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INTRODUGAO

As radiacgoes ionizantes desempenharam e ainda
o fazem, papel relevante no aparecimento, evolugao e exis-
téncia das espécies vivas. Se imaginarmos.um retorno.ac mun
do de dois milhdes de anos atrads, na época do aparecimentoda
vida, provavelmente constatariamos gque uma mistura de gases
e vapor d'Agua, sob efeito das radiagdes, interagiram numa
combinagao feliz e puderam formar 0s precursores das molé
culas bioldgicas, desencadeando o que viria, apds um nlmero
infinitamente grandé de tentativas, a se constituir nos pri
mordios da vida na Terra. Assim, as radiagﬁes contribuiram
tanto para seu inicio como no processo de evolugao das espé
cies. E nds, homens, frutos dessa evolucgdo, com - nosso racig
cinio indutivo, descobrimo-la e instalamos uma nova selecao
naturai, modificamés algﬁns seres com objetivos estabeleci -
dos, melhoramos nOsSsas condigaes de vida, chegamos ao século
XX (PAVAN & CUNHA, 1968) .

E foi principalmente nesse século, © século
das grandes invengOes, que tivemos acesso ao interior da ma
téria. Descobrimos os atomos e seus constituintes, a energia

do niicleo, as radiacoes e a radioatividade. Essas novas des




nos

descobertas tiveram e tém as mais diversas aplicagoes

mais variados ramos da atividade humana, O dominio da  ener
gia nuclear foi mais um passo na escala evolutiva do homem ,
importantissimo, pois permitiu a introdugao do diagndstico e
da terapéutica com radiagoes, da esterilizacgao e da conserva
¢i3o de alimentos, da geragac de energia e da criagao dos en
genhos de morte...

Cabe agora a nds, homens deste fim de século,
fazermos com gue se siga o caminho adequado na utilizacao
das forcgas do Stomo, pois, do uso corfeto ou nao delas, pro
vavelmente dependera o futuro das espécies na Terra.

Imbuidos da esperanca de que haja esse  futu
ro, nos dispusemos a estudar uma parte do imenso campo das

aplicacoes e efeitos de radiaqées, que descreveremos a se

guir.
i. A fisica envolvida - radiagoes ionizantes - histdrico.
RadiagOes ionizantes sao aquelas que tém ener

gia suficiente para arrancar elétrons dos atomos, produzindo

assim, pares de Ions. Podem ser de natureza eletromagnética,

cecmo os raios X, gama e ultravioleta, ou corpuscular, Como
0s raids alfa, beta, @rétcns e neutrons acelerados { HALL,
1973).

Como sabemos, os raios X e as radiacoes alfa,
beta e gama foram descobertos no inicio do século, e, logo
em seguida, com a determinagao das caracteristicas e proprie
dades das radiacoes, estas acharam aplicacdo imediata na pra

tica médica e nas pesquisas bioldgicas. Os raios X, devido a




sua capacidade de penetracgac em tecidos, foram

inicialmen
te utilizados no diagnbstico. Afsegair, dada a constatacao
de que eles eram capazes de destruir tecidos, passaram tam
bém a ser utilizados na terapia, em particular no  cancer.
Com a evolugao da Fisica Nuclear, criaram—-se novas maguinas
geradoras de radiagoOes, ampliando-se, assim, a faixa de seu
uso. 0s ciclotrons e betatrons em 1935, os reatores nuclea
res em 1950, os aceleradores lineares em 1955 foram  permi
tindo o uso de novas energias de rédiagéo e a obtengdoc de
radionuclideos artificiais com a@licagaes imediatas seja em
terapia ou diagndstico, (JOHNS & CUNNINGHAM, 1874).
A;palmente se dispoem de um nimero grande de
aparelhos capazes de realizar procedimentos diagndsticos e
terapéuticos de_forma incomparavelmente melhof e mais segu

ra do que no inicio, a ponto da imagenologia ser considera

da o ramo da medicina gue mais evoluiu nos Gltimos anos.
2. Efeitos bioldgicos das radiagoes

Come citamos, as radiagdes tém a capacidade
de penetrar e ionizar tecidos. Essas ionizagoes fazem com

que haja alteragoes quimicas nas molé&culas constituintes da

matéria viva. Tais alteragdes quimicas, dependendo da  sua

intensidade e da regiao celular atingida, podem levar a da

nos celulares de intensidade varidvel e até a morte celu~
lar.

Resultados delpesquisas indicam como  prova
vel alvo primdrio das radiagoes O niicleo celular e, nessa

organela, 0S Cromosscmos COmMO sitio mais sensivel. Assim a




morte ou as alteragoes celulares devem advir de danos impos

tos aos cromossomos, prévaﬁélmente através de quebras e al
teragCes nas grandes moléculas de DNA. O fato de que as al
teragdes dos cromossomos sdao as principais responsiveis
los danos celulares faz cém que seu estudo tenha enorme
portdncia na avaliacao dos efeitos das radiagdes ( DARYMPLE

et alii, 1973; HALL, 1974).

Os danos das radiagoes dependem de um grande
nimero de variidveis fisicas e bioldgicas.

Assim, por éxamplo, a quantidade de radiacgao
(dose), o tipo, o tempo em que & imposta, bem como a espé
cie de tecido irradiado, a-sua oxigenagao e a fase das célu
las no ciclo celular sao alguns dos fatores que interferem
com o efeito das radiagoes.

