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DOSINETRIA BIOLOGICA CITOGENSTICA EM PROTECAO RADIOLOGICA: ANA
LISE DE ADERRACORS CROMOSSOMICAS RADIOINDUSIDAS EM LINFOCITOS
HUMANOS

Isida Maria Aparecida de Campos

RESUMO

Os efeitos da radiacac ionizante nos cromossomos
tém sido estudados ha varias decadas e as relacdes dose-efeito
para diversas doses e taxas de dose, estdo razoavelmente bem es
tabelecidas. A interpretagdo da freqfiéncia de aberracdes cromos
sOmicas associadas com a exposicdo de individuos a radiacdo, a
lém do seu significado bioldgico, exerce um importante papel na
avaliacao de dose, particularmente nos casos em que haja suspei
ta de exposicao e principalmente quando nenhum sistema fisico
de monitoracao possa ser utilizado. O presente trabalho relata
os principios do método citogenetico adotado e padronizado
para estimativa de dose e apresenta sete casos de exposicOes a
cidentais a radiacao. A freqliéncia de aberracdoes cromossomicas
foi ajustada a fungao linear quadratica Y = a D + B D3 seme
lhante as curvas da literatura. As estimativas de dosesequiva-

lentes a partir da freqfiencia de aberracdes cromossOmicas fo
ram comparadas Zom as curvags para “bo e ’°&r publicadas na lite
ratura, junto com informagdes referentes aos quadros hematologi

CON.



CYTOGENETIC BIOLOGICAL DOSIMETRY IN RADIOLOGICAL PROTECTION :
CHROMOSOME ABBRRATION ANALYSIS IN HUMAN LYMPHOCYTIES

[N

Isida Maria Aparecida de Campos

ABSTRACT

The gffects of ionizing radiation on chromosomes
have been know for several decades and dose effect relationshi-
ps are also fairly well established for several doses and dose
rates. Apart from its biological significance, the interpretati

on of chromosome aberration frequency associated with human

exposure to radiation plays an important role in dose
assessment, particularly in cases where exposure is though to
have occurred but no physical dose monitoring system was pre

sent. Based on the cytogenetic data obtained from seven cases

of exposure to radiation the aberration frequency have been fit
ted to the quadratic function Y = a D + 8 D2 as the other dose
response curves from literature. The dose equivalent estimate
by frequency of chromosomic aberration found here was compared
with *°co and B 3 already published curves obtained at al

most similar dose rate together with some hematological data.



1.INTRODUGAO

Aplicacgoes pacificas utilizando fontes de radia
cao ionizante tém sido desenvolvidas na sociedade moderna. Den
tre estas aplicacdes estao a radiografia industrial, producgao
de energia, diagnostico e tratamento médico com raios X e radio
nuclideos, assim como tragadores radioativos que cada vez mais
estio sendo utilizados em laboratorios de pesquisas biomédi
cas. Com a crescente utilizacao dessas fontes pela sociedade ,
a probabilidade de ocorréncia de acidentes aumenta, fazendo
com que individuos se exponham a radiagao ou se contaminem com
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esses materiais radioativos .

Acidentes por radiacao tem sido fontes valiosas
de observacdo dos efeitos da radiagao no homem e caracterizam-
se por campos de radiacao elevada ndo intencional ou pela libe
racao nao controlada de grandes quantidades de material radioa
tivo de tal forma que sejam capazes de causar sérios danos ,
particularmente aos sistemas hematopoiético, gastrointestinal,
cerebral e cardiovascular ou morte’’, Ao contririo dos estudos
qe utiizam Ppacientes portadores de patologias e submetidos a
radioterapia, os acidentes envolvem pessoas em estado de saide
normal, contudo, a informacgio obtida apresenta uma desvanta
gem, pois a exposi¢do ndao & na maioria dos casos uniforme na

distribuicdo e penetracdo, e nestes casos, a dosimetria é fre



qllentemente prejudicada ‘' .

Apoiando-se nessas ocorréncias acidentais sur
giu a necessidade de estabelecer-se um método que permitisse a
avaliacao da dose de radiacao que um individuo eventualmente
viesse a receber. B essencial que exista um sistema que forne
¢a uma avaliagao quantitativa de dose e que essa informacao
possa ser obtida diretamente pela medida do dano da radiacao
no individuo exposto. A dosimetria satisfaz tal necessidade
desde que a avaliacdo de dose seja dada pela proporg¢ao do efei
to bioldégico. Muitas tentativas tém sido feitas usando altera
¢Oes bioldgicas radioinduzidas comc indicadores de dose,pr exem
plo , contagem de leucdcitos, niveis sérios de glicoproteinas
e amilase, excregao urinaria de deoxicitidina, creatina e aci
do B-aminobutilico®' ; entretanto nenhum desses parametros tém
fornecidos resultados satisfatérios®’

0 impacto da exposigcdo & radiacao ionizante no
cromossomo humano & de consideravel interesse. Ha muito tempo
€@ reconhecido que aberracGes cromossOmicas podem ser induzidas
pela radiacao causando alterac¢Ges na estrutura do cromossomo
das células em qualquer fase do seu ciclo mitdético. Estas
alteragdes podem ser vistas microscopicamente quando as  célu
las se encontram em metafase, fase no qual os cromossomos

sdo curtos, compactas e facilmente visiveis*! .

Por volta de 1938, KARL SAX'’ fez a primeira a



valiacgao critica da relacao entre a producao de aberracao e do
se, ao estudar a resposta dos cromossomos aos raios X em célg

las de polem de Tradescantia. Posteriormente, Sax e outros pes

quisadores utilizando células de Tradescantia e de outras plan

tas mostraram que a producao de aberrag¢Oes cromossOmicas era
modificada por varios parametros, por exemplo,dose, taxa de do
se, LET, temperatura e concentracdao de oxigénio. Estes traba-
lhos foram revisacos por Giles em 1954. Lea (1946) propocs uma
teoria para explicar as quebras cromossomicas, sugerindo que
elas fossem produzidas por varias ionizacOes causadas por uma
particula Gunica que passa através do cromossomo ou cromatide .
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MOORHEAD e col. (1960) descreveram um método para estimular a

divisao de linfécitos sangtiineos humanos em cultura *° ,

Baseados nessas observacgodes, BENDER E GOOCH *
(1962) sugeriram que a produgdo das aberrag¢Oes cromossOmicas em
linfocitos sangflineos periféricos humanos podia ser utilizada
como uma medida quantitativa de dose em indiviuos expostos a ra
diacao e que poderia ser considerada como a base de um dosime

tro bioldogico (dosimetria citogenética).

Estudos efetuados posteriormente a afirmacao de
BENDER e GOOCH tém mostrado que os linfocitos sao indicadores
extremamente sensiveis e que apresentam danos estruturais tanto
"in vitro" quanto " in vivo w’ Estas aberrag¢des indizidas pela
radiacdo permitem a contagem das alterac¢des morfoldgicas dos da
nos sendo portanto uma medida direta destes no material genéti-

Co.



A aberracao cromossomica, na verdade, € uma mu
tacao que fornece uma medida do dano. A inducao de aberragoes
cromossoOmicas € uma resposta biologica de dose muito sensivel
as alteracGes na quantidade e qualidade da radiagdo = . Aberra
¢Oes cromossomicas em linfocitos sangliineos periféricos tém si
do muito utilizadas como uma medida de dose de radiacao no ho
mem por muitos anos. Evidéncias indicam que se as condigOes de
radiacao e as amostras sangllineas apresentarem-se dentro de
certos critérios, por exemplo, manuten¢do do sangue desde acolhei
ta até o fim da incubacdo a 379C, adigcao da fitohemaglutinina
na cultura apos a irradiacao do sangue, doador saudavel etc,
as aberrac¢des fornecerdao uma estimativa util de dose  absorvi

da 48,15

As aberracoes utilizadas para a dosimetria bio
logica citogenética sdao as dos tipos dicéntrico e anel céntri-
co, por causa de suas altas freqllencias em relacdao aos outros
tipos de aberrac¢des radioinduzidas e suas baixas incidéencias
mturais nos controles nao irradiados. As aberrag¢des do tipo di
céntrico tém uma morfologia caracteristica e é acompanhada por
uma delecido acéntrica que fornece uma informacao adicional que
permite a sua identificacao. Uma desvantagem, entretanto, é
que ela é formada por um mecanismo de quebra dupla sendo sua
freqliéncia influenciada pela taxa de dose e raramente induzida
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por baixas doses agudas de radiagao de baixo LET .

Atualmente, a dosimetria bioldgica citogenética



em protecdo radiologica & a técnica m utilizada, por nao e
xistir até o momento outra alternativa pratica para estimativa
bioldgica de dose. Este método fornece uma dose estimada e &
muito Gtil para casos acidentais em que os individuos nao por
tam sistemas dosimétricos ou quando a dosimetria fisica € mui

to dificil ou demorada para ser empregada.

A estimativa de dose é de grande valia para ori
entar o clinico sobre o nivel de tratamento a ser aplicado ao
radioacidentado, bem como, confirmar os casos em que existam

davidas se houve ou ndo a exposigdo A radiacado.

A dosimetria biologica & substanciada pela 'veri
ficacdo em casos de irradiacao uniforme de corpo inteiro nos
quais a freqlléencia das aberracdes € essencialmente a mesma que
a induzida pela irradiacao "in vitro"' .Entretanto, a aplica
cdo direta da relacao dose-resposta de aberragbes cromossomi
cas obtidas em experimentos " in vitro " para avaliacdo de do
se em pessoas expostas 3 radiacdo, geralmente apresenta difi
culdades relacionadas com a nao homogeneidade da dose e com a

dose acumulada ao longo do tempo ¢ .

De acordo com DuFRAIN e col.'n a estimativa de
dose é feita comparando-se a freqliéncia de aberracdes citogené
ticas especificas, neste caso dicéntricos e aneis céntricos de
linfocitos de individuos envolvidos em acidentes por radiagao,
com a fregliéncia observada em linfdcitos humanos irradiados "in

vitro”.



Em radioprotecao € fundamental estabelecer quan
do da monitoracao de individuos expostos, se a estimativa de
dose absorvida pode ser baseada em curvas dose-efeito produzi-
das em experimentos "in vitro®". Estudos de diferentes 1labora
torios tém mostrado que a producao de aberracdoes cromossomi
cas em linfocitos sangllineos periféricos humanos pode ser util
como um indicador biologico da exposigdao a radiacdo, para tan

to, sao necessarias:

a. Avaliag¢ao das condigGes de cultura e das cur
vas de calibracao que deverao ser produzidas

sob condicOes padronizadas e reprodutiveis;

b. A irradiacao de linfocitos "in vitro" e " in
vivo " devera resultar, essencialmente, na

mesma relacdao dose-resposta.

