOSE, REFERENTES A CADA DADOR. O
VALOR DE p REFERENTE AO TESTE DE HOMOGENEIDADE PARA CADA DOSE TAMBEM SE ENCONTRA DESCRITO.

0,00 0 0 0O 0 O0 O o o o0 1 1 o0 1 0 060
0,25 1 2 1 1 1 0 2 1 4 1 2 1 0 039
0,50 § 1 1 8 1 o0 1 5 9 2 3 6 2 8 3 0,00
0,75 g 7 1 5 6 3 7 11 7 6 5 6 10 4 6 11 4 007
1,00 g 5 8 13 13 10 12 9 20 12 7 10 9 14 16 14 15 025
2,00 50 43 44 36 38 35 47 34 48 35 48 38 38 45 55 43 0,53
3,00 56 126 135 89 82 73 102 74 100 85 90 97 73 108 105 102 0,00
0,00 0 0 0 O 0o o o0 1 1 0 1 0 0 060
0,25 é 1 3 4 1 2 2 2 5 0 042
0,50 ; 11 2 i1 5 9 2 4 2 8 0,00
0,75 38 7 16 6 6 3 7 13 10 6 5 1 4 6 12 4 003
1,00 E 5 10 13 13 10 13 9 21 13 7 12 10 15 16 14 15 0,28
2,00 g 55 49 47 40 39 37 51 40 52 41 52 43 42 50 59 46 0,57
3,00 66 134 140 94 93 77 115 88 112 104 103 107 80 117 111 111 0,00

Depois de analisada a homogeneidade entre dadores agruparam-se todos os resultados para a
construcdo da curva dose-resposta para dicéntricos e para dicéntricos+anéis. De seguida foram
calculados os valores de u e do indice de dispersédo para ambos os endpoints a fim de se analisar se
as distribuicdes de dicéntricos e de dicéntricos+anéis seguiam uma distribuicdo de Poisson,
encontrando-se os valores descritos nas Tabelas 3.4 e 3.5, respectivamente. No caso dos dicéntricos,
observou-se uma ligeira tendéncia de aumento dos valores de indice de dispersdo com a dose,
variando entre 0,999 em 0 Gy e 1,134 em 3 Gy. Verificou-se que a distribuicdo de dicéntricos era
Poissoniana para as doses mais baixas (u< +1,96), revelando sobredispersdo nas doses mais altas.
Resultados semelhantes foram obtidos para os dicéntricos+anéis, verificando-se uma sobredisperséo
nas doses mais altas e a mesma tendéncia de aumento dos valores de indice de dispersdo com a
dose, variando entre 0,999 em 0 Gy e 1,137 em 3 Gy. Contudo, apesar da sobredispersédo observada

assumiu-se que os dicéntricos e dicéntricos+anéis seguiam uma distribuicao de Poisson.
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TABELA 3.4 — POOL E DISTRIBUICAO DE DICENTRICOS DOS 16 DADORES ESTUDADOS PARA A OBTENCAO DA CURVA
DOSE-RESPOSTA PARA DICENTRICOS. A CURVA DOSE-RESPOSTA ENCONTRA-SE DESCRITA COM OS VALORES DO
TESTE DE GOODNESS-OF-FIT. OS VALORES DE U E DO INDICE DE DISPERSAO TAMBEM SAO APRESENTADOS.

0,00 3200 3 3197 3 0 0 0 0 0,03 0,999
0,25 3200 26 3174 26 0 0 0 0 0,32 0,992
0,50 3200 55 3146 53 1 0 0 0 0,79 1,019
0,75 3195 114 3083 110 2 0 0 0 -0,01 1,000
1,00 3200 187 3024 165 11 0 0 0 2,39 1,060
2,00 3200 677 2611 512 66 11 0 0 3,25 1,081
3,00 3200 1497 2066 846 224 54 9 1 535 1,134

Y = (0,0011 + 0,0006) + (0,0105 * 0,0035)D + (0,0480 + 0,0019)D" x* = 1,5; graus de liberdade = 4; p= 0,91

As curvas dose-resposta para dicéntricos (Tabela 3.4) e para dicéntricos+anéis (Tabela 3.5) foram
entdo construidas utilizando o software CABAS e o software Dose Estimate. Para cada um dos
endpoints os resultados obtidos com os dois softwares foram semelhantes, mostrando apenas ligeiras
diferencas ao nivel da quinta casa decimal nos erros dos coeficientes.

