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Resumo

A compreensdao dos efeitos biologicos radioinduzidos no organismo pode auxiliar a
dosimetria citogenética no monitoramento da saide dos profissionais ocupacionalmente
expostos a radiagdo, assim, os técnicos em radiologia devem se atentar a todas as medidas
necessarias e obrigatdrias de prote¢do por serem responsaveis pelos procedimentos que
referentes aos diagndsticos clinicos que envolvam a exposi¢do a radiagdo ionizante. O
objetivo desta pesquisa foi realizar andlise citogenética de 20 profissionais técnicos em
radiologia expostos ocupacionalmente a radiacdo ionizante, através da coleta de sangue
periférico heparinizado e cultura de linfocitos T para verificar as frequéncias de aberragdes
cromossdmicas e de micronucleos. Todos os individuos tinham que ter mais de 3 anos de
tempo de servigo, independente da idade, sexo, habitos tabagista ou etilista. O grupo controle
teve a idade e sexo equiparados com o grupo exposto. A analise de micronucleos ocorreu de
forma mais rapida e precisa do que a analise de aberragdes cromossdmicas, sugerindo que ela
seja utilizada como primeira escolha em triagem radiologica. A analise de metafases e o teste
de bloqueio de citocinese permitiu a quantificagdo de uma alta frequéncia de aberracdes
cromossOmicas instaveis e de micronticleos nos individuos com a jornada de trabalho entre 6
horas a 12 horas diarias. Os resultados encontrados da frequéncia de aberracdes
cromossdmicas instaveis no grupo exposto foi 0,031+0,030 e no grupo controle 0,002+0,004.
Nas frequéncias de micronucleos do grupo exposto o resultado obtido foi 0,0035+0,003 e no
grupo controle  0,0004+0,001 confirmando a metodologia de andlise citogenética como
controle de qualidade na investigagdo biodosimétrica para a identificacdo e prevengao de
possiveis danos genomicos. Estudos subsequentes sdo necessarios para averiguar se fatores

como o fumo e o etilismo podem influenciar as alteragdes na satde destes profissionais.

Palavras-chave: Profissionais da saude. Raio-X. Micronucleos. Aberracdes cromossomicas

instaveis. Dosimetria bioldgica.
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Abstract

The understanding of the biological effects radioinducites in the organism can help the
cytogenetic dosimetry in monitoring the health of professionals occupationally exposed to
radiation, so radiology technicians must pay attention to all necessary and obligatory
measures of protection because they are responsible for the procedures that refer to the
diagnoses involving exposure to ionizing radiation. The objective of this research was to
perform a cytogenetic analysis of 20 professional radiology technicians exposed
occupationally to ionizing radiation through the collection of heparinized peripheral blood and
culture of T lymphocytes to verify the frequencies of chromosomal aberrations and
micronuclei. All subjects had to have more than 3 years of service time, regardless of age,
sex, smoking habits or alcohol. The control group had the same age and sex as the exposed
group. Micronucleus analysis occurred faster and more accurately than the analysis of
chromosomal aberrations, suggesting that it is used as the first choice in radiological
screening. Metaphase analysis and the cytokinesis blockade test allowed the quantification of
a high frequency of unstable chromosomal aberrations and micronuclei in subjects with a
workday from 6 hours to 12 hours daily. The results of the frequency of unstable
chromosomal aberrations in the exposed group were 0.031 + 0.030 and in the control group
0.002 £ 0.004. In the micronuclei frequencies of the exposed group the obtained result was
0.0035 + 0.003 and in the control group 0,0004 + 0.001 confirming the methodology of
cytogenetic analysis as quality control in the biodosimetric investigation for the identification
and prevention of possible genomic damages. Subsequent studies are needed to find out if
factors such as smoking and alcoholism can influence changes in the health of these

professionals.

Keywords: Health professionals. X-ray. Micronucleus. Unstable chromosomal aberrations.

Biological dosimetry.
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1 Introducao

A medida que a radiac¢do ionizante se tornou uma ferramenta amplamente utilizada na
radioterapia, radiodiagnostico e medicina nuclear, aumentou o grupo de profissionais com
maior exposicao a radiacdo ionizante (RI) na populagdo (BOURAOUI et al, 2013).

Os riscos inerentes ao uso das radiagdes ionizantes estabeleceram as Diretrizes Basicas
de Protecao Radiologica conforme Portaria 164 publicada em 11 de margo de 2014, que visa
estabelecer medidas de prote¢ao das pessoas que exercem todas as atividades que envolvam
ou possam envolver exposi¢ao a radiacao, como uma medida de prevencao de danos a saude
(BRASIL, 2014).

E devido a esta norma que os limites de dose individual decorrentes da exposigdo a
radiag¢do foram estipulados, levando em consideracdo doses efetivas causadas por exposi¢des
diarias incorporadas pelo organismo decorridas no ano, junto com eventos ionizantes
ambientais (HARRISON; STREFFER, 2007).

Tendo em vista que os técnicos em radiologia fazem parte do grupo de individuos
ocupacionalmente expostos, eles estdo sujeitos ao Programa de Controle Médico de Saude
Ocupacional sendo monitorados individualmente por meio de relatérios que registram a
exposi¢ao mensal, afim de se obter o controle da dose anual como uma forma de resguardar a
saude destes profissionais (BRASIL, 2014).

A forma de avaliagdo da grandeza dosimétrica da dose individual deste grupo ¢
expedida por um laboratoério responsavel pela emissao do relatério de dose mensal, autorizado
pelo Instituto de Radioprotecdo e Dosimetria (IRD) da Comissdao Nacional de Energia
Nuclear (CNEN), contendo os dados da empresa contratante, dados do colaborador que ira
usar o monitor, tipo de monitor utilizado e dose que seu organismo absorveu (BARBOSA;
MARTINS, 2013).

De acordo com a CNEN, o nivel de registro para monitoramento individual mensal de
individuos ocupacionalmente expostos ¢ de 0,20 mSv*, mas nem todos os profissionais se
importam com os resultados emitidos em seu relatorio quando ndo tem acesso a sua dose
mensal especificada. Este € outro agravante devido a laboratérios responsaveis pela leitura do
aparelho de dosimetria tomarem por referéncia que para o célculo de doses, a dose padrdo do
dosimetro ¢ por definicdo sempre igual a zero, por isso ndo ¢ colocada no relatério (HUHN,

2014; MACEDO; RODRIGUES, 2009).

* Milissiert: Sistema Internacional de Unidades da dose equivalente ou dose de radiagdo
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Quando os laboratérios contratados para a leitura do dosimetro detectarem um valor de
dose mensal acima do limite estabelecido pelo Ministério da Satde, devem comunicar as
autoridades responsaveis, no entanto, caso a dose de absor¢ao seja menor ou igual a 0,2 mSv,
o valor correspondente ndo ¢ especificado no relatorio (BARBOSA; MARTINS, 2013;
HARRISON; STREFFER, 2007).

O dosimetro, um aparelho responsavel pela absorcdo individual que o técnico utiliza, é
especifico da empresa onde trabalha, sendo a dose medida da exposicdo mensal deste
profissional, relativa ao periodo correspondente a sua carga horaria mensal nesta empresa.
Caso este profissional trabalhe em outro local, ele deve usar o dosimetro cedido pela segunda
empresa contratante, e recebera o relatério de dose mensal correspondente a carga horaria
apenas desta empresa, ou seja, ndo serd medida a dose de absor¢do total mensal, e sim o
correspondente ao tempo que trabalhou na respectiva empresa (CNEN, 2014).

Para cada empresa que o profissional trabalhar na 4rea de radiologia, lhe serd entregue
um aparelho de dosimetria e receberd o relatoério correspondente para cada empresa que
trabalhou, porém nao se sabe qual a dose total que foi exposto somando a dupla jornada de
trabalho, o que torna a dosimetria fisica incompleta (BUDECHESKI et al, 2016).

A biodosimetria utilizada em condi¢des de radiotoxicidade tem como finalidade
avaliar os niveis de dose efetiva ou dose absorvida média ponderada em um determinado
tecido ou orgdo, visando estimar a dose absorvida e correlacionar o tipo de radiagdo
envolvida, através de biomarcadores capazes de quantificar as alteragcdes cromossdmicas
resultantes dos danos bioldgicos causados pela radiagdo ionizante (UNEP, 2016; LIU, 2009).

A exposi¢do a radiacdo ionizante, mesmo em doses baixas, tornou o uso da
biodosimetria ou dosimetria biolodgica, por utilizar técnicas que podem estimar o dano
gendmico causado pelas doses acumuladas através da quantificagdo da frequéncia de
aberragdes cromossOmicas e a contagem de micronucleos (AINSBURY et al, 2014; DA
SILVA, 2000).

Compreender os riscos que a exposicdo ocupacional representa para a saude dos
profissionais expostos a RI ¢ importante tanto no presente quanto no futuro (SILVA et al,
2016; QIAN et al, 2016). Estudos relatam a probabilidade de associacao entre exposi¢ao a RI,
um sistema de reparo ineficiente e o acimulo de mutagdes no DNA com o aumento dos riscos
da proliferag¢do das células cancerigenas (SILVA et al, 2016; GUNALP et al, 2014).

Pinto et al. (2010) ressaltam que a dosimetria bioldgica se tornou um biomarcador de

escolha para identificagdo complementar a dosimetria fisica, que mede a taxa de dose, pois
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esta ndo ¢ suficiente para determinar o nivel de dano gendmico que a exposicdo a radiacao
ionizante pode causar (ULSH et al, 2015; PINTO, 2010).

Neste cenario, o presente estudo se baseia nas investigagdes dos efeitos bioldgicos da
radiagdo através da analise do teste de microntcleos ¢ analise de aberragdes cromossomicas

de técnicos em radiologia que manipulam fontes radioativas em decorréncia de seu trabalho.
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2 Revisao bibliografica

2.1 Atribuicdes do técnico em radiologia

A profissao do técnico em radiologia foi regulamentada pela Lei n® 7.394/85 onde sdo
descritas vantagens para esses profissionais da saude, tornando o atendimento individual
desenvolvido por esses trabalhadores uma importante e significativa mudanga na complexa
estrutura assistencial da rede do Sistema Unico de Satde (SUS)(BRASIL, 2016).

As atribui¢des do técnico em radiologia consistem na formagao e qualificagdo destes
profissionais para o manuseio ¢ auxilio de equipamentos diversos de tecnologias avangadas na
radioterapia e radiologia (BRASIL, 2016). Dentre os procedimentos realizados, incluem o
preparo do paciente e do ambiente para a realizacdo de exames com alta e/ou baixa
complexidade como a radiologia convencional, odontoldgica e intervencionista, densitometria
Ossea, mamografia, tomografia computadorizada, servigos de radioterapia e diagndstico por
imagem na medicina nuclear. Realiza o processamento das peliculas radiograficas, o preparo
de solugdes quimicas, organizacdo da sala de processamento, visando a preservacao do
principio da radioprotecdo e biosseguranga a todo o momento, agindo de acordo com as
necessidades e demandas da atencdo a satde, sob supervisdo profissional pertinente
(BRASIL, 2016; GUNALP et al, 2014).