Em decorréncia da adogdo de diferentes metologi
as de cultivo e de interpretagdo das aberracbes quando da lei
tura das 1laminas por diferentes analisadores, a literatura re
lata discrepancias interlaboratoriais na elaboracao de curvas
dose-resposta, resultando em diferentes estimatives de dose
para uma mesma exposigdo "in vitro" e recomenda que procedimen
tos padronizadcs sejam estabelecidos e que cada laboratdrio de
va gerar curvas dentro de suas proprias condicoes laboratoria-

ig V7 ]



A dosimetria citogenética utiliza o linfocito ,
especialmente o T, por ser a célula mais radiossensivel dentre
as células sangflineas, representar uma populacao celular que se
encontra predominantemente - na fase de pré-sintese de DNA do
ciclo celular (Go) no qual as atividades bioquimicas e fisiolo
gicas sao minimas e por encontrar-se raramente em mitose. No
sangue periférico de adultos, aproximadamente 70% dos linfoci

tos sao do tipo T, enquanto 30% s3o do tipo B*®.

Existem algumas exigéncias minimas para o uso de

um sistema como indicador biologico :

a. Facilidade para obtencao da amostra;

b. Reprodutibilidade;

c. Relagao dose-efeito;

d.Persisténcia do efeito;

e. Sensibilidade;

f.Especificidade;

g.Avaliacdo relativamente rapida dos resultados;

b. Ser o menos invasivo e traumatico possivel.

SCOTTso demonstrou que os linfoécitos na sua pri
meira mitose apdc a exposicdo a radiacdao "in vitro" tém uma mes
ma freqfiencia, independentemente do tempo de colheita.Entretanto
para tais andlises & necessario adicionar as culturas 5-Bromodeo
xiuridina (BrdU) que é uma substiancia andloga a timidina e que

ao ser incorporada ao DNA permite distingliir dentro do ciclo ce



lular as mitoses em sua primeira e subseqfiéntes divisdes " vi

tro .

1.1. Interacido da radiagiao oom a matéria

Diferentes tipos de radiacdo quando passam atra
vés da matéria, podem provocar diferentes interagdes primarias
ao nivel atdmico, e o resultado final podera ser a produgdo
de ionizacGes dentro da matéria. A deposicao da energia quando
a radiacao passa através da matéria € denominada transferéncia
linear de energia, e varia diretamente com a massa e carga, e
inversamente com a energia da radiagiao. Assim, radiacao com
grande massa ou carga e baixa energia produz numero maior de i
onizagGes ao longo de sua trajetoria do que radiacao com massa
ou carga pequena mas com alta energia. Os efeitos da radiacgao
sobre a matéria viva sdo o resultado das ionizagOes que ocor-
rem dentro do sistema e sdo determinados, de certa forma, pela

-~ I3 » ] 3’
afinidade envolvida na transferencia linear de energia

A quantidade e a qualidade dos danos bioldgicos
dependem da dose de radiacao, da taxa de dose e da distribui-

cao da dose nos tecidos.

1.1.1. Dose

HA duas unidades de dose de uso comum em radio

biologia, o roentgen (R) e o rad. O roentgen (R) & a unidade



de exposicao e @ relacionada com a habilidade dos raios X ioni
zarem o ar, isto é, a quantidade de energia de radiacao dirigi
da a um material. O rad e a unidade de dose absorvida pelos
tecidos. A dose de exposicao (R) e a dose absorvida ( rad )
quando a radiagdac e X ou gama, absorvidas na agua ou em teci
dos moles, poderdao ser tratadas para propdsitos de trabalhoc em
geral, como sendo equivalentes. O rad & aplicavel a todos os
tipos de radiacdo enquanto que o roetgen € somente aplicado

para raio X e gama.

Apos 1985, o rad foi substituido por uma unida
de denominada Gray (Gy), onde 1 Gy & igual a 100 rad. Com a u
tilizacao dos submiltiplos do Gray, a centésima parte {(cGy) e

igual a 1 rad.

O rem ( roentgen equivalent man) é uma unidade
equivalente de dose utilizada para expressar os efeitos de do
se absorvida de certos tipos de radiagao no homem, por que a
dose em rad de diferentes tipos de radia¢dao n3o necessariamen-
te produz o mesmo grau de efeito biologico. E determinado pela
multiplicacdao da dose em R ou rad por um fator de qualidade
(QF) que varia de 1 para raios X, gama e para a maior parte
dos raios beta ; 10 para neutrons rapidos e protons até 10 MeV
e 20 para particulas alfa. Em radiobiologia o fator de guali-
dade (QF) utilizado em protec&o radioldgica é conhecido como
RBE (eficiéncia bioldgica relativa) que é um fator que expres-

sa a eficiéncia das radia¢Ges com diferentes valores de trans



feréncia linear de energia (LET) em produzir um dado efeito bio

1logico.

A partir de 1985, o rem foi substituido por uma

unidade denominada Sievert (Sv), onde 1 Sv & igual a 100 rem.
1.1.2. Taxa de Dose

Além do conhecimento da dose absoluta recebida
pelo material é frequentemente necessario o conhecimento da ta
xa de dose em que a radiagao foi liberada, portanto, a taxa de
dose & a quantidade de vradiacao liberada em um intervalo de tem

m.

Para radiacOes ionizantes como raios X ou gama ,
a taxa de dose & um dos principais fatores que determina as
conseqliéncias biologicas de uma dose absorvida. Em geral, como
as taxas de dose sao baixas, e o tempo de exposicao & longo, os
efeitos biologicos de uma dada dose mostram-se reduzidos. Es
tes efeitos s3o explicados por dois processos que ocorrem sepa
radamente: a) reparo do dano subletal produzido pela radiagao
durante a exposicao; b) renovacao das células que ocorre como
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resultado da divisao celular durante as exposigcOes prolongadas.

1.2, 1inféoitos Humanos

10



1.2.1. Origem e Tempo de Vida

De acordo com CRADOCK‘%1971) 0s precursores dos
linfocitos originam-se na medula Ossea durante a vida fetal e
sao influenciados ou programados para desempenhar uma certa
fungdo por um dos Orgaos linfoides primdrios, seja o timo para
os linfoécitos T ou o " equivalente bursico " para os 1linfoci-
tos B. Os linfocitos influenciados pelo timo (linfocitos timo-
dependentes) e sua progénie atuam na imunidade mediada por cé
lulas que inclui a hipersensibilidade retardada, rejeigao de
enxerto etc. Os linfocitos influeunciados pelo equivalente bar
sico (linfocitos bursa-dependentes) e sua progénie atuam na i
munidade humoral ou na produ¢ao de anticorpos, seja sob a for
ma de linfocitos ou seja apos sua transformacao em plasmoci
tos. A maior parte dos linfocitos circulantes sao linfocitos T
e tem um tempo de vida que varia de meses a anos. Os linfoci
tos B constituem a fracao menor da populagado linfosética (10 a
20%) e tém provavelmente menor tempo de vida qué/;ode ser medi
do em dias e se distingllem pela existéncia de uma quantidade

. - . . - . 13
consideravel de imunoglobulinas na superficie da membrana .

Os tempos de vida dos linfocitos nao sdo fixos.
A maioria (90%) sdo de longa vida, com uma vida média de 3 a
nos incluindo alguns que se estendem por varias décadas e o
restante (10%) que tem uma vida média de 1 a 10 dias. A taxa
média de renovacgao dos linfdcitos no corpo pode ser estimada

em cerca de 2 a 5% ao dia.

"



1.2.2. Caracteristicas Morfologicas

O35 pequenos linfocitos possuem um niucleo denso
com citoplasma escasso que indica baixo nivel de sintese de
RNA. Estudos efetuados ao nivel da microscopia eletrdonica mos
tram nicleo com regides altamente condensadas, poucas mitocon
drias e pequena regido de Golgi; ribossomos localizados na mem
brana nuclear mas que também podem ser obhservados livres no ci
toplasma; reticulo endoplasmatico rudimentar e um par de centri
olos situado numa pequena regido do nucleo. Os linfécitos san
glineos periféricos possuem um didmetro de 6 ¥m e volume esti

mado em 170 um3 .

1.2.3. Coneentragao

A concentracdo de linfocitos no sangue periféri
co & variavel. No adulto com idade por volta de 21 anos, a con
tagem média é estimada em 2580 cél./mm® (num intervalo de 1000
4800 cél./mm’ ); em recém nascido cerca de 5500 cél./mms( num
intervalo de 2000-11000 cél./nmﬁ); em criancas com 6 meses de
idade é muito maior, 7300 cél./mm’ (num intervalo de 4000 a

13500 cél./mm°).

Normalmente, o8 pequenos linfocitos, estao numa
proporcao de até 90% dos linfocitus periféricos; 5% sdo do tama

nho médio e até 15% sdo células linfdides grandes’’.
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Para a interpretacao das aberragoes cromossoOmi-
cas e mutacoes no horem € de grande importancia que os linfoci
tos periféricos (pelo menos 80%) pertencam ao " redistributio-
nal pool ™. Isto significa que os linfocitos com mutacoes ou
aberracoes cromossomicas induzidas nas varias partes do corpo
estardo presentes no sangue periférico, desse modo, as aberra
¢Oes presentes nos linfocitos indicam que elas foram induzidas
nao somente no sangue periférico mas também em linfocitos dis

tribuidos em diferentes drgios do corpo-
1.2.4. Cinetica

£ pouco conhecida a circulacao dessas células
no organismo. Sabe-se atualmente, que linfocitos marcados, de
ductos toraxicos,migram para o baco (55%), medula oOssea (15%),
nodulos linfaticos (20%) e tecidos ndo linfdides (10%). A pro
porcao de entrada das células T e B dentro destes Orgdo €& seme
lhante, mas os tempos de transito através deles variam conside
ravelmente. As células T levam um tempo médio de transito atra
vés do bagco de 4 a 6 h, enquanto que os linfocitos B cerca de
8 vezes mais. O tempo médio de transito pelos linfonodos aos
linfaticos eferentes & menor para células T (18 h) do que para
as células B (36-48 h). O tempo através da medula Ossea para
linfocitos do ducto toraxico (80 a 90% das células T) @ de a
proximadamente 2 a 3 h, mas o tempo de recirculacao das célu

las B por este compartimento ndo é conhecido,



1.2.5. Radiossensibilidade

A existéncia de subpopulaghes de linfécitos com
diferentes propriedades e funcoes tem sido bem estabelecidas .
£ evidente, entretanto, que existam diferencas na sua sensibi-
lidade a radiagao. A compreensio dos efeitos da radiacao ioni
zante em linfocitos T e B & importante quando se avalia pes
soas expostas terapeuticamente ou acidentalmente emaltas doses
de radiacao. Um dano severo ao mecanismo de imunidade humoral
implica na perda da funcao de uma grande proporgao de célu-

43
las B .,

Exposicoes agudas a radiacao podem causar um de
clinio prolongado do nimero de linfocitos circulantes em decor
réncia da morte interfasica e do seqftestro de muitos linfdci
tos do "pool" extravascular logo apos a irradiaglo. Por esta
razao a sensibilidade dos linfocitos T e B ao dano radioinduzi
do nao pode ser determinado com precisao por meio de exame

quantitativo destes tipos no sangue peri.férico“.