Além disso, os tecidos irradiados alteram
as suas propriedades mitSticas e o seu estado metabdlico ,
passando, inclusive, poOr processos de reparo dos danos im
postos pelas radiagaes, o gue torna dificil estabelecer com

precisao os mecanismos de mcrte e recuperacgao celular.
3. Dosimetria das radiagdes.

0 conhecimento da quantidade de radiacao, sua
energia, rendimento e caracteristicas geométricas do feixe
irradiante sao fatores essenciais para a compreensao dos
efeitos bioldgicos das radiacoes, uma vez que podem serxr
quantificadas.

Em 1928, foi definida pela "International

Comission on Radiation Protection and Units" (ICRU) a pri-



meira unidade de medida de radiacdes, o Roentgen, que corres
g . a -~ -
ponde a quantidade de radiacgao necessaria para produzir uma

unidade eletrostatica de carga em um volume de 1 cm3 de ar

sSecCo.

Em 1956, a mesma entidade definiu o Rad, uma
medida da quantidade de radiagao absorvida pelos tecidos, es
tabelecida como a quantidade de radiagao que libera 100 ergs
de energia por grama de tecido irradiado.

O Rad surgiu da impossibilidade de se medir
a exposicao em roentgens para radiagoes de alta energia ele
tromagnética e para quaisquer radiagCes corpusculares. Atual
mente, a unidade de radiacao mais usada & o rad, apesar de
o ICRU jé.recomendér a utilizagéo do Gray, unidade do siste
ma MKS gue equivalé i liberacao de energia de um joule/kilo~-
grama (1 GRAY = 100 RADS) .

Além das unidades citadas, existem  outras ,
que levam em conta o efeito bioldgico dos varios tipos de ra
diagdes, como o Radiaticn Equivalent Mammals (REM), ou o
efeito do esquema de irradiacao usando O Radiation Equiva
lent Tissue (RET), (SCAFF, 1979}.

Para satisfazer as necessidades do conhecimen
to da guantidade da energia das radiagoes liberadas pelas va
rias fontes de radiagdes, foram desenvolvidos varios dosime
tros que descrevemos a seqguir.

a) Dosimetros Fisicos: baseiam-se no fendmeno

da ionizagaoc em gases, COmMO as cimaras de icnizagao e os
contadores tipo Geiger-Muller; na cintilagdo de cristais co
mo o Nal ou na emissdo termoluminiscente como O LiF, entre
outros. O mais preciso deles & o que se utiliza da ionizagao

de gases e os padroes de doses s3o estabelecidos em camaras



de ionizagao, (ATTIX et alif, 1966).

P . N T L. . I
b} Dosimetros Quimicos: baseiam—se na

produ

gao de reagoes quimicas i : lago
C q nduzidas por irradiacgoes, como a

* ~ - v -
impressao de peliculas radiograficas ou a redugao de ©Oxido

ferrico a ferroso em solugaes agquosas, para citar alguns
r

(ATTIX, et alii, 1966).

c) Dosimetros Biolbgicos: um dosimetro biold

gico & um componente de um sistema bioldgico gque submetido
is radiagles ionizantes tem uma resposta dose dependente
predizivel. Por isso, qualquerlparametro biol&égico para o©
gqual uma curva dose- resposta possa ser demonstrada, & "um
dosimetro” potencialmente {itil para o estabelecimento da
gquantidade de radiagao imposta nos casos onde ela nao & co
nhecida. Os intervalos de confianga, contudo, variam entre
os sistemas conhecidos.

0 desenvolvimentc de sistemas adequadcs de
dosimetria bioldgica & importante na medida em que melhora
as condigaes de se reconhecer e tratar, por exemplo, as vi
timas de acidentes radioativos. Um sistema bioldgico & sem
pre “"transportado” pelo usudrio de radiagbes, e isso & im
portante, uma vez que na grande maioria dos acidentes radio
ativos, o dosimetro fisico estava em outro lugar no momento
do aciﬁente. Tal dosimetro, deslocando-se com a pessoa
torna desnecessirio assumiy posigoes durante uma exposicao
acidental (depois que as medidas fisicas em maguetes indica
rem os niveis de dose na regiao do acidente). Devido & natu
reza deéses sistemas bioldgicos, eles sao dificeis ou impos
siveis de falsificar. Algumas vezes individuos apresentam

um dosimetro fisico com alta dose e reclamam disso. A ava-




liacao dos sistemas bioldgicos pode rapidamente estabelecer
se o dosimetro foi intencionalmente exposto. No caso de de
sastres devido a explosOes termonucleares, o dosimetro bio
16gico seria o (nico meio pratico de avaliar a provavel ex
posigao de individuos da populagado em geral frente 3s radia
goes. A avaliacao clinica e o estabelecimento dos varios
graus de injiria seria necessiria para separar dentre os in
dividuos expostos aqueles que seriam medicados e os que po
deriam perfazer trabalho 4til, (BOONE, 1966).

Dentre os varios dosImetros bioldgicos possi
veis de serem desenvolvidos, podemos nos referir Aqueles
gque se utilizam de contagens diferenciais dos componentes
do sangue, estudo da ativagao de alguns componentes organi
cos que venham a tornar-se radioativos no caso de exposigao
a neutrons (como 24Na, 32P) ou o estudo de catabolitos wuri
nirios como creatinina e a creatina, entre outros.

Contudo, o estudo das aberracdes cromossomi
cas em linfécitos do sangue periférico parece ser o melhor
método bioldgico para determinacac da dose a que oS pacien
tes foram expostos (BOONE, 1966).

