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RESUMO

CAMPOS, Vera Maria Araujo de. Avaliacao da eficiéncia bioldgica relativa (RBE) de raios
X de baixa energia. 2017. 89f. Tese (Doutorado em Biociéncias) - Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

A radiacdo ionizante vem sendo empregada na obtencdo de imagens para diagnostico,
monitoramento de doencas e na terapia do cancer, contribuindo no aumento da expectativa de
vida da populagdo. Entretanto, atualmente, com o maior acesso aos exames que empregam
raios X para a obtencdo da imagem, a dose coletiva de exposicdo a radiacdo ionizante na
populacdo tem aumentado consideravelmente nas Ultimas décadas, o que é um fator
preocupante, uma vez que a radiagdo ionizante € um agente genotoxico sem determinacéo de
um limiar de dose, para exposi¢cdes de baixa dose e baixa energia, CoOmo as que ocorrem nos
exames diagndsticos. Lesdes radioinduzidas pela exposicdo radiografica diagnostica,
acumuladas no decorrer da vida, podem induzir o processo de carcinogénese. A mama é um
dos o6rgdos humanos mais radiossensiveis e esta frequentemente inserido no campo de
exposicao a radiacdo diagnostica, além da diretriz de exames recorrentes de mamografia em
mulheres assintomaticas, que possui a intencdo de detectar precocemente a ocorréncia do
cancer de mama. A mamografia possui caracteristicas especificas da qualidade do feixe de
raios X, que o capacitam para a formacdo da imagem. Porém, a caracterizacdo do feixe
mamogréafico tem sido relacionado a um padrdo de ionizacdo mais denso do meio que foi
exposto ao feixe do que a ionizacdo do mesmo meio por outros tipos de feixes radiograficos,
até com capacidade energética maior do que o mamografico. Consequentemente, originou-se
0 interesse em comparar os efeitos bioldgicos da exposicdo a feixes de raios X diagnosticos
com niveis diferentes de energia (28 e 150 kVp), com o proposito de verificar se o feixe de
menor energia seria capaz de comprometer o equilibrio dindmico celular de forma mais
efetiva do que o feixe de energia mais elevada. A avaliacdo dos efeitos bioldgicos decorrentes
da exposicéo ao feixe de raios X de 28 kVp, tensdo aproximada aos utilizados na mamografia,
em relacdo a um de 150 kVp. Os ensaios biologicos foram realizados em diferentes modelos
experimentais. Entre os ensaios realizados as caracteristicas avaliadas foram: a capacidade
dos feixes de raios X em induzir lesdes ao DNA, mediante da construcdo de curvas de
sobrevivéncia; capacidade de reparo das lesbes radioinduzidas e o célculo da eficiéncia
bioldgica relativa (RBE). Em sintese, nossas analises mostram que a exposicdo ao feixe de
raios X de 28 kVp induziram reducdo moderada da fracdo de sobrevivéncia e aumento na
inducdo de lesbes no DNA dos modelos experimentais utilizados, em relagéo aos resultados
apresentados pelo feixe de raios X de 150 kVp. Porém, as lesdes radioinduzidas por ambos 0s
feixes de raios X foram quase que efetivamente reparadas em um prazo de 24h ap6s a
exposicdo a radiagdo. A maior eficiéncia do feixe de raios X de 28 kVp, em relagdo aos de
150 kVp, parece estar relacionado a formacéo de quebras duplas no DNA, que s&o formadas
de forma indireta na tentativa de reparo, uma vez que as lesbes simples estdo dispostas mais
préximas umas das outras no feixe de 28 kVp do que as induzidas pelo feixe de 150 kVp.

Palavras-chave: Raios X. DNA. Reparo. Eficiéncia Bioldgica Relativa (RBE).



ABSTRACT

CAMPOQOS, Vera Maria Araujo de. Relative biological efficiency (RBE) evaluation of low
energy X-rays. 2017. 89f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Boberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

lonizing radiation has been used to obtain images for diagnosis, disease monitoring
and cancer therapy, contributing to the life expectancy of the population. However, with the
increased access to X-ray imaging the collective dose of exposure to ionizing radiation in the
population has increased in the last decades, which is a pre-emptive factor, since the ionizing
radiation is a genotoxic agent without the determination of a dose threshold at low dose and
energy exposures, such as those occurring in diagnostic exams. Due to this, there is a concern
that the radiation-induced lesions caused by diagnostic radiographic exposure accumulated
during the course of life may induce the process of carcinogenesis. The breast is one of the
most radiosensitive organs in humans, and is frequently inserted in the fields of exposure to
diagnostic radiation, as well as the guideline for recurrent mammography exams in
asymptomatic women, in order to detect early breast cancer. Mammography has specific
parameters in the characterization of the X-ray beam that enable it in the formation of the
image, however, this characterization of the beam has been related to an ionization pattern of
the medium in a more dense form than by other more energetic X-rays beans. Consequently,
interest arose in comparing the biological effects of exposure to diagnostic X-rays beams with
different energy levels (28 and 150 kVp), in order to verify if the lower energy beam (28 kVp)
would be able to compromise the cellular dynamic equilibrium more effectively than the
highest energy beam (150 kVp). The evaluation of the biological effects of exposure to the 28
kVp X-rays beam, approximate to those used in mammography, compared to 150 kVp were
performed by several biological assays in different experimental models. The assays
performed evaluated the ability of X-ray beams to induce DNA damage by constructing
survival curves, radiation-induced lesion repair capacity, and relative biological efficiency
(RBE). In summary, our assessments show that exposure to the 28 kVp X-rays beam induced
a moderate reduction in the survival fraction and increase in the induction of DNA damage in
the experimental models used, in relation to the results presented by the 150 kVp X-ray beam.
However, the lesions induced by both X-ray beans were almost effectively repaired within 24
hours after exposure to X-rays. The higher efficiency of the 28 kVp beam, compared to the
150 kVp beam, seems to be related to the formation of double breaks in the DNA, due to the
attempt to repair the radiation-induced lesions next to each other, than those induced by the
150 kVp beam.

Keywords: X-rays. DNA. Repair. Relative Biological Efficiency (RBE).



Figura l -
Figura 2 —
Figura 3 -
Figura 4 —
Figura 5 —
Figura 6 —
Figura 7 —
Figura 8 —

Figura 9 —
Figura 10 —

LISTA DE FIGURAS

Principais componentes de um tubo de raios X diagndstico................... 18
Efeito COMPLON.....iiiie e 22
Efeito FOLORIELIICO. ...viviiiiiiciciece e 24
Sequéncia de eventos apds exposicao de humanos a radiacao................. 27
Esquema da acdo do reparo por excisdo de base...........cccccevvveveiieiienenn, 35
llustracdo do procedimento de irradiacdo das cepas bacterianas ........... 41
Procedimento de irradiacdo da cultura de células mamarias .................. 44

Demonstracdo das colbnias formadas no procedimento de

sobrevivéncia de cultura das células MCF-10A.........cccccooerineienicnnnnnns 48
Anélise da eletroforese do plasmidio irradiado............ccccceevevivereiennnn, 58
Microfotografia da classificagdo visual do ensaio cometa..................... 59



Grafico 1 —
Gréfico 2 —

Grafico 3 —
Grafico 4 —

LISTA DE GRAFICOS

Gréafico da média + SEM da sobrevivéncia bacteriana..............ccoccoenee. 52
Grafico das médias + SEM da sobrevivéncia da cultura celular
T T USSR 55
Gréafico da média £ SEM do ensaio cometa em relacdo ao controle....... 60
Gréafico da média £ SEM do ensaio cometa em relacdo aos grupos
L2 2216 [0 LSRR 62



Tabela 1l —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 -

Tabela 6 —

Tabela 7 —

LISTA DE TABELAS

Avaliagdo morfoldgica da cepa selvagem exposta aos feixes
CONVENCIONAIS € MAMOGIATIA.........coiiiiiiiiieee e
Analise morfoldgica da cepa deficiente em endonuclease V11l exposta aos
feixes convencionais e mamografia..........ccccvvevieiicie i

Intensidade das lesGes induzidas no DNA cromossomial de MCF-10A
expostas ao feixe convencional apds 30 minutos e 24h...........ccccceeeeenene.

Intensidade das lesfes induzidas no DNA cromossomial de MCF-10A
expostas ao feixe de mamografia apds 30 minutos e 24h.............cccccueenee.

Célculo da RBE referentes as porcentagens de sobrevivéncia da cepa
SBIVAGEIM. ..ttt
Célculo da RBE referentes as porcentagens de sobrevivéncia da cepa
deficiente em endonuclease V...
Célculo da RBE referentes as porcentagens de sobrevivéncia descritas

para cultura de células mamarias ndo tumoral...........ccccceeeveveiieieiiieenns

54

54

59

60

63

63



AB1157
ALARA
AP

AR

BE

BER
DMSO
DNA
DSB
E.coli
EDTA
G1/s
HR
HRS
HVL
ICRP
INCA
IRR
JW0704-1
LET
LPL

LQ
MCF10A
MDS
MR

nei

NER
NHEJ
nth

PBS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Linhagem bacteriana selvagem

As Low As Reasonably Achievvable

Sitio abésico (apurinico ou apirimidico)
Adaptative Response

Bystander Effect

Reparo por exciséo de base

Sulfoxido de dimetilo

Acido desoxirribonucleico

Double Strand Break

Escherischia coli

Acido etilenodiamino tetra-acético

Transicao entre as fases de mitose (G1 para S)
Recombina¢do Homologa

Hyper Radiaion Resistance

Camada semi-redutora

International Commision on Radiobiological Protection
Instituto Nacional de Cancer

Increased Radiation Resistance

Linhagem bacteriana deficiente em endonuclease VI
Transferéncia linear de energia

modelo Linear Potencialmente Letal

modelo Linear Quadradico

Cultura de células mamarias ndo tumorais
Multiply Damage Sites

Mismatch Repair

Gene referente a endonuclease 11

Reparo por excisdo de nucleotideos

Unido de Extremidades Ndo-Homologas
Gene referente a endonuclease VI

Tampdo fosfato-salino



PNQM Portaria da Qualidade em Mamografia b

pUC19 Especificacdo de um tipo de plasmidio
RBE Eficiéncia Biologica Relativa

ROS Espécies Reativas de Oxigénio

SSB Simple Strad Break

TSL Sintese transleséo



LISTA DE SIMBOLOS

kVp Kilovoltage peak

Qr Fator de qualidade da radiagéo
Y Gama

o Alfa

B Beta

mAS Miliampere-segundos

Al Aluminio

Z NUmero atdmico

keV Kiloeletronvolts

mGy Miligray

Wr Fator de ponderacgéo da radiacao

pum micrometro

Gy Gray

rad Unidade de dose absorvida (0,01 J/Kg)
> Maior

~ Aproximadamente

T Timina

C Citosina

Be Berilio

Mo Molibdénio
mm Milimetro
cm Centimetro
cGy Centigray

S Segundos
wW Tungsténio
g Grama

L Litro

°C Graus celsius
mL Militro

min Minutos



% Porcentagem

uL Microlitro

ng Nanograma

mM Milimolar

pH Concentracdo hidrogenidnica do meio
VvV Voltagem

CO, Gas Carbonico

Cu Cobre

NaOH Hidrdoxido de Sodio

NaCl Cloreto de Sadio

KCI Cloreto de Potassio

Na,HPO, Fosfato de Sodio Dibasico
KH,PO, Fosfato Monopotéassio

rpm Rotacdo por minuto
t Mais ou menos

C Coulomb

nC Nanocoulomb

SEM Erro padréo da média



1.1
1.2

2.1
2.2
2.2.1
2.2.2
2.3
2.4
24.1
2.4.2
2.5
2.6

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6

SUMARIO

[N EEI0] 51610710 IO 16
OBUIETIVOS ...ttt e e e e are e e 38
1T g | USSP TSRS ORPRRT 38
ESPECITICOS ..t 38
MATERIAL E METODOS .....oooovieieeeieieee et es s sesae s sesss s, 39
Dosimetria da irradiacio das culturas bacterianas ...........ccccooceveveveeieiieennnns 39
Cepas de ESCherichia COli.........c.ocuiiiiiiiiiiie e 41
SODreviveNnCia DACIEIIANA. ..........civiiiieieieie e 41
Avaliacdo morfoldgica baCteriana...........ccovereiirieeienie e 42
Eletroforese em DNA plasmidial ..........cccooiiiiiiiiiiie 43
Dosimetria da irradiacdo da cultura de células mamarias ndo tumorais....... 43
=g Yo To o] (o] 0T [=] 0 [of o JP OSSPSR 45
ENSAI0 COMELA. ....veiviitieiieite sttt bbbt 48
Calculo da eficacia biologica relativa (RBE)..........ccccocooeiniiineieceeecn 49
ANALISE ESTALISTICA. ... cvve i 50
RESULTADOS ...ttt et et e e e e nnaa e e e e e e 52
SObreviveNCia DaCteriana..........cccveieieiiie e 52
Avaliacdo morfoldgica bacteriana.............cccccevveiiieiicic e 53
Eletroforese em DNA plasmidial...........cccoooiiiiiiiiiice e 54
Ensaio clonogénico (MCFLOA)........oiiiiieieetresee e 57
ENSAI0 COMEBTA. ...ttt 58
CAICUIO RBE........oiieeeee ettt nne s 62
DISCUSSAOD ...oviiiiieiieiesis st 65
CONCLUSOES ...t 79

REFERENCIAS. ......coooeeeeee oo et e e e e e e s e s e ees e e e e r e e e esaeen e 80



16

INTRODUCAO

Nos Ultimos anos muito se tém investigado sobre a relagdo entre a exposi¢do da
radiacdo ionizante de baixa dose e baixa energia (raios X) e seus efeitos a saude. Entretanto,
as recentes pesquisas nao tém chegado a um consenso sobre o assunto. Apesar da Comissao
Internacional de Protecdo Radiologica (ICRP) reconhecer os dados experimentais que
sugerem haver diferenca significativa da eficiéncia bioldgica (RBE) entre as qualidades de
raios X de baixa tensdo (25-30 kVp) e moderada tensdo (150-250 kVp), a ICRP ainda
recomenda a utilizacdo do fator de qualidade da radiacdo (Qf) igual a 1. Neste trabalho foi
realizado o estudo comparativo entre os feixes de raios X de baixa e média tensdo (28 e 150
kVp) com intuito de determinar o valor da RBE do feixe de 28 kVp em relagéo ao de 150
kVp. Além dos resultados obtidos pelas curvas de sobrevivéncias que foram a base de dados
para o calculo da RBE, outros ensaios foram realizados com a intencdo de expandir a
avaliagdo do efeito radioinduzido pelo feixe de raios X de 28 kVp em relagdo ao de 150 kVp.
A comparacdo foi realizada através da interpretacdo de endpoints identificados e
quantificados por intermédio da analise de sobrevivéncia celular, alteracdes morfologicas e
quantificacdo de quebras induzidas ao DNA a diferentes doses pelos feixes supracitados. A
analise dos endpoints foram realizados em trés modelos experimentais, sdo eles: suspensdo
bacteriana (Escherichia coli), DNA plasmidial pUC19 e linhagem de células mamarias ndo
tumoral (MCF-10A).
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FUNDAMENTACAO TEORICA
Radiagdo

A energia emitida e transferida através do espaco é chamada radiacdo. As radiacoes
sdo produzidas por processos de ajustes de energia que ocorrem no nucleo ou nas camadas
eletronicas dos 4&tomos ou pela interacdo de outras radiacdes (eletromagnética ou corpuscular)
com o nucleo ou com o atomo [Tauhata et al., 2003]. Dependendo da quantidade de energia,
uma radiacdo pode ser descrita como nédo ionizante ou ionizante.

As radiacfes com alto nivel de energia podem alterar o estado fisico de um atomo, ou
seja, sdo capazes de remover um elétron orbital do &tomo com o qual interage, desta forma,
ionizando atomos e moléculas. Ja as radiacdes ndo ionizantes, que possuem baixo nivel de
energia, ndo tém capacidade de remover elétrons da camada eletrénica de um atomo. Parte do
espectro ultravioleta, raios X e raios gama (y) sdo exemplos de radia¢des ionizantes. Enquanto
que luz visivel, infravermelho, ondas de radio e TV, sdo exemplos de radiacdo ndo ionizante.

Todas as radiacdes ionizantes podem ser classificadas em duas categorias: radiacao
corpuscular e radiacdo eletromagnética. Particulas subatdmicas com energia cinética capazes
de causar ionizacdo sdo denominadas de radiagbes corpusculares. Existem dois tipos
principais de radiacdo corpuscular: particulas alfa (o)) e particulas beta (B).

Raios X e y sdo formas de radiacdo eletromagnética ionizante. Este tipo de radiacdo
recebe a denominagdo de fotons. Um foton pode ser retratado como um pequeno “pacote de
energia” que viaja com a velocidade da luz (c=3x10® m/s), ndo possui carga, nem massa.
Assim como o atomo é a menor quantidade de um elemento, o féton é a menor quantidade de
qualquer tipo de energia eletromagnética [Bushong, 2008].

A Unica diferenga entre os raios X e y € a sua origem. Os raios gama sdo emitidos do
nucleo de um radioisétopo e normalmente associados com as emissoes a e 3. Os raios X sdao
produzidos fora do ndcleo, nas camadas eletrénicas. Em medicina nuclear, as radiagoes B e y
sdo as mais importantes para a obtencdo da imagem diagnostica. Na radiografia, apenas o0s
raios X sdo importantes. A habilidade de penetracdo e a baixa taxa de ionizagdo dos raios X

0s tornam particularmente Uteis para as imagens médicas.
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Raios X

Os raios X provenientes de um tubo de raios X sdo produzidos quando elétrons em alta
velocidade colidem com um alvo metalico (anodo). Quando os elétrons colidem no alvo
metalico, parte da sua energia cinética pode ser transformada em energia eletromagnética
(raios X). A funcgdo do equipamento de raios X é promover um fluxo suficientemente intenso
e controlado de elétrons para produzir um feixe de raios X apropriado para gerar uma boa
imagem [Bushong, 2008].