Os avangos tecnoldgicos no diagndstico e terapia proporcionaram a incorporacao e a
ampliagdo dos procedimentos e métodos de intervengdo radiodiagnostico e modalidades
radioterapéuticas, porém o indice de exposi¢cdo a RI aumentou significamente tornando as
doengas ocupacionais uma preocupacio constante (GUNALP et al, 2014). Entender os efeitos
da radiagdo e como ela pode nos afetar, tanto para o diagnostico quanto terapéutico, se tornou
uma das investigacdes mais importante para a satide dos profissionais (QIAN et al, 2016;
KANAGARAJ et al, 2015; BOURAOUI et al, 2013; TOUIL et al, 2000).

De acordo com Qian e colaboradores (2016), a exposi¢do ocupacional a RI ¢
considerada um dos fatores de risco para desencadear sérias alteracdes no genoma deste
trabalhador. As consequéncias biologicas € os danos provocados no organismo podem ser
detectados em diferentes tipos celulares (CRUVINEL et al, 2014), especialmente em células
somaticas (GHOBADI et al, 2017) pela fonte de energia emitida, duragdo e intensidade de
exposicdo da dose da radiacdo absorvida, tipo de radiacdo, tecido irradiado e adjacentes

(UNEP, 2016; LEURAUD et al, 2015).
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Alguns fatores de risco podem estar associados com o organismo e sua sensibilidade a
energia radioativa entre outros, podendo resultar em mutagdes e cancer (DJOKOVIC-
DAVIDOVIC et al, 2016; DA CRUZ et al, 1997). Estudos do dano do DNA ao nivel dos
cromossomos pela exposi¢do a RI sdo muito importante e devem ser monitorados e
quantificados através de exames de hemograma, dosimetria fisica, bioldgica e citogenética,
para dar uma ampla visdo dos prejuizos genéticos provaveis que o profissional da satde que

se expde a ela possa vir a apresentar (MILIC et al, 2015; VRAL et al, 2011; FENECH, 2007).

2.2 A radiacao

A partir da descoberta dos raios X por Willian Roentgen em 1895, os elementos
quimicos radioativos encontrados na natureza como sais de uranio, polonio e radio foram
associados a fendmenos fluorescentes e fosforescentes devido a capacidade de emitir radiacdo
caracterizada por uma energia suficiente para detectar imagens fotograficas (ANDREUCI,
2014; SMIRNOV, 2012; KHAN, 2003).

Em 1897, Ernest Rutherford relatou que essa radiacdo emite raios radioativos,
denominadas de particulas alfa (a), beta (B), e gama (y) (SCAFF, 1997). Esta energia emitida
¢ produzida por atomos caracterizada por um nuclideo ou conjunto de particulas que sdo
carregados positivamente, os protons, € 0s que ndo possuem carga, conhecidos por néutrons,
cercados por elétrons com energia negativa (Figura 1), encontrados na natureza de forma

estaveis ou instaveis (UNEP, 2016; CNEN, 2014).
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Niucleo

Elétrons

Figura 1. Representagdo de modelo atomico.

Fonte. CNEN/IRD/RJ, 2014.

Fenomenos fisicos podem desestabilizar esses atomos liberando radiacdo classificada
de acordo com a intensidade que carrega e pela sua frequéncia, mensurada pelo comprimento
da onda e suas oscilagdes (DA SILVA, 2000; SCAFF, 1997).

Estudos subsequentes confirmaram que quando um nucleo radioativo desencadeia uma
emissdo de radiacdo pela transformagdo espontdnea de um nucleo atdbmico maior para um
menor com emissdao de fotons de energia, ocorre o decaimento radioativo, onde um nuclideo
pai resulta em um nuclideo filho (TIMASHEV, 2015). A este fendmeno foi chamado
radioatividade e os materiais produzidos foram denominados como elementos radioativos
(UNEP, 2016; DA SILVA, 2000).

Estas particulas radioativas se interagem produzindo efeitos diretos sobre a matéria
com capacidade de fazer com que elétrons se desprendam de atomos e moléculas, alterando
sua estrutura e ionizando-as, resultando na emissdo de energia na forma de elétrons livres,
ions positivos ou radicais livres devido a quebra de ligagdes quimicas no organismo,
provocando lesdes no tecido (UNEP, 2016; UFRGS, 2002).

Estes radicais livres sdo altamente reativos capazes de se ligar a moléculas importantes
como o DNA e produzir alteracdes funcionais e morfologicas (CRUVINEL et al, 2014). Caso
ocorram interagdes com a agua, sofre radio hidrdlise provocando efeitos indiretos
potencializando os danos no genoma (GHOBADI et al, 2017; AZAM et al, 2012). A Figura 2
representa a transicdo do adtomo instavel ou excitado para o atomo estdvel com liberacdo de

elétron na forma de emissdo de energia.
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Figura 2. Tlustracdo da transi¢cao do 4tomo instavel (a esquerda) ou excitado para o atomo estavel (a direita) com
liberagdo de energia.

Fonte. Adaptado de CNEN/IRD/RJ, 2014.

A radiacdo pode ser classificada quanto a sua natureza sob a forma de ondas com
carater ondulatorio, que se propagam de duas formas perpendiculares entre si (OKUNO,
2013). A primeira como um campo elétrico oscilante com maior efeito sobre a matéria ou
tecido, conhecida como raio-X e raio gama ou radiacdes eletromagnéticas e a segunda como
campo magnético oscilante de menor atuagdo sobre a matéria como as particulas alfa, protons,
néutrons e raios beta que sdo as radiacdes corpusculares (KHAN, 2003; SARTORI et al,
2008).

Por apresentar diferentes efeitos na matéria, a energia radioativa é caracterizada como
radiacdo ndo ionizante, devido a baixa energia que emitem como as ondas de radio, luz
infravermelha, micro-ondas e outras (TSAI; HAMBLIN, 2017). Caso os atomos emitam
energia suficiente para ionizar moléculas e dtomos, a emissdo da radiacdo sera conhecida
como RI, sendo muito tuteis nas aplicagdes médicas e industriais (ANDREUCCI, 2014; DA
SILVA, 2000).

As RIs podem ser encontradas em fontes artificiais e naturais (BUDECHESKI, 2016;
UNEP, 2016). As fontes naturais estdo na natureza, nos raios cosmicos, nas radiagdes solares,
no ar, na agua e também estdo presentes no corpo humano. As radiacdes artificiais sdo
produzidas por aparelhos e reatores, detectadas em exames radiologicos, médicos e
odontolégicos (UNEP, 2016; HUHN, 2014; SARTORI et al, 2008).

Com os avangos da tecnologia, as instalagdes radioativas no Brasil aumentaram

significativamente, de acordo com a Figura 3, pelo uso de diversas fontes de radiagdo
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principalmente na medicina, na indudstria e nas usinas nucleares (OKUNO, 2013). Essa nova
realidade potencializou o estudo da radiobiologia e os riscos a saude dos profissionais que
trabalham na area de radiologia devido ao aumento da demanda (QIAN et al, 2016;

LEURAUD et al, 2015; CNEN, 2014; SHIRAZI et al, 2007; DA SILVA, 2000).
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Figura 3. Tipos de instalagdes radioativas no Brasil.

Fonte. CNEN, 2014.

De acordo com a Figura 4, a exposicdo a RI representa 38% da dose populacional
anual devido ao uso de servigos de radiodiagnéstico, o que corresponde a uma taxa
significativa correspondente ao aumento na demanda do grupo dos profissionais que atuam na
area da radiologia (UNEP, 2016). Estes dados fazem parte de pesquisas que avaliaram os
efeitos nocivos a saude relacionados ao aumento da exposi¢do a radiacdo, o que levou a
atuacao de 6rgdos competentes a normatizagao para um aumento do controle de radioprotecao

(HUHN, 2014; SHIRAZI et al, 2007).
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Figura 4. Exposigdo da populagao as radiagdes naturais e artificiais.

Fonte. Adaptado de HUHN, 2014.

Dentre os mais importantes tipos de geradores de RI destacam-se os tubos de raios X,
os aceleradores de particula, os irradiadores com radioisotopos e as fontes de néutrons. Esses
dois primeiros dispositivos utilizam a eletricidade como fonte de energia para acelerar
particulas e gerar radia¢do. Os irradiadores utilizam radiois6topos como fonte de radiagao,
acoplados a um sistema blindado de exposicdo e guarda da fonte. As fontes de néutrons
utilizam reagdes nucleares produzidas por particulas alfa emitidas por um material radioativo
em um determinado alvo e os outros podem emitir particulas B, a e/ou y - beta, alfa e gama

respectivamente (CNEN, 2014; KHAN, 2003; BIRAL, 2002; SCAFF, 1997).

2.3 Efeitos bioldgicos da exposicao as radiacoes ionizantes

O efeito bioldgico corresponde a resposta de parte ou todo o organismo mediante um
agente agressor conforme ilustrado na Figura 5 (AMARAL, 2002). Pode variar em funcao da
dose e efeito conhecidos como efeitos deterministicos e estocésticos, respectivamente
(THOME et al, 2018). As manifestagdes decorrentes do dano causado dependem do tecido e
do periodo que foi exposto, podendo produzir um efeito imediato ou tardio (CHUA et al,
2011), de acordo com a irradiagdo (GHOBADI et al, 2017) e da linhagem celular germinativa
ou somatica atingida (SILVA et al, 2016; SHIRAZI et al, 2007; DA SILVA, 2000). Neste
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contexto, o dano a molécula de DNA pode ser mensurado pela correlagao entre dose e efeito

(AZAN et al, 2012; COSTA et al, 2011).
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Figura 5. Representagdo esquematica simplificada dos efeitos direto e indireto das radiagdes ionizantes sobre a
molécula de DNA.
Fonte. Adaptado de CNEN, 2014.

A exposicdo a uma dose baixa, onde o dano celular ndo sinaliza aparente prejuizo ao
tecido ou orgdo pode sinalizar uma deficiéncia no sistema de reposi¢do ou reparo
(VANDEVOORDE et al, 2016; OLIVE et al, 2008). Caso ocorra uma exposi¢do com grau
mais elevado, a ocorréncia e severidade do dano sdo diretamente proporcionais a dose sendo
relacionados a apoptose (QIAN et al, 2016). Esta ocorréncia ¢ conhecida como efeito
deterministico e pode desencadear uma série de agravos como eritema, bolhas, catarata,
necrose ¢ até depressdo do tecido hematopoiético (DA CRUZ et al, 2008).

Os efeitos estocasticos podem surgir pela exposicdo a doses baixas por periodos
longos e induzir danos manifestados com o tempo através da diminuicdo da longevidade,
como o acumulo de mutagdes e alteracdes cromossomicas, destacando-se o desenvolvimento
de células tumorais devido ao efeito tardio desta exposicao (DA CRUZ et al, 2008; OLIVE et
al, 2008; DA SILVA, 2000).

Os efeitos agudos decorrentes da alta dose se manifestam no organismo em um curto

periodo apresentando sinais e sintomas como nauseas, diarreia, perda de peso e queda de
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cabelo, porém o restabelecimento da saude deste individuo pode ocorrer sem demora
dependendo de cada caso (GUNALP et al, 2014).

A energia liberada pela radiagdo pode alterar o funcionamento das células, induzindo
transformagdes celulares, proteicas e rupturas no material genético interrompendo a divisao
do ciclo celular normal e os processos metabdlicos desencadeando instabilidade genética e
prejudicando a expressdao génica (QIAN et al, 2016; RIBEIRO et al, 2008; SHIRAZI et al,
2007; BENDER et al, 1988).