0 método de observagdes cromossomicas — apre
senta uma relacdo precisa de dose-resposta, & pouco influen
cidvel por fatores extrinsecos ou intrinsecos nao rélacioni
dos com as radiacoes e independe do tipo de radiagao.

Segundo VULPIS (1975), os 1linfocitos do san
gue periférico oferecem as seguintes vantagens para o estu
do das aberragoes cromossdmicas:

a) permitem a obtengao de um nimero de célu

jas suficientemente elevado, a partir de poucos mililitros




de sangue periférico;

b} uma parte deles, mais precisamente os lin
focitos T, respondem a estimulagao com fitohemaglutinina

(PHA) e, portanto, constituem uma boa fonte de mitcses para
analise;

c¢) constituem uma populagao celular sincroni
zada nc estigio Gl (ou GO) da interfase e, em condigoes nor
maig, raramente entram em processo proliferative "in vivo",
nao estando sujeitos a alteracoes de sensibilidade com o
ciclo celular;

d) t8m uma longa vida média e, por isso, a
pds certo tempo de exposigdo nao se deve verificar redugao
no nimero de células portadoras de aberracdes. A propdsito,
segqundo NORMAN et alii (1966), a vida média dos linfocitos
2 da ordem de 788 + 98 dias, enquanto que BUCKTCN et alii
(1977) falam em 1574 dias. Na verdade, nao & possivel esta
belecer com precisao o tempo de vida dos linfdcitos com a
berracoes, uma vez que PENDIC e? alii (1980) observaram &
berracbes radio induzidas 19 anos apds o acidente do rea-
tor Vinca na Xugoslévia. Observagao semelhante foi consta-
tada em sobreviventes das explosces atdmicas de Hiroshima e
Nagasaki, que apresentam aberragdes cromossomicas até hoje
({BLOOM ét alii, 1966). A despeito de PANT & KAMADA (1977) te
rem observado aberragoes cromosséﬁicas induzidas em sangue
normal pelo plasma de individucs expostos, tal observagac
nio invalida a sugestao de BOONE (1966) gue sugere O prazo
de até 4 ou 5 semanas apds a exposicio para que nao haja al
teracdes significativas no nimero de aberragoes radioinduzi

das, tempo em que se deve perfazer as culturas com interes




ses dosimétricos;

e) a incidéncia de aberracgdes espontineas se

[ . . N i
melhantes ds radioinduzidas €& rarissima, tornando o método

bastante seletivo. Na verdade, algqumas drogas citostaticas

+
bem como certos agentes quimicos, sao radiomimé@ticas no to-
cante as aberracoOes cromossomicas, constituindo-se numa das

limitagOes do método (PERRY & EVANS, 1975).

Historicamente, a citologia das radiagoes @&
uma das mais velhas atividades desenvolvidas na  radiobiolo
gia. No inicio do século, observactes em plantas mostraram
que irradiagoes ionizantes produzem danos nos CrOomMOSSOmMos .
Assim, SAX (1938) publicou pela primeira vez trabalhos com
rpgdescantia em Harvard. Nas duas décadas seguintes, éAX &
GUILES (1954), entre outros pesquisadores, efetivaram muitos
outros trabalhos com plantas para examinar o efeito de  va-
rios fatores fisicos e bioldgicos na producao de alteragoes.
Esses fatores incluiam dose, taxa de dose, qualidade de ra-
diacao, idade no ciclo celular, temperaturé e oxigenagao, en
tre outros.

Em 1946, LEA propds a teoria de que as que
bras cromossdOmicas eram causadas, pessivelmente, por varias
ionizagoes produzidas por uma particula ionizanﬁe quando pas
sava através do Cromossomo ou cromatide. A melhoria das téc
nicas de cultura celular e de preparagéo de laminas possibi-
litaram o exame de céluias humanas e, no‘final da década de
1950, a identificagac dos 46 CromOSSOMOS. Contudo, © grande
passo foi dado em 1960, guando MOORHEAD et alit publicaram
um método para estimular linfocitos sanguineos periféricos
a se desenvolverem "in vitro". Devido a disponibilidade dos

1infdcitos e a facilidade com que eles podem ser cultivados,




10

estudos de cromossomos humanos

As anormalidades no niimero

e na estru -
tura dos cromossomos tornaram-se detectaveis
; se

sem ser observadas.

Durante os Ultimos anos, avangos importantes

¢ ) ~
oram obtidos nas preparagoes, que possibilitaram observa

gaes de outros rearranjos no material genético. Tais  técni
cas, como a produgéo de bandas Q {CASPERSSON et alii, 1970): bandas
G (SUMMER, EVANS & BUCKLAND, 1971; SUMMER, 1972). “bandas
R (DUTRILLAUX & LEJEUNE, 1971), coloragao arlequim
(PERRY & WOLFF, 1974) abriram a possibilidade de se obter no
vas formas de aberragoes ostiveis para analise. Para  citar
alguns caso0S, PENDIC et alit (1980) usaram bandeamento G nos
seus estudos cOm os expostos ao Reator Vinca; BRANDOM et
alii (1978) estudaram OS mineiros de uranio com banda G, SA
VAGE & BIGGER (1978) o fizeram €m aberragoes obtidas de cul
tura de pele. contudo, devido a peculiaridade das aberragoes
cromossomicas encontradas ¢om radiacao, & técnica original
de MOORHEAD (1960) , usaﬂgsﬁéoloragéo Giemsa, continua a Se€b

a mals usada mundialmente.

4. Bberragoes cromossomicas

As aberrag6e3‘provocadas por irradiagac: se-

jam do tipo cromossomico, -Ou cromatidico, sSac observadas na

primeira divisao mitdtica Ao 1infocito.