Existem grandes controvérsias no que diz respei
to a radiossenbilidade dos linfocitos T e B e suas  subpopula
cdes. Muitos pesquisadores tém procurado avaliar o comportamen
to desses linfocitos apds a irradiacao. WASSERMAN, J. e cols ,
PITOUT ,M.J. e cols. e BLOMGREN, H. e cols. acreditam que os
1linfdcitos B sejam mais radiossensiveis do que os T, mas para

RABEN, M. e cols. e SZCZYLIK e col. os linfocitos T sio os mais
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1
tadiossensiveis‘ .Embora alguns trabalhos teniem demonstrar

que o0s linfocitos B sejam os mais radiossensiveis, estudos no
campo de anticorpos monoclonais afirmam que essas células ndo

sdo capazes de sobreviver em culturas de 48 h'?

1.3. Bstimulagao Rinfoeitaria

A maior parte dos linfocitos sangllineos perifé-
ricos esta numa fase de repouso do ciclo celular (Go) e pos-
sui um conteiido de DNA diploide de aproximadamente 5,6 pg. Es
tas celulas podem ser induzidas a entrar em divisdes mitoticas

27
*in vitro” por meio de substancia mitogénicas

Substancias mitogénicas sao lectinas vegetais
que estimulam a proliferacao de linfocitos em cultura e em cer
tos casos promovem a geracao inespeciiica de células citotoxi-
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cas .

A estimulacdo mitogénica dos linfocitos nao &,
verdadeiramente, um fenomeno imunolégico. As lectinas mitogéni
cas estimulam a sintese de DNA e a divisdo celular pela liga
¢3o que fazem aos receptores de glicoproteinas da superficie
dos linfécitos e nio necessitam de nenhuma sensibilizacdo pré
viaz’.Bsta propriedade & utilizada para estimular o 1linfdécito
em cultura para analise cromossomica. Elas diferem quanto a o

rigem e célula a ser estimulada. Estudos tém mostrado que exis

tem duas populacdes de linfocitos no timo que sdo sensiveis as



substancias mitogénicas, uma € relativamente sensivel e tem si
do encontrada anatomicamente na regiao cortical enquanto que a

83
mais resistente situa-se na medula do orgao .

A sensibilidade da célula esta intimamente liga
da a exposicao ao mitogenico que faz com que os linfocitos

sintetizem enzimas envolvidas no sistema de reparo do dano.

£ evidente que as lectinas induzem as células T
humanas a transformacao blastica, entretanto, alguns autores
relatam que as células B também sdo transformadas. Suspeita-se
que as células B sejam insensiveis aos fitomitogénicos, mas que
possivelmente sejam transformadas por mediadores soluveis libe

3
dos pelas células T quando ativadas pelos fitomitogénicos .

1.3.1. Pritohemaglutinina (PHA)

£ uma proteina derivada do feijao preto, Phaseo-
lus vulgaris, reage com N-aceti1-D-ga1actosamina1ﬂ tem uma capa
cidade de estimular um amplo espectro de células T e sob sua
influéncia s3do transformadas em células "blasticas” cuja prin
cipal caracteristica morfologica € o aumento do volume nucle
ar, citoplasmatico e celular. Num periodo de 48 h apés a adi
¢do da PHA a célula sofre uma transformacdo conforme o quadro

seguinte:
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Célula sem PHA Célula com PHA

3

Volume Celular 100 um® 500 um

Volume Citoplasmatico 56 um°® 348 um?®
Volume Nuclear 48 um’ 170 um®
Quantidade da heterocromatina 44 ¢ 13 %

17

O volume do reticulo endoplasmatico rugoso ammenta cerca ded vezes

mais do gque o liso, o do lisossomo cerca de 10 vezes, enquanto

qgue o do aparelho de Golgi atinge cerca de 20 vezes mais.

1.3.2. Concanavalina=A (Con=A)

£ uma proteina extraida da Canavalia ensiformis

liga-se aos residuos a-D-manosil e a-D-glicosil da superficie
14

celular e tem a capacidade de estimular tanto os linfocitos T

quanto os B, porém com maior eficiéncia os T .

1.3.3. Pokeweed (PWM)

E uma proteina extraida da Phytolacca america
na, estimula tanto os linfdocitos T quanto os B, contudo e
mais eficaz em linfocitos do tipo B. Eses produzem imunoglobu
linas em resposta ao PWM e na presenca de células T esta pro
priedade tem sido utilizada para avaliar as fungOes auxiliado-

ras ou supressoras das células B ou das células T .,



1.3.4. proliferaclo do Linfoécito

As respostas dos linfocitos as lectinas solave-
is de plantas, particularmente a PHA e a Con-A tém sido wutili
zadas com muita freqfiéncia. Elas sdo consideradas como uma me
dida do potencial funcional das células T humanas, visto que
as células T que respondem aos antigenos podem representar me
nos do que 1% das células cultivadas "in vitro”, enquanto que
50 a 60% das células T respondem a PHA e a Con-A, contudo su
poem-se que algumas células B, além das subpopulacdoes de T ,
respondem & PHA e a Con-A. E necessario relatar que os linfoci
tos que respondem a PHA sao quase que exclusivamente células
T e a proliferagao significativa da célula B parece ocorrer ma
is tarde em algum momento entre 5 e 7 dias. A Con-A  provavel
mente estimula uma subpopulacao diferente de linfocitos T, ao
contrario do que faz a PHA, enquanto que o mitogénicc Pokeweed
primariamente considerado um mitogénico de célula B, ativa am

23
bas, Te B .

1.4. Bfeito da Radiaglo no Cromossoemo

D cromossomo € uma estrutura complexa que além
do acido desoxirribonucléico (DNA) contém varios tipos diferen
tes de proteinas. Os cromossomos de organismos superiores sao
estudados mais freqlientemente em metafase e esta &€ a fase
que se aproximam da sua maior condensagdo e esta condicao natu

ral & aumentada por um tratamento de prefixacao com varias
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drogas, por exemplo, a colchicina. Durante a metafase mitd
tica os cromossomos condensados apresentam-se sob formas carac

teristicas proprias do cariotipo da espécie a ser estudada.

Um cromossomo tipico consiste em dois bragos se
parados por uma constrigdo primaria que se torna mais visivel
pelo tratamento com colchicina. Esta constrigdo marca a loca
lizacdo do centromero ou inicio do fuso (cinetocoro) que € es
sencial para os movimentos dos cromossomos em relagao ao fuso .Du
rante a andfase, um cromossomo que ndo possua centromero tor
na-se um fragmento e & perdido ou desloca-se passivamente quan
do as outras cromatides se movem para os polos opostos pela a
cao do fuso. Um cromossomo metafasico consiste em duas cramatides
#rmds gque se separam na anafase mitotica e o constituinte gené
tico de uma cromatide & uma dupla hélice de DNA. £ identifica-
do morfologicamente pelo comprimento e pela posigao do centrdo-
mero que determina o comprimento relativo de seus bracos. Quan
do o centromero ge localiza proximo do meio do cromossomos, es
te é denominado metacéntrico; o cromossomo acrocéntrico possui
os bragos marcadamente desiguais e o intermediario entre o me
ta e 0 acrocéntrico é chamado de submetacéntrico. Atualmente ,
os cromossomos sdo identificados com mais precisao pelas técni

cas de bandeamento '' ,

A primeira evidéncia de que os raios-X pudessem
induzir aberracdes cromossomicas partiram de estudos com Drosg

phila . Em 1940, SWANSON mostrou que a radiagdo ultravioleta in

9



duzia aberracGes em microsporos de ¥radescantia e posterior
mente foi mostrado por alguns pesquisadores que determinados a

gentes quimicos tambem induzem aberragoes cromossomicas.

Atualmente, existem evidencias de que o DNA se
ja o primeiro alvo para a producao le aberragoOes cromossomi

cas.

Diferentes lesOes primarias sao induzidas no
DNA celular por mutagénicos quimicos e fisicos, por exemplo que
bra de fita unica, quebra de fita dupla e dano na base de dife
rentes tipos, por exemplo DNA-DNA, DNA-proteina, formacgdo de ra

dicais etc.

Uma aberracao nao & o resultado da agdo direta
entre o mutageénico e o DNA celular, sua producao envolve um
processo de reparo. As lesOes primarias induzidas pelos mutagé
nicos sao transformadas em lesOes secundarias e a aberracdo é
o resultado de erros efetuados pelo mecanismo de reparo celu

27
lar .

Por muitos anos tém-se reconhecido que aberra

¢oes estruturais em cromossomos podem ser induzidas pela radia

cdo, estas alteracdoes tém sido descritas e classificadas em
minacia e podem ser produzidas pela irradiacao de célg
las em qual-uer estadio do ciclo mitotico . S38o mais fa

cilmente vizualizadas por meio de microscopia Optica quando as

células s3o observadas nas fases de metafase ou anafase nos



quais 0s cromossomos se apresentam curtos e compactos. Estas
podem ser vistas como resultado de quebras em cromossomos e
cromatides embora tenha sido sugerido que estas quebras possam

- » - '3 1t
nao ser decorrente de processos primarios .

Como o linfocitos sangliineo periférico esta nor
malmente na fase Go (ou Gl nao ciclico) do ciclo celular ,
as aberracdes induzidas pela radiacao conseqlientemente serao do
tipo cromossomico. Se aberrac¢des do tipo cromatidico forem ob
servadas, pode ser assumido que estas nao tenham sido induzi
das pela radiacao mas produzidas "in vitro" durante a primeira
fase de sintese do DNA como um resultado de erros de replica
¢do ou de um erro do DNA danificado por eventos nao radioati
vos. A freqfiéncia das aberracoes do tipo cromatidico pode en
tdo ser considerada como contribuinte da freqfiéncia das aberra

¢oes cromossdmicas espontaneas 7,

1.4.1. AberragBes do tipo-cromossomico

. Delegdo terminal - siao fragmentos de cromati
des pareados resultantes de uma qucbra sim

ples e nao possuem centromeros.

. Minutes - S3o pares de fragmentos acéntricos
com tamanho menor do que as delecgoes termi-

nais e semelhantes a esferas de cromatina.



[ 4 - - - Y
. Aneis acentricos - Sao fragmentos de cromati-
des pareados, sem centromero, e a0 unirem-se

formam um anel.

. An‘l. eentricos - S3ao estruturas em forma de
aneis contendo um centrdmero. O anel céntrico
é facilmente distingfiido do anel acentrico e
€ geralmente acompanhado por um fragmento a

céntrico.

. Inversoes :
Paraocéntricas - Ocorre quando os

pontos de  quebra
e de ligacao situ-
am-se No mesmo bra

¢o do cromossomo.,
Pericéntricas - ocorre quando os
pontos de quebra e
inversao se situam
no lado oposto do

centromero.

. translocagdes reoiprocas - (intertrocas sime
tricas) - Envolvem quebras de dois cromosso
mos e trocar reciprocas dos segmentos que

brados entre os cromossomos.

. Aberragdes dicéntricas ou policéntricas - (in
tertrocas assimétricas) - Sao aberracdes cau

sadas por quebras das cromatides de ou un mais



cromossomos proximos de tal modo que estas
regides quebradas dos cromossomos se tornam
unidas, formando uma estrutura diceéntrica ou
policéntrica com fragmentos acéntricos associ

ados.

1.4.2. Aberragoes do tipo-cromatidico

Sao induzidas por radiac3o ionizante quando as
células sao expostas nos estadios S ou G2 da intérfase e o cro
mossomo venha a ter duas cromatides fracionadas. Em contraste
com as aberrac”es do tipo cromossomico, as aberragdes do tipo-
cromatidico, particularmente, sdao falsos indicadores do dano

. e 18
ao material genetico .