Dependendo da célula que foi irradiada, os danos podem atingir tecidos e 6érgaos com
consequéncias diretas no organismo e em suas funcdes, gerando estresse celular (QIAN et al,
2016). Esses efeitos estdo associados ao dano no DNA (FENECH, 2000) desencadeando
aberragdes cromossomicas (MADDILETI et al, 2002), alteragdes no processo de proliferacao
celular (GHOBADI et al, 2017), resposta inflamatéria (CANDEIAS; TESTARD, 2015),
morte celular (QIAN et al, 2016), mutacdo (VRAL et al, 2011) e o aumento do risco de
carcinogénese (EKEN et al, 2010). A Figura 6 ilustra os varios efeitos que a radiacdo

desencadeia no organismo (GUNALP et al, 2014; SARTORI et al, 2008).
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Figura 6. Quadro representativo dos diversos processos envolvidos na intera¢do da radiagdo ionizante com as
células do tecido humano, e o tempo estimado para sua ocorréncia.

Fonte. Adaptado de CNEN, 2014.
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2.4 Dosimetria e suas aplicacdes
A dosimetria ¢ um método fisico que utiliza um monitor para medir a dose absorvida
efetiva do corpo inteiro, 6rgao ou tecido humano que esta exposto a RI. Para cada ambiente
com fonte radioativa existe um tipo de monitor. No caso dos profissionais que trabalham na
area da satde nos setores de radiologia, normalmente ¢ utilizado o dosimetro de térax, pois
abrange uma maior extensdo do corpo para o monitoramento individual (VRAL et al, 2011;
AMARAL, 2002).
Este aparelho possui um filme dosimétrico conforme a Figura 7, que faz a captacdo da
dose acumulada sendo avaliada mensalmente por um laboratério devidamente credenciado

junto CNEN, para o controle da exposi¢ao mensal.

baixa sensibilidade

alta sensibilidade

Figura 7. Monitor individual utilizado pelo Instituto de Radiologia e Dosimetria.

Fonte. CNEN, 2014.

De acordo com a Portaria 453/98 a dosimetria serve para qualificar a regulagdo e
fiscalizacdo nos servicos de radiologia intervencionista e radiodiagnostica, além da protecao
da saude destes profissionais (BRASIL, 1998). Neste contexto, a CNEN preconiza como
protecdo radioldgica o conjunto de medidas que visam proteger o ser humano e seus
descendentes e especifica que o limite de dose de exposi¢ao a RI anual considerando um

periodo entre janeiro a dezembro dentro de um mesmo ano, seja de 20 mSv com média em 5
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anos nao excedendo 50 mSv em um unico ano (CNEN, 2014; SANTOVITO et al, 2013;
ICRP, 2007)

Conforme a Comissdo Internacional de Protecao Radiologica (ICRP), a exposi¢do dos
individuos expostos ocupacionalmente a RI deve ser respeitada, de tal modo que a dose

efetiva e a dose equivalente em todo o corpo, ndo excedam os limites especificados no quadro

da Figura 8. (HARRISON; STREFFER, 2007).

Limites de Dose Anuais

Grandeza Orgéo Individuo ocupacionalmente
exposto
Dose efetiva Corpo inteiro 20 mSv
Dose equivalente Cristalino 20 mSv

(Alterado pela Resolugao CNEN 114/2011)

Pele 500 mSv
Maos e pés 500 mSv

Figura 8. Limites maximo da dose anual que os profissionais expostos ocupacionalmente a radiagdo ionizante
estabelecido pelo Ministério da Saude.

Fonte. Adaptado de CNEN, 2014.

Estas medidas de precaugao foram tomadas, por considerarem um dos quesitos mais
importantes no monitoramento de quem atua na area da radiologia, visto que a principio, o
motivo de maior preocupacdo com os danos causados no organismo era devido a exposicdes
acidentais ou agudas, pela alta dosagem em um curto periodo, como ocorreu no acidente do
Césio 137 em 1987 na cidade de Goiania (MILIC et al., 2015; COSTA, 2011; DA CRUZ et
al., 2008; DA SILVA, 2000).

A Portaria 453/98, criada em circunstancias delicadas devido a este acidente que
ocorreu no Brasil, estabeleceu normatizacdes e especificagdes em geral relativas a

radioprotecdo radiologica no que se refere a utilizagdo dos aparelhos de raios-X, controle de
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qualidade, manutengdes de equipamentos, requisitos de prote¢do radiologica para o
funcionamento dos estabelecimentos que operam com diagnésticos de raios-x,
responsabilidades regulatorias do Ministério da Satde relacionadas a producao,
comercializa¢do e utilizagdo de produtos e equipamentos emissores de radiacdes ionizantes
(BRASIL, 1998).

Visando a preservacdo da satide e a necessidade de mitigar os efeitos da radiagdo, o
ICRP correlacionou alguns principios de radioprotecao importantes para otimizacao, cuidado,
controle, andlise da dosimetria e radioprotecdo em todos os procedimentos envolvidos
levando em consideracao a exposi¢ao ocasional da populagdao em geral e dos trabalhadores da
area de radiologia e diagnostico de imagem (SANTOVITO et al, 2013; AZAM et al, 2012;
ICRP, 2007; DA CRUZ et al, 1997).

Os quatro principios de protecdo radioldgica devem ser respeitados sendo o primeiro,
o principio da justificacdo, onde nenhuma pratica envolvida com exposicao a radiagdo deve
ser adotada a menos que produza suficiente beneficio ao individuo exposto ou a sociedade. O
segundo principio da otimizagdo estabelece os cuidados no planejamento das praticas e
instalagdes e admite que toda exposi¢ao a radiacdo deve ser tdo baixa quanto razoavelmente
exequivel, levando-se em conta fatores sociais e econdmicos. O terceiro principio da
limitagdo de dose afirma que a exposi¢ao do individuo, resultante da combinagdo de todas as
praticas relevantes, deve ser sujeita a limites de dose ou a algum tipo de controle de risco no
caso de exposicdes potenciais. O quarto principio, implementa os cuidados na manipulagdo de
equipamento e instalagcdes visando minimizar exposi¢des acidentais (IAEA, 2007; BRASIL,
1998).

Atualmente, uma nova preocupacdo vem tomando grandes proporcdes pelas
evidéncias de que o dano gendmico radioinduzido nos profissionais das areas da radiologia
estd correlacionada ao contato prolongado a uma baixa dose de RI (LEURAUD et al, 2015;
KANAGARAIJ et al, 2015; MILIC et al, 2015; BOURAOUI et al, 2013; EKEN et al, 2010).

Virios estudos relatam que a predisposicdo genética associada a fatores de risco pela
exposi¢cao a agentes quimicos, bioldgicos e fisicos podem causar danos ao organismo, porém
a exposicdo ocupacional a RI ¢ considerada a mais importante devido a sua associacdo aos
riscos de desenvolvimento do cancer (AZZAM et al, 2012; SHIRAZIA et al, 2007).

A dosimetria citogenética ¢ uma importante ferramenta diagnostica utilizada como
método de andlise eficiente e de baixo custo, com capacidade de detectar alteragdes

cromossdmicas através da proliferacdo celular da linhagem de linfocitos (SADATULLAH et
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al, 2013; QIAN et al, 2016; MILIC et al, 2015; SANTOVITO et al, 2013; DA CRUZ, 2011;
CHO et al, 2009).

A citogenética abrange todo o estudo que envolve o0s cromossomos, suas
caracteristicas quanto ao nivel de organizagdo estrutural, morfologicas e fungdes dependendo
da variagdo de cada do organismo e sua evolu¢do celular (GUERRA, 1988). Sua
aplicabilidade estd baseada em pesquisas cientificas em radiobiologia, um estudo que envolve
a exposicao do individuo a RI e sua probabilidade de indugdo a mutagdes cromossOmicas.
Fatores modificadores da resposta e efeito bioldgico como o estado fisico do individuo, sexo e
idade ou habitos comprometedores como o tabagismo, etilismo também devem ser
considerados levando em consideracao que podem ser agentes potencializadores de danos a

saude (SILVA et al, 2016; SHIRAZI et al, 2007).

2.5 Ciclo celular

As células sao unidades basicas de todos os organismos responsaveis pela manutengao
do metabolismo e das estruturas que carregam os genes para a preservagao da integridade do
genoma e preservacdo da informagdo genética. Dentre as véarias atividades que as células
vivas realizam, a divisdo se destaca como a mais importante devido a renovacdo celular
constante em alguns tecidos (DJOKOVIA-DAVIDOVIC et al, 2016; DA SILVA, 2000).

No nucleo da célula contém a informagdo hereditdria organizada na forma de
cromossomos, os quais sd3o conhecidos como estruturas celulares que carregam os genes
compostos por proteinas, RNA e DNA. Os cromossomos podem ser facilmente visualizados e
identificados nas células somaticas durante a metafase na divisao celular (Figura 9) (COX et

a, 2012; COSTA et al, 2011).
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Figura 9. Identificagdo de cromossomos derivados uma metafase (2 esquerda), morfologia de um cromossomo
metafasico (no centro) e estrutura molecular do cromossomo.

Fonte. Adaptado de Cox et al, 2012.

Seu material genético ¢ organizado em pares de cromossomos homdélogos sendo cada
um derivado do genitor paterno e do materno. Em condi¢des normais, uma célula mae da
origem a duas células filhas de tamanho reduzido mantendo a integridade do contetido
genético, através da divisdo celular (SNUSTAD; SIMMONS, 2012; KLUB et al, 2010).

Uma analise muito util ¢ a biodosimetria, que utiliza cultura de linfocitos de sangue
periférico para avaliar as diversas alteracdes celulares que ocorrem no ciclo celular (QIAN et
al, 2016; DJOKOVIA-DAVIDOVIC et al, 2016).

Compreender a divisdo celular, a diferencia¢do celular, os mecanismos de reparo e
morte celular nos permite identificar alguns disturbios importantes melhor visualizados na
fase interfasica do ciclo mitdtico, que possam estar associados aos efeitos deletérios da
interacdo entre a RI e as células somaticas (WIMAN; ZHIVOTOVSKY, 2017; NUSSBAN et
al, 2002).

O ciclo celular eucaridtico consiste em interfase e mitose e comega pela fase G; onde
ocorre a sintese do material cromossdmico. A seguir, a célula pode entrar em repouso
permanecendo em uma fase Go ou passar para a fase S na qual o genoma ird se duplicar e
seguir para a fase G2, gerando o armazenamento de energia para desencadear a mitose, sintese

de RNA e de proteinas (SNUSTAD; SIMMONS, 2012; KLUB et al, 2010).
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As células que se mantem na fase Go apesar de ndo se proliferarem, permanecem
metabolicamente ativas e vidveis podendo ndo se dividirem mais ou serem estimuladas
novamente e voltar a diferenciacdo na fase G; (KLUB et al, 2010). Na fase G2 ¢ onde o
sistema de reparo atua, caso haja algum erro no mecanismo da replicagdo (MALUF et al,
2011).

A mitose ¢ um periodo de atividade intensa e continua distribuidas em fases distintas
devido a cada evento especifico correspondente iniciado pela profase, pro-metafase, metafase,
anafase e por ultimo a telofase. As estruturas e fungdes celulares podem ser visualizadas nas
diferentes fases (NUSSBAM et al, 2002).

A duragdo do ciclo celular varia conforme a fase, o tipo celular e as condi¢des em que

a célula se encontra. As fases da divisdo do ciclo celular estdo representadas na Figura 10

(SNUSTAD; SIMMONS, 2012; KLUB et al, 2010).