As aberragoes cromossomicas Sao produzidas

apos as jrradiagoes durante a fase inicial do ciclo celular,
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de modo que o dano & duplicado na fase de sintese proteica ,

no estidgio (S) e expresso na metifase como dano simétrico en
volvendo ambas cromatides.

As aberragoes cromatidicas sao produzidas por
irradiagéoiapés o cromossomo haver se dividido em duas cromd
tides no estfigio S ou G2 e sao assimétricas. Tal gquebra em
uma cromatide pode ser replicada no proximo estagio S se a
célula estiver h3bil para passar por outro ciclo celular. As
aberra&;’ées simétricas produzidas através de danos cromatidi
cos sio conhecidas como aberragdes cromossomicas derivadas.

Quando se irradia um tecido onde ha ocorrég
cia de divisbes celulares, sao observadas aberragdes cromati
dicas e cromossOmicas. No caso dos linfdcitos, para fins

P
priticos, tais células estiao em intérfase "in vivo", de modo
que somente aberragoes do tipo cromossdmicas sao induzidas ,
o que leva os autores a discutirem apenas as aberragoes des
se tipo.

Nas Figuras 1 e 2 estdo esquematizadas as a-
berragoes do tipo troca . cromossdmica e inter cromosso-
mica, respectivamente. No estagio Gl o material cromossomico
consiste de uma cadeia Gnica de DNA, gque pode ser quebrada
por jonizacgoes produzidas pela passagem de particulas carre-
gadas ou proximas dos CromosSsSomos. As particulas carregadas,
geradas por raios X, sao elétrons gque tém baixa Transferén -
cia Linear de Energia (..E.T.) e, portanto, ionizam pouco, en
guanto que particulas pesadas, como protons, que estao asso
ciadas com absorcao de neutrons, tém alto L.E.T. e podem pro
duzir um nimero maior de aberragoes cromossomicas do que Os

elétrons.
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As aberragoes cromossomicas pedem ser dividi

das em duas categorias: as aberracdes estiveils, que

podem
se transmitir por divisoces repetidas, e a instiveis, nas
quais o material cromossdmico nao se divide igualmente en

tre as células filhas, de modo que essas novas linhagens ce
lulares eventualmente morrem.

As aberragoes estdveis sao representadas pe
la inversao pericéntrica e paracéntrica e pela transloca-
¢ao. Tais alteragoes sao dificeis de serem observadas  nas
preparagcoes convencionais e apesar de isso ser possivel com
o uso de técnicas de producao de bandas cromossomicas, a
contagem € dificil e demorada.

x Nas aberragoes instaveis pode haver perda de
material cromossdmico, quando c&lulas com akerracoes insta
veis vao para mitose. As pecgas acéntricas nao se ligam  ao
fuso e nao se dividem igualmente entre as cé&lulas filhas,
enquanto que os dicéntricos formam pontos anafasicos. Essas
aberragdes instdveis sao particularmente fiteis na  analise
de dano radio-induzido, porque sao facilmente  observaveis
na metidfase., Elas sao usualmente classificadas em tres ti
pos:

1) Dicéntrico mais fragmento: Aparecem quan

do hd quebra em dois cromossomos que se reunem formando uma
estrutvra com dois centrdmeros mais um fragmento acéntrico.
Ocasionalmente, mais do que dois cromossomos podem ser ' en
volvidos, havendo a formacdo de akerragdes  policentroméri
cas. Os dicéntricos tém uma ocorréncia natural de 1 em 3000
células de pessoas nao irradiadas, constituindo-se, por 1is

so, na mais importante aberracac para determinagao de dose




de radiagao. Alem disso, a presencga de dois centrdmeros faz
com que os mesmos sejam facilmente distingulveis , enguanto
que o fragmento acéntrico serve como uma confirmagao.

2) Anel mais fragmento: Quandc duas gquebras

ocorrem no Mmesmd Cromossomc, O reagrupamento incorreto pode
resultar na formagao de um anel mais o fragmento acéntrico.
Como a formagao do anel & semelhante & do dicéntrico, eles
podem ser combinados na analise das doses de radiagao.

3) Acéntrico: As delegoes terminais, as inters
ticiais e os anéis acéntricos sao classificados nesse grupo.
Podem ocorrer separadamente ou em associacao com dicéntri-
cos e anéils c¢éntricos, mas nao & possivel distingui-los
dal serem classificados juntos.

Para efetuar a observacao das aberragoes cro
mossdmicas citadas sob microscopia Optica, & necessario a
visualizagac dos cromossomos no estdgio metafésico do ci-
clo celular, havendo, entao, a necessidade de cultivar 0s
1infdcitos periféricos até a metafase, com té&cnicas espe
clais.

O referido método & utilizado com freqﬁéncia
em praticamente todos os laboratdrios de citogenética de ra
diagoes. As mais importantes curvas "in vitro" para dosime
tria dé radiacoes foram estabelecidas nos laboratOrios Vdo
"National Radiation Protection Board" em Harwell, por DOL
PHIN & LLOYD (1973); LLOYD & PURROTT (1974) e PURROTT et
alii, (1975). VULPIS (1975), trabalhande no “Centro de Stu
di Nucleari® estabeleceu curvas semelhantes, engquanto
KIRSCH-VOLDERS & SUSANNE (1977) e LEONARD (1978) trabalha

ram com aberracdes para dosimetria na Bélgica, assim  como
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SCHWARZACHEN (1979) na Austria e KIM (1979) na Cordia, tam

bém estabeleceram curvas similares para rotina de dosime
tria bioldgica.