Embora uma variedade de lesdes seja induzida
por radiacdo, a intertroca assimétrica (dicéntrico) & consideéra
da atualmente omo padiio para a estimativa biologica de dose "
Estudos tém mostrado que a exposicdo a radiacdo pode ser inter
pretada em termos de dicéntricos. Este parece ser o parametro
mais real do dano da radiacdo e representa cerca de 60% de to
das as aberracGes observadas em casos de irradiacdo aguda. En

tretanto, uma pequena precisdo estatistica é perdida quando mo

utilizamos as outras aberra¢des para a interpretacdao da estima
3

tiva de dose:

1.5. Aplicaglio da Dosimetria Bioldogica Citogendtica

em Casos de Exposicao Acidental & Radiagio
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Caso n° 1 :

No dia 30 de junho de 1987, as 12h 40min, no la
boratorio de Producao de fontes do IPEN-CNEN/SP, o trabalhador
C.M.C., 22 anos, efetuavaensaio de estanqueidade ( ensaio de es-

fregaco) em fontes de '*?

Ir ja soldadas. A operacao & executa-
da por meio de uma telemanipuladora que no momento apresentou
uma irreqularidade no funcionamento. Com a finalidade de solu-
cionar o problema, o técnico removeu as fontes com as quais es
tava trabalhando e abriu a celula blindada. Apds ter consegui-
do solucionar o problema, fechou a célula e percebeu que exis
tiam duas outras fontes além das que ele havia blindado. o tra

balhador comunicou o fato a Protec3ao Radiologica que tomou as

devidas providéncias.
.Recongtituicao do Acidente

No dia 19 de julho de 1987, a equipe de Prote
¢do Radioldgica do IPEN-CNEN/SP, fez a reconstituicdao do aci

dente:

a. Reconstituicdo do acidente com o auxilio do traba
lhador, sem a presenca das fontes na célula. Nes
ta reconstituicao foram feitas as cronometragens
dos tempos de cada operacdo e as medidas das dis
tancias entre o operador e as fontes. Tabela I

(relatério da Protecao Radiologica).



b. reconstituicao do acidente, sem a presen¢a do tra
balhador e com as fontes dentro da ceélula, que
mostra as taxas de exposicao medidas e as calcula
das nos pontos de interesse. Tabela II ( Relatori

o da Protecao Radiolodgica).

Estimativa das Doses Recebidas pelo Trabalhador no Acidente

A estimativa da Protecao Radiologica das doses
recebidas pelo trabalhador, encontram-se nas Tabelas 1 e

II.

TABELA 1 : Doses recebidas pelo trabalhador, utilizando a taxa

de exposicdao calculada.

Pontos Tempo Taxa de Ex Dose Equiva
posicao lente
(R/min) ( cSv )
Mao direita a 10 cm 3 min 120 360
Mao direita a 53 cm 2 min 40 seg 4,3 11,2
Cristalino dos olhos 5 min 40 seg 4,3 24,0
Cintura 5 min 40 seg 1,9 10,6

Tronco (altura do

dosimetro) 5 min 40 seg 4,3 24,0




TABELA II : Doses recebidas pelo trabalhador,

xa de exposicao medida.

utilizando a ta

Pontos Tempo Taxa de ex Dose Equiva
posigao lente
( R/min ) ( cSv )
Mao direita a 10 cm min 70,5 211,5
M3o direita a 53 cm
da fonte min 40 seg 4,6 12,0
Cristalino dos olhos min 40 seg 4,1 23,0
Cintura min 40 seg 1,5 8,4
Tronco (altura do
dosimetro) min 40 seg 4,6 26,0

Medida do dosimetro individual

Filme Fotografico : 23 cSv

Estudo citogenético

No dia 19 de julho de 1987, o trabalhador C.M.

C., foi encaminhado ao Servigo Médico pela Protecao Radiologi-

ca que solicitou a Divisdo de Radiobiologia a colheita de san

gue para analise de aberracdes cromossdmicas. Asl2h40min ., ou



seja, 24 h apos o acidente, colheu-se a amostra de sangue.

Acompanhamento

Efetuou-se o acompanhamento do trabalhador a
cidentado durante 2 meses. O acompanhamento teve por finalida-
de observar o comportamento referente a permanéncia de aberra
¢Oes cromossOmicas ao longo do tempo e as variagoes no quadro
leucocitario. As amostras de sangue foram colhidas nos dias

19, 06, 21, 30 e 60 dias apos o acidente.

Reune um grupo de 11 individuos que foram envol
vidos em acidente com fonte de '*’Cs do Instituto Goiano de Ra
dioterapia e que foram internados na Unidade da FEBEM (Go). As
amostras foram colhidas no dia 30 de outubro de 1987, acondi-
cionadas em caixas de isopor e mantidas resfriadas por meio de
sacos plasticos contendo gelo. O material foi cultivado no mes

mo dia depois de mantido & temperatura ambiente por 2 h.

Caso n® 3

Feune um grupo de 14 individuos que foram envol

137

vidos em acidente com fonte de Cs do Instituto Goiano de

radioterapia e que foram internados na Unidade da FEBEM (Go) .
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As amostras foram olhidas em 30 de novembro de 1987, acondicio-
nadas em caixas de isopor e mantidas resfriadas por meio de sa
cos plasticos contendo gelo. 9 material cultivado no mesmo dia

depois de mantido a temperatura ambiente por 2 h.

Caso n® 4

W.M.F.,fisico, 34 anos, participou dos traba-
lhos de identificagao das areas contaminadas, da remocgao e
triagem de pessoas envolvidas no acidente com fonte de s ’

em Goiania. Foi encaminhado a Divisao de Radiobiologia para a
valiacao de dose por meio do método de dosimetria bioldgica ci

togenética, no dia 11.12.1987.
Caso no 8

N.B., 34 anos, funcionario do Instituto de Radi
ologia Médica e Planigrafia, Sd3o José dos Campos, SP, setor de ra -
los X foi encaminhado ao IPEN-CNEN/SP, Divis3o de Radiobiologi

a, em 19.01,1988.
Caso n? 6

E.P.S., 30 anos, funcionario da empresa Metal
tec, foi encaminhado no dia  16.05.1988 ao IPEN-CNEN-SP, Divisdo
de Radiobiologia, com suspeita de exposicao a uma fonte de

"Ir estimativa biologica de dose, pelo fato de seu dosime-

tro pessoal ter acusado uma dose de 53 cSv.



Caso n¢ 7

No dia 02 de julho de 1988, em um sitio de pro
priedade da empresa Mathias-Engenharia e Construcoes, localiza-
da em Itapevi-SP, uma equipe de gamagrafia composta pelos funci
onarios : C.J.R., P.P.R. e L.T.S., realizava uma operacao de
rotina quando ocorreu’'o rompimento do cabo flexivel do porta-
fonte que nao foi observado no momento pela equipe, o que permi
tiu que a fonte ficasse exteriorizada, tendo ocasionado a expo
sicao acidental dos trabalhadores. Eles portavam dosimetro que
acusaram asdoses sequintes:

P.P.C. 30,4 cSv

C.J.R. : 26,4 cSv

l-T.s-

30,4 cSv



3. PARTE BXPERIMENTAL

2.1. Obtengio das Amostras

Em todos os casos relatados as amostras sangliine

as foram 'colhidas do seguinte modo :

As amostras foram obtidas por puncao venosa, com
siringa plastica descartavel, estéril sem anticoagulante. O vo
lume totalcolhido variou entre 5 e 10 ml, de acordo com a
quantidade de frascos a serem cultivados. Apos a pungao, parte
do sanqgue foi transferido assepticamente para outra siringa es
téril, previamente heparinizada com Liquemine ( 5000 UI - Ro
che ; o8 2 ml restantes foram transferidos para um frasco com
EDTA ( sal dissodico ou dipotassico do acido etilenodiaminote-

tracético ) para confeccao do leucograma.

. Leucograma

O sangue total com EDTA foi diluido em pipeta de
THOMA para gldbulos brancos com o ligquido diluidor TURK e a di
luigdo obtida na pipeta foi de 1:20. Para contagem do numero
total de leucocitos por mm  foi utilizada cimara de Neubau-
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2.2, Metodologia de Cultivo

2.2.1. Fase Estéril

ApOs a colheitao sangue foi mantido em estufa a
37eC até o momento da cultura. Nos casos em que © transpor-
te se fez necessirio as amostras foram mantidas a 4 oC e dei
xadas por 2 hna temperatura ambiente antes da efetuacao da

cultura.

. Semeadura

As culturas foram feitas em frascos tipo penici
lina ( capacidade de 20 a 25 ml ) ou em tubos de cultura esté
reis, num compartimento de acrilico em condicGes assépticas .
Foram adicionados aos frascos ou tubos, 5 ml de meio RPMI
( cultilab ) enriquecidos com soro fetal bovino a 20% ( culti
lab ), 0,3 ml de fitohemaglutinina ( Sigma ) numa concentracao
de 5 Hg/ml de meio. O pH foi ajustado para 7,0 + 0,1 utilizan

do-se HC1 1 N ou NaOH 0,1 estéreis. Foram adicionadas cerca

de 20 gotas de sangue total heparinizado e homogeneizado. Em
seguida as culturas foram mantidas em estufa a 379C durante
47 h.

. Colchicinizacao

Ap6s 47 h de incubagdo os frascos foram retirados da

3



estufa em camara asséptica e adicionado 0,1 ml de colchicina
( Sigma ) a cada frasco com uma concentracao final de 0,8 Mg/
ml de meio. As culturas foram mantidas por mais uma hora em es
tufa a 379C e apos esse periodo iniciou-se a preparagao cito

logica.

2.2.2. Tase Nlo Estéril

. Preparacao Citologica

O material de cada frasco de cultura foi trans-
ferido para tubos conicos de centrifuga e em seguida submetido
a centrifigacdo por 5 min. a 1.000 rpm. O sobrenadante foi re
tirado com o auxilio de uma trompa de vacuo e adicionado ao
precipitado 1 ml de solucdao hipotonica (KCl 0,075M) a 37eC .
0 material foi levemente ressuspendido com pipeta Pasteur, adi
cionado 3 ml de solugao hipotdnica e o material foi ressuspendi-
do novamente e levado a estufa a 379C durante 10 min. Em se
guida foi adicionado 0,5 ml de solug¢do fixadora ( metanol e a
cido acético na proporcao de 3:1 ) recém preparada. O material

foi centrifugado por :smin a 1000 rpm e © sobrenadante foi reti

rado.

. Fixacao

Procedeu-se a fixacao do material adicionando-

se 1 ml de solugdo fixadora e ressuspensdao do material. Adicio
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naram-se 3 ml de solugao fixadora e ressuspendeu-se novamente,
em seqguida centrifigou-se a 1000 rpm por 5 min. . Desprezou-
se 0 sobrenadante e adicionou-se ao precipitado 4 ml de fixa
dor. Procedeu-se a troca dele por mais duas vezes deixando

no final um volume de aproximadamente 0,5 ml de fixador.