Gl fase §

Interfase \

/ Andfase Metafase \

\‘\l 14 y A
: 4 ' I n

)
U0
\\

)

Figura 10. Fases do ciclo celular em divisao.

Fonte. Adaptado de KLUB et al, 2010.
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2.6 Linfécitos T

Dentre as células do sangue, os linfocitos sdo as células mais envolvidas na resposta
imune e constituem 20% a 25% dos leucocitos, o que corresponde a ~2% das células
circulantes na corrente sanguinea periférica (KHAN et al, 2017; ALBERTS et al 2002).

Os linfocitos s@o células arredondadas e discretamente incidentadas com tamanho e
morfologia heterogéneas, encontradas com uma variacdo de tamanho entre 6 a 11pm de
diametro, denominados pequenos nucleos e possuem maior propor¢ao entre a concentragao de
nucleo e citoplasma, sendo visualmente mais escuros devido a alta condensag@o da cromatina.
Os nucleos maiores medem cerca de 10 a 12 um, contendo uma maior quantidade de
citoplasma em relagdo ao nucleo, sendo chamados de linfoblastos ou linfécitos grandes

(Figura 11) (MONTANARI, 2016; ABBAS et al, 2015; MALE et al, 2006).

C N J

Y )

Figura 11. Analise de um linfécito pequeno (A) com maior concentracdo de cromatina. Andalise de um linfocito
grande (linfoblastos) (B).
Fonte. Adaptado de Abbas, 2015.

No adulto, alguns tecidos se desenvolvem mais rapidamente como a medula Ossea, a
pele e especialmente o sistema linfocitdrio (BENDER, 1988). Este mantém suas células
interconectadas pelo sistema linfatico através de capilares linfaticos os quais permitem a livre
circulacdo de linfocitos entre os fluidos, os tecidos e os 6rgaos linfoides, se tornando essencial

para a resposta imune rapida (ABBAS et al, 2015; ALBERTS et al, 2009).
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O primeiro mecanismo de defesa do organismo ¢ o sistema imune representado por
barreiras fisicas como a pele e por meio de uma cascata de acdo imediata aos agentes
invasores. Caso o organismo entre em contato com agentes patogé€nicos, o sistema
imunologico ativa a resposta humoral pela mediagdo de macrofagos, neutrofilos e células
exterminadoras naturais conhecidas como natural killer (NK), representando uma resposta
inespecifica além de participar da regulacdo da resposta imune (ABBAS et al, 2015; ZIPFEL,
2009; MALE et al, 2006).

Quando o primeiro sistema ndo consegue eliminar o agente estranho, o organismo
aciona o sistema imune adaptativo composto pelos linfocitos que sdo responsaveis pela
surpreendente especificidade das respostas imunes adaptativas pela ativacao das células T e B.
Apesar de possuirem fungdes diferentes, eles atuam em conjunto, sendo os linfécitos T
mediados por diversas vias de sinalizag¢do celular que vai ativar a resposta imune adaptativa
especifica do antigeno, enquanto que os linfocitos B se diferenciam em plasmocitos
secretando imunoglobulinas (anticorpos) para combater patdgenos e agentes infecciosos
(CHAPLIN; DAVID, 2010; ZIPFEL, 2009).

O timo e a medula 6ssea sdo 6rgaos linfoides primdrios e fazem parte da formagao e
maturacdo dos linfécitos T e B. Algumas destas células podem migrar através da circulagio
para os tecidos linféides secundarios ou periféricos que sdo linfonodos, o bago e sistema
imune cutdneo € mucoso, os quais favorecem o inicio mais rapido da resposta imune
adaptativas devido a memoria imunolégica (ABBAS et al, 2015; OWEN, 2015).

Um grupo de linfécitos podem permanecer inativos ou em repouso na fase de pré-
sintese de DNA (fase Go) do ciclo celular. Nesta fase, os linfocitos B ¢ T ndo podem ser
distinguidos morfologicamente. Apods a ativacao do antigeno, uma célula B ou T se prolifera e
amadurece se diferenciando para gerar células efetoras e de memoria permanecendo
circulantes no sangue periférico (DJOKOVIC-DAVIDOVIC et al, 2016; DA SILVA, 2000).

Sun e colaboradores (2014) relataram que somente as células B e T do sistema imune
adaptativo possuem capacidade de expansdo clonal, alta especificidade e produgdo de células
de memoria, entretanto, apenas os linfocitos T possuem uma vida mais prolongada estimada
em 3 a 4 anos. Por isso, se tornaram biomarcadores essenciais na biodosimetria por serem
considerados as células mais radiossensiveis que compdem o sistema hematopoiético e
capazes de estimar o indice de dano gendmico acumulado da RI (DJOKOVIC-DAVIDOVIC
et al, 2016; QIAN et al, 2016; ABBAS et al, 2015; EKEN et al, 2010; CHO et al, 2009;
FENECH, 1993).
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Ghobadi e colaboradores (2017) demonstram que as RIs podem induzir alteragdes
celulares e ativar o sistema imunoldgico. Este fato se tornou um ponto de discussao relevante
para investigar o mecanismo de modulagao da resposta imunitaria e sua interacdo entre as
moléculas do organismo exposto a radiagdo para avaliar seu potencial mutagé€nico e

genotdxico (HERRERA et al, 2016; COSTA et al, 2011; EKEN et al, 2010).

2.7 Analise cromossomicas em linfécitos T de sangue periférico

Moorhead et al. (1960) publicaram um método utilizando a cultura de linfocitos de
sangue periférico estimulados por um mitdégeno especifico, para aumentar a proliferagdo
celular e posteriormente, utilizaram um bloqueador de fuso mitdtico na metafase para
paralisar o processo da mitose, permitindo a visualizacdo de cromossomos humanos.

Ao longo dos anos, os estudos desta técnica evoluiram possibilitando uma analise
cromossdmica mais criteriosa utilizando cromossomos metafasicos devido ao seu alto grau de
condensacdo e espalhamento em metafase, permitindo assim a identificagdo e contagem dos
pares de cromossomos autossomicos e sexuais, defini¢do da morfologia, além da deteccao de

diversas aberragdes cromossdmicas (GUERRA, 1988).
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Figura 12. Fotomicrografia de cromossomos metafasicos humanos. Em (A) metafase exibindo ntimero

cromossomico e estrutura sem alteragcdes. Em (B) metafase evidenciando cromossomo dicéntrico e fragmento
acéntrico (apontado pelas setas). Ampliagdao de 1000X.
Fonte. Domina et al, 2014.
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O genoma humano ¢ constituido por um complexo de moléculas e DNA compactado e
distribuidos em 23 pares de cromossomos, sendo 22 pares de autossomos € um par sexual,
caracterizados pelo seu caridtipo de acordo com a morfologia e numero de cromossomos. Em
um individuo diploide normal os nucleos de suas células contém 46 cromossomos, facilmente
visualizados em microscopia 6tica pela cultura de células em divisdo, logo ap6s a duplicacio
do DNA (MALUF et al, 2011; BENDER et al, 1988).

Assim, qualquer mudanca que interfira no ciclo celular, alterando a estrutura do DNA
ou o numero de cromossomos, ird resultar em mutacdes e anormalidades (QIAN et al, 2016)
definidas como aberragdes cromossdmicas observadas em estudos citogenéticos (GUERRA;
SPIZA, 2002) e classificadas de acordo com a andlise de cromossomos metafasicos dos
linfocitos periféricos (ULSH et al, 2015; BOURAOUI et al, 2013; EKEN et al, 2010; TOUIL
et al, 2000).

Djokovia-Davidovic et al. (2016) relatam que a instabilidade genomica induzida pela
RI estd associada ao aumento da frequéncia de aberragdes cromossomicas. As consequentes
mutagdes presentes no genoma podem ter sido induzidas ou aparecer espontaneamente,
envolvendo alteracdes metabolicas da célula, proliferacao celular, produtos de mediadores
inflamatoérios, falha no sistema de reparo, enfim, fatores importantes que podem desencadear
morte celular ou um processo de carcinogénese. Sdo identificadas através de aberragdes
cromossomicas correspondente a dose da radiacigo (MORGAN; SOWA, 2007;
NATARAJAN, 2002).

Quando os eventos da radiagdo causam altera¢cdes no numero dos Cromossomos,
correspondendo ao aumento ou diminui¢do de um, mais de um ou um conjunto completo de
cromossomos duplicados ou deletados, sao chamadas mutagdes numéricas. Sao divididas em
aneuploidia e euploidia. Na aneuploidia ocorrem fendmenos de delecdo ou duplicagdo de um
gene, de um segmento cromossdmico em sua estrutura levando ao aumento ou diminuigdo de
um cromossomo ou mais. Sao consideradas poliploidia, quando ocorre alteracdo envolvendo
todo o conjunto cromossdmico, ou seja, um conjunto haploide a mais nas células, além do
conjunto basico (MALUF et al, 2011; KLUB et al, 2010; GRIFFITHS et al, 2008).

A aneuploidia ¢ uma anormalidade espontanea derivada de erros de nao disjungao na
divisdo celular com consequente perda ou ganho de um cromossomo inteiro. Ocorre
geralmente na mitose ou meiose das cromatides desencadeando varios tipos de rearranjos
(HASSOLD et al, 2007; TOUIL et al, 2000). E considerada a anomalia cromossémica mais

comum detectada no caridtipo humano, por causar algumas anomalias como defeitos
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congénitos, abortos espontaneos (HASSOULD et al, 2007) e retardo mental (ROOMS et al,
2007; GRIFFITHS et al, 2008). Na espécie humana, a poliploidia ¢ incompativel com a vida,
porém ¢ muito utilizado na agricultura e horticultura para o aumento de produtividade e
melhoramento genético (SNUSTAD; SIMMONS, 2012).

As mutagdes estruturais induzidas pela radiacdo nas células da fase de sintese de DNA
ou fase Gi, ird resultar em anomalias cromossOmicas por gerar quebra envolvendo ambas as
cromatides. Se as aberragdes forem observadas durante o ciclo S e Gz devido a erros da
replicagdo do DNA, formardo quebras cromatidicas devido a lesdo em uma das cromatides
denominadas anomalia cromatidica (IAEA, 2011).

O namero de quebras envolvidas, a forma como estes segmentos irdo se interagir entre
as extremidades quebradas vai determinar os tipos de rearranjos que serdo formados (MALUF
et al, 2011; IAEA, 2011). A Figura 13 apresenta alguns tipos de aberragdes identificadas em
cromossomos metafasicos induzidos por eventos ionizantes (UNEP, 2016; VRAL et al, 2011;

TUCKER, 2010).
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Figura 13. O quadro caracteriza os varios tipos de rearranjos e aberragdes cromossdmicos formadas.

Fonte. Adaptado de Cunha, 2015.
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De acordo com a Agéncia de Energia Atomica Internacional (2011), a RI pode induzir
alguns rearranjos cromossomicos identificados somente em cromossomos metafésicos, sendo

categorizadas conforme Bender et al. (1988) abaixo:

e (Quando envolve uma lesdao em uma das cromatides pode gerar a delecao de um
braco curto ou longo do cromossomo ou formar um GAP ou lacuna, mas se
houver o rompimento de um segmento serd denominada como uma delegdo
terminal ou pontual originando um fragmento.

e C(Caso envolva duas quebras no cromossomo € um pequeno segmento
cromossomico localizado entre as quebras se perder, a delegdo serad
denominada intersticial geralmente identificadas pela presenca de pequenos
segmentos na metafase chamados de “minute”.

e As delegdes cromossdmicas com perda maiores de segmentos teloméricos irdo
formar anéis cromossomicos e fragmentos acéntricos.

e A trocas ou rearranjos cromossomicos envolvendo dois cromossomos pode
formar uma troca simétrica entre as cromatides pareadas.

e Nas quebras de extremidades teloméricas dois cromossomos distintos podem
formar um cromossomo dicéntrico com dois centromeros e fragmentos
acéntricos

e Entre dois cromossomos dicéntricos pode ocorrer intercambio de cromatides

ocasionando um cromossomo tetra-radial.