PANT et alii (1976) e PANT et al (1977) es
tudaram aberragoes cromossdmicas nos sobreviventes das ex
plosoes atdmicas, da mesma maneira que SULLIVAN (1980) em
Oklahoma.

KIRSCH-VOLDERS et alZ? (1977) estudaram aber
ragces cromossoOmicas em fetos irradiados, enquanto que TAN
ZAREILA et ali? (1979) estudaram alteragoes das trocas cro
matidicas secundérias das irradiagoes utilizando 5-Bromodeo
xiuridina.

LLOYD et aliz (1978) também estabeleceram os
efeitcs produzidos por irradiagao de Cf-252, emissor de neu
trons que vem sendo introduzido na clinica  oncoldgica e
SCHMID et alii (1980) estudaram aberracgoes produzidas por
feixes de neutrons, enguanto gque PURROT (1978) levantou as
curvas de calibracao para mesons L

PENDIC et glii (1966) estudaram as aberra
¢oes nas pessoas irradiadas no acidente do reator nuclear
de Vinca, Iuguslavia e BENDER (1978) publicou um trabalho
sobre o estigio da dosimetria bioldgica na indistria nu-
clear.

BUCKTON et alii (1978) e KEMMER et aliZ (1978)
estudaram aberragoes cromossdmicas em pacientes submetidos
a radioterapia, enquanto que PROSSER & PRISEMAN (1980) estu
daram a influ®ncia dos radiossensibilizantes. |

Na Area de radiacgao ambiental, POHL-RULING e

FISCHER (1979) estudaram a relacao dose efeito em porula
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¢oes submetidas a radiacdc de fundo ("back-ground") aumenta-

da.
5. Objetivo do presente trabalho.

Tendo em vista o uso crescente das fontes de
radiagac no nosso meio, seja na indlstria, medicina ou pes
guisa, e na auséncia de um sistema dosim@trico biolégico in
corporado & rotina das instituigoes que perfazem esse tipo
de atividade, c obﬁetivo deste trabalho & estabelecer nas
nossas condigoes de trabalho e laboratdrio, um sistema dosi
métrico, que utilizando-se das aberragoes cromossomicas pro
duzidas nos linfdcitos do sangue periférico, seja capaz de
servir como referéncia para a estimativa da dose imposta a
individuos submetidos as radiagoes.

‘A partir da experiéncia adquirida ho nosso
meio e usando a tecnologia desenvclvida nos laboratdérios de
citogenética do doutor Walter Pinto Junior, nos dispusemos a
estudar as aberragoes cromossOmicas somaticas como indicado
res de dose, tendo em vista as ja citadas vantagens desse mé

todo.




MATERTAL E METODOS

Nos refiriremos inicialmente ao método dese&m
volvido nos laboratdérios do "National Radiological Protec-—
tion Board", em Harwell , por PURROTT et aliZ (1975}, o qual
€, em principio, usado por todcs os laboratérios de radioge
nética.

Basicamente, necessitamos obter uma curva de
calibragao do tipo "DOSE x N@ ABRERRACOES POR CELULA", que
é tracada a partir de dados extraldos da irradiagao de san
gue "in vivo".

As curvas obtidas devem ser comparadas 2s
"da literatura para verificar a precisac do método e em se
guida serem testadas em individuos expostos a doses conheci

das de radiagoes.

Trradiagao das Amostras

Escolhemos dois tipos de radiagoes: as ga
ma, produzidas pelo Co-60 e os raios X de energia 200 Kv ja
que essas radiagoOes estao disponiveis em nosso meio.  Além

disso, a energia de 200 Kv de raios X (com camada semiredu-
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tora igual a 2mm Cu) & tida como padrdo em radiobiologia, e
sua Eficdcia Bioldgica Relativa (RBE), & igual a unidade.
As radiagoes X de baixa energia, utilizadas no diagndstico
(desde 30 até 150 Kv), bem como na terapia (de 3¢ atd 300
RKv), comportam-se de forma semelhante & energia por nds uti

lizada, no tocante aos efeitos bioldgicos produzidos, (HALL ,

1973).

- A maioria dos servigos de radicterapia do
mundo dispce de unidades de Telecobaltoterapia ou acelerado
res lineares de baixa e média energia (com RBE semelhante
ao Co - 60). Além disso, os radionuclideos usados na indﬁ§
tria sao principalmente os emissores gama {Cc-60; Cs-137 e
Ir-192), com propriedades semelhantes no tocante a sua efi
cacie bioldgica. Dal a escolha do Co-60 para a curva de ca
libragac. Nao utilizamos de neutrons para obtencao de uma
terceira curva por nao dispormos dos mesmos.

As radiacgoes gama foram obtidas de uma unida
de de Telecobaltoterapia marca "Atomic Energy of Canada Li-
mited" (A.E.C.L.), modelo "Theratron - 780" do Hospital Mu-
nicipal "Dr. Mario Gatti", Campinas. Essa unidade dispoe de
uma fonte de Co-60 com 4760 curies o que permite um rendi
mento de 124,7 Rad/min a 80 cm de distidncia entre a fonte e
a superficie, (DFS).