. Preparo das laminas

O material precipitado foi gotejado em 1laminas

histologicas limpas e geladas.

. Coloracao

As laminas foram coradas com Giemsa a 0,75%
( 1,5 g de corante, 100 ml de glicerina; 100 ml de metanol) di
luido a 5% em tampdo S8rensen 0,1 M, pH 6,8 no momento do u

so, e lavadas com agua destilada apos 10 minutos ,



3. RESULTADOS

As fontes de radiacdao que podem com maior proba
bilidade provocar acidentes sao as de raios Yy , raios X e oca
sionalmente neutrons. Normalmente sao observadas diferengas en
tre as curvas de raios X e raios y relatadas pela literatu-

ra, em baixas doses ( < 50 cGy ) 27.

Por ndo possuirmos curvas dose-resposta obtidas
sob condicdées " in vitro " para avaliagao de dose em caso de
exposicao acidental, foram relacionados alguns coeficientes
que determinam curvas dose-resposta obtidas e divulgadas pela
literatura, tabela III, e que foram adotadas para a analise
dos dados por nés obtidos. . A freqfiéncia de aberracoes

induzidas por radiagao foi ajustada pela analise dos minimos

quadrados a funcao linear quadratica Y aD + BD2, ondea e
B sdo os coeficientes que determinam a forma e inclinacgiao da
curva, Y é a freqllencia de aberracdes e D corresponde a dose

de radiacao.



TABELA III : COEFICIENTES RELATADOS PELA LITERATURA PARA RELACXO DOSE~RESPOSTA DE

LINFOCITOS IRRADIADOS " IN VITRO ".

AUTOR/ANO

TAXA DE DOSE

TIPO DE RADIACXO

Bauchinger e col.

7
1983

Lloyd e col.
1981 %

2
Takahashi 19795

Bauchinger e col.
1979°

Lloyd e col.
1975

DuFrain e col.
1980"°

Lloyd e col.
1975 *°

0,234 x
0,048 x
1,64 x
4,78 x
4,40 x
0,27 x
0,27 X
1,57 =x
3,18 x
4,76 x

10
-3

10

10

10°*
-4

10

107
10

-4

10

107

107

0,99 x
4,29 x

3)04 X
4,75 x

6,09 x

6,19 x

x 10
x 10

10

10

10 "¢

1,7 cGy/min
50 cGy/min

50 cGy/min

1,7 cGy/min
50 cGy/min

1,7 cGy/min
50 cGy/min

50 cGy/min

12,3R/min

100 cGy/min

IOCO

‘Oco

Y loco
60

y CIr

R-X 250KVp

st
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Caso no 1

Para a estimativa de dose de C.M.C. que aciden-
talmente foi exposto a fonte de ' Ir foram avaliadas 700 meta
fases, tendo-se observado 08 aberracoes do tipo dicéntrico que
determinaram a freqliéncia 0,01142 aberracoes por célula. Esta
freqfiéncia quando marcada nas curvas dose-resposta forneci

das pela literatura determinou as estimativas de dose conforme

tabela 1V,

TABELA 1V : Estimativas de dose recebidas por C.M.C. no aciden
te com fonte de "zlr,utilizando dados fornecidos

pela literatura.

AUTOR/ANO TIPO DE TAXA DE ESTIMATIVA DE DO
RADIACAO DOSE SE RECEBIDA PELO
TRABALHALCOR
Bauchinger e Y *°co 1,7cGy/min 33,78 cGy
7
col. 1983
: Y soCo 50 cGy/min 41,24 cGy
Lloyd e col Y ®o¢co 1,7¢Gy/min  ===--
s
1981 Y 00, 50 cGy/min 34,31 cGy
Takazzshi Y 80¢cg 1,7cGy/min 22,81 cGy
1979 Y *°co 50 cGy/min 21,46 cGy
Bauchinger e Y %°¢co 1,7cGy/min 31,27 cGy
L]
col. 1979 Y *°Cco 50 cGy/min 28,25 cGy
Lloyd“e col Y %9¢co 1,7cGy/min ===--
1975 y *°Co 50 cGy/min 34,60 cGy
DuFrain e col. y ""Ir 12,3R/min 24,45 cGy

18
1980
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Acompanhamento

Foram colhidas amostras nos dias 06, 21, 30 e
60 dias apos a exposicao acidental. Para todas as amostras fo
ram analisadas 700 metafases. O numero de dicéntricos e sua
freqliencia por célula s3o indicados na tabela V. A figura 4
apresenta a distribuicao das freqliencias de aberracoes obtidas

em funcao do tempo em dias.

TABELA V : Freqfiéencia de aberraches cromossomicas durante o pe

riodo de 60 dias apos a exposicao acidental.

Dias apdés Células Células Sem Aberra Dicén- Dicéntricos
Acidente Analisadas (¢Oes Cromossomicas tricos Por Célula
01 700 692 08 0,01142
06 700 696 04 0,00571
21 700 694 06 0,00857
30 700 699 0l 0,00143
60 700 699 01 0,00143

-1
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DIAS APOS O ACIDENTE
FIGURA 4 : Numero de dicéntricos observados durante o periodo

de acompanhamento ( 60 dias ).



Aspectos Hematologicos

A tabela VI apresenta os resultados dos
gramas das amostras de sangue colhidas nos dias 01, 06,

21, 30 e 60 2pos a exposicao acidental de C.M.C..

leuco

o8 ,



TABELA VI : Leucogramas de C.M.C., referentes ao acompanhamento durante 60 dias

Valores Nomia, Dias Ai:éa a Exposigdo Acidental

ol 06 08 21 30 60
Tipos Celulares R' al R A R A R A R A R A R A
Neutrifilos 55-76 2750-7600 67 5910 S8 3712 59 4130 54 3618 67 4758 53 2968
Segmentados 55-70 2750-70060 66 5610 S8 3712 S9 4130 §3 31551 66 4587 52 2912
Bastonetes 0-5 0-500 o1 85 o 0 o o o1 67 or 72 o1 s6
MetamielScitos 0-1 0-100 e o e o ¢ o o o 0 o o o
Eosin3filos 1-4 S0-400 oL 8s 06 384 03 210 oL 67 01 N1 07 392
Bas6filos 0-1 ¢-100 0 o 0 o 0 0 0o 0 o o 0 0
Linfdecitos 20-35% 1000-3500 27 2295 230 1920 32 2240 42 2814 24 1704 32 L1792
Mondcitos 4-3 200-800 05 425 06 2384 06 420 03 201 08 %68 08 448
NG Total de
Leucdcitos /um’ $.000-10.000 5.000 6400 7000 6700 7100 5600

1. Valor relativo em % ;
3
2. Valor absoluto (cels./mm );

3. Intervalo de normalidade extraido da literatura.



A tabela VII e figura 5 apresentam dados resumi
dos referentes a variacdao do quadro leucocitidrio apos a exposi

cao acidental e sua distribuicao em funcao do tempo em dias.

TABELA VII : Quadro leucocitario de C.M.C., durante o acompa
nhamento.
Dias Apos LeucScitos/mm  LinfScitos/mm’ Neutrdfilos/mm’
Acidente
01 8500 2595 (27) 5695 (67)
06 6400 1920 (30) 3712 (58)
08 7000 2240 (32) 4130 (59)
21 6700 2814 (42) 3618 (54)
30 7100 1704 (24) 4757 (67)
60 5600 1792 (32) 2968 (53)
(): Valor relativo das células em porcentagem
(-109)
80\
11LT
70 ~—o
60 ‘*sf\
'E 50 Jn
..,
~ ~.
040 S
\.\'N
3 3.0 e J
u
O 20 L |t
10
11 1 L [
1 68 21 30 60

DIAS APGS O ACIDENTE s
FIGURA 5: Acompanhamento leucocitdrio.LT: Leucdécitos Totais/mm

(-); N: Neutréfilos/nmf(-.-.-);L: Linf.écitos/mm3
Intervalo de normalidade ( 4—i).



9
As fontes de  Ir utilizadas em radiografia in

dustrial possuem energia de cerca 400 KeV. A curva de cali

bracao deste isotopo situa-se entre as dos raios Xe Y . A

curva do Ir é considerada estar entre as curvas do Co e

137 27
Cs .

Foi efetuada a analise de um numero de metdfa
ses com o intuito de minimizar o erro astatistico em dezorrén-
cia da informacdo prestada pela dosimetria fisica que havia
suspeita de tratar-se de uma exposic¢aoem dose baixa pela leitu
ra do dosimetro, fato que ficou posteriormente comprovado guan

do da reconstituicao do acidente ( tabela I e II ).

A freqliéncia de aberra¢des por célula observa-
da nas 700 metafases analisadas foi de 0,01142 para o "21r
com taxa de exposicdo para o tronco - medida pela Protecdo Ra
dioldgica - de 4,6 R/min. Quando esta freqliéncia de aberracoes
por célula foi avaliada na curva para '''Ir com uma taxa de
dose de 12,3 R/mi;’(tabelas 111 e IV, figura l).', a dose es
timada foi de 24 cGy. Utilizando-se as curvas de literatura pa
ra °°Co com uma taxa de dose de 1,7 cGy/min. (tabelas 1III e
1v, figura 2) a dose estimada situou-se em um intervalo Qe
23 a 34 cGy. Utilizando-se as curvas para ®°Co com uma taxa
de dose de 50 cGy/min a dose estimada situou~-se no intervalo
de 21 a 41 cGy (tabelas III e IV, figura 3). O limite de con

27

fianca a 95% para as doses estimadas situou-se no intervalo

de 10 - 50 cGy.

(Y}



Com respeito ao aspecto hematoldgico podemos ob
servar na tabela VII e figura 5 que houve uma pequena queda no
nivel leucocitario total, tendo contudo, permanecido dentro do
intervalo de normalidade. Analisando-se os dados, observamos
que a queda foi decorrente da diminuicao dos neutrofilos que
atingiram o limite inferior do intervalo de normalidade. 0]
declinivd dos valores absolutos dos neutrofilos nao indica ser
devido ao efeito da radiacao, principalmente em dose baixa( 25
cGy ). Os linfocitos que sdo células mais radiossensiveis apre
sentaram um leve declinio e posteriores oscilacdes, mas sempre

dentro do intervalo de normalidade, indicando que nao houve al

teracoes siqnificativasg,

Case n9 2

A estimativa de dose de 11 pacientes envolvidos no
acidente com fonte de '’’Cs do Instituto Goiano de Radioterapi
a e internados na unidade da FEBEM, Goiania (Go), s3o apresen-
tados na tabela VIII. As amostras foram colhidas . 30 dias apoOs

o acidente.

45



TABELA VIII : Estimativa de dose de 11 pacientes, 30 dias apos
o acidente com fonte de '''Cs utilizando as cur

vas dose-resposta para °° Co(l,7 cGy/min) e '**1r

( 12,3 R/min ).