Um tubo de raios X é um tubo de vacuo com componentes contidos em uma ampola
de vidro ou metal. O feixe de raios X é emitido através de uma janela da ampola que reveste o
tubo formando um feixe que pode apresentar energias variadas. O feixe de raios X €
caracterizado pela gquantidade (nimero de fétons de raios X no feixe) e pela qualidade
(penetrabilidade do feixe). O diagrama esquematico dos principais componentes de um tubo
de raio X diagnostico com anodo giratorio estdo demonstrados na figura 1.

Figura 1 - Principais componentes de um tubo de raio X diagnostico
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Fonte: http://lucianosantarita.pro.br/EspectroRX.html

O feixe de raios X que emerge do tubo de raios X sdo uniformemente distribuido no
espaco. Apds a interacdo com o paciente, o feixe de raios X de formagdo da imagem nédo é

mais distribuido uniformemente no espaco, mas varia de acordo com as caracteristicas dos
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tecidos que ele atravessou. Logo, os raios X que formam a imagem sdo aqueles que
emerguem do paciente e interagem com o receptor da imagem.

Os beneficios derivados da aplicacdo de raios X na medicina s&o indiscutiveis, porém,
tais aplicacbes devem ser feitas com prudéncia e com cuidado para reduzir a exposicéo
desnecesséria dos pacientes e trabalhadores expostos a radiacdo ionizante. Na década de 90, o
Conselho Nacional de Protecdo Radioldgica e Medidas dos EUA (National Concil on
Radiation Protection and Measurements) declarou que a média anual da exposicdo a radiacao
da populacdo aumentou significativamente, com o aumento de aplicacbes médicas da
radiacdo. Atualmente, o controle da exposicao a radiagdo em radiodiagnostico tem se voltado
ndo s6 para o profissional, mas também para a protecdo do paciente. Estudos atuais sugerem
gue mesmo baixas doses de raios X utilizadas nos procedimentos de rotina diagnostica podem

resultar em uma baixa incidéncia de efeitos nocivos latentes [Dincer e Sezgin, 2014].

Propiedades de um feixe de raios X de radiodiagnéstico

Conforme a resolucdo PNQM portaria N° 2898 de 2013 do Ministério da Saude as
exposicoes medicas de pacientes devem ser otimizadas ao valor minimo necessario para
obtencdo do objetivo radiologico (diagnostico e terapéutico), compativel com os padrdes
aceitaveis de qualidade de imagem. As propiedades que afetam a quantidade/qualidade sdo:

a) produto corrente-tempo: a quantidade dos raios X é diretamente proporcional ao

produto da corrente-tempo (MAS). Quando esse produto é duplicado, 0 nimero de
elétrons que atinge o alvo do tubo de raios X também duplica e, portanto, tem-se a
emissdo do dobro do nimero de raios X;

b) tensdo de pico: uma alteracdo na tensdo de pico afeta a amplitude e a posicdo do
espectro de emissdo de raios X. Quando a variacdo de pico é aumentada, a
distribuigéo relativa das energias dos raios X emitidos se desloca para a direita,
para uma faixa de energia média mais alta. A energia maxima da emissao dos raios
X sempre permanece numericamente igual a tenséo de pico;

c) distancia: a intensidade do feixe de raios X varia com o inverso do quadrado da
distancia ao alvo do tubo de raios X. Essa relacdo é conhecida como lei do inverso

do quadrado da distancia;
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d) filtracdo: Equipamentos de raios X tém filtros metalicos posicionados no feixe util,
geralmente com 1-5 mm de aluminio (Al). O propésito desses filtros é reduzir o
numero de fotons de raios X de baixa energia.

A adicdo de um filtro em um feixe de raios X atenua os fotons de qualquer energia,
mas atenua um numero maior de raios X de energia baixa do que de energia alta. Isso desloca
0 espectro de emissdo do feixe para o lado de energia alta, resultando em um feixe de raios X
mais energético, mais penetrante e de melhor qualidade. O aluminio (Z=13) normalmente é
escolhido como filtro por ser eficiente na remocéo de raios X de baixa energia, através do
efeito fotoelétrico, e por ser de baixo custo, além de ser encontrado e moldado facilmente.
Quanto maior a espessura da filtracdo, maior é a qualidade do feixe, embora a quantidade seja
reduzida.

Quando alteramos a energia de um feixe de raios X estamos alterando sua qualidade.
Ou seja, quando a energia de um feixe de raios X aumenta, a sua capacidade de penetracéo
também ¢é aumentada. A penetrabilidade de um feixe de raios X é chamada de qualidade do
feixe. A disténcia e o produto corrente-tempo ndo afetam a qualidade da radiacdo, embora
afetem a quantidade de radiacdo [Bushong, 2008]. Em radiodiagndstico, a qualidade do feixe
de raios X é medida pela camada semirredutora (HVL). A HVL de um feixe de raios X é a
espessura do material absorvedor necessaria para reduzir a intensidade dos raios X & metade
da original. Portanto, a HVL é uma caracteristica do feixe util de raios X.

Mamografia

O cancer de mama é a segunda principal causa de morte por cancer em mulheres. No
ano de 2016 ocorreram 57.960 novos casos de cancer de mama no Brasil, sendo superado
apenas pelo cancer de pele. No ano de 2013, 14.206 mulheres morreram devido ao cancer de
mama. [INCA, 2017]. A cada ano, aproximadamente 210.000 novos casos de cancer de mama
séo notificados nos Estados Unidos. Uma em cada oito mulheres desenvolvera cancer de
mama durante a vida [Bushong, 2008].

A mamografia diagnostica é realizada em pacientes com sintomas ou fatores de risco
elevados. Duas ou trés projecbes da mama podem ser necessérias. A mamografia de
rastreamento ou monitoramento é realizada na mulher assintomatica com utilizacdo de
protocolo de duas projecdes, a medio lateral obliqua e a craniocaudal, para detectar um cancer

insuspeito. O objetivo da mamografia magnificada é investigar lesdes pequenas suspeitas ou
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microcalcificagbes encontradas no mamograma padréo, e, em geral, dobra-se a dose para o
paciente.

A deteccdo precoce do cancer de mama leva a um tratamento mais eficaz e com menor
indice de mortalidade. A mamografia, um exame de imagem das mamas por raios X, tem
demonstrado ser um método preciso e simples para a deteccdo do cancer de mama. O exame
radiografico de tecidos moles (como as mamas) requer técnicas radiogréficas diversificadas
em relacdo daquelas utilizadas na radiografia convencional. Essas variacfes na técnica
devem-se as diferencas substanciais na anatomia examinada. Na radiografia convencional o
contraste do objeto é grande por causa das diferencas de densidade de massa e de nimero
atdbmico entre 0ssos, musculos, tecido adiposo e pulmdes, 0 que ndo ocorre nas mamas.

Na radiografia de tecidos moles, apenas mdusculos e estruturas adiposas sdo
examinadas. Esses tecidos tém ndmero atdmico e densidades de massa similares o que
dificulta a realizacdo do contraste na imagem radiografica. Consequentemente, a técnica
radiografica para tecidos com densidade de massa similares é diversificadas em relagdo a
técnica padrdo para favorecer e realcar o constrante entre os tecidos que compdem o 0Orgao,
decorrentes da absorcdo da radiacdo. O realce da diferenca na absorcdo desses tecidos €
mediada através do uso de baixa tensdo de pico (25-30 kVp), alto mAs (>600 mAs), com
energia média do foton de 15-20 keV [Mills et al., 2015]. A dose glandular média de
exposicao do exame de mamografia é baixa, em torno de 3-5 mGy para gerar as imagens de
rastreamento [IAEA, 2010]. Todavia, a dose entregue depende da configuracdo e design do
equipamento que esta sendo utilizado, além do tamanho e composi¢édo tecidual da mama que
esta sendo examinada [Bushong, 2008].

Em razdo da densidade de massa e 0 nimero atbmico dos tecidos que compdem a
mama serem muito parecidos, a técnica radiografica convencional (70-100 kVp) é inutil. Na
faixa de 70-100 kVp o espalhamento Compton predomina nos tecidos da mama; portanto, a
absorcao diferencial nos tecidos & minima. Uma baixa tensdo de pico (25-30 kVp) deve ser
utilizada para maximizar o efeito fotoelétrico e, assim, realgar a absorcao diferencial. Com a
reducdo da tensdo de pico, a penetrabilidade do feixe de raios X é reduzida, 0 que demanda
um aumento na mAs. Acarretando em um prejudicial aumento na dose para o paciente. O
limite maximo de 600 mAs foi padronizado para prevenir doses de radiacdo excessivas para
0s pacientes. A transferéncia linear de energia (LET) de raios X de diagndstico convencional

¢ aproximadamente 3 keV/um [Bushong, 2008].
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Interacdo dos raios X com a matéria

A interacdo dos raios X com a matéria ocorre atraves das cinco maneiras seguintes:

a) por espalhamento coerente;

b) efeito Compton;

c) efeito fotoelétrico;

d) por producdo de pares;

e) por desintegracéo.

Porém, apenas os efeitos Compton e fotoelétrico sdo importantes na producdo de
imagens por raios X. As condi¢Ges que governam essas duas interacdes controlam a absor¢édo

diferencial, que determina o grau de contraste de uma radiografia.

Efeito Compton

Em toda a gama de diagndstico com raios X podem ocorrer interacdes com elétrons de
camadas externas, que ndo s6 espalham os raios X, como também reduzem sua energia e
ionizam os atomos. Esse tipo de interacdo é denominado efeito Compton ou espalhamento
Compton (Figura 2).

Figura 2 - O efeito Compton ocorre entre 0 raios X com energia moderada e elétrons de

camadas externas

Legenda: Isso leva a ionizacdo dos 4tomos alvos, alteracdo na direcdo e reducdo da energia dos raios X
Fonte: Bushong, 2008.
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No efeito Compton, a radiacdo X incidente interage com um elétron de uma camada
externa e o ejeta, deixando o &omo ionizado. O elétron ejetado é chamado de elétron
Compton ou elétron secundario. A radiacdo X segue em uma direcdo diferente e com menos
energia. A energia da radiacdo espalhada por efeito Compton é igual a diferenca entre a
energia da radiacdo incidente e a energia do elétron ejetado. A energia do elétron ejetado é
igual & sua energia de ligacdo mais a energia cinética com a qual ele escapa do &tomo.

Durante uma interacdo Compton, a maior parte da energia € dividida entre a radiacédo
espalhada e o elétron Compton. Normalmente, a radiacdo X espalhada retém a maior parte da
energia. Tanto a radiagdo X quanto o elétron Compton podem ter energia suficiente para
sofrer interagdes ionizantes adicionais antes de perder toda a energia. Em Gltima analise, a
radiacdo X espalhada € absorvida fotoeletricamente. O elétron Compton perde toda a sua
energia cinética atraves de ionizacdo e excitacdo, e é capturado por uma vacancia de uma
camada eletronica previamente criada por algum outro evento ionizante. E igualmente
provavel aos raios X sofrerem a interacdo Compton com um &tomo de tecido mole ou atomo
de 0sso0.

Particularmente, nos exames de radiodiagnéstico de fluroscopia, as intera¢Ges do tipo
Compton podem gerar sérios danos ao paciente pela sua elevada exposicdo a radiacdo. A
interacdo do tipo Compton € a responsavel pela maior parte da exposicdo ocupacional dos
técnicos e tecnologos a radiacao.

Efeito Fotoelétrico

Raios X diagndsticos também séo submetidos a interagdes ionizantes com elétrons de
camadas mais internas. A radiagdo X nédo ¢é espalhada, mas totalmente absorvida. Esse efeito é

denominado efeito fotoelétrico (Figura 3).
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Figura 3 - O efeito fotoelétrico ocorre quando a radiacdo X incidente € totalmente absorvida
durante a ionizagdo de um elétron de camada mais interna

Radiacdo X

incidente

Legenda: O féton incidente desaparece, e o elétron da camada K, agora chamado de fotoelétron, é ejetado do
atomo.
Fonte: Bushong, 2008.

Os elétrons removidos do atomo, chamado fotoelétron, escapam com energia cinética
igual a diferenca entre a energia da radiacdo X incidente e a energia de ligacdo do elétron. A
ejecdo de um fotoelétron de camada mais interna pela radiagdo X incidente resulta em
vacancia na camada. Esse estado ndo natural é corrigido imediatamente quando um elétron de
uma camada mais externa, geralmente da camada superior mais préxima, preenche a
vacancia. Essa transicdo eletronica é acompanhada pela emissao de radiacdo X, cuja energia é
igual a diferenca entre as energias de ligacdo das camadas envolvidas. Os raios X
caracteristicos consistem em radiacdo secundaria e se comportam da mesma forma da
radiacédo espalhada.

A probabilidade de que uma radiacdo X venha a sofrer uma interacdo fotoelétrica é
uma funcéo tanto da energia da radiacdo quanto do numero atbmico do atomo com o qual ela
interage. Uma interacdo fotoelétrica ndo pode ocorrer a menos que a radiacdo X incidente

tenha energia igual ou maior que a energia de ligacdo do elétron.

Grandezas bésicas da interacédo da radiacdo com a matéria

No estudo dos efeitos da interacdo da radiacdo com a matéria organica € necessario a

compreensdo de trés grandezas basicas dos fatores fisicos:
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a) transferéncia linear de energia (LET);

b) fator de qualidade (Qf);

c) aeficiéncia bioldgica relativa (RBE).

Essas grandezas entre si, fornecem informacdes sobre o efeito de uma exposicao a

radiacdo em um sistema biologico.

Transferéncia linear de energia (LET)

Todas as radiacGes diretamente ionizantes transferem a maior parte da sua energia por
processos de colisdes envolvendo ionizacdo e excitacdo. Esses eventos primarios ocorrem
aleatoriamente ao longo da trajetéria das particulas carregadas. Entretanto, ionizacGes sao
dificeis de medir. Logo, foi definido o conceito de transferéncia linear de energia (LET), que
se refere a densidade linear de todas as formas de energia transferidas, incluindo excitacGes e
ionizacdes.

Portanto, a LET é uma medida da densidade na qual a energia é transferida da radiacao
ionizante para um tecido durante seu trajeto. Ela € um método de expressar a qualidade da
radiacdo (Qf) e determinar o valor do fator de ponderacdo da radiacdo (W), 0 qual é usado
em radioprotecdo. LET é expressa em unidades de quiloelétron-volts de energia transferida
por micrometro de tecido (keV/um). A habilidade da radiacdo ionizante de produzir uma
resposta biol6gica aumenta com o aumento da LET.

Para fins regulatorios, todos os tipos de raios X e raios y sdo considerados radiagdes de
baixa LET. Isso reflete no caso do valor do fator de ponderacdo (Wg) da radiacdo para uma
dose efetiva ser atualmente atribuido a 1 para foton e elétron, independente de sua energia.
Dando a todas as exposi¢des por fétons o mesmo peso € uma maneira de praticidade em
protecdo radioldgica, no que diz respeito as limitagcdes de exposicdes e medicdes que sdo
realizadas para demonstrar conformidade destas limitagcOes. Isto ndo implica que as
estimativas de risco sejam as mesmas para todas as energias dos fotons [Kellerer, 2002].

As estimativas de risco para efeitos tardios em humanos sdo baseadas largamente por
dados obtidos de sobreviventes das bombas atbmicas de Hiroshima e Nagasaki, que foram
expostos a raios y. Devido essas estimativas de risco serem derivadas da observagdo de doses
realmente elevadas, como 1 Gray ou mais, hd pouca razdo em assumir uma diferenca

substancial em relacéo aos raios X. Entretanto, poderia haver uma diferenca a baixas doses.
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Eficiéncia Bioldgica Relativa (RBE)

A RBE é usada na radiobiologia para caracterizar as diferentes eficacias bioldgicas das
radiacdes. Os valores de RBE sdo dados pela razdo das doses absorvidas de dois tipos de

radiacdo produzindo o mesmo efeito bioldgico, em condicGes idénticas de radiacao.

RBE = Dose de radiacdo padrdo necessaria para se produzir determinado efeito (1)

Dose de radiagéo teste necessaria para se produzir o mesmo efeito

Por convencao, a radiacdo padréo sdo os raios X na faixa de 150-250 kVp [Gomolka et
al., 2005].

O valor da RBE de uma radiacdo especifica depende das condi¢cdes de exposicao,
incluindo o efeito bioldgico investigado, 0 modelo experimental utilizado, da dose e taxa de
dose e do esquema de fracionamento de dose, caso tenha sido realizado um fracionamento.
Entretanto, para um dado tipo e energia de radiacdo existird um alcance para os valores de
RBE [ICRP, 2007]. A RBE dos raios X diagndsticos €é 1.

Como a eficacia bioldgica da radiacdo depende da distribuicdo espacial da deposicao
de energia no meio irradiado e da densidade de ioniza¢do por unidade de comprimento do
trajeto percorrido pela particula ionizante, mesmo os fétons sendo considerados radiacdo de
baixo-LET (esparsamente ionizante), existe uma preocupagdo com o aumento de sua eficacia
biolégica devido ao aumento da densidade de ionizacdo dos elétrons secundarios liberados
[Verhaegen e Reniers, 2004].