As radiagOes X foram obtidas de uma Unidade
de Radioterapia convencional marca "Siemens" modelo "Stabi-
lipan” do mesmo Hospital. Essa unidade tem um rendimento de
49,3 Rad/min a 40 cm de DFS guando se usa a energia de 200
Kv, filtro (8b + Cu + Al), com camada semi-redutora igual

a 2,0 mm Cu.
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As deses de radiagao para ambas as energias
foram fixadas em 70, 100, 130, 150 e 200 rads, calculadas
segundo esta estabelecido em "Physics of Radiology” ( JOHNS
e CUNMIGNAM, 1974). Antes da utilizagdo, os aparelhos foram
~dosados seqgundo as normas estabelecidas pela Comissao Nacio
nal de Energia Nuclear. Como as amostras foram irradiadas
nas proprias seringas de colheita de sangue, o calculo foi
feito na metade do didmetro antero-posterior das mesmas, o
que impds uma variagdo de dose menor que 1,5% no volume ir
radiado. Tomamos o cuidado de homogeneizar a dose usando pa

ra tanto material adequado. Os materiais utilizados foram

"Temex r" e acrilico, de comprovada similaridade com o teci

do.

O sistema contendo a amostra e o homogeiniza
dor ficava encerrado em recipiente de isopor fechado, uma
vez que havia necessidade de controlar a temperatura das
amostras,

Obtengao das amostras

Foram utilizados doadores escolhidos ao aca
so, em nimero de 10, com a condigio de que nunca tivessem
se submétido a terapia com radiag¢oes ionizantes ou citosta-
ticos, nem se envolvido em exposigées ou acidentes com 05
diversos poluentes quimicos (como inseticidas, por exem-
plo}.

A colheita de sangue foi feita em seringas
plasticas de 5 ml descartiveis da mesma marca, hepariniza -

das (Liquemine Roche), tomando-se, nessa fase, as devidas
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precaugoes para ndo contaminar o material, O volume de  san
gue colhido por amostra éoi fixado em 3 ml. Apds a colheita
o sangue foi armazenado em uma estufa bacterioldgica a 37%
até a irradiagao, que foi feita, no mé@xime, 15 min apds a co
lheita. Durante a irradiacdo, as amostras estavam contidas
em recipiente de paredes isolantes (isopor) a fim de manter-
se estadvel a temperatura do sangue. A espessura das paredes
do isopor era de 1 cm, o que, devido ao seu béixo coeficien
te de absorgao, nao altera a dose calculada.

Na irradiacao usou-se um feixe que englobava
todas as amostras procedendo-se a retirada de cada uma delas
assim que a dose requerida fosse completada. Assim, coloca -
mos as cinco seringas sob o feixe e submetemo-las a 70 rads.
Em seguida retiramos uma, identificamos e retornamos a estu
fa, impondo nas outras 4 mais 30 rads, totalizando os 100
rads para a segunda seringa, e assim sucessivamente. Tal pro
cedimento teve como finalidade minimizar o erro de calculc
de dose e o tempo de permanéncia das amostras fora da estu
fa. Apds a irradiacao, as amostras foram deixadas por 2 ho
ras na estufa a 37OC, sendo, em seguida, retiradas e envia-
das para a semeadura de cultura. Durante todos os procedimen
tos referidos, uma seringa com sangue nao foi irradiada, seyx

vindo como controle de valor de dose zero.

Cultura dos linfdeitos

Para obterncgao das metafases, utilizamos o mé
todo baseado no trabalho original de MOORHEAD et alii, {1960),

modificado por BEIGUELMAN (1977) que descrevemos sucintamen-
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te a geguir:
Obtengao de metdfases a partir de cultura de leucdecitos

Para a cultura s3o suficientes 10 a 15 gotas
de sangue heparinizado (Ligquemine - Roche). A colheita do
sangue & feita em seringa esterilizada, com paredes heparini
zadas, cujo émbolo & fixado com esparadrapo e munida de agu
lha coberta com protetor, facilitando o transporte para o la
boratdrio. O tempo decorrido entre a colheita e a transferén
cia para o meio da cultura pode ser de varias horas ou até
dias, sendo a seringa mantida a temperatura ambiente.

Nac existe necessidade de sala especial para
a colheita do sangue, mas & imprescindivel que se faga assep
sia do local onde & feita a puncao venosa, podendo se utili
zar para tanto alcool a 70%.

O tubo ou frasco com meio de cultura (RPMI)
no dgual foram inoculadas as gotas de sangue heparinizado,
foi mantido em estufa a 37°C durante 72 horas, visto que é
nesse periodo que a taxa de mitose entre os linfdcitos & mi
xima. Apds esse tempo, acrescentou-se 0,1 ml de colchici
na 4 x 10°°M ao meio de cultura. Isso feito, a incubagao con
tinuou por mais 2 horas, ao término das quais o contefido do
frasco ou tubo foi centrifugado a 800 Rpm por 5 minutos.

Apds desprezar o sobrenadante, as células fo
ram submetidas a hipotonia, acrescentando-se lentamente ao
sedimento 3 ml de solugdo de KCl a 0.075M aquecido a  37°C.
Ressuspendeu-se a solugao delicadamente e, em seguida, o tu

bo wvoltou a estufa por mais 8 minutos.

A hipotonia foi seguida da fixagao das  célu
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las, o que foi feito centrifugando~se o tubo por 5 minutos a
800 Rpm, depois desprezou-se o sobrenadante e aspirou-se o}
sedimento celular, em uma pipeta Pasteur. Esse sedimento foi
gotejado ao mesmo tubo depois que nele foram pipetados 3 ml
de fixador (metanol - Acido acético glacial, 3:1). As célu
las foram ressuspensas no fixador e o tubo novamente centri
fugado a mesma rotagdo por 5 minutos, repetindo-se O mesmo
ciclo de operagdes por 2 vezes COm O fixador.