Natarajan (2002) ressalva a importancia de identificar e quantificar as aberracdes
cromossdmicas instaveis utilizadas na dosimetria citogenética como biomarcadores. Os tipos
mais comuns sao classificados como cromossomos sem telomero ou em anel que se perdem
por inteiro por nao se replicar, ou cromossomos dicéntricos que sao puxados simultaneamente
para poélos opostos na anafase, porém nao sdo incorporados em nenhuma célula filha; e ainda
a presenga de fragmentos acéntricos, que irdo se perder nas divisdes celulares por ndo serem
levados para os polos na mitose ou meiose (KAVANAGH et al, 2013; GRIFFITHS et al,
2008).

Os rearranjos estaveis originados pela quebra cromossdmica podem ocasionar

aberragdes cromossomicas como duplicagdes, translocacdo, inversao e delecdo
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desempenhando um papel importante na evolucdo dos organismos (Figura 14)

(NATARAJAN, 2002).
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Figura 14. Tipos de mutagdes cromossdmicas com relocagdo, ganho e perda de material genético.

Fonte. Griffiths et al, 2008.

Em consequéncia desses processos, 0s rearranjos cromossomicos resultam em
alteracdes estruturais ndo balanceadas com mudanca da dosagem génica por perda ou ganho
de segmentos cromossdmicos (Dele¢do e Duplicagdo), ou podem ser balanceadas por nao
haver perda nem ganho de material, apenas redistribuicio ou troca na ordem dos
cromossomos pelo mecanismo de rearranjo dos segmentos cromossomicos (Inversdo e
Translocacdao) (VANDEVOORDE et al, 2016; DJOKOVIA-DAVIDOVIC et al, 2016;
GRIFFITHS et al, 2008).

O segmento pode ser duplicado e gerar uma duplicagdo ou se perder, ocasionando uma
delecdo. Se a parte deletada se inverter e for relocado no mesmo cromossomo, ¢ chamada de
inversdo, porém se for colocada em outro cromossomo sera constituido uma translocagao.
Quanto maior o segmento perdido ou duplicado, maior o desequilibrio génico e suas

alteracdes fenotipicas (KLUB et al, 2010; ROOMS et al, 2007; TOUIL et al, 2000).
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2.8 Analise de microntcleos

Virios estudos foram desenvolvidos para identificacdo de biomarcadores preditivos
dos efeitos da RI na busca de uma técnica que pudesse detectar e quantificar os danos
citogenéticos que a exposi¢ao a radiagao pode causar (CHUA et al, 2011; EKEN et al, 2010)
pressupondo que o efeito genotoxico no organismo seja causado pelo acimulo de mutagdes e
transformagoes celulares (MURGIA et al, 2008; BONASSI et al, 2004)

A metodologia que se destacou foi o teste de micronucleo com bloqueio da citocinese
proposta por Fenech e Morley (1986), utilizando cultura de linfocitos humanos para medicao
da frequéncia de micronucleos (MN) devido a capacidade que os MNs tém de expressar um
indice de confianca das quebras e perdas de cromossomos radioinduzidos (PARDINI et al,
2017; EKEN et al, 2010; CHO et al, 2009). Os MN sao originados durante a divisdo celular
derivados da ndo disjuncdo cromossomica geralmente ocasionadas por lesdes no DNA nao
reparadas devido a ineficiéncia do sistema de reparo (SILVA et al, 2016; FENECH;
MORLEY, 1986).

O termo micronucleo corresponde a um aglomerado com aparéncia de um pequeno
nucleo, além do nucleo celular propriamente dito formado por fragmentos ou cromossomos
inteiros que sdo perdidos ou ndo incluidos no nucleo principal das células filhas durante a
metafase, envoltos em um envelope nuclear que assume a morfologia de um nucleo
interfasico igual aos nucleos principais se apresentando como estruturas extra cromossdmicas
(VRAL et al, 2011; TOUIL et al, 2000; FENECH, 2008).

As caracteristicas fundamentais observadas para a deteccdo do microntcleo sdo a sua
morfologia, a qual deve ser igual a dos nucleos principais, porém um pouco menores, com
variacao no diametro entre 1/3 a 1/6 do didmetro do ntcleo principal; devem estar situados no
mesmo citoplasma que os nucleos principais mantendo a mesma colora¢do dos demais sem
apresentar refringéncia da luz microscopica; e o microntcleo deve estar separado do nucleo

principal sem estar sobreposto a este (Figura 15) (MURGIA et a, 2008; FENECH, 2000).
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para os polos, cromossomos dicéntricos e fragmentos acéntricos.

Fonte. Adaptado de Fenech, 2000.

O método ¢ aplicado no estagio binuclear do ciclo celular pelo bloqueio da citocinese
com adi¢do de citocalasina B, um inibidor do anel de microfilamentos impedindo a divisao
citoplasmatica das células binucleadas na cultura celular mantendo preso o microntcleo
envolto pelo citoplasma. A identificagdo do micronticleo ndo define nitidamente sua origem,
conforme pode-se observar na Figura 16, uma célula binucleada obtida pelo método de
bloqueio de citocinese com a presenca de um micronicleo (FENECH, 2000; FENECH;
MORLEY,198).

Neste cendrio, os estudos citogenéticos podem contribuir para uma melhor
compreensdo dos impactos biologicos da exposicdo humana as radiacdes, complementando

assim a dosimetria fisica de profissionais expostos ocupacionalmente a RI.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo consiste na avaliagdo citogenética de técnicos em radiologia

expostos ocupacionalmente a radiacdo ionizante.

3.2 Objetivos especificos

1.

Determinar a frequéncia de aberragdes cromossomicas instaveis em técnicos em
radiologia expostos ocupacionalmente a radiacdo ionizante caracterizado como
grupo exposto;

Comparar a frequéncia de aberracdes cromossdmicas instaveis radioinduzidas
encontrada em individuos expostos com a frequéncia de aberragdes
cromossdmicas instaveis encontrada no grupo controle;

Determinar a frequéncia de micronucleos em técnicos em radiologia expostos
ocupacionalmente a RI caracterizado como grupo exposto;

Comparar a frequéncia de micronucleos radioinduzidos encontrada nos individuos
expostos com a frequéncia de micronucleos encontrada no grupo controle;
Estabelecer correspondéncia entre os dados obtidos nesta anélise com os resultados
de outros estudos, fornecendo maiores informagdes para a dosimetria bioldgica

individual.
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4 Materiais e métodos

4.1 Coleta de dados

O projeto foi aprovado pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa/Sistema
Nacional de Informagdes Sobre Etica em Pesquisas envolvendo Seres Humanos CEP/PUC
GOIAS (Numero do Parecer: 2.530.366). Todos os participantes foram submetidos a um
questionario, conforme Apéndice [X, para avaliacdo do tempo de exercicio que atuam na area,
quais os tipos de aparelho que manusearam, tempo de exposicdo a radia¢do ionizante,
ocorréncia de exposicdo acidental ocupacional a radiagdo ionizante, dados pessoais e
intercorréncia de possiveis fatores externos relativos a habito tabagista, habito etilista, exames
e/ou procedimentos cirargicos realizados anualmente, utilizagdo de medicamentos de uso
continuo apos a integra¢ao na area de radiologia que possam interferir no resultado da anélise
cromossdmica, bem como assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (Apéndice
X). Todos os participantes que fazem uso do tabaco, alcool ou medicamentos de uso
continuos foram inclusos no estudo.

O delineamento sobre o estudo foi apresentado aos técnicos em radiologia que
aceitaram participar do estudo voluntariamente, em reunido durante o 1° Encontro da
Avaliacdo da Satde Genética do Trabalhador em Radiologia, organizado pela equipe
executora deste estudo. Este encontro além de apresentar os detalhes técnicos deste estudo,
ressaltou a importancia do monitoramento de populagdes expostas as radiacdes, inclusive os
aspectos de saude, sinais e sintomas e demais complicagdes da exposi¢do humana as

radiagdes ionizantes.

4.2 Grupo amostral

O grupo exposto (GE) foi constituido por 20 técnicos em radiologia, expostos
ocupacionalmente a radiagdo ionizante, com idade variando entre 25 e 65 anos, com mais de 3
anos de exercicio da profissdo, com atuagdo em hospitais publicos e clinicas particulares do
Estado de Goids, que manuseiam e/ou se expdem a alguma forma de radiacdo e de ambos os
sexos. Um grupo de 21 individuos randomicamente escolhidos entre a populacdo de Goiania,
sem historico de exposicdo a radiacdo ionizante recente, foi utilizado como grupo controle
(GC) com sexo e idade pareados ao GE. Os linfocitos foram obtidos por pun¢do venosa de 10
mL de sangue periférico, utilizando seringa estéril e descartavel, contendo o anticoagulante

heparina sédica 5000 U/mL.
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4.3 Cultura de linfocitos T

Para cada amostra bioldgica, foram separadas aliquotas de plasma, anel leucocitario e
hemacias. Para cada individuo foram estabelecidas duas culturas, sendo uma para analise de
aberragdes cromossomicas € a outra para analise de microntcleos. O meio utilizado no
procedimento foi o Meio Completo RPMI-1640 por ser um meio composto por varios
componentes com sais, aminoacidos e vitaminas, necessarios para o crescimento celular
normalmente utilizado em culturas de células de animais e de humanos. O Meio RPMI-1640
foi enriquecido com soro fetal bovino, pela capacidade deste de estimular o crescimento
celular como um nutriente para a célula, juntamente com a Fitohemaglutinina (PHA) -
proteina extraida de uma lectina da familia Phaseolus vulgaris, com capacidade de induzir os
linfocitos T maduros circulantes na corrente sanguinea, em linfoblastos estimulando novas
divisdes e proliferacao celular (BENDER et al, 2009; FENECH; MORLEY et al, 1986).

As concentragdes dos componentes em cada cultura foram de 4 mL meio completo
RPMI-1640 acrescido 1 mL de sangue periférico heparinizado, 0,1 mL de L-Glutamina, 1 mL
de soro fetal bovino, 0,1 mL de PHA, utilizando cimara de fluxo laminar. As culturas de

linfocitos foram realizadas em a 37° C com 5% de COs.

4.4 Cultura para analise de micronucleos

A analise dos micronucleos foi feita pelo método adaptado proposto por Fenech e
Morley (1986), que utilizou para o bloqueio da citocinese a citocalasina B como
procedimento de escolha para identificacdo de micronucleos observados em células
binucleadas.