N&o existe atualmente um estudo epidemiolégico que evidencie uma maior eficacia
dos raios X comparada aos raios y. Pelo contrario, o risco estimado para coorte médico de
exposicdo a raios X tendem a ser, no todo, um pouco mais baixo do que o risco estimado aos
sobreviventes da bomba atdémica [Little, 2000], entretanto, estd questdo ainda esta
indeterminada [Kellerer, 2002].

A discussdo da eficacia bioldgica dos raios X a diferentes energias (tensdo) foi
recentemente reavivada quando foi sugerido que raios X utilizados em mamografia (25-30
kVp) podem ter maior capacidade de aumentar as taxas de cancer de mama do que 0s raios X
de tensdo moderada (200 kVp), com referéncia a estudos relacionados a RBE de células
expostas a feixes de 25-30 kVp [Frankenberg-Schwager et al., 2002; Gomolka et al., 2005;
Beyreuther et al., 2009].
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Radiobiologia

Sabe-se atualmente que os raios X séo capazes de causar danos, principalmente a altas
doses. Quando suficientemente intensos, os raios X podem causar queimaduras de pele,
cataratas, cancer, leucemia e outros efeitos nocivos. O que ndo se sabe ao certo é o grau do
efeito, caso ocorra, apos a exposicdo a radiacdo X em niveis de diagnostico.

Os beneficios decorrentes da aplicagdo de raios X em diagndstico sdo enormes. O
intuito dessa préatica consiste em produzir imagens de raios X de alta qualidade com a minima
exposicdo a radiacdo. Isto resulta no beneficio maximo com risco minimo para o paciente e
para os trabalhadores. Esta pratica € conhecida como ALARA - “as low as reasonably
achievable”, ou seja, tdo baixo quanto razoavelmente praticaveis [Bushong, 2008].

Os efeitos dos raios X em humanos resultam de interagdes em nivel atbmico. Essas
interacBes atdbmicas assumem a forma de ionizacBes ou excitacdo de elétrons orbitais e
resultam na deposicdo de energia no tecido. A energia depositada pode produzir alteracbes
moleculares cujas consequéncias podem ser mensuraveis se a molécula envolvida é critica. A
figura 4 resume a sequéncia de eventos entre a exposi¢do a radiacdo e os danos resultantes nos
seres humanos. Sendo que, em cada estadgio da sequéncia € possivel reparar o dano da

radiacdo e restabelecer o funcionamento correto.

Figura 4 - A sequéncia de eventos ap0s a exposi¢do de humanos a radiagdo, que podem levar
a varias respostas a radiacdo

Morte 4

celular

LesGo ' Morte
bioquimiou celular

Legenda: Em quase todos 0s passos, mecanismos para recuperacao e reparo estdo disponiveis
Fonte: Bushong, 2008.



28

Quando um &tomo é ionizado, as propriedades das suas ligacbes quimicas se
modificam. Se o &tomo é um constituinte de uma grande molécula, a ioniza¢do pode resultar
na quebra da molécula ou na realocacdo do atomo dentro da molécula. A molécula anormal
pode passar a funcionar inapropriadamente ou deixar de funcionar, 0 que pode resultar em
sérios desajustes funcionais ou na morte da célula. O processo de quebra da molécula ou
realocacdo do 4tomo ionizado dentro da molécula é um processo reversivel. Atomos ionizados
podem se tornar neutros novamente atraindo um elétron livre. Moléculas danificadas podem
ser reparadas por uma enzima de reparo.

Células e tecidos podem ser recuperados de danos provocados pela radiacdo e
regenerar. Isso dependendo da dose. Se a resposta a radiacdo ocorre ap6s alguns minutos ou
dias depois da exposicdo a radiacdo, a resposta € classificada como efeito deterministico da
radiacdo. Por sua vez, se o dano humano ndo é observado durante meses ou anos, ele é
denominado efeito estocastico da radiacdo. Embora a maioria das respostas humanas a
radiacdo seja observada para grandes doses, assume-se, por razdes de cautela, que mesmo
pequenas doses de radiacdo ionizante sdo prejudiciais. O estudo dos efeitos das radiacbes
ionizantes em tecidos biologicos denomina-se radiobiologia.

Embora milhares de rad (muitos Grays) sejam necessarios para produzir alteracdes em
moléculas in vitro, acredita-se que a ionizac¢do produzida em um Unico sitio de uma molécula-
alvo critica pode interromper a proliferacdo celular. E a sensibilidade da célula a radiagdo é
determinada, de alguma forma, pelo seu nivel de diferenciacédo e pela sua funcdo [Hall, 2006].

Existem muitos fatores que determinam a resposta bioldgica a exposicdo radiologica.
Estes fatores incluem muitas variaveis associadas com a fonte de radiacdo e do sistema que €
irradiado. Fatores relacionados com a radiacdo incluem a dose, tipo de energia da radiacao, tal
como a taxa de radiacdo e condi¢es sob as quais a dose é administrada. Se a exposi¢do a
radiacdo for muito elevada, o efeito bioldgico predominante é a morte celular, que resulta em
alteracdes degenerativas do tecido exposto.

Em 1906, dois cientistas franceses, Bergonie e Tribondeau propuseram uma teoria
onde relacionaram a radiossensibilidade a uma funcdo do estado metabolico do tecido
irradiado. Essa descoberta passou a ser conhecida como Lei de Bergonie e Tribondeau e tem
sido verificada desde entdo. Basicamente, a lei estabelece que a radiossensibilidade de tecidos
vivos depende da maturacdo e do metabolismo a eles associados. Células que possuem uma
maior taxa de proliferacio e menor diferenciacdo, em geral, apresentam uma maior

radiossensibilidade.
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Classificacdo dos efeitos bioldgicos

Efeitos biologicos decorrentes da exposicdo a radiacdo podem ser classificados em
estocasticos ou deterministicos. O efeito estocastico € aquele em que a probabilidade do
efeito, em vez da sua severidade, aumenta com a dose. Céancer e alteracBes genéticas
induzidas pela radiacdo sdo estocasticos na natureza. Os efeitos estocésticos ndo tém uma
dose limite, pois a lesdo de poucas ou até mesmo uma Unica célula pode resultar no
desenvolvimento da doenca. Por essa razdo, mesmo exposicdes insignificantes podem
conduzir a algum, apesar de pequeno, aumento do risco. O pressuposto é que o0 risco aumenta
com a dose e ndo ha limite abaixo do qual este risco deixe de existir. A preocupacao referente
ao aumento do indice de cancer na populacdo esta relacionada ao efeito estocastico e as
recorrentes exposicdes a radiacdo ionizante mediante os exames radiodiagndsticos (raios X e
medicina nuclear) [Hall, 2006].

Quando a exposicdo a radiacdo é muito elevada o efeito predominante € a morte
celular, que resultara em alteracGes degenerativas no sistema exposto. Neste caso, a gravidade
da lesdo aumenta com a dose, em vez da probabilidade do aparecimento do efeito bioldgico.
A ocorréncia do efeito deterministico esta relacionado a exposi¢fes inadequadas e acidentes
radioldgicos. Ao contrario do efeito estocastico, o efeito deterministico possui uma dose
limite, ou seja, se a exposicdo a radiacdo ultrapassar a dose limite o efeito ocorrera.
Dependendo do local e da dose administrada, havera um periodo distinto para a ocorréncia do
efeito. Cataratas, eritema, fibrose e lesdo hematopoiética sdo alguns dos efeitos
deterministicos que podem advir da exposicdo a altas doses de radiacdo, como na terapéutica
oncoldgica ou em grandes acidentes com radiacio. E pouco provavel que estes efeitos possam
surgir pela exposicao a radiagdo devido a processos de diagndsticos ou intervencionismo de
rotina.

As alteracdes bioldgicas resultantes da radiacdo tornam-se aparentes somente apos
algum periodo de tempo (laténcia), que pode variar desde minutos a semanas ou até mesmo
anos, dependendo do sistema bioldgico e da dose inicial [Bushong, 2008].

As alteracdes bioldgicas induzidas pela exposicdo a radiacdo também podem ser
classificadas em interacOes diretas ou indiretas. A alteracdo molecular é provocada
diretamente se uma macromolécula, como o DNA, RNA ou proteina, for ionizada ou excitada
por uma particula ou féton ionizante, que passa através ou proximo a ela. Efeitos indiretos
resultam de interacdes entre a radiacdo e 0 meio, 0 que cria espécies quimicamente reativas

(como, espécies reativas de oxigénio - ROS), que por sua vez interagem com a molécula alvo.
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Como 70-80% da massa dos humanos é composta por dgua, a grande maioria das
lesBes induzidas por radiagdo € realizada através da acdo indireta da hidrdlise da 4gua. Os ions
decorrentes da hidrélise da agua sdo muito instaveis e dissociam-se para formar outras
espeécies reativas, como os radicais livres. Os radicais livres difundem-se na célula, lesando-a.
As células possuem mecanismos de reparo capazes de reparar as lesdes induzidas pelos
radicais livres, fazendo com que a célula retorne ao seu estado integro inicial. No entanto, se a
lesdo for muito grave, ou 0s mecanismos de reparo estiverem saturados ou falharem, a célula
ndo conseguira retornar ao seu estado inicial.

O objetivo da pesquisa em radiobiologia é a descri¢do precisa dos efeitos da radiacdo
em humanos visando a utilizacdo da radiacdo de forma mais segura em diagndstico e de forma
mais efetiva em radioterapia. A maioria das pesquisas em radiobiologia busca descrever
relacBes entre dose-resposta, de modo a predizer os efeitos bioldgicos de doses programadas e
a monitorar respostas a exposi¢cdes acidentais. Uma relacdo dose-reposta € uma funcéo
matematica que descreve a relagdo entre a dose de radiacdo e a resposta observada [Hall,
2006].

Sobrevivéncia celular

O dano celular radioinduzido pode levar a consequéncias que tém seus caminhos
permeados por um complexo processo bioldgico. A visdo radiobioldgica da relacdo causa e
efeito muda para niveis cada vez mais complexos a medida que as reacdes bioquimicas
envolvidas no processo de resposta apresentam niveis mais profundos de perturbacao.

No inicio das pesquisas em Radiobiologia, os estudos sobre o dano ao DNA foram
conduzidos por dois caminhos distintos. No primeiro, optou-se pela extragdo do DNA e
irradiagdo da molécula pura, buscando efeitos diretos. No segundo, irradiando a molécula em
seu meio natural, buscando efeitos indiretos pela geragdo de espécies reativas no meio
[Sonntag, 1987].

Na radioterapia a diferenca de radiossensibilidade entre as células normais e tumorais
aparecem com vantagem para as células normais, que sdo mais resistentes a radiacdo, pelo
fato das células normais apresentarem menor taxa de replicagdo celular. Um dos motivos das
células normais apresentarem menor taxa de proliferacdo € devido a acdo dos sistemas de
reparo, que ira retardar a proliferacédo celular para reparar os danos radioinduzidos, o0 que néo

ocorre nas células tumorais. Devido a alta taxa de proliferacdo e sistema de reparo deficientes,
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as células tumorais dificilmente serdo capazes de resistir as lesdes induzidas pela exposicdo a
radiacdo e morrerdo. A definicdo de morte celular é um conceito central em Radiobiologia. A
questdo da morte celular esta relacionada, normalmente, a perda da capacidade reprodutiva ou
funcional celular [Kerr et al., 1972].

Uma maneira eficiente de se estudar os danos radioinduzidos é por meio da construcao
de curvas de sobrevivéncia. As curvas de sobrevivéncia sdo assim denominadas por
apresentarem graficamente o percentual de sobrevivéncia de uma determinada quantidade de
individuos apds exposicdo a um agente deletério. Normalmente os estudos séo realizados in
vitro, utilizando col6nias bacterianas, fungos e alguns organismos mais complexos [Weidhaas
et al. 2006]. A resposta bioldgica registrada por uma curva de sobrevivéncia em células de
mamiferos apresenta diferencas em funcdo da LET e na forma da curva, que, para radiagdes
de alta LET, é quase exponencial [O’Rourke et al., 2009]. Para radiacGes de baixa LET, a
forma da curva ¢ tal que apresenta leve declinio inicial, seguido de um “ombro”, e tende a
seguir reta para altas doses [Hall, 2006].

Ha varios métodos matematicos para se ajustar a forma da curva de sobrevivéncia nas
suas diversas variacOes, entretanto, todos consideram a natureza randémica da interacdo. Os
modelos de sobrevivéncia celular baseiam-se em resultados clonogénicos, ndo havendo
distincdo entre os diferentes modos ou caminhos que levam a morte celular. Nos primeiros
estudos, com vistas a radioterapia, a perda da capacidade clonogénica é o fator mais
significativo entre as consequéncias da exposicao a radiacao ionizante.

Existem diversos modelos de analise de sobrevivéncia celular, porém, apenas alguns,
o0s de maior interesse em relagdo a este estudo, serdo descritos de forma sumaéria, a seguir:

a) Modelo linear quadratico: este modelo assume que ha dois componentes

redutores do nimero de células em uma amostra irradiada [O’Rourke et al., 2009]:

- um denominado a, que € uma constante e descreve a inclinagdo inicial da curva de

sobrevivéncia;

- outro B, que € outra constante que descreve 0 componente quadratico da fungéo

morte celular.

A equacdo a seqguir ilustra a formulacdo do modelo:
S(D) —e —aD - D2 — D/DO0 (2)
em que S(D) ¢ a fracdo de células que sobreviveram a dose D.

A razdo o/p indica a dose na qual os componentes linear (o) e quadratico (J)

contribuem igualmente para morte celular.
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b) O modelo de dano letal, potencialmente letal (LPL): é semelhante ao linear-

quadrético (LQ) e considera o fato de que a radiacdo ionizante provoca dois tipos de leséo:

- reparavel (potencialmente letal) e

- ndo reparavel (letal).

A porgdo letal estd intimamente ligada a parte linear do modelo linear quadratico,
citado anteriormente, e a outra, potencialmente letal, a parte ndo-linear. O modelo LPL faz
previsdes com respeito as consequéncias de taxas de dose e 0s parametros gerados sao
utilizados para simular curvas de sobrevivéncia para células animais e humanas com diferenca
na taxa de dose [Curtis, 1986].

c) O modelo de saturagdo de reparo: foi proposto por Goodhead e colaboradores
em 1985, e propbe que a forma da curva de sobrevivéncia depende somente da taxa de
reparo celular.

Assim, as curvas de sobrevivéncia sao resultado de uma longa histéria de reparos bem
e mal sucedidos. Considera também que, se a capacidade da célula de oferecer combate ao
dano radioinduzido sofrer saturacdo, a taxa de reparo ndo aumentara em funcdo do aumento

da taxa de dano.

Sobrevivéncia celular a baixas doses de radiacdo

Considerando o amplo cenério radiobiol6gico a baixas doses de radiagdo ionizante
faz-se necessaria uma introducdo ao comportamento celular na regido de baixas doses, abaixo
de 0,1 Gy [Lambin et al., 1993; Marples e Joiner, 1993].

As relagbes dose-efeito sdo preditas considerando as seguintes caracteristicas em
comum [Lehnert, 2008]:

a) consideram como células danificadas somente as células que estejam no

caminho da radiacdo, excluindo efeitos de sinalizagéo;

b) 0 dano é proporcional a dose absorvida por cada célula e ao nimero de células

expostas;

C) todas as células tém a mesma sensibilidade a radiag&o incidente.

Este esquema originario parece provocar algumas contradi¢des a medida que novos
resultados surgem. Alguns fenémenos tém sido estudados em detalhe e apontam para
estranhas inconsisténcias, como a hipersensibilidade a baixa dose de radiacdo (HRS — Hyper

radiation Sensitivity — [Marples e Collins, 2008]), aumento da resisténcia a radiacdo (IRR —
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Increased Radiation Resistence — [Shmakova et al., 2002]), resposta adaptativa (AR —
Adaptative Response) e efeito bystander (BE — Bystander Effect — [Adelstein, 2003]).

O fendmeno de reposta adaptativa (AR) tem sido muito estudado e revisto [Kaadhim
et al., 2004] e, inicialmente, foi descrito em funcéo da deteccdo de aberracGes cromossémicas
em linfécitos humanos irradiados. Sdo observadas, com frequéncia, as elevacdes dos niveis de
resisténcia aos efeitos deletérios de altas doses da radiacdo ionizante depois da exposicao a
baixas doses. Esta resposta adaptativa é, provavelmente, uma caracteristica evolucionaria e
pode estar ligada ao aumento da taxa de reparo do DNA [Azzam et al., 1994], reducdo de
transformacdo neoplasicas radioinduzidas [Redpath e Antoniono, 1998] além de interferir no
periodo de laténcia tumoral em modelo animal (roedores) [Mitchel et al., 1999]. Também a
AR tem sido referenciada na literatura como mecanismo independente da LET, sendo ativada

tanto por radiacGes de alta como baixa LET [Marples e Skov, 1996].

Tipos de lesdes induzidas pela radiacdo

Radiacdo causa um amplo conjunto de lesdes no DNA, como: as quebras simples da
cadeia fosfodiéster (SSB), quebras duplas (DSB) que podem ser originadas a partir de quebras
simples em sitios opostos ou transpostos proximos, dano de base, ligacdo cruzada entre DNA-
proteina e/ou proteina-proteina (envolvendo proteinas nucleares, como histonas e outro tipo
de proteina). O nimero de lesbes no DNA induzido pela radiacdo é grande, mas o numero de
morte celular induzido pela radiacdo é extremamente pequeno dependendo da dose. A
proporcdo de lesdes induzidas no DNA da célula por uma dose de 1-2 Gy ¢,
aproximadamente, de: >1000 bases danificadas; ~1000 quebras de fita simples (SSB); ~40
quebras de fita dupla (DSB) [IAEA, 2010].