Apbs a altima centrifugagdo nao se esgotou O
fixador, mas preservou-se 0,5 ml dele sobre o sedimento celu
lar, a fim de pcder preparar uma suspensao concentrada de cé
lulas. .

Assim, as células fixadas estavam prontas pa
ra serem distribuidas em laminas 1impas.‘

A coloracio foi obtida banhando-se as laminas
durante 10 a 20 minutos em solugao de ccrante Giemsa a 3% em
tampao sorensen com pH 6.8. A lavagem foi feita em agua cor

rente, e a secadgem realizada ao ar.

Contagem de aberragoes

Uma vez obtidas as laminas com OS Cromosso—
mos metafdsicos, procedeu-se 3 sua contagem no microscopio.
Para tanto, utilizamos um aparelho marca "yeigs", modelo II,
com camara clara.

roram analisadas trés laminas de cada amos
tra, €, conse@dentemente, de cada dose, procurando-se Pprocg
der a contagem de 100 metafases em cada lamina. Como citamos
anteriormente, nos detivemos i observacgao das aberragoes Cro

mossdmicas instaveis dicéntricas e anéis, desprezando as que

UNITC & e
BIBLIOTECA CENTRAL
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bras cromossomicas.

Na anotagao das dicéntricas, tomou~se o cuida
do de localizar sempre o fragmento associado para eliminar a
possibilidade de falso positivo, enquanto que, pelo mesmo mo
tivo, procurou-se o fragmento nos anéis.

As irradiacoes foram repetidas duas vezes e os
novos resultados adicionados aos anteriores, estabelecendo-se
os valores médios de cada ponto estudado.

Em seqguida, a partir dos dados obtidos, traga
mos as curvas das variaveis: dose de radiagao X nimero de a-
berragoes cromossdmicas por célula.

As curvas foram ajustadas por paradbolas de mi
nimos quadrados, enguanto %ue os limites de confianca foram
obtidos aplicando-se o teste "t" de Student como tratamento

estatistico.




RESULTADOS

tAfases, construimos

radiacao e as aberragdes obtidas para os raios X de 200 Rv.

TABELA T

Aberracdes induzidas por Raios X de 200 Kv.

Apds a obtencao dos dados pela contagem das me

a Tabela I onde relacionamos a dose

Dose NQ de Anéis e Desvio padrao

{rads) dicéntricos /
cel.
0 0 -

70 0,060 + 00,0080
100 0,10 0,010
130 0,16 0,015
150 0,19 0,025
200 0,34 0,030




26

Com os valores da Tabela I construimos o Grafi
co da Figura 3. Com o ajuste estatistico da curva obtivemos

uma parabola do tipo:

Y = oD + D2 (equagao 1) onde:

Y = Rendimento de aberragaes para RX 200 Kv
D = Dose de Raios X 200 Rv
g e B = Constantes.

0 cadlculo dos coeficientes o e B propiciam Os
seguintes valores:

4

o = 3,5 x 10

6,4 x 107°

B
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Na Tabela IT apresentamos uma . estimativa dos

intervalos de confianga para as doses utilizadas de raios X.

TABELA II

Limites de confianga de 95% para os dados obti-
dos com raios X de 200 Kv.

Dose corpo total Limites de confianca (rads)
(rads)
70 ‘ 40 - 100
100 60 ~ 133 B
130 | 95 - 165
150 128 - 180
200 157 - 220
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PIGURA 3 - Correlacdo entre o niimero de aberragoes por célu

1a com a dose de Raios X utilizada.



Com os dados obtidos na contagem das

29

aberra

goes por Co~60, construimos a Tabela III abaixo.

TABELA TIIX

Aberragoes induzidas por raios de Co-60.

Dose Ne de Anéis e | Desvio padrao
Dicéntricos /-
cel.
0 - —“-
70 0,040 0,010
100 0,070 0,017
130 0,11 0,020
150 0,15 0,025
200 0,23 0,030
A partir aesses valores, tracamos o Grafico
da Figura 4, onde pudemos construir uma parabola do tipo

descrito na equagao 1, ou seja:

YI

i

Dl

¥' = gD + BD‘2

a' e R' = Constantes

(equagao 2) onde:

Rendimento de aberrag¢oes para raios de X de Co~60;

Dose de raios X de Co-60;




Agora os valores obtidos para o' e B! sa0
= 2,2 x 1072
6

os segultnes.

tH

BI
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4,8 x 10
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A Tabela IV mostra os limites de confianca pa

ra as doses utilizadas de raios gama.

Dose corpo total “ Limites de confiancga (rads)
(rads)
70 ¢ - 110
100 55 - 135
130 80 - 165
150 105 - 185
200 160 - 230
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FIGURA 4 - Correlacgdo entre o nimerc de aberracgoes por célu

la com a dose de raios gama utilizada.




DISCUSSAD

A partir dos valores obtidos e descritos na
segao anterior, podemos constatar que as curvas obtidas em
nosso laboratdrio estdo em boa concordancia com Os valores
obtidos por outros grupos de trabalho. Os coeficientes alfa e
beta estdo em boa concordancia com os obtidos pelo National

Radiatioh‘Protection Board.

O fato de se usar uma fungio quadrdtica para
ajustar a curva permite SUpOrmos um modelo fisico onde a
producio de algumas aberragOes & oriunda de tragos ionizan
tes Gnicos e o rendimento de aberragoes & proporclonal a do
se (aD) enquanto gue as outras sao produzidas por dois tra
gos ionizantes, com rendimento proporcional ao quadrado de
dose (D).