DOSE ESTI LIMITE DE
PACIENTES CELULAS DICEN- ANEIS ABERRA ,ﬁﬁn,ccy, CONFIANCA

ANALISA TRICOS COES POR - 95%
DAS CBLULA  *Co  1Ir *°co "ir

L.N.F.(35a) 400 04 0 0,0100 32 22 10-50 8-50
M.P.G.{33a) 248 06 0 0,0242 58 42 20-80 20-80
S.P.Q.(13a) 307 02 0 0,0065 22 16 <05-50 <0,5-50
E.F. (42a) 400 04 1 0,0125 36 26 10-50 8-50
C.F.R.S. (16a) 265 0l 0 0,0038 14 10 <05-50 <0,5-50
M.N.F.(7a) 300 00 0 0

M.A.M, {59a) 200 04 1 0,0250 60 43 25-90 20-80
F.J.M.S.(7a) 324 02 0 0,0062 23 14 <05-50 <0,5-50
C.M.S. (4a) 400 04 1 0,0125 36 26 10-50 8-50
P.F.M.S.(6a) 400 04 0 0,0100 32 22 10-50 8-50
C.A.R.J.(7a) 200 02 0 0,0100 32 22 5-60 <05-60

Aspectos Hematologicos

A tabela IX apresenta os leucogramas de alguns

dos pacientes relacionados na tabela VIII.



TABELA IX : Leucogramas de seis pacientes internados na Unidade da Febem de Goidnia (Go)

VQEEELEQEEQ;’ MNF MAM FIMS cMS PEMS CAI
Tipos Celulares R' Al R A R A R A R__A R__A R A
Neutrofilos 55-76 27150-7608 5S4 4266 63 13780 50 3000 31 2294 49 3798 54 3672
Segnentados 55-70 2730-7000 53 4187 62 3720 49 2940 an 2220 48 3720 S3 3604
Bzstanetes 0-5 0-500 oL 79 01 60 o1 60 0ol 74 o1 77 0L 68
Metamieldcitos 01 0-100 a o0 0 o a 0 9 Y o o 0o ¢
Eosinéfilos 1-~4 5¢-400 87 553 06 360 05 300 14 1036 04 310 06 408
Basdfilos f=1 0-100 00 0o 0 o o 0 ¢ 2 0 00
LinfScitos 20-35  L000-3500 32 2528 22 1320 31 1863 45 4330 30 2325 30 2040
Mondcitos 4-2 200-800 Q7 5S3 09 S40 14 840 10 740 17 1317 10 680
Ne Total de
Leucdcitos/mn 5.000-10.001 7.900 6.000 6.000 7.400 7750 6800

1. Valor relativo em §%;
3
2. Valor absoluto (cels./mm );

3. Intervalo de normalidade extralide da literatura.

i



Foram utilizadas para estimativa de dose as cur
[ 1]
vas para Co (taxa de dose de 1,7 cGy/min) e '**Ir (taxa de

dose de 12,3 R/min) por nao possuirmos curvas de calibracao pa

137

ra Cs. Indicacoes feitas pela IAEA ( Technical Reports
27
Series a9 260, Vienna 1986) mostram que a eficiencia do Yes
- . 192
em produzir dano se situa proxima ac do Ir.

Deve-se levar em consideracdc que a estimativa
de dose foi realizada em ardstras colhidas apos 30 dias da co

municacdo do acidente.
Caso n® 3

A estimativa de dose de 14 individuos envolvi
dos no acidente com ¢ fonte de ' Cs do Instituto Goiimo de Ra
dioterapia e internados no Hospital Geral de INAMPS e unidade

da FEBREM de Goiaria, encontram-se na tabela X.

48



TABELA X: Estimativa de dose Ge 14 pacientes 60dias apés o
acidente com a fonte de '”bs, uwtilizando curvas
dose-resposta para®’Co (1,7 cGy/min) e'*’Ir (12,3

R/min).

CELULAS DICEX- ANEIS ADERRA- DJSE ESTIMA- LIMITE DE

ANALISA TRICOS COES POR DA ( cCy )} CONFTANCA
PACIENTES pas ctiota  “co ..f,r “ 95%
Co Ir
E.F. (46a) 300 01 0 0,033 12 9 0.5-50 0.5-50
L.K.F.(14a) 140 05 1 0.05 95 69 70-140 20-93
L.0.M.3. (28a) 100 10 0 0,1 146 106 100-300 70-200
M.G.A.157a) 100 27 0 0,27 261 185 180-350 100-300
K.8.8.{31a) 241 o7 ° 0,029 66 49  25-%0  20-80
I.A.F. (4va) 254 13 0 0,051 96 7¢  0-140 20-90
0.A.F.(32a) 260 09 9 0.034 75 S5  30-100 20-9)
0.A.F.Jr{13a)230 02 o 77,6087 27 20  10-50 8-30
D.A.F.(36a) 71 25 9 0,352 303 219 200-450 150-400
E.P.{42a) 300 15 0 0,05 95 70  70-140 20-90
R.S.A.(22a) 555 22 0 0,4 325 235 200-509 150-~400
FE.A-S.(135%a) 300 04 0 0,013 38 28 . 10-50 §-50
M.P.G.(59a) 164 02 0 0,012 36 26 10-50 8-50
M.h M. {5%a) 162 04 0 0,u2% 60 43 25-90 20-80

49



Aspectrs Hematologicos

As tabelags XI e XII apresentam os leucogramas

de alguns dos pacientes internados no Hospital Geral do INAMPS

e na Unidade da FEBEM de Goiania.



TABELA XI:

da FEBEM de Goiania (Go).

leucogramas de sete pacientes internados no Hospital Geral do INAMPS e Unidade

NOMES DOS PACIENTES

Valores Normais® __EF LNF LOMS  MGA KSS IAF QAF
Tipos Celulares R Al R__A R__A R_A_ R A R A_R A__R__A
Neutrdfilos 55-76 2750~7600 68 2873 $2 1664 58 .798 S1 1287 $2 2860 76 8776 72 6480
Segmantados 55-70 2250-7000 66 2788 S1 1632 56 1736 48 1176 $1 2808 72 8472 70 &300
Bastonetes 0-5 0-500 02 85 01 32 02 62 03 111 01 S5 04 304 02 180
MetamielScitos 0-1 0-100 0 0 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eosinéfilos 1-4 50-400 03 126 12 384 01 1 11 407 07 38F 01 76 04 360
BasGofilos 0-1 0-100 0 o0 0 0 0 0 0o 0 0 ¢ 0o 0 0 0
Linfdcitos 20-35 1000-3500 24 1014 21 672 30 930 23 8S1 30 16%0 22 1677 19 L1710
Mondcitos 4-8 200-800 05 212 15 480 11 341 15 S$55 11 605 01 76 0S5 450
Ne Total de
l:.eu(:éc:i.i:os/lllllla 5.000-10.000 4225 3200 3100 37¢0 $500 7600 9000

1. Valox relativo em §&;

2. Valor absoluto (céls./mma)‘

3. Intervalo de normalidade extraido da literatura.

s



TABELA XII:

Leucogramas de seis pacientes internados no Hospital Geral do INAMPS e

Unidade da FEBEM de Goiania (Go).
NOMES DOS PACIENTES

Valoras Nonuis’ OAFJ DAF EF EAS MPGC MAM
Tipos Celulares R’ a? R A R A R A R A R A ] A
Neutréfilos 55-76  2750-7600 73 2482 74 4514 26 1352 60 4340 S50 2000 50 2000
Segmentados 85-70  2750-7000 67 2278 72 4392 24 L2488 89 4248 49 2744 4 1920
Bastonetes 0-$ 0-500 06 204 02 122 02 104 01 72 o1 S6 02 80
Metalieldcitos 0-1 0-100 o o 0 o o o 0 0 0o 0 o0
Eosinéfilos 1-4 500-400 04 136 02 122 26 1352 03 216 13 728 0s 200
Bosdfilos 0-1 0-100 0 o 0o 0 9 o0 0 0 02 112 o0
Linfécitos 20-3%5  1000-3%00 13 442 15 918 36 1872 30 2160 30 Lse0 41 1640
Mondcitos 4-8 200~800 10 340 09 849 12 624 07 sS04 0S5 280 04 160
no total de
leucécitos/mm’ 5.000-10.000 3400 €100 8200 7200 5600 4000

1. Valor relativo em %;

2. Valor absoluto (céls./mma)

3. Intervalo de normalidade extraido da literatura.



Utilizaram-se para a estimativa de dose as cur
vas para *°Co (taxa de dose 1,7 cGy/min) e *’1r (taxa de do-
se de 12,3 R/min ). Deve-se levar em consideracao que a estima
tiva de dose foi realizada em amostras colhidas apos 60 dias

da comunicacao do acidente.

Os leucogramas foram efetuados no IPEN-CNEN/SP,
Divisao de Radiobiologia, com o intuito de avaliar a crase san
glinea e complementar os dados dos pacientes. Os resultados
mostrara que os pacientes E.F., L.N.F., L.O.M.S., e M.A.M. apre
sentaram na amostra analisada numero leucocitario total abaixo
do nivel de normalidade, bem como, os valores absolutos linfo-
citarios dos pacientes L.N.F., L.0O.M.S., M.G.A., O.A.F.Jr. e

D.A.F. .

Case no 4

A amostra sangflinea de W.M.F. foi colhida em
11.12.987.Foram analisadas 700 metafases tendo sido observados
06 dicentricos e nenhum anel. A freqfiéncia obtida foi de
0,00857 dicéntricos/célula gque quando marcada nas curvas do
se-resposta fornc-idas pela literatura indica as doses estima-

das (tabela XIII ).
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TABELA XIII :

dose para W.M.F..

54

Curvas adotadas da literatura e estimativas de

AUTOR/ANO TIPO DE TAXA DE DOSE ES LIMITE DE CON
RADIACAO DOSE TIMADA FIANCA -
95%
BAUCHINGER e
C0151983 " y*°co 1,7cGy/min 27 cGy 10 - 50cGy
DuFRAIN e
18
col., 1980 y o Ir 12,3 R/min 20 cGy 10 - 40cGy

Aspectos Hematologicos

O leucograma efetuado na amostra sangiliinea do

paciente W.M.F., apresentou os valores conforme tabela XIV.



TABELA XIV : Leucograma do

paciente de W.M.F.

TIPOS CELULARES

2

R A R A
Neutrofilos 55-76 2750-7,600 56 4928
Segmentados 55-70 2750-7.000 55 4840
Bastonetes 0-5 0-500 01 88
Metamiecocitos 0-1 0-100 0o o
Eosinofilos 1-4 50-400 01 88
Basofilos 0-1 0-100 0 0
Linfocitos 20-35 1000-3500 32 2816
Monocitos 4-8 200-800 11 968
No total de
Leuc6citos/mm’ 5000-10.000 8800

1. Valor relativo em $%;

2. Valor absoluto (células/mm3 );

3. Intervalo de normalidade extraido da literatura.

Foram utilizadas para estimativa de dose as cur

80
vas para Co (taxa de dose de 12,3 R/mm ). Deve-se levar
consideracido que a estimativa de dose foi realizada em amostra

colhida 70 dias da comunica¢do do acidente. O leucograma nao

apresentou altera¢des nimericas ou morfoldgicas.
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Caso n? §

A amostra sangllinea de N.B. foi colhida em 19.01
1988 . Foram analisadas 500 metafases tendo sido observados
02 dicéntricos que resultaram numa freqliéncia de 0,004 dicén-
tricos/célula. Esta fregfiencia quando marcada nas curvas
dose-resposta fornecidas pela literatura indica as doses esti

madas.