As DSB desempenham um papel critico na morte celular, e existem estudos
experimentais demonstrando que a indugdo inicial de quebras duplas esta correlacionada com
a radiossensitividade e sobrevivéncia a baixas doses. Além de, também estarem
correlacionadas, com a auséncia e/ou reparos incorretos apos exposicdo de doses elevadas.
Evidéncias crescentes sugerem a importancia de lesdes do tipo DSB em exposi¢cOes de alta
LET.

O conhecimento da disposicdo do trajeto da radiacdo tem sido utilizado para explicar a
ampla variacdo e ampla distribuicdo de lesGes no DNA. A importancia dos eventos de

deposicdo de energia do tipo clusters (ionizacdo e excita¢do) no final do trajeto de elétrons
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secundarios resultam em lesBes multiplas préximas uma das outras (MDS), dentro de um
intervalo de 20 nm, foi reconhecido como importante para a morte celular e em relagdo a
capacidade das células repararem tais lesdes [IAEA, 2010].

Nenhuma célula ou organismo parece ter qualquer mecanismo de reparo especifico
contra danos ao DNA induzidos pela radiacdo ionizante. Mas, para corrigir estas lesdes a
célula emprega a funcdo de reparo destinado a protecdo contra as especies reativas de
oxigénio (ROS) endogenas, modeladas pelo metabolismo celular, e pelas lesdes induzidas ao
DNA por raios ultravioletas (UV) provenientes do Sol [Lindahl et al., 1997; Harrison e
Malyarchuk, 2002; Cadet et al., 2012]. Os danos por ROS gerados pela exposicdo a radiacao

ionizante sdo substancialmente superiores aos gerados pelo sistema endégeno.

Mecanismos de reparo de lesdes radioinduzidas

A leséo no DNA precisa ser reparada para a manutencao da integridade da informacao
genética. Para isso um conjunto notavel de sistemas enzimaticos em todas as células conserta
erros residuais no DNA recém-sintetizado, bem como qualquer dano que possa ocorrer apés a
sintese por lesdo quimica e/ou fisica.

Existem nas células multiplos mecanismos enzimaticos de reparo do DNA que agem
em diferentes tipos de lesGes. Para DSB existem duas vias de reparo primarias: unido de
extremidades n&o-homologas (NHEJ) e recombinagdo homologa (HR). O reparo pela via
NHEJ retine dois términos aleat6rios de uma quebra. Logo, ha frequente perda de sequéncia
de DNA durante esse processo. Esta via de reparo ocorre ao longo do ciclo celular, porém,
prevalece entre o transcurso das fases G1/S. O processo é propenso a erros porque ndo se
baseia na sequéncia homologa.

O reparo de DSB pela recombinagdo homologa (HR) realiza o reparo da regido
danificada seguindo a sequéncia homologa da fita que ndo foi danificada, portanto, apenas
pode ocorrer no final da fase S ou G2 do ciclo celular. Existem outros tipos de mecanismos de
reparo do DNA como: reparo por excisdo de bases (BER), Mismatch repair (MR) e excisao
de nucleotideo (NER) que correspondem ao reparo de lesdes, como, alquilagdo, base oxidada
entre outros ja supracitados.

A importancia biologica do reparo do DNA é indicada pela grande variedade de
mecanismos de reparo, mesmo em um organismo simples como Escherischia coli. Esses

sistemas incluem enzimas que simplesmente revertem as modifica¢fes quimicas de base nos
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nucleotideos, bem como sistemas multienzimaticos mais complicados que dependem da
redundancia inerente da informacdo em DNA de fita dupla para restaurar a molécula
danificada.

As bases danificadas que ndo podem ser reparadas diretamente pelas polimerases | e
Il (reparo no processo de polimeracdo de novas fitas de DNA) podem ser removidas e
substituidas em um processo conhecido como reparo por excisdo de bases (BER). Essa via,
como 0 nome sugere, inicia com a remoc¢édo da base danificada.

As células contém uma série de DNA-glicosilases, onde cada uma cliva a ligacdo
glicosidica de um tipo correspondente de nucleotideo alterado, deixando um residuo de
desoxirribose sem nenhuma base ligada a ele, sitios apurinicos ou apirimidicos (sitios AP ou
abasicos). O residuo do sitio abasico é removidos pela acdo de uma exonuclease celular, e a
lacuna é preenchida e unida por uma DNA-polimerase e uma DNA-ligase, respectivamente,

como ilustrado na figura 5.

Figura 5 - lustracdo dos passos do reparo por excisdo de base de uma citosina danificada

A excisho de bases repara 0 DNA quando a base do
nucleotideo esti danficada Por exemplo, a citosina.

ey oo ey oo
209D 2P A

A citosina pode ser danificada e A uracila nio se emparelha
formar um wracila, com a guaniai,

ey oo eg oo
@, 99 2999
) &
"A/ ™

A enzima, glicosilase, encontra Qutras emzimas removem o resto A DNA polimerase preenche e a
eremove a base de uracila. do nucleotideo da fita de DNA DNA ligase sela a fita da DNAL

Fonte: (https://www.researchgate.net/fiqure/283708496 por-Johan-Jarnestad-The-Royal-Swedish).

Bases oxidadas sdo reconhecidas por uma classe de enzimas chamadas DNA-
glicosilases que removem a base danificada e cliva a fita do DNA, por intermédio de uma
DNA-liase associada [Blasdell et al., 2001]. Em E. coli ha duas DNA-glicosilases conhecidas
que reconhecem pirimidinas oxidadas: endonuclease 111 (gene nth) e endonuclease VIII (gene
nei) [Jiang et al., 1997].


https://www.researchgate.net/figure/283708496_por-Johan-Jarnestad-The-Royal-Swedish
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As mutacbes de ponto consistem na substituicdo de um nucleotideo por outro na
molécula de DNA. Quando a mutacdo de ponto envolver a troca de uma purina (adenina e
guanina) por outra purina ou de uma pirimidina (citosina e timina) por outra pirimidina, a
mutacdo de ponto é chamada de transicdo [Pimentel et al.,2013]. A mutacdo pontual de
transicdo de T->C e denominada timina glicol. A timina glicol é reparada pelo BER por
encargo da endonuclease Ill, que efetuara a excisdo da timina danificada (C), como
mencionado anteriormente, sendo substituida por uma timina integra.

A endonuclease VIII foi descoberta mediante estudos que demonstraram que cepas de
E. coli mutantes para a endonuclease Il (gene nth) ndo demonstraram um aumento na
sensibilidade ao dano oxidativo.Desta forma, havia na E.coli outra endonuclease capaz de
identificar e remover a timina glicol da fita de DNA. Esta DNA-glicosilase foi denominada de
endonuclease VIII, que exibe uma redundancia funcional em relagdo a endonuclease IlI.
Logo, a cepa mutante para a endonuclease Il ndo seria sensibilizada pelo dano oxidativo,
uma vez que a sua perda era compensada pela endonuclease VIII [Nickoloff e Hoekstra,
1998].

A via BER foi bem caracterizada para procariontes e 0s genes que codificam as DNA-
glicosilases ja foram clonados, além das cepas mutantes ja terem sido caracterizadas por
inducdo de morte por determinados agentes que danificam o DNA [Harrison e Malyarchucuk,
2002]. As enzimas do BER relacionadas ao reparo de danos oxidativos foram conservadas
evolutivamente no seu formato basico das bactérias aos humanos [Jiang et al., 1997; Blasdell
et al., 2001]. Portanto, essas caracteristicas fazem com que as cepas de E. coli sejam um bom

modelo experimental para interpretacdo de efeitos induzidos por lesdes oxidativas.

Carcinogénese

A carcinogenese se d& por alteracbes no DNA como resposta a acdo de diversos
agentes fisicos, quimicos e bioldgicos [Bertram, 2000].

Apenas uma pequena fragdo do indice de cancer esté associado com a hereditariedade,
a maioria das formas de cancer sdo causadas por fatores ambientais que sdo capazes de
promover alteracBes genéticas e epigeneticas. O papel dos fatores ambientais na
carcinogénese foi demonstrado por dados epidemioldgicos e estudos experimentais com

cobaias. A acumulacdo de alteracbes geneticas decorridas da exposicdo a agentes
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carcinogénicos durante a vida pode resultar em malignidade se a apoptose € inibida e o
sistema imune ndo consegue eliminar as células transformadas [Dincer e Sezgin, 2014].

Tem sido determinado que a resposta & radiacdo ionizante a nivel celular ocorre via
coordenacao do controle dos pontos de verificacdo do ciclo celular, inducdo de reparo do
DNA e apoptose [Franco et al., 2009] e que seria mais pertinente o evento inicial da
carcinogénese da radiacdo estar relacionado a inativacdo de genes supressores de tumor, pela
perda da heterogenicidade, em vez da ativacdo de proto-oncogenes [Little, 2000]. Entretanto,
a apoptose desempenha a maior funcdo em prevenir a sobrevivéncia de células modificadas
geneticamente que pode integrar o risco de cancer.

Foi apresentado que a baixas doses de radiacdo ionizante varias centenas de genes
envolvidos no reparo cromossomal sdo modulados [Blankenbecler, 2010; Heller, 2003].
Portanto, lesdo genética formada por baixas doses de radiacdo ionizante sdo geralmente
eficientemente reparadas, mas altas doses de radiacdo ionizante geralmente desencadeia
apoptose. Logo, resumidamente, carcinogénese induzida pela radiacdo seria o resultado de
doses moderadas recorrentes e reparo do DNA incompleto ou incorreto. Por outro lado, 0s
tecidos possuem sensibilidades diferentes a radiacdo ionizante. Em geral, a sensitividade do
tecido a radiacdo ionizante é diretamente proporcional a taxa de proliferacdo celular e
inversamente proporcional ao grau de diferenciagdo. Os 6rgdos mais sensiveis em adultos sdo
o0 célon, medula 6ssea, pulmdes, estdbmago e seios [ICRP, 2007].

A literatura sugere que danos mal reparados ao DNA, particularmente danos que
geraram a quebras de fita dupla (DSB) no DNA, podem causar transformacdo celular,
incluindo carcinogénese [Friedberg, 2006]. Isso ndo quer dizer que uma Unica célula
transformada ird desenvolver cancer, mas também n&do havera a ocorréncia de cancer sem
células transformadas ou instaveis. Portanto, investigar o destino da DSB ou de qualquer dano
ao DNA que pode levar a formacao de DSB é critico. O sistema de resposta ao dano no DNA
é um sistema de defesa intracelular, em termos gerais, consistindo de numerosas proteinas
funcionando como sensores, mediadores, transdutores e efetores, que s@o capazes de reparar 0
dano ou induzir a morte celular pela morte mitética, senescéncia ou apoptose [Sokolov e
Neumann, 2016].



38

1. OBJETIVO

1.1 Objetivo geral

Determinar a eficiéncia biologica relativa (RBE) do feixe de raios X de 28 kVp em
relacdo ao feixe de raios X de 150 kVp.

1.2 Objetivos especificos

Calcular a RBE mediante os dados obtidos pelas curvas de sobrevivéncia dos modelos
experimentais bacteriano (cepas AB1157 e JWO0704-1) e cultura de células mamaria nédo
tumorais (MCF-10A).

Avaliagdo morfoldgica bacteriana, eletroforese em DNA plasmidial e ensaio cometa
foram realizados nos modelos experimentais bacteriano (cepas AB1157 e JWO0704-1), em
DNA plasmidial (pUC19) e nas culturas de células mamarias (MCF-10A), respectivamente.
Estes ensaios foram realizados com o intuito de abranger a interpretacdo do efeito biol6gico
radioinduzido pelos feixes de raios X diagnosticos e aumentar o contingente de informacdes
na avaliacdo dos efeitos bioldgicos por ambos os feixes utilizados durante o estudo.

Apesar das curvas de sobrevivéncia obterem dados suficientes para realizacao do
calculo da RBE, os demais ensaios realizados permitiram uma avaliacdo mais aprofundada e
detalhada dos fatores que podem ter ocorrido e desenvolvido o resultado obtido nas curvas de

sobrevivéncia, favorecendo o desenvolvimento do estudo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Dosimetria da irradiacdo das culturas bacterianas

A dosimetria dos tubos de raios X utilizados na exposi¢édo dos modelos experimentais
aos feixes de raios X diagnosticos de qualidade distinta foi realizada através da determinacgéo
da camada semi-redutora (HVL). A HVL foi determinada experimentalmente por um arranjo
composto por:

a) o tubo de raios X;

b) detector de radiacéo;

c) filtros de aluminio com espessuras graduadas;

d) cémara dedal,

e) eletrometro.

A leitura do kerma no ar foi realizada por uma camara dedal da PTW (Freiburg/ALE),
n° de série 1601, e um electrometro EL-028, também da PTW, realizando medicGes de 30 em
30 s, com polarizagdo HV de 300 V, medidas em nC.

Inicialmente, foi realizado uma medida da intensidade do feixe de raios X sem 0 uso
de filtros, entre o tubo de raios X e o detector de radiacdo. Apos essa medida padrdo, novas
medidas foram sendo realizadas, porém, com acréscimos graduais de filtracdo. A espessura da
filtracdo que reduziu a intensidade do raios X a metade, de seu valor inicial, determinou a
HVL. Mediante o dado da HVL foram realizados os calculos para determinar os parametros
necessarios para adequar os feixes de raios X, o mais proximo possivel, as qualidades
desejadas, dentro das limitacGes apresentadas pelos equipamentos.

A irradiacdo das amostras bacterianas foram realizadas em dois equipamentos
distintos, um para cada qualidade e tenséo de feixe radioagrafico. O feixe de mamografia,
como descrito no item sobre mamografia, possui um feixe de baixa tensdo (25-30 kVp) e
elevada mAs (=600 mAs). Conforme a portaria 453, os equipamentos de mamografia também
deve possuir, no minimo, uma filtracéo total de 2,5 mm Al ou 0,03 mm de Molibdénio (Mo) e
janela de Berilio (Be).

O tubo de raios X utilizado para se obter um feixe com qualidade similar ao de
mamografia foi mediante a utilizag&o do tubo de raios X utilizado pelo setor de metrologia do
Laboratorio de Ciéncias Radioldgicas (LCR-UERJ), que consistia no tubo Side Window X-

ray (Phillips Healthcare), com anodo de molibdénio (Mo), utilizou-se uma filtragéo total de
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0,03 mm Mo + 0,03 mm Be. HVL de 0,33 mm Al e distancia foco-superficie de 18 cm. As
suspensOes bacterianas foram irradiadas por um feixe horizontal com angulacio de 20° e taxa
de kerma no ar de 2,30 cGy/s.

A radioterapia superficial ¢ uma modalidade radioterapica, realizada através de raios-
X de baixa e média energia (50 a 150 kVp e 10-20 mA), com intuito de tratar lesdes malignas
e benignas superficiais com excelente reprodutibilidade e precisdo. O feixe de raios X de
referéncia (150 kVp) foi adequado pelo tubo de raios X proveniente do equipamento de
pesquisa bioldgica da Rad Source Technologies, modelo RS-2000 (USA), que possui as
caracteristicas de um tubo utilizado na radioterapia superficial. O irradiador da Rad Source
Technologies foi configurado em modo manual (150 kV e 25 mA) para irradiar os modelos
experimentais bacterianos ao feixe de referéncia. O anodo do irradiador é de tungsténio (W) e
a filtracdo total utilizada foi de 0.8 mm Be (equipamento) + 3,5 mm de Al. Camada
semiredutora (HVL) igual a 5,38 mm Al e distancia foco-superficie (até microtubo que
contém a suspenséo bacteriana) de 14 cm. As suspensdes foram irradiadas mediante um feixe
vertical com angulo de 30° e a taxa de kerma no ar medida foi de 16,06 cGy/s.

Os microtubos com a suspensado bacteriana ficaram fixos em fita adesiva, para ficarem
suspensas, e assim evitar a interferéncia do espalhamento da radiacéo pela superficie a qual o
microtubo ficaria apoiado, como demonstrado na figura 6. As doses a qual as bactérias foram
expostas, por ambos os feixes de raios X, foram de 1, 5, 20, 45, 60 e 85 Gy. Os tempos de
exposicao das doses foram calculadas pela férmula do inverso do quadrado da distancia [Pires
etal., 2011].
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Figura 6 - Irradiacdo das cepas bacterianas (AB1157 e JW0704-1) aos feixes que simulavam
os feixes radiograficos

Legenda: (A)mamografia e (B)convencional.

2.2 Cepas de Escherichia coli

As cepas de E. coli utilizadas foram a AB1157 (tipo selvagem) e JW0704-1 (deficiente
em endonuclease VIII) provenientes do Recursos Genéticos na Universidade de Yale
(CGSC), Coli Genética Stock Center (New Haven, Connecticut/USA). O modelo bacteriano
foi escolhido pela sua facilidade de custo e manuseio, quase destituidas de risco patogénico,
relativamente conhecidas sob o ponto de vista genético, além de ser um organismo menos
complexo (do que as células eucarioticas), o que poderia possibilitar uma interpretacdo mais

simples dos efeitos gerados pela exposicéo aos feixes radiogréficos.

2.2.1 Sobrevivéncia bacteriana

Aliquota (100 pL) do estoque em glicerol (armazenado a -20 °C) foi colocado em
erlenmeyer estéril contendo 5 mL de meio Mueller-Hinton (37g Nutrient Broth, em 1 L de

agua destilada) estéril e mantido a 37 °C, sob agitacdo, por um periodo de 15 a 18 horas
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(cultura over night). Desta cultura, serd obtida a cultura para os experimentos (na fase
exponencial de crescimento).