Uma das propriedades da fungao quadratica &
que o guociente a/8 tem a dimens3o de rads e & a dose na
qual o niimero de aberragoes produzidas por tracos Gnicos e
duplos & igual. Abaixo dessa dose as aberracoes devem ser
produzidas em sua maioria por tragos {inicos e como tais le
soes sao produzidas quase simultaneamente com a passagem das

particulas pelo nficleo, o termo linear independe do fraciona
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mento ocu taxa de dose. Além disso, em doses baixas, a efi

ciéncia biolbgica relativa (RBE) das radiagoes pode ser ex
pressa comc o guociente entre os coeficientes alfa (LLOYD &
DOLPHIN, 1977).

A obtencao dessas curvas de calibracao  "“in
vitro" permite que se possa estimar a dose recebida em cor
po total uma vez que BUCKTON et al<i (1971) demonstraram que
aberracgoes induzidas "in vitro" e "in vivo" em pacientes de
cAncer sob tratamento com irradiacoes sem guimioterapia
eram sSimilares.

As vantagens do referido método dosimétri -
co, como ja citamos, estao no fato de que os 1infécitos es
tarao sempre disponiveis, independentemente de um individuo
exposto estar usando um dosimetro fisico e também porque es
se tipo de célula esta sempre na fase Gl do ciclo, nao su
jeita portanto 3s aberragoes de sensibilidade com o ciclo
celular.

Como vimos, o método apresenta uma boa rela
gdo dose-resposta e uma precisao razodvel na obtencao de da
dos, com métodos simples de obtencao de dados, como cultura
de linfécitos e leitura em microscdpio. E claro que a obten
¢cdo dos valores para a curva de calibracdo & trabalho difi
cil, uma vez que haA necessidade de controle rigoroso das
condigaes de cultura, sem o que ha alteragEes no rendimento
do indice mitdtico. Além disso, a irradiagao produz uma di
minuicao de linfdcitos para reprodugao "in vitro", o que
faz com que as culturas possam ter um Indice mitdtico dimi
nuido, tornando mais dificeis as contagens.

Qutra vantagem do sistema, € o tempo de per
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manéncia das aberragCes no sangue periférico, pelo menos 4
semanas apds a irradiac@o. O tipo de radiaggo a que a viti
ma foi exposta pode ser eventualmente caracterizado, uma
vez que neutrons, por exemplo, produzem mais aberracgoes com
duas quebras do que radiacao eletromagné&tica (BOONE, 1976).

Um outro dado que pode ser obtido & a respeil
to da heterogeneidade da exposigao, uma vez que o encontro
de células com nGmero elevado de aberracgdes, no caso de ex
posicao intensa da parte do corpo faz supor qﬁe a distribui
cao estatistica tipoc Poisson nao estd sendo saéisfeita.

0 método contudo apresenta algumas limita
goes, como o fato da presenga de dicéntricos e anéis, pode
rem ser induzidas por outros agentes. Entretanto, tal fato
podera ser sempre tomado & guisa das consideragoes,  desde
gue se faga uma anamnese nesse sentido.

Outra fonte de erro & o desvio padrao das cur
vas de calibragao, contudo & uma fonte muito menor do que
a resposta pelés contagens individuais e pode até ser igno-
rada para fins praticos (LLOYD & PURROTT, 1974}.

Além disso, como sabemos, os linfdcitos pas
sam rapidamente do sangue periférico para varias outras re
gices do corpo. Segundo SHARPE et alii (1968) eles nao fi
cam maié de 5 minutos no sangue periférico. Disso resulta
que, em caso de irradiacido local, o que se estimard nao se
rad a dose real imposta a regiao, mas uma média calculada
por todo o volume sanguineo.

Outrossim, se ainda houver dlvidas na inter

pretacac da dose, poder-se-d aumentar o niimero de células

examinadas, uma vez gue isso estreitard os limites de con
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fianca da dose estimada, sendo necessario efetuarmos medidas
que poderado atingir até& 1000 c€lulas (como pode se ver na Ta
bela V, onde vemos o limite de confianga de 95% assumindo
uma distribuicao estatistica tipo Poisson para os varios ni

meros de células examinadas.

TABELA V

Limites de confianga para nimero de cé&lulas con

tadas.
Dose N9 de células examinadas -
{rads)
200 500 1000

10 1 - 52 ] - 34 3 - 26

25 4 ~ 64 8 - 48 i3 - 41

50 20 - 87 31 - 72 37 - 65

100 70 -~ 125 80 - 121 85 - 113




RESUMO

O autor estudou a correlacao entre a dose de
radiacbes ionizantes e o niimero de aberragoes  cromossdmicas
induzidas em linfdcitos do sangue periférico humano.

Foram analisados os efeitos das radiagoes gama
do Co-60 e radiagdes X de 200 Kv de energia. As técnicas de
cultura e visualizacdo dos cromossomos foram as usuais, com

algumas modificagoes desenvolvidas durante o transcorrer do

trabalho.

Concluiu-se gue had uma intercorrelagao precisa
entre os parametros analisados, podendo-se estabelecer uma
curva caracteristica de respostas entre dose de radiagao e

aberragdes induzidas. A curva que descreve O fenomeno foi a-
justada por uma paréabola.

Os resultados ora obtidos sao similares aos
de outros laboratdrios de citogenética no exterior, o que faz
com que se possa, a partir desse trabalho, desenvolver uma
rotina de andlises de doses de radiagdes recebidas por usua-

rios de fontes de radiacgoes no Brasil.
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