Dose estimada : 8 cGy (Curva de calibracao uti-

36
lizada: R-X de 250 kVp , taxa de dose 100 cGy/min ).
Limite de Confianca 95%: <0,5 - 34 cGy
Aspectos Hematologicos

0 leucograma efetuado na amostra sangflinea do

paciente N.B. apresentou resultado conforme tabela XV.
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TABELA XV : Leucograma da amostra sangfiinea do paciente N.B.

VALORES  NORMAIS' N.B.
TIPOS CELULARES R' A R A
Neutrofilos 55 - 76 2750 - 7,600 58 4611
Segmentado 55 - 70 2750 - 7000 56 4452
Bastonetes 0-5 0 - 500 02 159
Metamielocitos 0-1 0 - 100 0 0
Eosinofilo 1 -4 50 - 400 01 80
Basofilos 0-1 0 - 100 0 0
Linfoécitos 20 - 35 1000 - 3500 29 2305
Mondcitos 4 -8 200 - 800 12 954
NQ Total de
Leucdcitos/mm’ 5.000 - 10.000 7.950

1. Valor relativo em %;
2. Valor absoluto (céls/mm® );

3. Intervalo de normalidade extraido da literatura.

O leucograma ndo apresentou alteragdes  numéri

cas e morfologicas.



Caso no €

A amostra sangllinea de E.P.S. foi colhida em 16.
05.1988. Foram analisadas 500 metafases, nao tendo sido obser
vados dicéntricos ou anel céntrico o que resultou numa estima-

tiva de dose zero.

Como o caso ao ser encaminhado ao IPEN-CNEN/ SP
era de suspeita de exposicao a radiacgdo, o resultado pelo méto
do da dosimetria bioldgica citogenética indicou nio ter havido

exposicao.

Aspectos Hematologicos

0 leucograma efetuado na amostra sangliinea colh

da em 16.05988 do paciente E.P.S. apresentou os valores con

forme a tabela XVI.



TABELA XVI : Leucograma da amostra sangliinea de E.P.S..

VALORES NORMAIS® E.P.S.
TIPOS CELULARES R " a’ R A
Neutrofilos 55-76 2750-7600 65 3770
Segmentados 55-70 2750-7000 64 3712
Bastonetes 0 -5 0 - 500 01 58
Metamieldcitos 0-1 0 - 100 0 0
Eosinofilos 1 -4 50 - 400 01 58
Basofilos 0-1 0 - 100 0 0
Linfocitos 20-35 1000-3500 27 1566
ilorocitos 4 -8 200~ 800 06 348
NQ Total de
Leucécitos/mma 5000-10.000 5800

1. Valor relativo em $%;
3
2. valor absoluto (céls./mm );
3. Intervalo de normalidade extraido da literatu

ra.

0 leucograma nao apresentou alteragdes numéricas

e morfologicas.



Caso no 7

As amostras de P.P.C.; C.J.R. e L.T.S. foram co

lhidas em 19.07.1988. Foram analisadas 500 metafases de cada pa

ciente e a estimativa de dose encontra-se na tabela XVII.

TABELA XVII.: Estimativa de dose dos pacientes P.P.C.; C.J.R.

e L.T.S., expostos acidentalmente a fonte de

192

Ir.

NOME DOS PACIENTES

P.P.C. C.J.R. L.T.S.

No de Células Anali
sadas 500 500 500
Dicéntricos e Aneis
Centricos Observados 10 02 07
Freqliéncia 0,02 0,004 0,014
Dose Estimada 57 cGy 11 cGy 29 cGy
Limite de Confianca

954 20-60 cGy <0,5-34cGy 15-50cGy
Curva de Calibracao "21r taxa %21 taxa %20 taxa
Utilizada dcse '12,3 de dos= de dose

R/min

12,3 R/min 12,3R/min




a1

Aspectos Hematoldgicos

os leucogramas efetuados a partir das amostras

sangfiineas apresentaram o resultado ge acordo com a tabela

XVIII.

TABELA XVIII: Leucogramas de L.T.S.; C.J.S. e P.P.C.

NOMES DOS PACIENTES

3
VALORES NORMAIS L.T.S. C.J.R. P.P.C.

2
TIPOS CELULARES ! A R A R A R A

Neutrofilos 55-76 2750-7600 76 3268 67 3953 59 3245
Segmentados 55-70 2750-7.000 75 3225 66 3894 58 3190

Bastonetes 0-5 0-500 01 43 01 59 01 55
Metalielocitos 0-1 0-100 O 0 0 0 0 0
Fosinofilos 1-4 50-400 03 129 04 236 02 110
Basofilos 0-1 0-100 0 0 0 0 0 0
Linfocitos 20-35 1000-350C 20 860 22 1298 36 1980
Monocicos 4-8 200-80¢C 0l 43 07 413 03 165

N@ Total de
Leucdcitos /mm’ 5.000-10.00 4300 5900 5500

1. Valor relativo em $%;
2. Valor absoluto (céls/mma);

3. Intervalo de normalidade extraido da literatura:



Os leucogramas de C.J.R. e P.P.C. efetuados em
amostras colhida em 19.07.1988,. apresentaram numero total e
morfologia normal para os leucocitos, enquanto que o leuco
grama de L.T.S. apresentou contagem de leucocitos totais/mm3 e
de linfocitos, ligeiramente abaixo do intervalo de normali

dade.



5. DISCUSSRO

Com a crescente utilizacao de fontee de radiacao
conforme relatado por HANDBEn(1969), o numero de acideates tem
aumentado significativamente e tem sido comprovada a necessida-
de de adocao de um método de estimativa de dose gque auxi-
lie-tanto a dosimetria fisica quando o acidente apresenta ca
racteristicas que impossibilita a avaliacao de dose absorvida,

seja pela auséncia de dosimetro, ou seja pela falta de informa

¢oes-quanto ao clinico na esquematizacdo do tratamento.

Para o estabelecimento de uma metodologia de es
timativa biologica de dose para individuos expostos acidental
mente ou suspeitos de exposicao foi necessario o desenvolvimen-
to de um pesquisa que teve um inicio relevante com SAx(1938;°ao
fazer as primeiras relacdes entre a irradiacao de polem de Tra-
desoantia e a producdao de aberracdes de acordo com a dose utili
zada. Em 1962 BENDER e GOOCH'preconizaram que as aberracdes
cromossomicas em linfécitos sangliineos poderiam ser utilizadas
como uma medida quantitativa de dose em individuos expostos a
radiacao. Varios estudcs permitiram o desenvolvimento da metodo
logia; MOORHEAD e c01:°(1960) com prepara¢des cromossomicas de
leucdcitos rnultivados a partir de sangue periférico humano, a
introducdo de tratamento hipotdnico para células mitdticas que
foi aperfeigoado por HUNGERFORD"11965) e a utilizacdo de 5-bro

modeoxiuridina (Brd”) na determinacdo das varias divisGes celu

3



S0
lares conforme o da2scrito por SCOTT (1979).

Tem-se observado a partir de provas mutagénicos,
BVANS" (1975) , que o cromossomo apresertz umz resgoste biologi
ca direta a radiacao. SASAKI"(1983) demonstrou que o cromossoc
mo € uma esirutura extremamente sensivel & acdo da radiacao e a
propriedade desta em provocar alteracGes tém sido amplamente
descrita por varios autores, bor - exemplo, BENDER e col
{1962} ; DOLPHIN e cols.’3 {1973); EVANS e col." (1975); II\E:;‘\"7
1 36.3231.35.33.34
(1986); LINIECK ¢ cols. (1983); LLOYD e cols. (1975,
1977, 1978, 1981, 1983, 1988); LUCNICK e col.’ (1976); PITGUT
e cols.’ (1983): FURROTT e col.'™® (1972 e 1976); sasax1**"
(1971, 1983); SCOTT e col. (1979) tendo isto ficado também
demonstrado neste trabalbo quardo as freqfléncia de aberracoes

dos casos descritos foram determinadas.

As aberragoes caracteristicas utilizadas para a
estimativa bioldjyica de dose sdAo o dicéntrico e anel céntrico,

® (1976) e SASAKI *° (1971) e tém

descritas por PURROTT e col. *
demonstrado uma grande egquivaléncia quando comparadas com a fre
gliéencia observada em linfocitos irradiados "in vitro®"™ conforme

9
DuFRAIN e cols.’ (1980) e FABRY e col.  (1986).

17
De acordo com a literatura, EVANS e col. (1978),
cada laboratdorio deve gerar suas proprias curvas, contudo, quan
do do aparecimento dos casos acidentais relatados, como  ainda

ndo possuiamos &s curvas adequadas, fizemos um levantamento de


http://5f.3Z3t.3SL33.34

trabalhos dos autores mais referenciados e mais recentes, cujos
coeficientes se mostravam dentro de uma concordancia e para tan
to adotamos as curvas efetuadas pcr DAUCHINGER e cols.7 (1983);
LLOYD e cols. (1975, 1977, 1983); DuFRAIN e cols.

27
(1980) e IAEA (1986) .

O 1linfocito sangllineo' periférico foi preferi
do pelos pesquisadores que iniciéram o desenvolvimento do meto-
do de dosimetria bioldogica por causa das suas caracteristicas
de radiossensibilidade, tempo de sobrevida, obtencao, cultivo ,
estadio celular, conforme BUCKTON e cols.'° (1967) e IAEA27
(1986) . Outro aspecto relevante foi a capacidade dessa célula
ser estimulada por fitomitogénicos. O mitogénico que mais se a
dequou as nossas condig¢Oes laboratoriais foi a fitohemaglutini-
na (PHA) semelhante ao descrito por TROWELL ” (1961) e IAEA27
(1986) . Este trabalho demonstrou por meio dos casos apresenta-
dos que o método preenche os requisitos descritos por HUBNER e c&ols25
(1986) podendo ser considerado um método para estimativa biold-
gica de dose e demonstra a importancia da adocdo desta me
todologia como auxiliar da dosimetria fisica na confirmacao ou
comparacao da estimativa de dose cu nos casos em que exista a

impossibilidade da realizacdo de medidas fisicas, principalmen-

te, para os casos em que haja suspeita de exposicao.

Dentre as aplicagdes da técnica citogenética pa
ra egtimativa bioldgica de dose, este trabalho reune diversas

categorias de individuos para os quais as avaliacdee sdo fre
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qfientemente solicitadas. Estas avaliacoes de dose tem sido a
plicadas em casos de exposicoes nao uniformes quando a relacgao
entre 2 dose acusada no dosimetro de filme e a recebida pelo
corpo & incerta, quando de suspeita de altas doses de exposi
¢ao em pessoas que nao portavam dosimetro ou quando de exposi-
cOes cujas estimativas de dose de corpo inteiro nao podem ser
feitas por medidas fisicas por causa da inexisteéncia ou insu

- 22
ficiencia de informacoes sobre o acidente .

Considerando os casos apresentados, podemos a
firmar que cada um deles com suas caracteristicas proprias, en
quadram-se dentro das categorias citadas acima. Os casos des
critos com os numeros 2, 3, 4 sao tipicos de exposicoes que a
dosimetria fisica nao teve condig¢Ges para avaliar a dose porx
causa das condicoes do acidente. Nestes casos houve uma conta
minagdo generalizada, exposi¢Oes irregulares a radiagao e por
se tratar de individuos que nao trabalham com materiais radioa

tivos, nao utilizavam quaisquer tipos de dosimetros.