A cultura em fase de crescimento exponencial sera adquirida pela transferéncia de
200 mL da fase adaptativa para um elenmeyer contendo 20 mL de meio Mueller-Hinton. Essa
nova cultura sera mantida a 37 °C até que a fase exponencial de crescimento da cultura seja
atingida (em torno de 2 horas, dependendo da cepa bacteriana).

Em seguida, a cultura serd centrifugada (700x g, 15 min), lavadas duas vezes em
solucdo salina (NaCl a 0,9%) e novamente suspensas em solucdo salina. Em seguida,
aliquotas de suspensdo bacterina (100uL, n=6, para cada dose) foram expostas a radiacao
ionizante, a temperatura ambiente. As aliquotas que ndo foram expostas a radiacdao, foram
usadas como controle.

Ap6s o tratamento, as aliquotas foram diluidas em solucdo salina (titulagdo 10°) e
espalhadas em placas de Petri estéril, contendo meio &gar rico e solidificado (37 g Nutrient
Broth+ 37g Agar Agar, em 1 L de 4gua destilada) também estéril. As col6nias formadas apds
a incubacdo, overnight a 37°C, foram contadas e as fracbes de sobrevivéncia calculadas
[Fonseca et al., 2010]. As experiéncias foram realizadas em triplicata e os resultados

representados pela média de trés ensaios independentes.

2.2.2 Avaliacdo morfoldgica bacteriana

Para a avaliacdo morfolégica o procedimento de irradiacdo das cepas selvagem
(AB1157) e deficiente em endonuclease VIII (JW0704-1) foi realizado sob o mesmo
protocolo de irradiacdo aqual foram submetidas as aliquotas da sobrevivéncia bacteriana.

ApoOs a irradiacdo das suspensdes bacterianas aliquotas (10pL), sem diluicdo, foram
espalhadas em laminas de microscopia, fixadas e coradas pelo método de Gram [Cappuccino
e Sherman, 1999]. Apds as laminas serem coradas, as células foram visualizadas por
microscopia de luz (Axion Scop A.1, Hal 100, Zeiss). Micrografias de diferentes campos da
lamina foram capturados (Sony 12M video a cores, utilizando o software Axiovision), com
aumento de 100 vezes (objetiva A-plan 100x/1,25; condensador 0.90) e lampada haldgena de
100W (80% de iluminacdo méxima). O minimo de 300 células foram analisadas, pelo
software Imagen Proplus 6.0 (versdo para Windows XP) previamente padronizado nas
condigdes de 1um sendo correspondente a 0,099 pixels. As varidveis avaliadas foram area,

perimetro e porcentagem de crescimento, para cada dose.
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2.3 Eletroforese em DNA plasmidial

A eletroforese é uma técnica laboratorial simples que utiliza a corrente elétrica para
promover a separacdo de moléculas carregadas, como proteinas e acidos nucléicos. A
migracdo das particulas ocorre por diferenca de carga elétrica e por peso molecular, de forma
que moléculas menores migram mais rapidamente que as maiores. Com o proposito de avaliar
a capacidade de inducdo de quebras simples e duplas na fita do DNA, mediante a exposicao
aos feixes de raios X de 28 e 150 kVp, e a acdo da endonuclease VIII sob as lesGes
radioinduzidas, foi realizado o ensaio de eletroforese em DNA plasmidial. Para isso, aliquotas
do plasmideo pUC19 foram expostas as mesmas doses, metodologia de irradiagéo e feixes de
raios X utilizadas nas cepas bacterianas nos ensaios de sobrevivéncia e avaliagdo morfolégica.

Para poupar os tubos de raios X, o dobro do volume do DNA plasmidial foi exposto a
radiacdo, para cada dose determinada (200ng, aproximadamente). Imediatamente apds a
exposicao a irradiacdo, metade do volume irradiado recebeu o tamp&o da enzima e a enzima
endonuclease VIII, sendo em seguida incubadas por 30 minutos, a 37°C. A outra metade foi
sendo preparada para a eletroforese. Para controle positivo, referente a forma linear do
plasmideo, o plasmideo pUC19 foi linearizado pela acdo da enzima de restricio Bam H1,
utilizada como recomendado pelo fabricante. Em seguida, cada amostra recebeu o tampéo de
carregamento da eletroforese (0,25% de xileno-cianol, 0,25% de azul de bromofenol e glicerol
a 25% de agua). Apos a aplicacdo do tampdo de carregamento, as amostras foram aplicadas
em gel de agarose de 0,8%. O gel correu em uma camara de eletroforese horizontal em
tampdo Tris-EDTA-acetato (40mM Tris, 20mM &cido acético, ImM EDTA, pH 8,0, 7V/cm).
Os géis foram corados com brometo de etidio (0,5 ug/mL), e as formas dos plasmideo foram
visualizadas sob a fluorescéncia utilizando um sistema de trans-luminagdo ultravioleta. O
ensaio foi repetido pelo menos trés vezes. Os géis foram digitalizados e as formas dos
plasmideos foram quantificadas utilizando o programa de computador Imagem J para
Windows [Fonseca et al., 2010].

2.4 Dosimetria da irradiacdo da cultura de células mamaria ndo tumorais (MCF10A)

Para realizar a irradiagdo das culturas de células mamarias ndo tumorais (MCF10A)
foi necessario realizar uma nova dosimetria do equipamento Rad Source Technologies, pois a

metodologia de exposicdo seria totalmente distinta da utilizada para a suspensdo bacteriana.
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Uma vez que o tubo de raios X de 28 kVp utilizada para a exposi¢éo a radiacdo ionizante das
culturas bacterianas foi desativado, o irradiador da Rad Source foi utilizado para realizar a
exposicdo de ambos os feixes de raios X (28 e 150 kVp), ilutrado na figura 7.

A linhagem celular utilizada foi a MCF-10A, que foi gentilmente cedida pela
professora Claudia Vitéria de Moura Gallo, professora adjunta do Departamento de
Bioquimica do IBRAG, UERJ. A linhagem MCF10A (ATCC CRL-10317™) é uma cultura
de ceélulas epiteliais humana aderentes ndo tumorogénicas, imortalizadas. Foram cultivadas
em DMEM suplementado com 10% de soro fetal de cavalo, penincilina (100U/mL),
streptominica (100ug/mL), EGF (200ug/mL), hidrocortisona (5ug/mL) e insulina (5 pg/mL).
As células foram mantidas a 37 °C em estufa com atmosfera de 5% de CO2 para crescimento
até o momento da exposicdo aos feixes de raios X, e periodo de incubacdo necessario apos a

irradiacdo. Os experimentos foram realizados em monocamada, com 70-80% de confluéncia.

Figura 7 - llustracéo da irradiacdo da garrafa (frasco) de 25 cm? de cultura de células
mamarias aderidas ao substrato da mesma

.
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Frasco de cultura

A dosimetria dos feixes de raios X foi realizada através da determinacdo da camada
semi-redutora (HVL). A dosimetria do feixe de 150 kVp foi através da cAmara de ionizacéo
do tipo dedal (PTW, TM30010), n° de série 0350, e coeficiente de calibracdo 4,779x10" Gy/C.
Os parametros de leitura foram realizadas a 150 kV, 10mA e 180s (cada exposicdo), todas
realizadas na quinta prateleira do equipamento (com campos de 6-7/16”-16,4 cm, distancia

fonte-prateleira 9-1/8”-23,2 cm, e fator esperado ~385cGy/min) com filtragdo de 0,3 mm Cu
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+ 2,5 mm Al. Foram realizadas no minimo 5 leituras. O HVL determinado foi de 0,69 mm de
Cu.

Ja para a dosimetria do feixe de raios X de 28 kVp foi através da cdmara de ionizacao
de placas paralelas (padrdo mamografia radical, 10XM), n® NRCW 28, e coeficiente de
calibracéo 4,822x10° mGy/nC. Os parametros de leitura foram 28 kV, 2mA e 180s, na quinta
prateleira do equipamento, com filtragdo de 0,45 mm Al. O HVL determinado foi de 0,372
mm Al.

Logo, os parametros utilizados na irradiacdo com feixe de raios X de 150 kVp
ocorreram mediante a filtracdo de 0,3 mm Cu + 2,5 mm Al. A energia foi de 150 kV e 2,1
mA. As exposicdes foram realizadas na 4?2 prateleira do equipamento, as doses utilizadas
foram 0 (controle); 0,01; 0,1; 2 e 6Gy, com a taxa de dose igual a 3,4 mGyy/s.

A irradiacdo das amostras de células mamarias foram realizadas em garrafas (frasco)
de cultura celular estéreis de 25 cm?, com as células aderidas ao substrato e com confluéncia
de aproximadamente 80%. Antes das garrafas serem expostas ao feixe, foi retirado o meio
DMEN e adicionado 9 mL de PBS estéril.

As diferencas em relacdo a irradiacdo com feixe de raios X de 28 kVp foram o0s
parametros de energia (28 kVp), miliamperagem (4 mA), distancia (52 prateleira), filtracdo
(0,45 mm Al) e taxa de dose (3,5 mGy/s). As doses utilizadas também foram 0 (controle);
0,01; 0,1; 2 e 6Gy.

N&do foi possivel utilizar uma miliamparegem muito elevada no feixe de 28 kVp,
devido a baixa energia utilizada no protocolo de irradiacdo. Essa iniciativa foi determinada
como essencial para preservacdo do irradiador. As irradiacGes provenientes do feixe de 28
kVp foram realizadas na 5 prateleira do equipamento com o intuito de aproximar 0 maximo
possivel a taxa de dose entre os feixes de raios X (28 e 150 kVp), na tentativa de a taxa de

dose ndo ser uma variavel no estudo.

2.4.1 Ensaio clonogénico

Experimentos in vitro mostram que as células humanas podem se recuperar de danos
provocados pela radiacdo. Se a dose de radiacdo ndo for suficiente para matar a célula antes
da sua proxima divisdo (morte na interfase), entdo, ap6s um periodo de tempo suficiente, a
célula pode se recuperar do dano subletal da radiacdo do qual ela foi vitima e retomar a sua

proliferacdo [Franken et al., 2006]. Baseado nessa teoria, 0S experimentos de ensaio



46

clonogénico foram realizados, no intuito de avaliar a capacidade recuperagdo da linhagem
celular MCF-10A aos feixes de qualidade radiodiagnostica e se estes seriam capazes de
interferir em sua capacidade de proliferacdo, apds determinado periodo de tempo (9-12 dias).

Entretanto, a tripsinizacdo das células ndo foram realizadas logo apos a exposicdo a
radiagdo, como proposto pelo protocolo convencional. Optamos por realizar a tripsinizacéo
das células apenas 24h ap0s a exposi¢do a radiacdo, com o proposito de permitir um periodo
de reparo de danos potencialmente letais induzidas nas células, decorrentes da irradiacéo,
antes de as submeter a mais um agente nocivo (tripsina), ja que a recuperacdo intracelular se
deve a mecanismos de reparo inerente a bioguimica da célula. Logo, a fracdo de
sobrevivéncia das culturas de células mamarias montadas 24h ap06s irradiagdo costumam ser
maiores do gque nos ensaios montados imediatamente apo6s irradiacao.

No nivel de organismo como um todo, a recuperacdo do dano da radiacdo € obtida pela
repopulagdo realizada pelas células sobreviventes. Logo, se uma quantidade de ceélulas
normais sdo aderidas em um poco (placa) e incubada por um periodo de tempo, as células
sobreviventes ao tratamento irdo se dividir muitas vezes e produzirdo uma colonia visivel,
consistindo de muitas células. Ou seja, essas células foram capazes de realizar o processo de
clonagem celular. Colbnias visiveis que apresentaram acima de 50 células, foram
consideradas detentoras da capacidade de proliferacdo e foram consideradas para o calculo de
sobrevivéncia, sendo assim possivel comparar o efeito dos feixes convencional e mamografia
sobre a cultura celular.

A partir do momento que as garrafas de 25 cm? atingiam a confluéncia adequada
(= 80%), estas foram submetidas a irradiacdo. Antes de realizar a irradiacdo, 0 meio DMEN
foi retirado. Apds a retirada do meio DMEN, foi adicionado 9mL de PBS 1X autoclavado (60
mMNaCl; 0,2 mMKCI; 0,1 mM Na;HPOy; 0,1 mM KH,POy, pH 7,4). Apoés a irradiacéo, o
PBS era retirado e adicionado 2 mL de DMEN novo. As garrafas retornavam a estufa (5%
CO,, 37°C e em torno de 80% de umidade) até completar 24h da exposicao a radiacao.

No dia seguinte, 0 meio DMEN era retirado, as garrafas eram lavadas com 5 mL de
PBS autoclavado e adicionava-se 0,5 a 1 mL de tripsina, deixando a tripsina agir por volta de
8 min, na estufa. A tripsina era inativada com 1 mL de meio DMEN e todo o volume da
suspensdo celular da garrafa era passada para um tubo falcon de 15 mL estéril. Os tubos
foram centrifugados a temperatura ambiente (a 1500 rpm, por 5 min). O sobrenadante era
descartado, com cuidado para ndo descartar parte do pelet formado na centrifugacdo. A
seguir, o pelet é ressuspendido em 5 mL do meio DMEN e uma pequena aliquota da amostra

(10 pL) é utilizada para realizar a contagem celular.
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Em um microtubo com 90 pL de azul de tripan € adicionado a aliquota da resuspenséo
celular. Posteriormente, 2 aliquotas de 10uL sdo utilizadas para ser distribuida em cada
compartimento da camara de Neubauer. A contagem das celulas é feita em microscopio
(objetiva 10x). As células coradas pelo azul de tripan ndo sdo consideradas na contagem,
porque sdo células consideradas avariadas/mortas. A contagem dos quatro quadrantes, de cada
compartimento, da cdmara de Neubauer € realizada e a média € calculada.

O célculo do namero de células foi realizado da seguinte maneira:

a) média (valor adiquirido da contagem na camara de Neubauer) x 10* x 10 (pois
a aliquota proveniente do falcon foi diluida por 10x);

b) resultado da média, valor calculado x 10° cél/mL. Levando em consideragdo
de que cada garrafa possui em torno de 5.000 cél/cm? uma garrafa com 25 cm?, tera
em torno de 125.000 cél/cm?, que pode ser representado por 1,25 x 10° cél/cm?.

Logo, a regra de trés para se determinar o volume desejado para adquirir o nimero de
células adequado foi:

1mL ----- média x 10° cél/mL
X - 0,1 mL ou 100pL

Depois era realizada dilui¢do seriada (ou de titulacdo) a partir da solucdo de contagem.
O procedimento de titulacdo foi realizado para aumentar o volume de suspensdao em relacao
ao namero de células, diluir aproporc¢édo de células por mL. Facilitando, dessa forma, alcancar
0 numero de células desejado para a experimentacdo, que era de apenas 100 células. Esse
procedimento também reduzia a chance de erro de pipetacdo, pois de outra forma o volume
seria muito pequeno. Cada microtubo da diluicdo continha 900 pL de meio DMEN e 100uL
da supenséo celular que era adicionada, até alcancar a 10°.

Apols a determinacdo do volume que seria utilizado, as placas de pogos eram
montadas. Cada pog¢o continha 3mL meio DMEN + o volume determinado para 100 células.
Em seguida a montagem da placa, ela era tampada e incubada na estufa por 9-12 dias. Ap6s o
periodo de incubagdo, as placas eram fixadas e coradas (cristal violeta).

As colonias foram contadas (a olho nu) e apenas colonias com mais de 50 celulas
foram consideradas na contagem. Sucessivamente, as fracfes de eficiéncia e sobrevivéncia
foram calculadas e plotadas em grafico (média + erro padrdo). Figura 8 apresenta um dos

resultados obtivos com o feixe de qualidade convencional.
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Figura 8 - llustracdo de resultado obtido do ensaio clonogénico nas placas de 6 pocos das
doses 0; 0,01; 0,1 e 2 Gy dos feixes com qualidade convencional e mamografia

o
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2.4.2 Ensaio cometa

Seguindo 0 mesmo proposito mencionado no topico do ensaio clonogénico, este
ensaio experimental foi realizado, porém com periodo de tempo muito menor. A qual a
principal caracteristica a ser analisada é a quantificacdo de lesdes radioinduzidas poucas horas
apos a irradiagdo e sua capacidade de recuperacdo em relagdo as doses administradas por
ambos os feixes. Os periodos de tempo para analise foram de 30 min e 24h apds o tratamento.

As garrafas de cultura referentes a este ensaio foram submetidas a irradiagdo sob o
mesmo protocolo do ensaio clonogénico, porém, neste ensaio ndo foi utilizado a dose de 6
Gy, apenas controle (sem exposi¢do a radiagdo), 0,01; 0,1 e 2 Gy. Apo6s o periodo de
incubacdo, as células foram tripsinizadas e ressuspendidas em 10 pL de PBS 1X (60
mMNaCl; 0,2 mMKCI; 0,1 mM NaHPO4 0,1 mM KHPO, pH 7,4) e misturada
delicadamente a 120uL de agarose (0,5% low melting point-LMP, em PBS 1X, 37°C).

Em seguida, essa mistura era imediatamente aplicada sobre uma lamina coberta com

uma fina camada de agarose normal 1,5%. Colocou-se uma laminula para auxiliar na
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distribuicdo da mistura e esperou-se solidificagdo da agarose. Apds esse periodo, a laminula
foi removida, e as laminas acondicionadas em um recipiente contendo solucéo de lise gelada
(2,5 M NaCl; 10 mM Tris; 100 mM EDTA,; 10% DMSO; 1% lauril sarcosinato de sddio; 1%
triton X-100; pH 10) overnight, a 4°C.

