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Introducéo

Ao atuarem sobre o sistema bioldgico, as radiacdes ionizantes alteram o material genético, seja de forma direta, seja de
forma indireta através da formacao de radicais livres que quebram a fita de DNA (LEMES, 1997). Para a biodosimetria,
essas alteracdes fornecem uma medida do dano e, com isso, tornam-se uma resposta bioldgica muito sensivel a dose
absorvida de radiacdo. A técnica de micronlcleos (MN) com blogueio da citocinese celular (CBMN - Cytokinesis-
Block Micronucleus) é capaz de identificar essas alteracdes cromossémicas (THIERENS & VRAL, 2009). Os MN sédo
pequenas massas nucleares, revestida por membrana, dispersos no citoplasma linfocitario, separados do nucleo princi-
pal. Sua quantidade varia, em relacdo a dose absorvida pelo individuo (FERNANDES, 2005). No caso de acidentes
radiolégicos em grande escala, estudos realizados por Alexander et al (2007) mostraram real potencial para utilizacdo
da técnica de MN em triagem. A frequéncia de MN encontradas em linfécitos circulantes é convertida em dose absorvi-
da através do uso de curvas de calibracdo dose-resposta previamente estabelecidas pelo proprio laboratério. Cada ponto
da curva de calibracdo representa uma média da dose absorvida pelos linfécitos irradiados. 1sso € aproximado para uma
média de dose absorvida de corpo inteiro considerando que os linfdcitos sdo amplamente méveis e distribuidos pelo
corpo. Uma vez a curva gerada € estabelecida, é possivel estimar a dose absorvida pelo organismo do individuo exposto
a radiacdo ionizante (AINSBURY & LLOYD, 2010; ROY et al., 2012). Assim este trabalho propde a anélise estatistica
das frequéncias de observadas em pontos que fardo parte da curva de calibragdo dose-resposta de MN para radiacéo
gama do Laboratério de Dosimetria Biolégica do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN/NE).

Metodologia

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Dosimetria Bioldgica do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do
Nordeste — CRCN-NE, e faz parte de um projeto aprovado para coleta de dados pelo Comité de Etica envolvendo
pesquisas com seres humanos da Universidade Federal de Pernambuco. Um voluntario saudavel foi selecionado ap6s
anamnese, e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Foram coletadas amostras de sangue periférico
(10 ml), por coleta de sangue a vacuo. Cada amostra de sangue foi separada em duas aliquotas de 5 ml, sendo uma
considerada controle (ndo irradiada) e mantida a temperatura ambiente do laboratério (20 - 22 °C), e a outra aliquota,
considerada amostra irradiada, exposta a uma fonte de ¢°Co (irradiador Gammacel 220) localizada no Departamento de
Energia Nuclear (DEN-UFPE) (temperatura da sala de ~22 °C). As amostras foram irradiadas em Kerma no ar e 0s
valores foram convertidos em dose absorvida -através da multiplicacdo do valor de KERMA no ar por 1,10- a fim de
que resulte nas amostras valores de doses de 0,15 a 1,5Gy. Ap6s a irradiacdo as amostras passaram duas horas em estufa
de CO2 para reparacdo das células, depois seguiram para a cultura de linfdcitos, seguindo as normas descritas no
manual da AIEA (2011). O precipitado de células obtido dessa cultura foi ressuspenso e delicadamente gotejado em um
ponto na ldmina e colocada para secar a temperatura ambiente durante 24h. Em seguida, as ldminas foram coradas com
Giemsa a 5% durante 7 min para posterior anélise cromossémica. A contagem de micronucleos foi realizada
diretamente no microscopio éptico (Leica DM 500). E, ao menos, 2000 células binucleadas viaveis foram contadas. Os
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critérios estabelecidos por FENECH (2007) e pela IAEA (2011) foram seguidos a fim de considerar uma célula
binucleada como viavel. Ao término da contagem das células foram realizados calculos estatisticos. Como os métodos
de ajuste de curva se baseiam em modelos estatisticos de Poisson, se deve verificar se a distribui¢do de células com MN
se ajustam ou nédo a distribuicdo de Poisson para cada dose utilizada para compor a curva de calibracdo por meio do
teste u de Papworth (AIEA, 2011; ACHARYA, et. al., 2009). A estatistica de teste u € uma unidade normalizada do
indice de dispersdo (62 / y) onde valores de u superiores a 1,96 indicam sobredispersdo significativa e os valores de u <-
1,96 indicam a subdispersdo significativa (AIEA, 2011).

Resultados

Foram analisadas 18070 células binucleadas viaveis. A frequéncia de MN para a amostra controle (background),
conforme observa-se na Tabela 1, estd de acordo com o que ja foi relatado na literatura, que é uma faixa de frequéncia
entre 0 a 40 MN por 1000 células binucleadas. Foi possivel observar a relagdo entre a dose absorvida e a frequéncia de
MN, confirmando que, com o aumento da dose absorvida, a frequéncia de MN também aumenta. Esse crescimento
demonstrou uma dependéncia linear do rendimento de MN com a dose. Além disso, com o aumento da dose € possivel
observar a presenca de células binucleadas com mais de um MN. Nas doses de 0,15 e 0,5 Gy, nota-se um crescicmento
na frequencia de microntcleos, sendo observados, ainda em sua maioria 1 por célula. Ao contrario do que é mostrado
nas doses de 0,75 e 1,5 Gy, no qual a quantidade de microntcleos torna-se aumentada, com aparecimento de dois
micronucleos em uma Unica célula. Na analise estatistica do teste u observou-se sobredispersdo na maioria das doses
testadas de micronicleos neste trabalho, seguindo os modelos ja encontrados na literatura, sendo entdo o resultado
esperado.

TABELA 1. Verificacdo da frequéncia e distribuicdo celular de micronucleos.

Total MN Freq OMN | IMN | 2MN | média SE var/méd SE U
média Var/Med
0* 6000 19 0,003 | 5982 17 1 0,003 | 0,001 11 0,018 5,76
0.15 2000 40 0,020 | 1961 38 1 0,02 | 0,003 1,03 0,031 0,977
0.5 2000 94 0,047 | 1911 84 5 0,047 | 0,005 1,06 0,031 19

0.75 4070 283 0,070 | 3805 247 18 0,07 | 0,004 1,06 0,022 2,62
15 4000 482 0,121 | 3554 410 36 0,12 | 0,005 1,03 0,022 13

* referente ao sangue controle, (MN) NUmero de micronucleos, (freq) frequéncia, (SE média) desvio padrdo da média, (var/med) indice de disperséo,
(SE Var/Med) desvio padrédo do indice de dispersdo, (U) teste u.

Concluséo

As frequéncias de microndcleo relacionadas as doses absorvidas estudadas serdo utilizadas na curva de calibracéo dose-
resposta de MN para radiacdo gama do Laboratério de Dosimetria Bioldgica do CRCN/NE. A curva sera
complementada até a dose absorvida de 5Gy.
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