Ja nos demais casos denominados 1, 5, 6, e 7, ©

correram com individuos gue trabalham com fontes radioativas o

que possibilitou a estimativa de dose e a comparagao por dosi-

detria fisica e bioldgica citogenética. No caso 6, do trabalha

dor E.P.S., a leitura do dosimetro pessoal acusou uma dose re

lativamente alta { 53 cSv) quando comparada com a dose maxima
'

P}
permissivel anual que € de 5 ¢cGy . Quando a amostra sanglii-

nea foi submetida a estimativa biolégica de dose ndo foram de



tectados quaisquer tipos de aberragdes cromossomicas em 500 cé
lulas analisadas e este resultado permitiu-nos informar que o

trabalhador nao havia se exposto a radiacido.

A producao das aberracoes cromossomicas depende
essencialmente da distribuicao da dose no interior do corpo. B
esperado que as aberragoes cromossomicas produzidas estejam re
lacionadas com a exposicao do s;ngue e tecidos onde os globu
los brancos sao produzidos e estocados. Atualmente, tem sido
estudado se a dose integral nesses tecidos & um fator critico
ou se a dose nos diferentes compartimentos contribui de varias
maneiras para a producao das aberrac¢des cromossomicas. Uma dis
tribuicao homogénea da dose recebida nunca ocorre na pratica ,
mesmo nos casos de exposicdo de corpo inteiro com radiacao ele
tromagnética de alta energia que ocorre uma variag¢do na dose
causada pelas diferencas de absorcao dos tecidos moles e os-
sos. Quando se trata de irradiagao parcial do corpo a situacao
torna-se mais complexa, nos casos de irradiagao nao homogénea,
aparecem dificuldades adicionais por causa dos processos de
substituicao das células sangllinea entre o sangue periférico e
os diferentes tecidos e nao & possivel determinar se os linfo-
citos que foram colhidos para analise apos a irradiagao esta
vam localizados na regido do corpo que recebeu a radiacao ' .
0 acidente com  Cs em Goidnia (casos de no9s 2 e 3) mostra
com muita evidéncia a dificuldade da estimativa de dose em
conseqfiéncia da n3o homogeneidade da irradiacao e pelo alto ni
vel de contaminacdo interna e externa dos individuos envolvi

dos.

[ 24



£ preciso levar em consideracdo que o numero de
aberracoes cromossomicas radioinduzidas presentes nos 1linfoci-
tos sangllineos periféricos decresce com o tempo e isto €& depen-
dente dos processos de selecdo e reparo e também que a fregfien-
cia das aberracoes depende sobretudo da distribuicao da dose, e
do tempo que decorra entre a irradiacdo e a analise ° . Estudos
tem sido realizados para demonstrar que alguns linfocitos pos
suem vida longa e que as aberracGes cromossomicas existentes ne
les tendem a desaparecer. Nestes estudos e nos varios efetuados
em pessoas expostas acidentalmente a radia¢do, ha uma evidencia
caracteristica de que os linfocitos com anormalidades cromosso-
micas radioinduzidas podem persistir "in vitro” por muitos anos
apés a exposicao e isto tem sido mais observado no caso das for
mas instaveis de anofmalidades,como por exemplo nos CIomoOSSOmos
dicéntricos que provavelmente sd3o a causa da morte celular
duando ocorre a tentativa de divisao. Atualmente aceita-se que
os linfocitos com cromossomos dicéntricos e com fragmentos acén
tricos podem estar presentes "in vitro” até 10 anos ou mais a

10
pos o periodo da exposicdo a radiacdao provocou sua origem .

Varios autores estudaram a permanéncia das aber
racoes cromoss?micas e o seu declinio no decorrer do tempo. BA
UCHINGER e col. (1968) estudaram casos de mulheres irradiadas
com raios X e radio para tratamento de carcinomas ginecoldgicos
As analises cromossomicas dessas pacientes foram efetuadas por
um periodo de 25 anos apdés a irradiacdo e observaram um decrés

20
cimo de 25%. GIMENEZ & NOWOTNY {(1978) ao estudar um caso



de irradiacao acidental com n'Cs, demonstraram por meio de um
acomparhamento de dez anos, gque existem linfocitos de longa vi
da e gque possuiam aberracoes cromossOmicas, porém em menor nu
mero. LITTLEFIELD e col.a° (1980 ), num estudo efetuado 17 anos
apos a exposicao de 6 individuos a fissdao de neutrons e radia-
cao gama, concluiram que os linfocitos podem carregar lesoes
cromossomicas e serem capazes de sobreviver muitos anos apos a
irradiacao, SASAKI e colj. e AWA2 (1968) , estudando casos de
sobreviventes de Hiroshima e Nagasaki notaram que ocorreu uma
diminuicao na freqliéencia das aberrac¢des radioinduzidas apos 25
anos da exposicdo. Fica claro, portanto, que as aberracGes per
sistem por muitos anos mas ocorre um declinio e que, nao ha u
ma associacao entre a dose de exposicao e o numero de aberra
c¢oes observadas quando decorrido certo tempo que é determinado
por alguns fatores, por exemplo, os linfocitos que sdo um
grupo de células heterogéneas com aparéncia morfoldgica seme
lhante mas funcionalmente diferentes e a freqliéncia destes di
ferentes linfoécitos no sangue pode variar com o tempo resultan
do numa proporc¢ao diferente das células em cultivo; o numero
de metafases examinado é muito pequeno quando comparado com a
populacao total de 1linfocitos "in vivo", e os cromossomos que
portam anormalidades podem sofrer evolug¢des cromossOmicas dife

21
rentes desde o dano original .

Comparativamente a esses estudos, o resultado

do acompanhamento do C.M.C. (caso 1 ) concorda com os resulta-
4.20.40.2. 21

dos obtidos na literatura . A primeira avali



acao cromossomica efetuada 24 h apds a exposicao acidental apre
sentou 08 dicentricos em 700 celulas metafasicas, enquanto que
na analise feita 2 meses apoB a exposigao foi observado 01 di

céentrico em 700 celulas.

Ooutro ponto a ser discutido sao as exposigOes a
doses baixas. Varios pesquisadores como LLOYD e col.a‘ ( 1988)
tem direcionado suas pesquisas ﬁo sentido de averiguar o compor
tamento das células e a produgao de aberracoes cromossomicas
produzidas com doses baixas para melhor utilizacao da dosimetri
a biologica citogenética. Uma caracteristica desfavoravel a re
alizagdo de analises quando de exposicdes as doses baixas é a
grande quantidade de células que deve ser avaliada e isso tem
estimulado poucos pesquisadores a incluir doses menores do que
20 cGy, em seus estudos; outro ponto sdo as incertezas estatis-
ticas que, quando associada aos dados podem levar a interpreta-
¢Oes possivelmente enganosas. Acredita-se que comdss muito bai
xas (< 0,3 cGy ) as lesOes seriam reparadas por um "pool” de
enzimas razoavelmente constantes. Numa faixa de 0,3 a 10 cGy ,
uma moderada elevagao do dano estimularia uma producao adicio
nal de enzimas resultando numa maior capacidade de reparo que
leva a3 formagcdo de um platd na inclinacao da curva dose-respos-
ta. Ocorre também, nesse tipo de estudo, que na menor dose uti
lizada (por exemplo 0,4 cGy) a freqgliéncia de aberragdes cromos-
somicas fica abaixo do controle (2,8 dic./1000 células )3 , is
8o porque os controles foram maiores do que o usual ( 0,5 a 1,5

aic,/1000 células) "’ .
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3. CONCLUBOES

Considerando que o objeto deste trabalho foi o

de contribuir com a informagao sobre uma metodologia utilizada

corretamente por varios laboratorios de citogenética de numero

SOSs

paises que deserwvolveran projetos no campo da energia nucle-

ar e manipulam fontes radioativas, e sua aplicacdo para a esti

mativa de dose em casos de esposicao acidental a radiacdo, foi

nos possivel concluir que:

1 .

£ de grande importancia para a conduta médica ou de prote-
cao radioldgica, a estimativa de dose de radiacdo absorvi-
da por individuos comprovadamente expostos ou em casos de

suspeita de exposicao a radiacao ;

A metodologia adotada e padronizada em nosso laboratori
o, mostrou que o meio de cultivo RPMI-1640 e o estimula
dor mitogénico fitohemaglutinina (PHA) sao os mais eficien
entes para o cultivo de linfdécitos;

O cultivo de linfocitos efetuado em um periodo de 48 h é
suficiente para a obtencdo das metafases necessarias para
que a freqlléncia de aberrac¢Ses cromossOmicas se situe den

tro de pequeno erro estatistico;



O linfocito &, atualmente, o mais preciso indicador biolo-
gico de dano por radiacao e possibilita uma estimativa de

dose absorvida por individuos expostos em casos de aciden-

tes;

A irradiagdo de linfocitos sangfiineos periféricos "in vi
tro” e "in vivo" provoca danos estruturais cromossomicos

semelhantes, de modo que a freqliéncia desses danos em pes
soas expostas acidentalmente podem ser estimados por meio

de curvas dose-respostas produzidas "in vitro" (curvas de

calibracao);

6. A freglléncia das aberracOes cromossomicas instaveis do tipo

dicéntrico e anel céntrico, mostra-se compativel com a
dose estimada, o que & comprovado nos casos em que a dosi-

metria fisica foi capaz de fornecer a dose de exposigao;

As aberracgdes cromossOmicas instaveis de linfocitos persis
tem nos individuos expostos a radiacdao durante muitos a

nos, mas tendem a diminuir ao longo do tempo;

A dosimetria bioldgica citogenética & um método util como
auxiliar da dosimetria fisica para a confirmagdo ou compa-
racao de estimativas de dose nos casos de exposicdo aciden

tal quando existam sistemas fisicos de monitoracao ou in

formacoes pormenorizadas do acidente;

72



9.

A freqfiencia de aberracdes cromossomicas de linfocitos san
gliineos periféricos utilizada pela dosimetria bioldgica ci
togenética @ considerada ser o unico método exequivel nos
em que haja suspeita de exposicao a radiacao e nao haja
possibilidade da realizacao de estimativa de dose por meio
de medidas fisicas quando da ocorréncia do acidente, seja
pela auséncia de sistemas fisicos de monitoracdao ou pela

insuficiéncia de informacgoes pormenorizadas do acidente.
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Figyura 1. Fotomicrografia de uma metafase (aumento 1250x)
As setas indicam:
n? 1 e 4 - Aberracao cromossdmicado tipo dicentrico
n?® 2,5,6 - Fragmentos acentricos

ne 3 -~ Fragmento acentrico puntiforme (minuto)
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Figura 2.
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Fotomicrografia de uma metafase (aumento 1250x)

As setas indicam:

n® 1 e 5 - Aberracao cromossomicae do tipo dicentrico
n® 2 e 3 - Fragmento acéntrico puntifome -(minuto)

n® 4 - Fragmento acéntrico
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