Em seguida, as laminas foram retiradas da solucéo de lise e colocadas horizontalmente
sobre a cuba de eletroforese proximo ao anodo. As laminas foram cobertas com tampdao
alcalino (0,3 MNaOH; 1 mM EDTA; pH 13) por 20 minutos antes da eletroforese. A
eletroforese transcorreu por 20 minutos sob 25V e 300mA. Apos a eletroforese, 0 DNA foi
corado por prata de acordo com Nadin e colaboradores (2001).

Um total de 100 células foram analisadas por lamina e classificadas visualmente
através de microscopia, de acordo com a intensidade da cauda dentro de cinco categorias (0,
1, 2, 3 e 4), onde a classe zero corresponde ao DNA néo danificado, a classe 4 corresponde ao
altamente danificado e as classes 1 pouco dano, 2 e 3 muito dano. Para quantificar as lesGes
produzidas (determinada através de unidades arbitrérias), deve-se multiplicar o nimero de
células encontrado em cada classe pelo nimero da classe da lesdo correspondente. Portanto, o
somatorio das classes dos 100 cometas pode variar de 0 (ndo lesado) a 400 (todos lesados ao

maximo). Todos os experimentos foram feitos em duplicata e repetidos pelo menos trés vezes.

2.5 Calculo da eficacia biologica relativa (RBE)

Através do uso de modelos experimentais, como 0s realizados nos ensaios de
sobrevivéncia celular, é possivel determinar os efeitos letais da radiacdo. Uma extensao
matematica da teoria do alvo resulta em dois modelos de sobrevivéncia celular (alvo
unico/colisdo unica e alvo mdaltiplo/colisdo Unica), porém nenhum deles se enquadraram nos
resultados obtidos pela experimentacdo realizada nos ensaios de sobrevivéncia bacteriana ou
celular maméria (MCF-10A). Logo, atraves do uso do software Origin calculou-se a fungéo
que melhor se ajustava aos pontos encontrados experimentalmente em ambas as curvas de
sobrevivéncia (bacteriana e MCF-10A).

Para isso, as curvas adquiridas experimentalmente foram plotadas no Origin e através
da construcdo dos gréficos foi determinado o melhor modelo de funcdo que se adequava a

distribuicdo dos dados. O modelo de funcéo que melhor se adaptou foi:

y=exp(a+b*x+c*x"2) 3)
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Onde, a, b e ¢ sdo as constantes da equacéo calculadas pelo Origin.

O modelo de fungdo adotado é um modelo de funcdo aproximado ao modelo linear-
quadratico. Porém, no modelo linear-quadratico convencional a constante a seria nula, o que
ndo ocorre neste estudo. Cada constante é diferente para cada curva de sobrevivéncia. Ja que
foram determinadas pelos dados experimentais de cada uma das trés curvas. As constantes

estéo relacionadas nos quadros a seguir:

Constantes da equacado referente ao modelo experimental bacteriano AB1157 (selvagem)

N Qualidade do feixe radiografico
Constantes da equacao - -
Convencional Mamografia
a -0,01475 0,01959
b -0,00348 -0,00929
c -1,70E-06 5,01E-05

Constantes da equacao referente ao modelo experimental bacteriano JW0704-1 (deficiente)

« Qualidade do feixe radiografico
Constantes da equagéo . .
Convencional Mamografia
a 0,0287 0,02371
b 0,00404 -0,00274
C -6,61E-05 -6,15E-05

Constantes da equacdo referente ao modelo experimental celular mamario (MCF-10A)

« Qualidade do feixe radiografico
Constantes da equacao - e
Convencional Mamografia
a 0,18367 0,1111
b -0,16873 -0,00578
C -0,03853 -0,0701

Apds a determinacdo das constantes, foi calculado, em planilha do Excel, a eficiéncia
bioldgica relativa (RBE), utilizando a equacdo e coeficientes relacionados anteriormente.
Mediante os célculos desta planilha foram estabelecidas as doses necessarias para se alcancar
determinada sobrevivéncia e, consequentemente, a realizacdo do calculo da RBE do feixe de

qualidade mamografica em relagdo ao feixe convencional.

2.6 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados pela média e erro padrdo da média (média = SEM) das
fracOes de sobrevivéncia (bacteriana e celular mamaéria), porcentagem da forma plasmidial do

ensaio da acdo in vitro da enzima endonuclease VIII no plasmideo pUC19, dos parametros
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area, perimetro e percentagem de crescimento da avaliagdo morfoldgica bacteriana e ensaio
cometa.

Todas as amostras passaram pelo teste Kolmogorov-Smirnov para verificar a
normalidade dos dados. Os Unicos dados que passaram pelo teste foram os obtidos pela acéo
da enzima endonuclease VIII no plasmideo pUC19 e os obtidos pelo ensaio clonogénico.
Logo, estes dados foram submetidos aos testes de varianga ANOVA (one tail) seguido do
teste de multipla comparacéo de Bonferroni.

Os dados que ndo passaram no teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) foram
submetidos ao teste de varianca Kruskal-Wallis seguido do teste de multipla comparagédo de
Dunn’s. J& os dados obtidos pelo ensaio cometa, que foram inferior a um n=5, imposto para
realizar o teste de normalidade, foi realizado o teste t, entre 0 grupo controle (sem exposi¢éo a
radiacdo) e tratado. O software InStat GraphPad foi utilizado para realizar as analises
estatisticas (GraphPad InStat para Windows XP, Software GraphPad, San Diego, Califérnia /
EUA).
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3. RESULTADOS

3.1 Sobrevivéncia bacteriana
O resultado obtido da andlise da sobrevivéncia bacteriana das cepas AB1157
(selvagem) e JWO0704-1 (deficiente em endonuclease VI1II) expostas a ambos os feixes de

raios X, convencional e mamografia, esté ilustrado na figura 9.

Gréfico 1 - Gréafico da média + erro padrdo da sobrevivéncia
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Legenda: (A) cepas selvagem e (B) deficiente em endonuclease VIII aos feixes de raio X de 28 e 150 kVp. N&o houve
diferenca significativa entre as fracdes de sobrevivéncias da cepa bacteriana expostas aos diferentes feixes.
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Ao observar os graficos acima, nota-se uma pequena diferenca na fracdo de
sobrevivéncia da mesma cepa bacteriana exposta aos feixes de raios X de 150 e 28 kVp,
sendo o feixe de 28 kVp mais efetivo em induzir um nimero maior de lesdes letais
(mortalidade) do que o feixe de 150 kVp, em ambas as cepas (AB1157 e JW0704-1). Nao
houve diferenca significativa entre as fracdes de sobrevivéncia da mesma cepa expostas a
mesma dose entre os feixes de raios X de qualidades distintas.

Quando comparamos 0 comportamento das curvas de sobrevivéncia obtidas entre as
cepas bacterianas (AB1157 e JWO0704-1), nota-se que na cepa deficiente em endonuclease
VIII (JW0704-1) a acdo deletéria da exposicdo ao feixe de 28 kVp é mais intensa do que na
cepa selvagem (AB1157). Lembrando que era essa a intencdo quando selecionamos uma cepa
deficiente em lesGes oxidativas, ou seja, intensificar o efeito da exposicdo a radiacao
ionizante, uma vez que cepas bacterianas s&o0 muito radioresistentes. Entretanto, a

intensificacdo do efeito ocorreu apenas no feixe de estudo (28 kVp) e ndo em ambos os feixes.

3.2 Avaliacdo morfologica bacteriana

A morte decorrente da exposicdo a radiacdo ionizante pode occorer por VAarios
mecanismos, desde a inativacdo de sistemas vitais para a célula até sua incapacidade de
reproducdo. Porém, as células bacterianas possuem uma via de translesdo ao dano, que
proporcionam a replicacdo do DNA, mesmo que nem todas as lesdes tenham sido reparadas.
Desta forma, a finalidada avaliacdo morfoldgica bacteriana foi verificar se a baixa taxa de
mortalidade obtida pelas curvas de sobrevivéncia poderiam ser decorrentes desta via de
translesdo, que possibilitaria a sobrevivéncia celular, apesar de todas as lesdes induzidas ao
DNA da bactéria, pela exposi¢do aos raios X, ndo terem sido devidamente reparados. Para
realizar a avaliacdo foram escolhidos os parametros area, perimetro e porcentagem do
aumento da area (em relacdo ao triplo da media do controle). Os dados coletados estdo

descritos nas tabelas I e 11.
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Tabela 1 - Andlise morfoldgica da cepa AB1157 (selvagem) exposta aos feixes de raios X de

150 e 28 kVp
Kerma (Gy) Area (um?) Perimetro (um) Porcentagem (%)
150/ 28 kVp 150/ 28 kVp 150/ 28 kVp
0 1.8+0.03*/ 1.8+0.03* 5.94+0.07*/5.9+0.07* 0.5/0.5
1 1.2+0.02*/ 1.3+£0.02* 4.1+0.05*/ 4.2+0.05* 0.0/0.2
5 1.1+0.02*/ 2.2+0.03* 3.84+0.04*/ 6.5+0.09* 0.0/ 4.3
20 1.4+0.03*/ 2.2+0.03* 4.4+0.07*/ 6.4+0.07* 0.6/1.9
45 1.4+0.03*/ 1.3+0.02* 4.3+0.07*/ 4.2+0.05* 0.3/0.0
60 1.3+0.02*/ 1.3+0.02* 4.1+0.04*/ 4.2+0.05* 0.0/ 0.0
85 1.5+0.03*/ 1.2+0.02* 4.5+0.06*/ 4.1+0.05* 0.9/0.0

Os dados estdo apresentados pela média + erro padrdo da média *p< 0.01 comparado ao controle.

Tabela 2 - Analise morfoldgica da cepa JW0704-1 (deficiente em endonuclease VIII) exposta
aos feixes de raios X de 150 e 28 kVp

Kerma (Gy) Area (um?) Perimetro (um) Porcentagem (%)
150/ 28 kVp. 150/ 28 kVp 150/ 28 kVp
0 1.8+0.03/ 1.8+0.03 5.6+0.08/ 5.6+0.08 2.71 2.7
1 1.8+£0.04/ 1.7+0.03 5.740.10/ 5.4+0.09 1.4/0.7
5 1.8+0.04/ 1.8+0.02 5.740.11/ 5.5+0.07 1.7/0.0
20 1.74+0.03/ 1.9+0.04 5.5+0.08/ 5.7+0.11 1.3/4.3
45 1.8+0.04/ 1.8+0.03 5.7+0.11/ 5.5+0.08 2.9/ 2.7
60 1.6+£0.03*/ 1.9+£0.04 5.2+0.09*/ 5.7+0.10 1.2/2.6
85 1.74+0.03/ 1.9+0.04 5.5+0.09/ 5.9+0.11 2.7/ 4.0

Os dados estdo apresentados pela média + erro padrdo da média *p< 0.01 comparado ao controle.

Quando comparamos os atributos area e perimetro das amostras tratadas em relagcéo ao

controle na cepa selvagem (AB1157) nota-se uma reducdo significativa em todas as doses

(p< 0.01). Porém, na cepa deficiente em endonuclease VIII a alteragdo dos atributos area e

perimetro ndo parecem ter sofrido muitas alteracdes, exceto a dose 60 Gy do feixe de 150 kVp

(p< 0.01), que apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle.

3.3 Eletroforese em DNA plasmidial

Mediante o resultado obtido pelo ensaio de sobrevivéncia bacteriana, foi demonstrado

que o feixe de 28 kVp foi mais prejudicial na cepa deficiente em endonuclease VIII (JW0704-

1) do que na selvagem (AB1157). Porém, a cepa deficiente em endonuclease VIII (JW0704-1)

ndo demosntrou alteracdo morfoldgica, o que ocorreu com a cepa selvagem (AB1157). Com o



55

intuito de tentar reconhecer o nivel de lesdes radioinduzidas por ambos os feixes de raios X e
a acdo da endonuclease VIII no reparo das les6es induzidas foram realizados ensaios in vitro
com DNA extracelular (plasmideo pUC19).

O plasmideo exposto a ambos os feixes de raios X, nas mesmas condi¢bes a qual
foram expostas as cepas bacterianas, uma aliquota da amostra irradiada foi tratada com
endonuclease VIII e uma outra parte ndo foi tratada com a enzima de reparo. Sendo em
seguida, juntas, submetidas a eletroforese em meio de agarose. Mediante a comparagdo da
linearizacdo do plasmidio (controle positivo) e os diferentes tratamentos a qual o plasmideo
foi submetido (radiacdo e radiacdo + enzima de reparo) foi avaliado o efeito da exposicao a
radiacdo e a acdo da endonuclease VIII, através da quantificacdo de quebras duplas por meio
da degradacdo da conformacdo original integra do plasmideo. O resultado obtido esta
demonstrado no grafico 2.

No grafico A percebe-se uma reducdo da forma super espiralada, em ambos os feixes,
a medida que se aumenta a dose administrada (Gy) na amostra de plasmideo.
Consequentemente, também h& um aumento da forma linear a medida que a dose
administrada aumenta. No grafico B, isso ndo fica tdo aparente quanto no grafico A.
Decorrente da degracdo do plasmideo a medida que a dose vai aumentando. A partir dos 45
Gy a analise do percentual das formas do plasmideo fica comprometida em decorréncia da

alta fragmentacéo do mesmo, formando um rastro no gel.

Gréfico 2 - Andlise das aliquotas de plasmideo irradiadas pelos feixes radiograficos de 150 e
28 kVp, tratadas ou ndo com endonuclease VIII
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Legenda: As identificacdoes sdo as seguintes: controle sem tratamento com endonuclease VIII (CO); controle
tratado com endonuclease VIII (COT); amostras irradiadas com o feixe de 150 kVp (C) ao lado do valor
da dose em Gray e (M) para os expostos ao feixe de 28 kVp. As aliquotas irradiadas tratadas com a
endonuclease VIII tem um T na sua nomenclatura. PL é a referéncia do plasmideo linear. [a] p < 0.05 da
forma super espiralada das amostras irradiadas e o controle, ambos sem tratamento com a endonuclease
VIII; [b] p < 0.05 da forma super espiralada das amostras irradiadas em relagdo ao controle, ambos com
tratamento da endonuclease VIII; [c] p < 0.05 da forma linear das amostras irradias em relacdo ao
controle, ambos tratados com a endonuclease VIII e [d] p < 0.05 entre as amostras irradiadas com
mesma dose e feixe porém uma tratada com a endonuclease VIII e a outra néo.

A partir dos 5 Gy, no grafico A, ja é detectada diferenca significativa entre a
porcentagem da forma super espiralada do controle em relacdo aos irradiados [a], tanto no
feixe de 150 kVp quanto no de 28 kVp, que nao foram tratados com a endonuclease VIl apds
a exposicado a radiacdo. A diferenca também ocorre na relagdo da forma super espiralada entre
o controle e as aliquotas irradiadas, ambos tratados com a enzima endonuclease VIII [b].

A comparagdo da forma linear apenas foi realizada entre o controle e as amostras
irradiadas, ambos tratados com a endonuclease V111, pois no controle sem o tratamento com a
enzima de reparo ndo ha formagéo da forma linear. A diferenca significativa da forma linear
[c] inicia na dose de 5 Gy, mas apenas ocorre no feixe de 28 kVp. A diferenca significativa da
forma linear no feixe de 150 kVp apenas ocorrera a partir dos 20 Gy. A diferenca significativa
da forma super espiralada, tratada com a enzima de reparo, ocorrerd a partir de 5 Gy, para
ambos os feixes.

Quando comparamos a propor¢do das formas super espiralada e linear do plasmideo
irradiado com a mesma dose e mesma qualidade do feixe, tendo uma aliquota de plasmideo

irradiada sido tratada com a endonuclease VIII apos a irradiacdo e a outra ndo [d], ha
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diferenca significativa da porcentagem da forma super espiralada apenas na dose de 85 Gy do
feixe de 150 kVp (linha tracejada), gréafico 2B. Entretanto, na porcentagem da forma linear
ocorre diferenca significativa desde a dose de 20 Gy do feixe de 28 kVp [d], e apenas entre as
aliquotas de 85 Gy do feixe de 150 kVp (linha cheia), graficos 2A e2B.

3.4 Ensaio clonogénico (MCF10A)

Devido o modelo experimental bacteriano possuir uma resisténcia muito grande a
radiacdo ionizante e 0s experimentos anteriores terem sido realizados com doses muito
elevadas (1 a 85 Gy), em relacdo as doses utilizadas nos exames radiogréaficos, optou-se pelo
uso de cultura de células mamaérias humanas ndo tumorogénica (MCF10A) para realizar novas
analises entre os feixes de 150 kVp e 28 kVp, agora, com exposicdes de doses dentro do
intervalo utilizados na realizacdo de exames diagnosticos por imagem. Para este ensaio
também foram incluidas doses altas (2 e 6 Gy, consideradas terapéuticas). O resultado obtido
encontra-se no grafico 3.