TABELA 3.5 — POOL E DISTRIBUICAO DE DICENTRICOS+ANEIS DOS 16 DADORES ESTUDADOS PARA A OBTENCAO DA

CURVA DOSE-RESPOSTA PARA DICENTRICOS+ANEIS. A CURVA DOSE-RESPOSTA ENCONTRA-SE DESCRITA COM OS
VALORES DO TESTE DE GOODNESS-OF-FIT. OS VALORES DE U E DO INDICE DE DISPERSAO TAMBEM SAO

APRESENTADOS.
0,00 3200 3 3197 3 0 0 0 0 -003 0999
0,25 3200 28 3172 28 0 0 0 0 -034 0,992
0,50 3200 58 3143 56 1 0 0 0 0,67 1,017
0,75 3195 122 3076 116 3 0 0 0 045 1,011
1,00 3200 196 3015 174 11 0 0 0 2,06 1,051
2,00 3200 743 2562 547 77 14 0 0 354 1,088
3,00 3200 1652 1978 886 255 70 9 2 547 1,137
Y =(0,0011 + 0,0008) + (0,0095 + 0,0036)D + (0,0536 + 0,0020)D? %2 = 2,6; graus de liberdade = 4; p = 0,81

Os testes de goodness-of-fit para as curvas de calibracdo estabelecidas revelaram que estas se
ajustam bem ao modelo linear-quadratico uma vez que, em ambos os casos, o valor do x> é inferior
ao numero de graus de liberdade. Constatou-se igualmente que houve uma diminuigao do valor de a

e um aumento do valor de B quando se incluiu os anéis na curva de calibracao.

Depois de se obter as curvas dose-resposta para dicéntricos e para dicéntricos+anéis procedeu-se ao
célculo dos intervalos de confianca de 95%. Os intervalos foram corrigidos de acordo com as
recomendacfes da IAEA (2011), nos casos onde existia sobredispersdo. As curvas obtidas apds
determinacé@o dos pardmetros o e B para dicéntricos e dicéntricos+anéis, bem como os intervalos de
confianca de 95%, encontram-se ilustrados nas Figuras 3.1 e 3.2, respectivamente. As frequéncias de

dicéntricos e de dicéntricos+anéis também se encontram representadas e, como seria de esperar,
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verificou-se um claro aumento do nUmero de dicéntricos e de dicéntricos+anéis com a dose.
Observou-se também que esse aumento € ligeiramente mais acentuado no caso dos

dicéntricos+anéis.
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FIGURA 3.2 — CURVA DOSE-RESPOSTA PARA DICENTRICOS.

FREQUENCIA DE DICENTRICOS POR CELULA; — CURVA DOSE-RESPOSTA. ---
INTERVALOS DE CONFIANCA DE 95%.
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FIGURA 3.3 — CURVA DOSE-RESPOSTA PARA DICENTRICOS+ANEIS.
FREQUENCIA DE DICENTRICOS+ANEIS POR CELULA; — CURVA DOSE-RESPOSTA;
--- INTERVALOS DE CONFIANGA DE 95%.