Apo6s 44 horas (hs) de cultura, foram adicionados no Meio 30 uL de citocalasina B
(6pg/mL). As culturas foram devolvidas a estufa por mais 28 hs. No final das 72 hs, a cultura
foi ressuspendida e transferida para tubos conicos estéreis e centrifugados por 10 minutos a
1000 rpm. O sobrenadante foi aspirado e descartado. Foi acrescentado lentamente na parede
do tubo, 10 mL de solugdo hipotonica previamente pré-aquecida de KCIl (0,075 M), com
agitacao a 1000 rpm e levado para a estufa a 37° C por 30 minutos. Decorrido este tempo
foram adicionados 3 mL de solucdo fixadora Carnoy (que consiste em 3 partes de alcool
metilico para 1 parte de acido acético) gelada e mantida a temperatura ambiente por 10
minutos. Centrifugou-se a 1000 rpm por 10 minutos, e posteriormente o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento foi lavado novamente com a solucdo fixadora. Este procedimento

foi repetido por duas ou trés vezes até a obtencdo da camada esbranquicada e limpida de
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linfécitos em aproximadamente 1 mL de Carnoy. O precipitado final, apos ressuspensdo, foi

gotejado em laminas de vidro limpas e desengorduradas.

4.5 Cultura para analise de aberracoes cromossémicas

De acordo com Moorhead et al. (1960) adaptado, para cada individuo foi estabelecido
uma cultura para analise de aberragcdes cromossOmicas instaveis. Apos 47 hs de cultivo foi
acrescentado 0,1 mL de colchicina no Meio para bloqueio da divisao celular na metafase e
posteriormente foi devolvido para a estufa a 37°C. Apds 48 hs a amostra foi transferida para
um tubo conico de 10 mL estéril e centrifugada a 1.000 rpm por 10 minutos sendo desprezado
o sobrenadante em seguida até obter 1 mL de material. Foi acrescentado lentamente na parede
do tubo, 10 mL de solugdo hipotonica previamente pré-aquecida de KCIl (0,075 M), com
agitacdo a 1000 rpm e levado para a estufa a 37° C por 30 minutos. Decorrido este tempo
foram adicionados 3 mL de solugdo fixadora Carnoy gelado e mantido em temperatura
ambiente por 10 minutos. Centrifugou-se a 1000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento foi lavado com solucdo fixadora. Este procedimento foi repetido
por duas ou trés vezes até a obtencao da camada esbranquicada e limpida de linfocitos em
aproximadamente 1 mL de Carnoy. O precipitado final, apds ressuspensao, foi gotejado em

lamina de vidro.

4.6 Preparo das laminas, gotejamento e coloragao

As laminas foram limpas com 4lcool, desengorduradas com sabdo e 4agua e
armazenadas em recipiente contendo agua destilada e mantidas na geladeira. A lamina foi
retirada do reservatorio e colocada na horizontal em banho-maria a 60° C para fazer o
gotejamento de 3 a 4 gotas da amostra ressuspendida.

Foram preparadas 5 a 8 laminas para cada caso. As laminas secaram em temperatura
ambiente e toda sua superficie foi corada utilizando solucdo de Giemsa 4 % por 5 minutos.
Foi retirado o excesso do corante em papel adsorvente e apoOs secas, foram analisadas sob

microscopia de luz.

4.7 Analise de aberracées cromossomicas
A analise cromossomica foi feita em cromossomos metafasico analisadas inicialmente
em microscopia de luz na objetiva de 10X, sendo observadas metafases com qualidade

técnica, e posteriormente com o6leo de imersdo na objetiva de 100X. Foram incluidas
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metafases contendo mais de 45 cromossomos, bom espalhamento € o minimo de
sobreposicdo. As analises incluiram a qualidade da coloracdo, a integridade dos cromossomos
e presenca de alteragdes cromossdmicas numéricas e/ou estruturais. Para cada participante

foram analisadas 100 metafases.

4.8 Analise de micronucleos

As laminas de micronucleos foram analisadas inicialmente em microscopia de luz
branca na objetiva de 10X, sendo observadas células binucleadas e posteriormente na objetiva
de 40X e confirmadas na objetiva de 100X. As analises incluiram a qualidade da coloracgao, a
preservacao e integridade dos nicleos bem delimitados pelo citoplasma, presenca ou auséncia

de micronucleos. Para cada participante foram analisadas 1000 células binucleadas.

4.9 Analise de dados

A andlise estatistica descritiva foi realizada para caracterizar o GE e GC, assim como
as informagdes observadas no questionario aplicado aos grupos estudados, assim como para
determinar as frequéncias de micronucleos e as frequéncias de aberragdes cromossOmicas
instaveis de ambos os grupos.

Os resultados da frequéncia micronucleos e a frequéncia de aberragcdes cromossomicas
instaveis do grupo exposto e do grupo controle foram organizados em planilhas do Microsoft
Excel®, constituindo um banco de dados anexados como apéndices do I ao VIII. Foi utilizada
a analise estatistica de Kruskal-Wallis®, utilizando o pacote estatistico BioStat L.E. ® 5.0
para comparar as médias da idade do grupo controle e do grupo exposto e para comparar as
médias das frequéncias de micronucleos e das frequéncias de aberragdes cromossomicas
instaveis. Para todos os testes, o valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente

significante.
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5 Resultados e discussao

5.1 Teste de microntcleos
Os resultados descritivos do grupo amostral, incluindo sexo, idade, andlise do
consumo de tabaco e alcool e a média das frequéncias dos micronucleos encontram-se

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Média e desvio padrio da idade, sexo, tabagismo, etilismo.

Maédia da . -

Grupo Idade/DP (anos) Sexo(M/F)  Tabagista [%) Etilista (%)
GQrupo

Controle 39,7411,1 15/6 9,5 61,9
(n=21)
Grupo

Exposto 40,0459 16/4 18,2 63,6
{n=20)

Legenda. DP = Desvio padrdo; M = Sexo masculino; F = Sexo feminino.

O grupo controle (GC) foi constituido por 21 individuos sendo 15 homens (71,4%),
com idade variando entre 22 anos a 60 anos ¢ 6 mulheres (28,6%), com idade entre 27 anos a
62 anos. A média da idade e desvio padrao no grupo controle foi de 39,7+11,1.

O grupo exposto (GE) foi constituido por 20 individuos, sendo 16 homens (80%), com
idade variando entre 25 anos a 63 anos e¢ 4 mulheres (20%), com idade entre 36 anos a 52
anos. A média da idade e desvio padrao no grupo exposto de 40+9,9 anos.

Quanto ao consumo de tabaco e de alcool no GC, 9,5% sdo tabagistas e 61,9% sdo
etilistas, enquanto que no GE, 18,2% sdo tabagistas e 63,6% etilistas.

A Figura 16 apresenta a média das frequéncias de micronucleos e desvio padrdo foi de
0,0004+£0,001 para o GC e de 0,0035+0,003 para o GE, uma diferenca significativa

(p=0,0001) de 8,75X maior no GE, quando comparada com o GC.
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Figura 16. Média frequéncia de micronucleos do grupo controle (GC) e do grupo exposto (GE). Teste Kruskal-

Wallis.

Esses resultados estdo de acordo com a literatura, visto que a exposicao as radiagdes
pode induzir o aumento na frequéncia de microntcleos. Os MNs tém sido considerados bons
marcadores de exposicao aguda e/ou crénica aos agentes mutagénicos (SILVA et al, 2016).
Por outro lado, neste estudo o tabagismo, etilismo, a idade e o sexo dos individuos nao
influenciaram na frequéncia dos micronucleos.

Estudos de Gajski e colaboradores (2017) mostram que o consumo de tabaco e alcool
pode interferir na frequéncia desses marcadores, sendo importante um delineamento
equilibrado entre os individuos expostos com os individuos pertencentes ao grupo controle,
combinando-os por sexo e idade (GAJSKI et al., 2017; BOURAQUI et al., 2013). A Figura
17 evidencia um linfécito T binucleado exibindo microntcleo observado em individuos

expostos ocupacionalmente a radiacao ionizante
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Figura 17. Fotomicrografia de linfocitos T binucleados de individuos ocupacionalmente expostos a radiacdo
ionizante. Em [A] célula binucleada sem micronticleo. Em [B] célula binucleada apresentando microntcleo
conforme indicado pela seta. Aumento 1000X.

A Figura 18 mostra a quantidade de individuos do grupo exposto (GE) que relatou
trabalhar em mais de uma instituicdo com fontes de radiacao diversas, manuseando diferentes
tipos de instrumentos até o ano de 2017. Dentre os 20 técnicos em radiologia avaliados, 95%
dos profissionais manusearam aparelhos de raios X, 70% aparelhos de tomografia, 35%

aparelhos de radioscopia, 5% aparelhos de densitometria e 5% aparelhos de mamografia.
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Figura 18. Quantidade de profissionais inclusos na analise da média das frequéncias de microntcleos e quais
tipos de aparelhos que manusearam, respectivamente.
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5.2 Teste de quebras cromossomicas

Os resultados descritivos do grupo amostral, incluindo sexo, idade, andlise do
consumo de tabaco e alcool e a média das frequéncias das aberragdes cromossomicas
instaveis, quebras cromatidicas, cromossdmicas, fragmentos acéntricos € cromossomos em
anel, encontram-se apresentados na Tabela 2.

O grupo controle (GC) foi constituido por 11 individuos sendo 7 homens (63,7%),
com idade variando entre 22 anos a 51 anos e 4 mulheres (36,3%), com idade entre 27 anos a
42 anos. A média da idade e desvio padrao no grupo controle foi de 37,2+8,0.

O grupo exposto (GE) foi constituido por 11 individuos, sendo 9 homens (81,8%),
com idade variando entre 25 anos a 63 anos e 2 mulheres (18,2%), com idade entre 36 anos a

49 anos. A média da idade e desvio padrao no grupo exposto de 43,4+12 anos.

Tabela 2. Média e desvio padrao da idade, sexo, tabagismo, etilismo dos grupos controle e exposto.

Meédiada . -

Grupo dade/DP (anos) Sexo (M/F)  Tabagista (%) Etilista (%)
Grupo

Controle 37,248,0 7/4 18,2 63,6
{n=11)

Grupo

Exposto 43,4+12,0 9/2 9,1 54,5
(n=11)

Legenda. DP = Desvio padrao; M = Sexo masculino; F = Sexo feminino.

Quanto ao consumo de tabaco e de alcool no GC, 18,2% sdo tabagistas e 63,6% sdo

etilistas, enquanto que no GE, 9,1% sdo tabagistas e 54,5% etilistas.
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A Figura 19 apresenta a média das frequéncias de aberragdes cromossOmicas instaveis
e desvio padrdo foi de 0,002+0,004 para o GC e de 0,031+0,030 para o GE, uma diferenca
significativa (p=0,0001) de 15,5X maior no GE, quando comparada com o GC.
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Figura 19. Média das frequéncias de aberragdes cromossémicas instaveis do grupo controle (GC) e do grupo

exposto (GE). Teste Kruskal-Wallis.

A Figura 20 destaca uma metafase exibindo uma quebra cromatidicas em um de seus

cromossomos observada em individuos expostos ocupacionalmente a radia¢ao ionizante.
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Figura 20. Fotomicrografias de cromossomos metafasicos humanos. Em [A] metafase exibindo nimero
cromossOmico ¢ estrutura sem alteragdes. Em [B] metafase evidenciando cromossomo (destacado no circulo)
com quebra cromatidica em um dos bracos longos (ampliado em destaque). Ampliagdo de 1000X.
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Dentre os 11 individuos expostos que fizeram parte da analise de aberragdes
cromossdmicas instaveis, 55% dos profissionais manusearam aparelhos de raio X, 40%
aparelhos de tomografia, 20% aparelhos de radioscopia, 5% aparelhos de densitometria e 5%

aparelhos de mamografia (Figura 21).
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Figura 21. Quantidade de profissionais inclusos na andlise da média das frequéncias de aberracdes
cromossOmicas instaveis e os tipos de aparelhos que manusearam, respectivamente.