O gréfico 3 apresentou resultados muito similares quando comparamos o feixe de 150
kVp ao de 28 kVp. Quando analisamos estatisticamente o percentual de sobrevivéncia entre
as mesmas doses dos diferentes feixes de raios X ndo houve diferenca significativa entre os
percentuais de sobrevivéncia. Inesperadamente, os percentuais de sobrevivéncia das doses
intermediarias (0,01 e 0,1 Gy) apresentaram um aumento na sobrevivéncia quando
comparados ao controle, principalmente a dose de 0,01 Gy do feixe de 150 kVp, que
apresentou diferenca significativa [a]. A partir da dose de 2 Gy, ambos o0s feixes de raios X
apresentaram reducdo no percentual de sobrevivéncia, sendo a média do feixe de 150 kVp
igual a 73,08% e o de 28 kVp 83,92%. Na dose de 6 Gy ambos os feixes de raios X
apresentaram diferenca significativa, em relagcdo ao controle, na reducdo do percentual de

sobrevivéncia.
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Figura 9 - Fracdo de sobrevivéncia da cultura de células MCF10A expostas aos feixes

radiograficos de 150 e 28 kVp. [a] p < 0.05 irradiado em relagcdo ao
controle
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3.5 Ensaio cometa

O ensaio cometa é uma técnica de eletroforese em microgel que permite a anélise e a
visualizacdo individual do ntcleo de cada célula. E utilizada como uma ferramenta importante
para detectar danos no DNA e avaliar a cinética de reparo de células individuais expostas a
agentes genotodxicos, como a radiacdo ionizante. Os danos mais facilmente detectados no
DNA por essa técnica sdo quebras simples e duplas (SSB e DSB, respectivamente), danos
alcali-labeis, crosslinks e quebras resultantes de reparo por excisdo [Stankevicins et al., 2013],
que sdo alguns dos efeitos radioinduzidos de interesse deste estudo.

Esse ensaio foi realizado, na versdo alcalina, de acordo com o método descrito por
Tice e colaboradores (2000). Lembrando que, um total de 100 células foram analisadas por
lamina, e classificadas visualmente através de microscopia, de acordo com a intensidade da
cauda dentro de cinco categorias (0, 1, 2, 3 e 4), demonstradas na figura 8. Onde a classe zero
corresponde a0 DNA néo danificado, a classe 4 corresponde ao altamente danificado e as
classes 1 pouco dano, 2 e 3 muito dano. O resultado deste ensaio esta apresentado nas tabela

Il e IV e gréficos 4 e 5, a sequir.
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Figura 10 - Classificacdo do Cometa

Classe: 3 » Classe: 4

Legenda: Desenho esquematico da classificagdo visual dos cometas por categoria de dano. Classe 0 - célula ndo
danificada; classe 1 - célula com pouco dano; classes - 2 e 3 células com muito dano; classe 4 - célula
extremamente danificada.

Tabela 3 - Intensidade das lesdes radioinduzidas no DNA cromossomial de células da
linhagem MCF10A exposta ao feixe de radiodiagndstico de 150 kVp apds 30
min e 24h da irradiagéo

Ensaio Cometa - MCF-10A / 30 min

150kV, 2.1 mA, Filtragéo: 0,3mm Cu + 2,5mm Al taxa de dose: 3.4 mGy/s

Classes:
Dose (Gy) 0 1 2 3 4 Total de Normalizado com
dano ao o controle
DNA (U.A)
0 97.5 1.5 1.3 0 0 4.2 1.0+0.0
0,01 92.8 3.3 3.3 0.3 0.2 11.7 2.2+1.3
0,1 91.5 4.5 3.3 0.5 0.2 13.3 3.7£1.8
2 85.2 3.8 4.2 5.1 1.7 34.3 8.0£1.5

Ensaio Cometa - MCF-10A / 24 h
150kV, 2.1 mA, Filtragdo: 0,3mm Cu + 2,5mm Al, taxa de dose: 3.4 mGy/s

Classes:
Dose (Gy) 0 1 2 3 4 Total de Normalizado
dano ao com o controle
DNA (U.A)
0 95.6 3.6 0.6 0.0 0.0 5.0 1.0+0.0
0,01 95.8 2.3 1.2 0.3 0.0 5.6 1.2+0.42
0,1 95.6 3.6 0.6 0.3 0.0 6.0 1.4+0.82

2 94.0 4.0 1.2 0.5 0.3 9.16 1.7+0.24
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Tabela 4 - Intensidade das lesGes radioinduzidas no DNA cromossomial de células da
linhagem MCF10A exposta ao feixe de radiodiagndéstico de 28 kVp apds 30 min
e 24h da irradiagéo

Ensaio Cometa - MCF-10A / 30 min

28 kV, 4 mA, Filtracdo: 0,45mm Al, taxa de dose: 3.5 mGy/s

Classes:
Dose (Gy) 0 1 2 3 4 Total de Normalizado
dano ao com o controle
DNA (U.A)
0 98.4 0.8 0.5 0.4 0.0 2.9 1.0+0.0
0,01 96.6 14 1.1 1.1 0.4 8.5 2.9+1.4
0,1 89.1 5.3 3.1 1.6 0.3 17.4 5.9+2.2
2 84.5 3.0 4.5 4.9 1.5 32.6 12.2+2.8

Ensaio Cometa - MCF-10A / 24 h

28 kV, 4 mA, Filtracdo: 0,45mm Al, taxa de dose: 3.5 mGy/s

Classes:
Dose (Gy) 0 1 2 3 4 Total de Normalizado
dano ao com o controle
DNA (U.A)
0 96.7 2.0 1.0 0.3 0.0 5.0 1.0+0.0
0,01 97.0 1.3 1.7 0.0 0.0 4.7 1.1+0.1
0,1 95.7 3.3 1.0 0.0 0.0 5.3 1.4+0.8
2 94.3 4.3 0.7 0.7 0.0 7.7 1.9+0.8

Gréfico 3 - Intensidade da lesdo radioinduzida ao DNA pelos feixes de 150 e 28 kVp, 30
minutos e 24 horas apds a exposi¢do aos feixes de raios X
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Legenda: Dados representados em média + erro padrdo da média. [a] = p< 0.01, quando comparados em relacao
ao controle.



61

Quando comparamos o0s resultados obtidos pela exposicdo a radiacdo, mesma
qualidade do feixe e em ambos os periodos ap6s a exposicao (grafico 4), apenas as doses de
0,1 (p<0.05) e 2 Gy (p<0.001) apds 30 minutos de exposicdo e 2 Gy (p<0.01) apds 24 horas
de exposicdo do feixe de 150 kVp apresentaram diferenca significativa em relagcdo aos seus
respectivos controles. J& no feixe de 28 kVp, a diferenca se apresentou em todas as doses apos
30 minutos da exposicdo, mas em nenhuma apds 24 horas. Observa-se que o numero de
lesbes detectadas no feixe de 28 kVp, por dose administrada, ap6s 30 minutos de exposicao,
foi ligeiramente mais expressivo do que as obtidas pelo feixe de 150 kVp.

Na avaliacdo entre as diferentes doses administradas, mas com mesmo feixe e no
mesmo periodo de tempo apds a exposicao a radiacdo, foi detectada diferenca significativa
entre as doses 0,01 e 2 Gy [b] e 0,1 e 2 Gy [c] do feixe de 150 kVp ap6s 30 minutos de
exposicdo, como demonstrado no grafico 5. Apds o periodo de 24 horas, ndo ocorreu
diferenca significativa entre as doses do feixe de 150 kVp.

Ainda, interpretando o gréafico 5, o feixe de 28 kVp apresentou diferenca significativa
entre as doses 0,01 e 0,1 Gy [d], 0,01 e 2 Gy [e] e 0,1 e 2 Gy [f], com 30 minutos apds a
exposicao. E, assim como no feixe de 150 kVp, apds 24 horas, nenhum tratamento apresentou
diferenca significativa. Outra comparacdo realizada foi através da avaliacdo do mesmo feixe
(150 ou 28 kVp) em determinada dose (0,01 ou 0,1 ou 2 Gy), porém, com periodos de tempo
distintos apo6s a exposicdo (30 minutos e 24 horas). Neste contexto, o feixe de 150 kVp
atingiu diferenca significativa apenas na dose de 2 Gy [g], enquanto no feixe de 28 kVp houve
diferencas significativa em todas as doses administradas, 0,01 [h], 0,1 [i] e 2 Gy [K]. Por
ultimo, avaliou-se a resposta obtida de determinada dose entre os diferentes feixes (150 e 28
kVp) apos determinado periodo da exposicdo (30 minutos e 24 horas); onde apenas a dose de
2 Gy do feixe de 150 kVp com 30 minutos ap0s a exposi¢cdo [m] apresentou diferenca

significativa.
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Gréfico 4 - Analise comparativa da intensidade dos danos no DNA das células MCF10A entre
0S feixes de rai
0s X (150 kVp e 28 kVp), as doses (0, 0.01, 0.1 e 2 Gy) e os periodos de tempo
apos a exposicao (30 e 24h)
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Legenda: Onde cada par das letras (b, c, d, e, f, g, h, i, k, m) indicam uma diferenca significativa detectada no
experimento (p< 0.05). Onde, [b] 0.01 ¢ 2 Gy 150 kVp 30°; [c] 0.1 e 2 Gy 150 kVp 30’; [d] 0.01 ¢ 0.1
28 kVp 30°; [e] 0.01 e 2 Gy 28 kVp 30’; [f] 0.1 e 2 Gy 28 kVp 30’; [g] 2/30° e 2/24h (Gy/t) 150 kVp;

[h] 0.01/30° € 0.01/24h 28 kVp; [i] 0.1/30° € 0.1/24h 28 kVp; [k] 2/30° e 2/24h 28 kVp; [m]
2/150 kVp e 2/28 kVp (Gy/feixe) 30’ apds a exposi¢do. Dados representados por média + erro padrdo
da média.

3.6 Célculo RBE

Uma vez que a eficiéncia bioldgica da radiacdo depende da distribuicdo espacial da
deposicédo de energia e da densidade de ionizacgdo por unidade de comprimento do percurso da
particula/féton ionizante; a eficiéncia bioldgica relativa (RBE) é utilizada na radiobiologia
para caracterizar as diferentes eficacias bioldgicas das radiacbes. O seu célculo, como
mencionado na introducdo, € resultado da razdo das doses absorvidas de dois tipos de radiagdo
(no caso, do feixe de 28 kVp em relacdo ao feixe de 150 kVp) produzindo o mesmo efeito
biologico, em condig¢Bes idénticas de radiagdo. Por intermédio dessa tematica realizou-se o
calculo da RBE dos resultados obtidos das curvas de sobrevivéncias bacterianas e de células

mamarias, que estdo demonstrados nas tabelas abaixos:
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Tabela 5 - Calculo da RBE referentes as porcentagens de sobrevivéncia descritas para cepa
AB1157 (selvagem) expostas aos feixes de 150 e 28 kVp

% de sobrevivéncia 28 kVp (Gy) 150 kVp (Gy) RBE
90 15 26 1,76
80 31 58 1,85
70 60 94 1,57
60 120 134 1,12

Tabela 6 - Calculo da RBE referentes as porcentagens de sobrevivéncia descritas para cepa
JW0704-1 (deficientes em endonuclease V1I1) expostas aos feixes de 150 e 28

kVp
% de sobrevivéncia 28 kVp (Gy) 150 kVp (Gy) RBE
90 29 85 2,98
80 45 99 2,22
70 59 113 1,90
60 74 126 1,71

Tabela 7 - Célculo da RBE referentes as porcentagens de sobrevivéncia descritas para cultura
de célula mamaria ndo tumoral (MCF-10A) expostas aos feixes de 150 e 28 kVp

% de sobrevivéncia 28 kVp (Gy) 150 kVp (Gy) RBE
90 1,7 1,3 0,766
80 2,1 1,7 0,804
70 2,5 2,1 0,843
60 2,9 2,6 0,881
50 3,3 3,1 0,913
40 3,8 3,6 0,947
30 4,3 4,2 0,977
20 4,9 5,0 1,012
10 5,8 6,1 1,053
3 7,1 7,8 1,097

A intencdo era realizar o céalculo de RBE de 90-3% da fracdo de sobrevivéncia de
todos 0os modelos experimentais. Porém, no célculo da RBE da cepa selvagem (AB1157)
ocorreu um ponto de inflexdo durante o célculo da RBE, utilizando o modelo de funcao
adotado. Logo, a medida que aumentava a dose, em vez da sobrevivéncia reduzir, ela também
aumentava, ou seja, os incrementos da dose tornaram-se menos efetivos. Devido a isso, optou-
se realizar os célculos da RBE no modelo experimental bacteriano apenas até atingir o ponto
de inflexdo.

O calculo da RBE da cultura bacteriana apresentou um comportamento contrario ao

apresentado pela cultura de células mamaérias. Na cultura bacteriana, quando diminui a fracéo
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de sobrevivéncia diminui a RBE. Todavia, na cultura de células mamérias, diminui a fracdo
de sobrevivéncia a RBE aumenta o seu valor. Na cultura bacteriana, a dose necessaria para
atingir o mesmo efeito (fracdo de sobrevivéncia) com o feixe de 150 kVp é bem superior a
dose necessaria pelo feixe de 28 kVp. Quando o valor da fracdo de sobrevivéncia diminui na
andlise da cultura bacteriana a RBE também diminui, tanto na cepa selvagem quanto na cepa
deficiente em endonuclease VIII. Na cultura de células mamarias, a dose necessaria do feixe
de 150 kVp comeca sendo menor do que a de 28 kVp para atingir o mesmo efeito. Depois as
doses ficam equivalentes entre os feixes, até que a dose do feixe de 150 kVp torna-se um
pouco superior ao feixe de 28 kVp, mas isto ocorre no final do intervalo de fracdo de

sobrevivéncia calculado.
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4. DISCUSSAO

A radiacdo ionizante € considerada um agente genotdxico capaz de induzir morte
celular e instabilidade genética. Entretanto, a radiossenssibilidade entre os tipos celulares sdo
variaveis, o que dificulta a compreensdo dos efeitos deletérios inerentes a sua exposicao.
Além de que, as alteragdes bioldgicas decorrentes da instabilidade genética podem tornar-se
aparentes somente ap0s longos periodos de laténcia, decorrentes de um efeito estocéstico,
dependendo do sistema bioldgico atingido, da dose de exposicdo e a recorréncia da exposicdo
a radiacdo ionizante [Kamiya et al., 2015; Chen etal., 2010; ICRP 2007].

Com o avanco da tecnologia, e consequentemente avanco dos equipamentos e
dispositivos que fazem uso da radiacdo ionizante na area da salde, a demanda de exames
realizados na populacdo aumentou consideravelmente no decorrer da Ultima década
[Blankenbecler, 2010] e cresce continuamente a cada dia entre pacientes de todas as idades.
Portanto, por conta dessa demanda, aumentou-se o interesse em compreender os efeitos da
radiacdo em diferentes niveis de dose, especialmente em baixas doses [Mifune, 1992], j& que
baixas doses sdo 0s niveis aos quais a maioria dos exames de rastreio e diagnostico sao
realizados. Cada vez mais evidéncias cientificas sugerem que baixas doses (< 0,1 Gy) podem
desencadear efeitos diferentes dos induzidos por altas doses (> 1 Gy) [Beels et al., 2010;
Lehnert et al., 2006; Feinendegen 2005; Shmakova et al., 2002].

Muito do que se sabe hoje, sobre os efeitos decorrentes da exposicdo a radiacdo em
organismos Vivos se deve aos estudos realizados nos sobreviventes das bombas de Hiroshima
e Nagasaki, além dos acidentes nucleares. [Heyes and Mill, 2004; Mifune et al., 1992; Pochin,
1976] Ainda existem estudos onde foram construidas curvas de dose-resposta, porém, como a
quantificacdo dos efeitos de tais exposicdes sdo dificeis de detectar a baixas doses,
normalmente as curvas de sobrevivéncia sdao compostas por doses acima de 1 Gy e/ou por
feixes com elevada LET. [Beels et al., 2010, Gomolka et al., 2005; Goggelmann et al., 2003;
Frankenberg et al., 2002; Azzam et al., 1994], o que n&o retrata os parametros utilizados nos
exames médicos. Apesar da solicitacdo médica do exame apenas ocorrer mediante a
concessdo de que o custo da exposicao a radiagdo sera menor do que o beneficio da realizacdo
do exame, ao longo da vida, um paciente pode realizar dezenas de exames e,
consequentemente, ser exposto a uma dezena de exposi¢des. O que ndo se sabe ao certo € 0
qguanto esse contingente de exposicdo, ao longo da vida do paciente, pode aumentar a

probabilidade de uma consequéncia prejudicial a sua saude [Blankenbecler, 2010].
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A deposicdo da energia proveniente da radiagdo ao meio é feita de forma aleatéria.
Moléculas danificadas pela irradiacdo serdo perdidas, mas isso ndo serd um problema de
longo periodo, caso essas moléculas sejam renovaveis, uma vez que elas serdo repostas, e 0
funcionamento da célula retornara ao seu estado homeostatico. Entretanto, a molécula de
DNA em funcéo do papel central que exerce na célula e de sua renovagdo limitada, se néo for
reparada adequadamente pode causar consequéncias prejudiciais; como promover a
instabilidade genémica ou letalidade celular. Devido a isso, vérias evidéncias experimentais
tém apontando o DNA como o principal alvo de danos radioinduzidos [Joiner et al., 2009].

Dentro desse questionamento, este estudo tentou formular diversos ensaios, onde
utilizando feixes de raios X exp0s diferentes modelos experimentais, a qual cada um deles
possuia caracteristicas pontuais para determinada avaliacdo. O plasmideo foi escolhido devido
a possibilidade de avaliacdo de lesbes oxidativas induzidas diretamente ao DNA; agindo na
conformacdo do plasmideo, o que viabilizaria a detec¢do e quantificacdo da agdo da radiacdo
ionizante sobre o plasmideo avaliado por eletroforese. Esse resultado foi comparado com a
exposicdo de culturas bacterianas, onde as lesBes induzidas pela exposicdo a radiacdo ndo
ocorreram de forma direta ao material genétco. Logo, tentou-se associar os resultados obtidos
na eletroforese (lesdes de efeito direto ao DNA, plasmideo), com os indices de sobrevivéncias
das cepas bacterianas. Ambos os sistemas expostos as mesmas doses e feixes de raios X.