3.1.1. VALIDACAO DAS CURVAS DOSE-RESPOSTA

Para a validacdo das curvas dose-resposta efectuamos um estudo com trés dadores. O sangue dos
dadores A, B e C foi irradiado in vitro com uma dose de 1,75 Gy, simulando uma exposi¢éo de corpo
inteiro. Depois de contabilizado o nimero de dicéntricos e de dicéntricos+anéis, a dose foi estimada
tendo em conta as respectivas equacdes: Ygicenticos = (0,0011 + 0,0006) + (0,0105 + 0,0035)D +
(0,0480 + 0,0019)D? € Y gicenticos+ansis = (0,0011 + 0,0006) + (0,0095 + 0,0036)D + (0,0536 + 0,0020)D°.
O numero de dicéntricos e de dicéntricos+anéis contabilizados, bem como os valores de dose

estimados e os respectivos intervalos de confianca de 95% encontram-se descritos nas Tabelas 3.6 e
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3.7, respectivamente. Verificou-se que as doses estimadas estavam de acordo com a dose real,
sendo que apenas para o dador C, e tendo em conta apenas os dicéntricos, a dose real esta
ligeiramente abaixo do intervalo de confianca de 95%. Adicionalmente foram calculados os valores de
u e de indice de dispersado para cada dador, para o caso dos dicéntricos e dos dicéntricos+anéis.
Todos os valores de u obtidos seguiam uma distribuicdo de Poisson (u< £1,96) e os valores de indice
de dispersdo estavam todos perto de 1. Paralelamente, observou-se que dos trés individuos
estudados, o trabalhador exposto (DR B) apresentou menor numero de dicéntricos e
dicéntricos+anéis do que os individuos nao expostos, embora as diferencas ndo fossem

estatisticamente significativas.

TABELA 3.6 — ESTIMATIVA DAS DOSES PARA A VALIDAGAO DA CURVA DOSE-RESPOSTA DE DICENTRICOS.

Dador A 400 76 328 69 2 1 -0,80 0,944 1,88 1,65-2,11
Dador B 400 68 338 57 4 1 0,55 1,038 1,77 155-2,01
Dador C 200 47 161 31 8 0 1,12 1,111 2,10 1,78 -2,44

TABELA 3.7 — ESTIMATIVA DAS DOSES PARA A VALIDAGCAO DA CURVA DOSE-RESPOSTA DE DICENTRICOS+ANEIS.

Dador A 400 79 327 68 4 1 -0,25 0,982 1,83 1,62 -2,05
Dador B 400 72 335 59 5 1 0,64 1,045 1,74 1,53-1,97
Dador C 200 49 159 33 8 0 0,88 1,087 2,05 1,75-2,37

3.2. COMPARACAO ENTRE DADORES

Uma vez que foi tida em conta a variabilidade entre individuos na construgdo da curva dose-resposta,
havendo uma distribuicdo homogénea de dadores do sexo masculino e feminino entre os 20 e os 59
anos, foi possivel estudar quais as diferencas entre géneros e faixas etarias. Os estudos foram feitos
com os mesmos endpoints utilizados na elaboracdo das curvas dose-resposta, dicéntricos e
dicéntricos+anéis. Estudou-se também o comportamento entre géneros e faixas etarias

contabilizando o nimero total de aberragcdes cromossdmicas para cada dador (Tabela 3.1)

Para a comparacao entre géneros tivemos em conta o numero de dicéntricos, dicéntricos+anéis e
aberragBes cromossomicas por célula obtidos para cada um dos dadores e determinou-se a média e
o desvio padrdo para o sexo masculino (D1, D4, D6, D8, D10, D11, D13 e D14) e feminino (D2, D3,
D5, D7, D9, D12, D15 e D16). Os valores obtidos para dicéntricos, dicéntricos+anéis e aberracdes
cromossémicas por célula encontram-se representados nas Figuras 3.3, 3.4 e 3.5, respectivamente.
Apés a andlise dos resultados verificou-se que as diferencas apenas existiam para a dose mais alta,
revelando as mulheres maior radiossensibilidade que os homens, sendo essa diferenca

estatisticamente significativa (p<0,05) para todos os endpoints.
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Masculino vs. Feminino
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FIGURA 3.4 — COMPARAGAO DO NUMERO DE DICENTRICOS POR
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FIGURA 3.5 — COMPARAGAO DO NUMERO DE DICENTRICOS+ANEIS
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FIGura 3.6 — COMPARACAO DO NUMERO DE ABERRAGCOES
CROMOSSOMICAS (AC) POR CELULA ENTRE OS DADORES DO SEXO
MASCULINO (@) E FEMININO ().