Qian e colaboradores (2016) analisaram 1392 trabalhadores chineses expostos a RI,
sendo que destes, 621 trabalhadores eram expostos a radiacao do setor de satde e 771 eram
trabalhadores com exposi¢cdo em empresas industriais. Neste estudo, tanto a frequéncia de
micronucleos quanto a frequéncia de aberragdes cromossdmicas instaveis, nos dois grupos de
trabalhadores expostos, foi significativamente maior quando comparadas com as frequéncias
observadas no grupo controle.

Estes dados corroboram com os achados deste estudo, indicando que a exposicao a RI
pode causar uma elevacao na média das frequéncias de micronucleos e de aberragdes
cromossOmicas instaveis.

Abtahi e colaboradores (2017) apresentaram um estudo que permitiu fazer uso da
dosimetria citogenética para comprovar os danos que a RI pode provocar no organismo, sendo
utilizado o teste de microntcleos como escolha de metodologia mais empregada. Por ser
pouco complexo e de facil acesso, ¢ muito adequado para o monitoramento de pessoas
expostas acidentalmente ou ocupacionalmente a RI. Os resultados permitiram determinar os
danos cromossdmicos induzidos proporcionais a dose exposta, estimando a medi¢ao dos

efeitos bioldgicos identificadas pela quantificagdo de micronucleos. Este resultado confirma a
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hipotese levantada no nosso estudo, justificando o uso da técnica de microntcleo por ser de
baixo custo e eficaz para a detec¢ao de agravos ao genoma humano.

Manivannan e colaboradores (2018) realizaram um estudo para detectar aberragdes
cromossdmicas pela exposicdo as altas doses de radiacao, utilizando pacientes com cancer
antes e depois da primeira fracdo da radioterapia. Os autores concordam que a dosimetria
bioldgica ¢ um importante complemento para avaliagdo de exposi¢cdo acidental e/ou
ocupacional a RI, porém, a anélise de inducao de danos cromossdmicos em linfocitos T do
sangue periférico em cultura de 48 horas demanda um tempo para obtencdo do resultado
tornando-a ineficaz para cuidados imediatos devido a gravidade de uma alta exposi¢ao
acidental. Foram identificadas as aberragdes cromossdmicas do tipo cromossomo em anel e
cromossomo dicéntrico, assim como fragmentos acéntricos anteriores a terapia, e
posteriormente, houve um aumento significativo dose induzida nas frequéncias destes
marcadores de exposi¢ao, confirmando a relacdo dose dependente em todos os voluntarios do
estudo. Este resultado infere que a exposicao a RI induz aberragdes cromossomicas instaveis
dependendo da dose que o organismo esta sendo exposto.

Segundo o estudo de Djokovic-Davidovic e colaboradores (2016) foram feitas analises
citogenéticas periddicas de 65 profissionais de medicina nuclear com dose cumulativa de 5
anos, medida por dosimetro de monitoramento de dose individual através do exame periddico,
utilizada para quantificagdo de aberragdes cromossomicas instaveis e micronucleos. Estes
profissionais s3o ocupacionalmente expostos a baixas doses de ionizacdo a radiacdo de acordo
com o Regulamento sobre Limites de Exposi¢ao a RI e Medi¢des para Avaliagdo dos Niveis
de Exposi¢ao-Boletim Oficial RS 86/2011.

De acordo com os resultados dos autores foi observada uma frequéncia aumentada de
aberracdes cromossomicas instaveis no ultimo teste realizado indicando incremento nos danos
cromossdmicos induzido pela exposicdo da radiacdo ionizante, mesmo que seja em baixas
doses. Diferentemente neste estudo, quando comparado com os nossos resultados, ndo houve
diferenca significativa nas frequéncias de aberracdes cromossdmicas instaveis quando
comparados no exame periodico inicial e final, sugerindo que a dose cumulativa de 5 anos
ndo influencia o aumento das frequéncias de aberracdes cromossOmicas instaveis. Essas
analises ainda demonstram um aumento das células do sistema imune, supostamente devido
ao aumento do estresse oxidativo que induz a agdo do sistema de reparo (DJOKOVIC-

DAVIDOVIC et al, 2016).
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Ghobadi e colaboradores (2017) fizeram experimentos com ratos divididos em grupos
diversos, para avaliar a radiacdo e dose de melatonina utilizando concentracdes diferentes
administradas antes, durante e apds a indugdo de radiacdo. O estudo teve como proposta,
confirmar o efeito direto nas células e nos tecidos adjacentes em que a radiagdo ionizante
causa o estresse oxidativo no organismo. Como consequéncia deste processo, estdo
envolvidas as rupturas de DNA, aberragdes cromossdmicas, resposta inflamatéria, morte
celular, mutagénese, formagao de micronucleos e risco de carcinogénese.

Utilizando o método de micronucleos, os autores demonstraram que um grupo
utilizando a melatonina teve um resultado de acordo com as diferentes doses administradas,
sendo que seu uso pode reduzir significativamente a atividade oxidativa induzida pela
radiagdo, agindo como um inibidor das alteracdes cromossomicas, devido a reducdo na
frequéncia de micronucleos, sendo considerado um radioprotetor (GHOBADI et al, 2017).

Técnicas e avangos tecnoldgicos estdo sendo desenvolvidos para melhorar o
rendimento das informagdes e resultados mais afinados, com perspectivas de que seja possivel
a detec¢do precoce e prevencdo mais significativa para a saude do profissional exposto
ocupacionalmente a RI, como o uso de plataformas de alto rendimento, citometria de fluxo
para analisar a expressdo de YH2AX induzida por radia¢do, otimizacdo de pontuagdo
microscopica, identificacdo da indug¢do de dano e seu mecanismo de reparo, com o intuito de
melhorar a triagem radiologica para todos indistintamente (VINNIKOV, 2017; QIAN et al,
2016; ACHEL et al, 2016; BARNARD et al, 2014).

O teste de micronucleos e o estudo das aberragcdes cromossomicas instaveis tém sido
considerados como uma metodologia padrao ouro para avaliar danos induzidos no DNA
causados pela exposi¢ao a radiagdo ionizante em humanos, por conseguir detectar inducao de

danos pela exposi¢ao em baixas doses com alta especificidade (BERTUCCI, 2016).
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6 Conclusio

Os resultados dos testes de micronucleos e de aberragdes cromossomicas induzidas

pela exposi¢ao ocupacional em trabalhadores em radiologia permitem concluir que:

A frequéncia de aberragdes cromossOmicas instaveis em técnicos em radiologia
expostos ocupacionalmente a radiacdo ionizante caracterizado como grupo exposto foi
de 0,031;

e A frequéncia de aberragdes cromossomicas instaveis do grupo exposto foi ~16 vezes
maior do que no grupo controle;

e A frequéncia de micronucleos em técnicos em radiologia expostos ocupacionalmente a
RI caracterizado como grupo exposto foi de 0,0035;

e A frequéncia de micronucleos do grupo exposto foi ~ 9 vezes maior do que no grupo
controle.

e O teste de micronucleos e o teste de quebras cromossomicas permitiram diferenciar o
grupo de profissionais expostos a radiacdo ionizante de individuos nao expostos,
sendo estes testes considerados bons marcadores de exposicao;

e FEstudos adicionais contendo um maior nimero de individuos devem ser propostos na

tentativa de contribuir para uma maior elucidagdo dos efeitos bioldgicos da radiacao

ionizante em humanos.

Apesar de algumas limitagdes pela falta de informagdes do grupo de individuos
expostos para um melhor delineamento e interpretacao dos resultados, os dados gerados visam
ajudar a uma melhor compreensao dos efeitos que a radiagdo ionizante causa no organismo,

principalmente por sua associagdo com a carcinogénese.
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8 Apéndices

Apéndice I - Frequéncias de microntcleos em 1000 células binucleadas analisadas, média
e desvio padrao da idade, média das frequéncias de microntcleos e desvio padrao no grupo
de individuos controle.

No. da

amostra |Idade Sexo fMN Média fMN DP
N =21 idade/DP total
C18 22 M 0,000

Cl16 22 M 0,000

C17 26 M 0,000

Co1 27 F 0,000

C22 33 M 0,000

Cl19 36 M 0,000

C20 36 M 0,000

C05 37 M 0,002

C06 37 F 0,000

C03 37 M 0,001

Cl11 37 M 0,000 39,711,1  [0,0004 {0,001
C21 38 F 0,000

Cl12 40 M 0,000

C08 43 M 0,001

Cl15 43 M 0,002

Cl14 44 M 0,000

C07 46 F 0,000

C10 51 F 0,000

C09 56 M 0,000

Cl13 60 M 0,000

C02 62 F 0,003

(DP) desvio padrio, (fMN) frequéncias de micronticleos, (FMN) média das frequéncias de

micronucleos.
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Apéndice II - Frequéncias de micronticleos em 1000 células binucleadas analisadas, média
e desvio padrao da idade, média das frequéncias de micronucleos e desvio padrdo no grupo

de individuos expostos.

No.

da

amostra Idade Sexo fMN Média FMN DP
N =20 idade/DP total
E12 25 M 0.004

E06 25 M 0.006

E13 30 M 0.000

E09 32 M 0.000

E21 35 M 0.002

EO1 36 F 0.001

EO8 36 M 0.006

El4 36 M 0.001

E17 36 M 0.003

OE1LS 37 M 0.003 40,0£9,9 0,0035 0,003
E02 38 M 0.004

E10 39 M 0.000

E07 40 M 0.003

E04 43 M 0.008

E19 43 M 0.004

E03 46 F 0.003

E20 49 F 0.005

Ell 52 F 0.012

E16 58 M 0.002

E05 63 M 0.002

(DP) desvio padrio, (fMN) frequéncias de micronucleos, (fMN) média das frequéncias de

micronucleos.
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Apéndice III - Média e desvio padrao da idade e média das frequéncias de aberracdes
cromossdmicas instaveis e desvio padrao no grupo de individuos controles.

No. da Total —de|p,  |Anel |GAP |Média |FACI
amostra | Idade |Sexo |células . er | e |s e |

N=11 analisadas identif. | identif. | identif. | idade/DP | ¢ i 1/DP
C18 22 M 100 0 0 0

Co1 27 F 100 0 0 0

C19 36 M 100 0 0 0

C20 36 M 100 0 0 0

C06 37 F 100 0 0 0

CO05 37 M 100 1 0 0 37,2+8 0,002+0,004
CO03 37 M 100 0 0 0

C15 37 M 100 1 0 0

Co7 43 F 100 0 0 0

C10 46 F 100 0 0 0

C13 51 M 100 0 0 0

(FA) fragmento acéntrico, (identif.) identificados, (DP) desvio padrdo, (FACI) média das

frequéncias de aberragdes cromossomicas instaveis.
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Apéndice IV - Média e desvio padrao da idade e média das frequéncias de aberracdes
cromossdmicas instaveis e desvio padrdao no grupo de individuos exposto.