-30-

Para a analise dos dadores por faixas etarias procedeu-se do mesmo modo que para o estudo entre
géneros. Contudo, quando se dividiram os dadores em duas faixas etarias, dos 20-39 anos (D2, D3,
D4, D5, D6, D7, D8 E D11) e dos 40-59 anos (D1, D9, D10, D12, D13, D14, D15 e D16), as



RESULTADOS

diferencas foram praticamente inexistentes para todas as doses, como se pode observar pela

representacao das médias e desvios padrdo nas Figuras 3.6, 3.7 3.8, respectivamente.
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FIGURA 3.7 — COMPARAGAO DO NUMERO DE DICENTRICOS POR
CELULA ENTRE OS DADORES DA FAIXA ETARIA DOS 20-39 ANOS (™)
E DOS 40-59 ANOS (@).
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FIGURA 3.8 — COMPARAGAO DO NUMERO DE DICENTRICOS+ANEIS
POR CELULA ENTRE OS DADORES DA FAIXA ETARIA DOS 20-39 ANOS
(™) E DOS 40-59 ANOS (@).
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FIGURA 3.9 — COMPARAGAO DO NUMERO DE ABERRAGOES
CROMOSSOMICAS (AC) POR CELULA ENTRE OS DADORES DA FAIXA
ETARIA DOS 20-39 ANOS (™) E DOS 40-59 ANOS (@).

Quando se analisaram a totalidade das aberra¢cdes cromossémicas (Figura 3.8), verificou-se uma
ligeira diferenca entre os dadores da faixa etaria dos 20-39 e dos 40-59 anos, apresentando os
primeiros uma maior radiossensibilidade, embora essa diferenca ndo fosse estatisticamente

significativa.
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Observou-se também que as diferencas para 3 Gy foram sempre mais acentuadas no numero de
aberrac6es cromossoémicas por célula do que nos restantes endpoints, tanto para a comparacao entre
géneros como entre faixas etarias. Verificou-se igualmente que para as aberracdes cromossomicas

por célula os desvios padrdo eram menores que nos dicéntricos e dicéntricos+anéis.
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Desde 1962 que a técnica das aberracbes cromossomicas em linfocitos do sangue periférico,
considerando o dicéntrico como principal endpoint, tem sido extensivamente utilizada para a
estimativa de doses em proteccao radiologica (Agrawala et al., 2010; Bender e Gooch, 1962; Lloyd,
1998; Romm et al. 2009; Stephan et al., 2007). Tendo em conta as recomendagfes da IAEA (2001),
que sugerem que cada laboratério deve ter a sua curva dose-resposta, procedeu-se a implementacéo
na IST/ITN de uma curva dose-resposta para dicéntricos e para dicéntricos+anéis. O estudo foi
realizado com uma amostra constituida por 16 dadores saudaveis, para que a intervariabilidade de
resposta a radiacdo fosse tida em conta, uma vez que é conhecido que a capacidade de resposta de
exposicdo a radiagdo ionizante € intrinseca a cada individuo (radiossensibilidade) e introduz alguma
incerteza na estimativa da dose (Lloyd e Purrott, 1981; Terzoudi e Pantelias, 2006). Este facto foi
confirmado uma vez que, apos a aplicacdo do teste de homogeneidade, se verificaram diferengas
estatisticamente significativas para 0,50 e 3,0 Gy nos dois endpoints e também para 0,75 Gy no caso
dos dicéntricos+anéis. No caso dos fragmentos acéntricos verificou-se igualmente uma elevada

intervariabilidade nas doses mais altas.

As curvas dose-resposta para dicéntricos e dicéntricos+anéis foram construidas segundo o modelo
linear-quadratico: Y = ¢ + aD + BD’. Para as duas curvas os valores de u estavam acima de 1,96 em
trés doses (1, 2 e 3 Gy), mostrando sobredispersdo. Nao existe uma explicacéo Obvia para este facto,
que pode ser causado por factores, como por exemplo, exposi¢cdes ndo uniformes (Ramalho et al.,
1988). Apesar da sobredispersdo, mas tendo em conta que os valores do indice de dispersao
estavam préximos de 1, assumiu-se que a distribuicdo de dicéntricos e dicéntricos+anéis era
Poissoniana (Barquinero et al.,, 1995; Edwards et al.,, 1979; Senthamizhchelvan et al., 2007). Em
consequéncia da sobredisperséo verificada, os intervalos de confianca de 95% foram ajustados tendo
em conta os valores do indice de dispersao uma vez que, segundo a IAEA (2011), os valores de 1Y
devem ser contabilizados no calculo dos intervalos de confianga, sempre que estes apresentem uma
tendéncia de aumento com a dose e se verifique sobredispersao. Depois de se estabelecerem as
curvas dose-resposta, procedeu-se a comparacdo dos nossos coeficientes com os de outros
laboratérios (Tabela 4.1), verificando-se que os valores estavam proximos dos valores da literatura.
Verificou-se igualmente que os nossos coeficientes o e B séo muito semelhantes aos de outros
estudos anteriormente publicados (Bauchinger et al., 1983; Lindholm et al., 1998). As diferencas entre
laboratérios existem e podem ser atribuidas a diversos factores como a taxa de dose, o nimero de
células analisadas, os critérios de leitura e a experiéncia dos operadores (Barquinero et al., 1995;
Beinke et al., 2010). Comparativamente aos resultados obtidos por outros laboratérios (Barquinero et
al., 1995; Koksal et al., 1995; Lloyd et al., 1986), o valor de B por nés obtido é inferior, podendo ficar a
dever-se a baixa taxa de dose, implicando irradiagdes mais longas. O facto do tempo de irradiagao
ser maior leva a que o numero de aberragdes obtidas ndo seja tdo elevado, uma vez que durante

irradiacdes mais prolongadas haverd maior taxa de reparacdo, fazendo com que o nimero de
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dicéntricos seja menor, uma vez que se uma ionizacdo for reparada antes de ocorrer outra, havera
menor formagdo de dicéntricos (IAEA, 2011). Devido a estes factores, é aconselhavél que cada
laboratério possua a sua curva dose-resposta, para que o estudo de um individuo exposto seja
realizado em condigdes idénticas as utilizadas na elaboragdo da curva (IAEA 2011; Stephan et al.,
2007). Paralelamente constatou-se que considerando o pool dos dadores, o background de
dicéntricos era cerca de 0,9 dicéntricos por 1000 células, estando de acordo com valores publicados
(Barquinero et al., 1995; Koksal et al., 1995; Senthamizhchelvan et al., 2007), sendo também essa a
frequéncia de dicéntricos esperada em individuos néo irradiados (Ainsbury et al., 2011; IAEA, 2011,
Romm et al., 2009).

TABELA 4.1 — VALORES DE COEFICIENTES o E 3 PARA DICENTRICOS E RESPECTIVOS PARAMETROS DE GOODNESS-OF-FIT
RETIRADOS DA LITERATURA. OS VALORES OBTIDOS NO PRESENTE TRABALHO TAMBEM SE ENCONTRAM DESCRITOS.

Bauchinger et al. (1983) 0,02 0,0090 + 0,0040  0,0417+ 0,0028 - -
Bauchinger et al. (1983) 0,50 0,0107 + 0,0041  0,0555+ 0,0028 - -
Lloyd et al. (1986) 0,50 0,0142+0,0044 0,0759+0,0027 11,7 13
Barquinero et al. (1995) 1,18-1,07 0,0210+ 0,0052  0,0631+ 0,0040 6,6 -
Koksal et al. (1995) 0,40 0,0209+ 0,0057  0,0711+ 0,0025 8,5 7
Lindholm et al. (1998) 0,24 0,0135+0,0043  0,0544 + 0,0034 - -
Presente trabalho 0,18-0,13 0,0105 + 0,0035  0,0480 + 0,0019 15 4

Confrontando os coeficientes a e § obtidos para as duas curvas, verificou-se que quando se incluiu os
anéis no estudo o parametro linear diminuiu enquanto o parametro quadratico aumentou, face aos
valores obtidos para os dicéntricos. Este resultado pode ter ficado a dever-se ao facto dos anéis
serem mais frequentes nas doses mais elevadas, ndo contribuindo para o pardmetro linear, apenas
para o pardmetro quadréatico da curva. As diferengas também s&o observaveis na andlise das Figuras
3.1 e 3.2, verificando-se um aumento mais acentuado em funcdo da dose no caso dos

dicéntricos+anéis.