1:li)l.ostrga Idade |Sexo rcré(;:ﬁ:ls e il:i:ntif. ﬁllélelltif. .GAP : Média .-
N=11 analisadas identif. | idade/DP | ¢otal/DP
E06 25 M [100 2 0 0

E21 35 M [100 6 2 1

E01 36 F 100 6 2 0

EO08 36 M 100 0 0 0

E17 36 M 100 0 1 0

E02 38 M 100 1 0 0 42,8+11,410,031+0,030
E19 43 M [100 3 0 0

E20 49 F 100 0 0 1

Ell 52 M [100 4 0 0

E16 58 M [100 4 0 0

EO05 63 M [100 1 0 0

(FA) fragmento acéntrico, (identif.) identificados, (DP) desvio padrdo, (FACI) média das

frequéncias de aberragdes cromossomicas instaveis.
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Apéndice V - Dados de tabagismo e etilismo correspondentes as andlises de micronticleos

no grupo de individuos controle.

Caso Idade Sexo Tabagista Etilista
Clé6 22 M Nao Nao
C18 22 M Nao Nao
C17 26 M Nao Nao
C22 33 M Nao Nao
C19 36 M Nao Nao
C20 36 M Nao Sim
Co05 37 M Sim Sim
Cl1 37 M Nao Nao
Co3 37 M Sim Sim
C08 43 M Nao Sim
C12 40 M Nao Sim
C15 43 M Nao Sim
Cl4 44 M Nao Sim
C09 56 M Nao Sim
C13 60 M Nao Sim
Co1 27 F Nao Nao
C06 37 F Nao Sim
C21 38 F Nao Sim
Co7 46 F Nao Sim
C10 51 F Nao Nao
C02 62 F Nao Sim
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Apéndice VI - Dados de tabagismo e etilismo correspondentes as analises de aberracdes

cromossdmicas instaveis no grupo de individuos controle.

Caso Idade Sexo Tabagista Etilista
C18 22 M Nao Nao
Co1 27 F Nao Nao
C19 36 M Nao Nao
C20 36 M Nao Sim
Co05 37 M Sim Sim
C06 37 F Nao Sim
Co3 37 M Sim Sim
C15 37 M Nao Sim
Co7 43 F Nao Sim
C10 46 F Nao Nao
Cl13 51 M Nao Sim
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Apéndice VII - Dados de tabagismo e etilismo correspondentes as analises de
micronucleos no grupo de individuos expostos.

Caso Idade Sexo Tabagista Etilista
El12 25 M Sim Sim
E06 25 M Nao Nao
E13 30 M Nao Nao
E09 32 M Nao Nao
E21 35 M Nao Sim
EO1 36 F Nao Nao
EO8 36 M Nao Nao
E14 36 M Nao Sim
E17 36 M Sim Sim
E15 37 M Sim Sim
E02 38 M Nao Sim
E10 39 M Nao Sim
E07 40 M Sim Sim
E04 43 M Nao Nao
E19 43 M Nao Sim
E03 46 F Nao Sim
E20 49 F Nao Nao
Ell 52 F Nao Sim
El6 58 M Nao Sim
EO5 63 M Nao Nao




Apéndice VIII - Dados de tabagismo e etilismo correspondentes as analises de
aberragdes cromossomicas instaveis no grupo de individuos expostos.

Caso Idade Sexo Tabagista Etilista
E06 25 M Nao Nao
E21 35 M Nao Sim
EO1 36 F Nao Nao
EO8 36 M Nao Nao
E17 36 M Sim Sim
E02 38 M Nao Sim
E19 43 M Nao Sim
E20 49 F Nao Nao
Ell 52 M Nao Sim
El6 58 M Nao Sim
EO5 63 M Nao Nao




Apéndice IX — Questionario: Projeto de Pesquisa: Avaliagdo Citogenética de Técnicos em

Radiologia Expostos Ocupacionalmente a Radiacao Ionizante

Individuo n°:

Iniciais:

DADOS

Nome:

Data de nascimento: / / Idade: Sexo:

Documento de Identidade: Org. Exp.

CPF: Estado Civil:

Conjuge:

Endereco:

Bairro: Cidade: Estado:

CEP: Telefone: Celular:

Naturalidade: Nacionalidade:

Filiagao:

Pai:

Mae:
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Local de trabalho:

Func¢ao:

1. Qual sua profissao atual?

2. Quais aparelhos j4 manuseou nas empresas que trabalhou? Citar qual aparelho e o tempo de

manuseio em cada area.

4. Ja sofreu alguma exposi¢do acidental a radiacdo ionizante sem protecdo em algum
momento no ambiente de trabalho?
() Sim Nao ()

Se sim, qual tipo de exposi¢do e por quanto tempo?

5. Possui filhos: ()Sim ( )Nao Quantos?

Nome (s) do filho (s) e idade de cada:
1.

2
3.
4

6. Se for mulher, ja sofreu algum aborto? Quantos abortos?

75



Possui historico de aborto na familia?

Se sim, por parte paterna ou materna?

7. Vocé fez alguma cirurgia hd 5 anos?
() Sim ( ) Nao

Se sim, qual?

8. E fumante atualmente?

( ) Sim ( ) Nao Por quanto tempo?

Ja fumou por algum periodo na vida?
() Sim ( ) Nao

Se sim, por quanto tempo fumou?

Por quanto tempo parou de fumar?

9. Utiliza bebida alcodlica atualmente?

( ) Sim ( ) Nao

Se sim, com qual frequéncia? ( )Diariamente ( )Socialmente ( )Ocasionalmente
Ja utilizou em algum momento na vida?
() Sim ( ) Nao

Se sim, por quanto tempo?

10. Desenvolveu nos ultimos 5 alguma doenca de alto risco que seja necessario o uso de
medicamento de uso continuo por mais de 01 ano? (Diabetes, Hipertensdo, Colesterol,
Nefropatia).

() Sim ( ) Néo

Se sim, qual (s) e por quanto tempo utilizou?
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11. Utiliza algum medicamento de uso continuo atualmente?

( ) Sim ( ) Néo

Se sim, qual e ha quanto tempo?

12. J4 usou outras substancias incomuns:
()Sim ( )Nao

Se sim, qual e ha quanto tempo?

13. Fez algum exame de rotina se expondo ha algum tipo de aparelho com fonte de radiagdo

ionizante, nos ultimos 5 anos? (Raio-X, Mamografia, Densitometria 6ssea, Tomografia etc.)
()Sim ( )Nao

Se sim, qual e ha quanto tempo?

Fez algum exame de rotina atualmente?
()Sim ( )Nao

Se sim, qual e hd quanto tempo?
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Apéndice X - Termo De Consentimento Livre e Esclarecido — Projeto de Pesquisa: Avaliagao
Citogenética de Técnicos em Radiologia Expostos Ocupacionalmente a Radiagdao Ionizante -
Grupo Exposto

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto de
Pesquisa sob o titulo Avaliacdo Citogenética de Técnicos em Radiologia Expostos
Ocupacionalmente a Radiacdo Ionizante. Meu nome ¢ Claudio Carlos da Silva, sou o
pesquisador responsavel, doutor em Biologia Molecular. Apos receber os esclarecimentos ¢ as
informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, este documento devera ser
assinado em duas vias e em todas as paginas, sendo a primeira via de guarda e
confidencialidade do Pesquisador responsavel e a segunda via ficara sob sua responsabilidade
para quaisquer fins. Em caso de recusa, voc€ ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Em
caso de duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o pesquisador
responsdvel Claudio Carlos da Silva, nos telefones: (62) 3946-1385/ (62) 3946-1443, ou
através do e-mail dasilva.genetica@gmail.com. Em caso de duvida sobre a ética aplicada a
pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia

Universidade Catolica de Goids, telefone: (62) 3946-1512, localizado na Avenida

Universitaria, N° 1069, Setor Universitario, Goiania Goias.

I. Este projeto terd uma duracdo de 2 anos, com o objetivo de avaliar a presenca de
cromossomos marcadores quanto a sua origem por meio da analise cromossdmica
convencional contribuindo para a prevencao de danos a satde dos técnicos em radiologia
expostos ocupacionalmente a radiacdo ionizante. Serd feita a inclusdo de participantes como

grupo controle.

II. A sua participagdo na pesquisa inclui:

a) Responder um questiondrio com perguntas relacionadas ao tempo que exerce a funcdo e
que sdo expostos ocupacionalmente a radiagdo ionizante ocupacionalmente;

b) Coleta de 10 mL de amostra de sangue.

III. A coleta de sangue seré realizada no Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC Goiés por
profissionais habilitados para essa fungao.

IV. O sangue sera coletado no laboratério Replicon da PUC Goias sob a responsabilidade do
pesquisador Claudio Carlos da Silva. Caso haja a possibilidade de o participante ser incluido

em pesquisas futuras, o mesmo devera assinar um novo TCLE.
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V. O descarte do material ocorrera segundo as normas e regulamento institucional.

VI. Os riscos decorrentes da sua participacdo na pesquisa sdo minimos, proprios de qualquer
coleta de sangue, que sao dor no local e possivel aparecimento de manchas roxas
(hematomas). Caso ocorra qualquer intercorréncia devido a coleta de sangue (crise nervosa,
com dificuldade respiratéria, aumento da pressdo arterial, sudorese intensa), o participante
sera encaminhado imediatamente ao servigco de assisténcia a satde gratuita e integral para
dano direto ou indireto, imediato ou tardio em decorréncia da sua participagdo na pesquisa.
VII. Os beneficios referentes a coleta de sangue serdo os resultados obtidos ap6s a realizacao
da analise citogenética convencional e molecular do grupo exposto e controle, que trara
informacdes importantes na identificagdo de alteragdes genéticas dos técnicos em radiologia
apos exposicao ocupacional a radiag@o ionizante.

VIIL O (a) senhor (a) tem a opcao de tomar conhecimento ou ndo dos resultados genéticos. Se
for identificada alguma alteracdo genética, caso voc€ queira, poderd ser encaminhado ao
aconselhamento genético, que ¢ um procedimento de assisténcia gratuita oferecida pela
equipe do projeto.

IX. A participagao no estudo ndo acarretara custos para voc€ e também nao havera nenhuma
remuneracdo financeira. Os gastos necessarios para sua participacdo na pesquisa serao
assumidos pelos pesquisadores. Fica também garantida indenizagdo em casos de danos
comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial (justica
comum).

X. Vocé sera esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé ¢€ livre
para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a
qualquer momento.

XI. A sua participagdo ¢ voluntdria e a recusa em participar ndo ira acarretar qualquer
penalidade ou perda de beneficios. O(s) pesquisador (es) ird (30) tratar a sua identidade com
padrdes profissionais de sigilo e as informagdes colhidas serdo utilizadas somente para fins
cientificos.

XII. Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas a sua identidade ndo sera
divulgada, sendo guardada em sigilo. Todos os dados que permitam a identificacdo pessoal
serdo mantidos em sigilo profissional e cientifico. Sendo-lhe garantido que todos os
resultados obtidos serdo utilizados somente para estudos cientificos e ndo irdo prejudicar

qualquer tratamento que o participante esteja sendo submetido ().
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XIII. Este termo sera assinado em duas vias, sendo que uma ficara sob responsabilidade do

pesquisador e a outra via sera entregue ao participante da pesquisa.

Eu , RG , abaixo

assinado, discuti com o Dr. Claudio Carlos da Silva sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propo6sitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo ¢é isenta de
despesas e que tenho garantia de assisténcia integral e gratuita por danos diretos e indiretos,
imediatos ou tardios quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo
e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste servico.

Goiania, , de ,de20 .
/I
Assinatura do participante Data
/
Assinatura do responsavel pelo estudo Data
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