ApOs o estabelecimento das curvas de calibracdo, realizou-se uma experiéncia para validacdo das
mesmas onde foram estudados trés individuos, sendo um dos dadores um trabalhador
ocupacionalmente exposto. Pela andlise do niumero de dicéntricos e dicéntricos+anéis, observaram-
se diferencas entre os dadores, ndo sendo estas estatisticamente significativas. O trabalhador
exposto apresentou menor nimero de cromossomas dicéntricos e dicéntricos+anéis em relagdo aos
outros dadores. Barquinero et al. (1995), num estudo semelhante realizado com seis individuos
observou a mesma tendéncia. Apés a estimativa das doses verificou-se que estas estavam de acordo
com a dose real, sendo que somente para o dador C, e tendo em conta apenas os dicéntricos, a dose
real se encontrava ligeiramente abaixo do intervalo de confianga de 95%. Paralelamente aos
resultados obtidos na validacdo, verificou-se que nado existem diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05) entre as curvas dose-resposta implementadas e que o0s testes de goodness-of-

fit ndo apresentam variagBes relevantes. Por tudo isto, os resultados obtidos ddo-nos confianca para
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aplicar as curvas implementadas no caso de ser necessario recorrer a dosimetria biolégica para

estimativa de doses em Portugal.

Analisou-se igualmente a existéncia ou ndo de diferencas entre os 16 dadores, observando-se uma
maior variabilidade na dose mais alta, sendo que estas diferencas na resposta a radiacdo estao
relacionadas com a radiossensibilidade de cada individuo (Barquinero et al., 1995; Terzoudi e
Pantelias, 2006; Voisin et al., 2004). Na comparacdo entre géneros observaram-se diferencas
estatisticamente significativas na dose de 3 Gy. Maffei et al. (2004) encontrou um comportamento
semelhante num estudo que envolvia trabalhadores de um hospital, ocupacionalmente expostos.
Contudo, a analise da literatura revela que existem estudos que reflectem o contrario. Venkatachalam
et al. (1999), concluiu que a utilizacdo da mesma curva dose-resposta em homens e mulheres néo
apresentava diferengas nos resultados. Senthamizhchelvan et al. (2007) obteve resultados idénticos

num estudo que envolvia quatro homens e uma mulher, com doses entre 0,1 e 4 Gy.

Quando se compararam o0s resultados em termos de faixas etérias, ndo se verificaram diferencas
acentuadas nos endpoints estudados. Contudo, verificou-se que em todos os endpoints os individuos
da faixa etéria dos 40-59 anos apresentaram sempre menor nimero de aberra¢cdes cromossomicas.
A relacdo entre a idade e o nimero de aberracbes cromossOmicas ndo se encontra clarificada,
existem estudos onde os autores encontraram uma associagdo entre a idade e a frequéncia de
aberracbes (Bolognesi et al., 1997), enquanto outros estudos ndo encontraram qualquer relagcéo
(Maffei et al., 2004).

No geral, 0s nossos resultados apontam para uma variacao interindividual de resposta a radiacgao,
especialmente na dose mais elevada. As variagbes observadas podem ser resultantes de diferencas
na capacidade de reparacdo do DNA, que podem ser explicadas por muta¢des especificas ou
polimorfismos em genes de reparacdo, ou, alternativamente, podem estar relacionadas com

alteracdes no ciclo celular (Terzoudi e Pantelias, 2006).
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

N

Nas ultimas décadas tem-se assistido a crescente utilizacdo de fontes de radiacdo ionizante em
diversas vertentes, como é o caso das aplicag6es médicas e industriais. A possibilidade de ocorréncia
de eventos radiolégicos em larga escala, bem como de ataques terroristas utilizando fontes de
radiacdo ionizante exigem uma elevada capacidade de resposta quer a nivel nacional, quer a nivel
internacional. Assim, para ampliar esta capacidade de resposta torna-se necessario que cada

laboratério que desenvolva actividades de dosimetria biolégica possua a sua curva dose-resposta.

A implementagdo das curvas dose-resposta resultantes deste trabalho permite a IST/ITN ter
capacidade de resposta a nivel nacional, no caso de haver alguma suspeita de sobreexposicao a
radiacdo ionizante resultante de um incidente/acidente radioldgico. A nivel europeu desenvolvem-se
actualmente grupos de trabalho em que participam diversos institutos ligados a protec¢éo radiolégica,
tendo em vista a criagdo de networks que possuam capacidade de resposta no caso de ocorrer um
acidente radiolégico em larga escala. Assim, a concluséo deste trabalho permite & IST/ITN ingressar
nessas networks, uma vez que um dos principais requisitos para os laboratérios poderem participar é

possuirem uma curva dose-resposta.

Como perspectiva futura, pretendemos estabelecer uma curva dose-resposta utilizando a técnica do
microndcleo com a citocinese bloqueada e tentar correlaciona-la com as curvas obtidas no presente
trabalho. A técnica dos microndcleos permite uma avaliagdo mais rapida, embora com menor
sensibilidade, da lesdo genotdxica induzida, podendo ser usada como alternativa a técnica das
aberracfes cromossdmicas no caso de emergéncias radiolégicas e/ou acidentes nucleares que
envolvam um elevado nimero de pessoas, onde uma rapida avaliagdo da lesdo é da maior

importancia.
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ANEXOS

RPMI-1640 com L-Glutamina

Soro de bovino fetal

REAGENTES

SIGMA

SIGMA

Penicilina (10000 U) e estreptomicina (10 mg/mL)  SIGMA

Heparina sd6dica (5000 U.l./mL) B. Braun
Fitohemaglutinina Gibco

Colcemida Gibco

KCI MERCK

Metanol Panreac

Acido acético glacial Panreac

Giemsa MERCK

Tampaéo fosfato 0,01 M, pH 6,8 (pastilhas) VWR, BDH Prolabo
Entellan MERCK

SOLUCOES

Solugédo KCI 0,56% (p/v)

Metanol:Acido acético glacial (3:1)

Meio RPMI-1640 suplementado

Giemsa 4% (v/v)

5,6 g KCI, 1 L H,O destilada estéril. Guardar a 4 °C.

Para 1 L:

750 mL Metanol, 250 mL Acido acético glacial. Preparar
de fresco.

Para 200 mL:

141 mL RPMI-1640 com L-Glutamina, 50 mL soro de
bovino fetal, 5 mL fitohemaglutinina, 3 mL solucdo de
penicilina (10000 U) + estreptomicina (10 mg/mL), 1 mL
heparina sédica (5000 U.l./mL). Preparar de fresco.

4 mL Giemsa, previamente filtrado, 100 mL tamp&o
fosfato 0,01 M, pH 6,8. Preparar de fresco.



ANEXOS

APARELHOS E MATERIAL DE LABORATORIO

Autoclave

Banho

Cémara de fluxo laminar
Centrifuga

Estufa

Fitas pH

Incubadora

Lamelas

Laminas

Micropipetas diversas
Microscopios Opticos
Pipeta

Pipetas descartaveis

Pipetas de Pasteur de vidro

Tubos 13 mL descartaveis

Agitador

Uniclave 88, AJC

Julabo VC, 12 B

Telstar, Modelo Bio-II-A

Hettich Universal

Termaks

Macherey-Nagel

Heraeus, Modelo Hera Cell

Normax

Normax

Gilson, Orange Scientific

Zeiss

Eppendorf Multipette® 4780

Greiner

Hirschmann®

Greiner

R5, new zx