Além da avaliacdo do efeito da exposicdo a radiacdo ionizante perante a avaliacdo da
curva de sobrevivéncia das culturas bacterianas e das modificacbes da conformidade do
plasmideo. Também foi proposto avaliar a influéncia do sistema de reparo na transgressdo das
lesbes decorrentes da exposicao a radiacdo, tanto no plasmideo como nas cepas bacterianas.
Para tal, parte das aliquotas irradiadas do plasmideo foram posteriormente tratadas com uma
enzima de reparo, a endonuclease VIII. J& nas cepas bacterianas, além da cepa selvagem, uma
cepa deficiente em endonuclease VIII também foi irradiada, que é a mesma enzima do sistema
de reparo ao qual foi utilizado no plasmideo.

Como mencionado anteriormente, a endonuclease VIII é uma enzima de reparo
incluida no processo multienzimatico de reparo por excisdo de bases. Onde a endonuclease
VIII é capaz de reconhecer pirimidinas oxidadas. Ap6s o reconhecimento da base oxidada, a
endonuclease VIII removera a base danificada e clivara a fita do DNA, formando um sitio AP
ou abasico [Blasdell et al. 2001; Jiang et al., 1997]. Desta forma, as aliquotas de plasmideo
irradiadas e posteriormente tratadas com a endonuclease VIII irdo reconhecer as bases
pirimidinicas oxidadas e irdo clivd-la da fita do DNA, formando um sitio abéasico. Caso a

formacéo desses sitios abasicos sejam proximos de uma quebra simples de fita (SSB) ou de
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outro sitio abasico na fita oposta, isso acarretard na formacdo de uma quebra dupla da fita
(DSB) de DNA e desencadeard a alteragdo da conformacdo do plasmideo da forma super
espiralada para uma conformacdo maior, ou seja, 0 plasmideo ird correr menos no gel, pois o
seu tamanho aumentara em relacdo a malha do gel de agarose, regredindo 0 seu avango no
mesmo. .

Mediante a avaliagdo do resultado obtido na eletroforese do plasmideo, quando
aumentamos a dose de exposicdo de radiacdo, tanto no feixe de 28 kVp quanto no de 150
kVp, hd um aumento da proporcdo da conformacdo linear e consequente reducdo da
conformacdo super espiralada do plasmideo, o que esta relacionado com o aumento da
formagdo de DSB no plasmidio, uma vez que a dose de radiacdo foi aumentando
gradativamente, assim como as lesGes oxidativas geradas pelas exposicdes a radiacdo. As
lesbGes oxidativas decorrentes da exposicao a radiacdo ionizante podem ser amplas, entretanto,
dependendo da dose a qual o organismo seja exposto, a propor¢do de morte celular pode ser
pequeno. Todavia, as DSB desempenham um papel critico na morte celular [IAEA, 2010].

Quando realizamos a comparacéo entre a reducao da porcentagem plasmidial da forma
super espiralada das amostras irradiadas com a mesma dose, porém, uma pelo feixe de 28 kVp
e a outra pelo feixe de 150 kVp, sem posterior tratamento com a endonuclease VI, observa-
se uma reducdo maior da forma super espiralada nas amostras expostas pelo feixe de 28 kVp
do que pelas amostras expostas ao feixe de 150 kVp, até a dose de 60Gy. A partir da dose de
60 Gy percebesse uma reducdo da quantidade de plasmideo retido no gel de agarose,
decorrete da fragmentacdo do mesmo a doses extremamente elevadas de radiacdo. Entretanto,
esse fato ndo comprometeu a avaliagéo e interpretacdo dos resultados obtidos.

A maior eficiéncia do feixe de 28 kVp em induzir lesdes do tipo DSB no plasmideo
pode estar relacionado com o feixe de menor tenséo realizar a maior parte das suas interagdes
energéticas com o meio pelo efeito fotoelétrico; ou seja, a energia fornecida pelos fotons séo,
em sua maior parte, absorvida pelo meio e a sua dispersdo ndo tem grande dimensao, ficando
retida em uma area menor extensao, uma interacdo proxima a outra. Ja no feixe de 150 kVp, a
energia fornecida pela exposicdo a radiacdo ionizante deve ter, inicialmente, uma disperséo
maior da energia, como ocorre no efeito Compton. A energia dos fétons seria dispersa em
uma area de maior extensdo pela formacao dos elétrons secundarios, diluindo, de certa forma,
a prospeccdo do efeito da radiacdo. Em um segundo momento, o efeito do feixe de 150 kVp
teria sua completa absorcdo, mediante o efeito fotoelétrico [Kellerer and Chen, 2003;
Kellerer, 2002] Dessa forma, um feixe de menor tensdo (28 kVp), como os utilizados nos

exames de mamomgrafia, que viabilizam maior absorcdo da radiacdo pelo meio, para efetivar
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a construcdo da imagem, talvez sejam capazes de induzir uma propor¢do maior de interagoes
proximas uma das outras, podendo gerar lesdes radioinduzidas graves, apesar da maioria delas
ndo serem criticas [Mills et al., 2015; Lehnert et al., 2006]

O feixe de 28 kVp se mostrou mais propenso em induzir a linearizacdo do plasmideo
do que o feixe de 150 kVp, quando comparamos as amostras irradiadas em relagdo ao
controle. Essa propensdo parece intensificar quando as amostras irradiadas foram
posteriormente tratadas com a enzima de reparo, endonuclease VI1II. Enquanto no feixe de 28
kVp foi constatado diferenca significativa a partir da dose de 5 Gy, da proporcdo da forma
linear do plasmideo das amostras irradiadas e posteriormente tratadas com a enzima de reparo
em relagcdo ao controle tratado com a mesma enzima, no feixe de 150 kVp, essa mesma
correlacdo, apenas apresentou diferenca significativa a partir da dose de 20 Gy. Resultado
semelhante foi obtivo por Depuydt e colaboradores (2013) que detectou formacdo de focos
YH2AX (=DSB) em linfocitos do sangue periférico com uma dose minima de 0,01 Gy quando
exposto ao feixe de 30 kVp, enquanto que com raios-y (*°C) apenas foi possivel detectar
mediante a exposic¢do de 0,05 Gy.

Outro fator importante a ser destacado nessa comparacdo, entre as aliquotas de
plasmideo irradiadas e posteriormente tratadas com a enzima de reparo € que mesmo no
controle, que também foi tratado com a endonuclease V111, houve detec¢do de bases alteradas
pela enzima de reparo; ou seja, quando comparamos as aliquotas do plasmideo irradiadas e
posteriormente tratadas com endonuclease VIII em relacdo ao controle que também foi
tratado com a enzima de reparo foi retirado um contingente de lesdes que ndo sdo
consequentes da exposicdo aos feixes de raios X, ressaltando o efeito da exposicdo da
radiacdo ionizante nas aliquotas dos plasmideos irradiados e posteriormente tratados com a
enzima de reparo.

Por fim, observa-se um aumento gradativo da forma linear do plasmideo irradiado e
posteriormente tratado com endonuclease VIII em relagdo as aliquotas irradiadas com a
mesma dose e feixe de raios X sem posterior tratamento com a enzima de reparo. O aumento
é significativo a partir da dose de 20 Gy no feixe de 28 kVp, sendo que a diferenca apenas é
significativa na dose de 85 Gy no feixe de 150 kVp. Esse resultado corrobora com os demais
resultados obtidos na eletroforese, onde o feixe de 28 kVp, em todas as correlacGes realizadas
neste ensaio, se apresentou mais eficaz em induzir a linearizagdo do plasmideo do que o feixe
de 150 kVp.

Os resultados da eletroforese permitem a interpretacdo de que, possivelmente, no feixe

de 28 kVp as lesdes induzidas ao DNA pelo feixe de raios X sdo mais proximas uma das
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outras, do que as induzidas pelo feixe de 150 kVp. Essa proximidade entre as lesdes
proporciona a formacdo de DSB de forma indireta. Ou seja, quando a endonuclease VIII
reconhece uma pirimidina oxidada, que se encontra proximo de uma SBS ou de outra
pirimidina oxidada que ja foi removida da fita do DNA (consistindo em um sitio abasico);
quando houver a clivagem da pirimidina oxidada (recentemente reconhecida pela
endonuclease VIII) na fita do DNA ocorrerd a formacdo de um novo sitio abéasico e da
formacéo de uma DSB de forma indireta [Prise e Pullar, 1999].

O conhecimento da disposi¢do e do alcance da interacdo da radiagdo com o meio
parece ter uma condicao especial para explicar a ampla variacéo e distribuicdo de lesGes no
DNA. Os eventos de disposi¢do de energia denominados do tipo cluster resultam em lesdes
multiplas préximas uma das outras (Multiply Damage Sites, MDS) [Blasdell and Wallace,
2001; Blasdell et al., 2001; Goodhead, 1994; Prakash et al., 2012], dentro de um intervalo de
20 nm [Goodhead, 1989]. As MDS sdo lesGes dificeis de serem reparadas pela célula e estéo
relacionadas com indugéo da morte celular [IAEA, 2010].

Logo, a eletroforese permitiu avaliar o potencial genotéxico direto da exposicdo do
material genético aos feixes de raios X, ou seja, sua capacidade de gerar quebras na molécula
de DNA e a agdo de uma das enzimas de reparo de lesdes oxidativas sobre tal exposicdo. As
lesbes do tipo DSB sdo as mais dificeis de serem reparadas pelo sistema de reparo celular,
pois h& uma grande possibilidade de ocorrer falha durante o processo de reparo ou de ele nem
mesmo ocorrer, dando origem a aberracdes cromossémicas e/ou mutacgdes, além de contribuir
para a inducdo da instabilidade gendmica ou letalidade celular [Friedberg, 2006; Lindahl et
al., 1997; Goodhead, 1994].

Para atingir niveis de mortalidade consideraveis na curva de sobrevivéncia das cepas
bacterianas, a irradiacdo teve que alcangar doses extremamente elevadas, devido a alta
resisténcia que a E. coli possue em relacdo a radiagdo ionizante. Como isso, quando o
plasmideo foi exposto as doses mais elevadas (60 Gy-85 Gy), houve uma desfragmentacao
muito elevada do plasmideo (smear), que comprometeu um pouco a avaliagdo da
quantificacdo das conformacgdes do mesmo apés a eletroforese, devido a perda de material
durante o processo. Entretanto, isso ndo impossibilitou a relagdo dos resultados obtidos entre
0S ensaios.

A avaliacdo das curvas de sobrevivéncia obtidas pela exposicdo das culturas
bacterianas aos feixes de raios X de 28 e 150 kVp demonstrou que a cepa selvagem (AB1157)
ndo apresentou uma diferenca muito grande entre os indices de sobrevivéncia quando

comparamos o efeito de mortalidade entre os feixes de raiosX, sendo os maiores indice de
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mortalidade obtidos pelo feixe de 28 kVp do que pelo feixe de 150 kVp. Porém, quando
comparamos 0s indices de sobrevivéncia decorrentes da exposi¢do aos feixes de raios X na
cepa deficiente em endonuclease VIII (JW0704-1) foi possivel verificar uma consideravel
diferenca no efeito de mortalidade entre os feixes de raios X.

Na cepa JWO0704-1 houve uma diferenga mais eficaz nos indices de mortalidade
qguando comparamos o efeito da exposicdo do feixe de 28 kVp em relagdo ao feixe de 150
kVp. O que demonstra que os efeitos induzidos pelos feixes de raios X as cepas bacterianas
estdo relacionadas com o reparo de lesdes oxidativas, e que a endonuclease VIII esta
associada com o reparo dessas lesdes. Entretanto, os indices de sobrevivéncia do feixe de 150
kVp parecem ter obtido um resultado superior na cepa deficiente em relacdo aos indices de
sobrevivéncia obtidos pela cepa selvagem (AB1157).

O resultado obtido pela cepa AB1157 condiz com o resultado apresentado na
avaliacdo da eletroforese do plasmideo, pelas aliquotas que foram irradiadas e posteriormente
foram tratadas com a endonuclease VIII. O feixe de menor tensdo (28 kVp), possivelmente,
induz maior indice de mortalidade devido a maior absorcdo da energia depositada pela
radiacdo em um curto perimetro do meio, levando a formacao de lesBes do tipo cluster, que
dificultam o seu reparo e levam a formag&o indireta de DSB, aumentando o seu indice de
mortalidade em relacdo ao feixe de 150 kVp. Em trabalho desenvolvido com cepas
bacterianas (E.coli) selvagens e mutantes, para genes associados ao sistema de reparo por
excisdo de bases, expostos a raios X (50 kVp e 2 mA; ndo cita o anodo, e intervalo de dose 0-
270 Gy) por Jiang e colaboradores (1997), as cepas com Unica mutacdo no gene nei
(endonuclease VIII) exibiram uma sutil sensibilidade comparada a cepa selvagem, o que ndo
ocorreu nas doses mais baixas de nosso estudo. Entretanto, a energia e corrente utilizada no
feixe de raios X do trabalho realizado pelos autores supracitados é bem inferior ao que
utilizamos neste estudo (150 kVp), o que pode ter influenciado na diferenca de suscetibilidade
entre as cepas com sensibilidade para a endonuclease VIII.

Como mencionado anteriormente, as DSB desempenham um papel critico na morte
celular. Estudos experimentais demonstram que cepas de E. coli apresentam formacdo de
DSB em maior proporcdo pela acdo de determinadas enzimas de reparo entre as lesdes
estreitamente opostas na fita do DNA do que apenas pela exposicao a radiacéo [Bresler et al.,
1984]. Essa referéncia pode ser uma hipotese pela qual o indice de sobrevivéncia da cepa
deficiente em endonuclease VIII (JW0704-1), quando exposta ao feixe de 150 kVp, parece ter
obtido um resultado com indice de sobrevivéncia maior do que a cepa selvagem (AB1157)

exposta ao mesmo feixe.



71

Em E. coli agentes genotoxicos podem induzir um sistema complexo de alteracGes
celulares conhecidos como resposta SOS. Uma das hipéteses levantadas para o resultado
obtido pela cepa JW0704-1 (deficiente em endonuclease VIII) ao feixe de 150 kVp foi que a
ativacdo deste sistema possibilitou o aumento da viabilidade celular da cepa em decorréncia
das lesOes transgredidas pela exposicdo ao feixe de maior tensdo. Conforme a literatura, as
células que ativam a resposta SOS suspendem a divisdo e aumentam sua capacidade de
reparar 0 DNA danificado [Fuji et al., 2004]. Nesses casos, 0 mecanismo de tolerancia a
danos denominados sintese translesdo (TSL) promoveu o desbloqueio da replicacdo e a
sobrevivéncia celular [Courcelle and Hanawalt, 2003].

J& quando observamos a curva de sobrevivéncia da cepa JW0704-1 ao feixe de 28 kVp
observamos uma reducdo mais expressiva da sobrevivéncia bacteriana do que a apresentada
pela cepa selvagem (AB1157) pelo mesmo feixe. Além do feixe de 28 kVp ter se manifestado
mais sintomatico em indizuir lesGes agravantes do que o feixe de 150 kVp, possivelmente, a
deficiéncia de uma das vias de reparo de lesdes oxidativas parece ter um prejuizo maior para a
cepa JWO0704-1 do que as lesdes indiretas que a mesma via de reparo poderia desencadear
guando tentasse reaparar as lesdes geradas pela exposicdo a este feixe, que seria o quadro
apresentado pela cepa selvagem (AB1157). Hipoteticamente, essa reducdo da sobrevivéncia
bacteriana apresentada pela cepa JWO0704-1 quando exposta ao feixe de 28 kVp deve ter
desencadeado niveis tdo acentuados de lesdes ao DNA, ao qual, ultrapassou o0s niveis
tolerados pelo sistema SOS para que ocorresse sua ativacdo. Conforme Goodhead (1989) as
curvas de sobrevivéncia sdo resultado de um longo histérico de reparos bem e mal sucedidos e
que se a capacidade da célula em realizar o reparo atingir um nivel de saturacdo, a taxa de
reparo ndo aumentara em funcdo do aumento da taxa de dano.

Ward e colaboradores (1987) demonstraram que existe maior probabilidade de
ocorréncia de lesbes de base danificadas ocorrerem em exposic¢Ges de raios X do que lesdes de
quebra de fita. Logo, as vias de reparo por excisao (excisdo de base, excisdo de nucleotideo e
mismatch repair) sdo os mecanismos de reparo mais importantes nesta situacdo. As DBS
desempenham um papel critico na morte celular, todavia, se levar em consideracdo a
probabilidade de ocorréncia da formacao de lesdes de base danificada em relacdo as lesdes de
quebra de fita, tanto em células procariontas quanto nas eucariontes, quando expostas a feixes
de raios X, as lesdes de base danificada tem uma propor¢do muito mais relevante do qua as
lesGes de quebra de fita. Logo, dependendo da condicdo de exposigéo, a deficiéncia de uma
dessas vias de reparo pode ocasionar consequéncias criticas ao organismo, como 0

apresentado pela cepa JW0704-1 quando exposto ao feixe de 28 kVp.
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A morte celular decorrente da exposicdo a radiacdo ionizante pode advir de varios
mecanismos, desde a inativacdo de sistemas vitais para a célula até sua incapacidade de
replicacdo. Porém, as células procariontes apresentam uma via de translesdo ao dano, que
garantem, na maioria das vezes, a replicacdo do DNA, mesmo quando nem todas as lesdes
foram reparadas [Fuji e Funchs, 2004], com a intencdo de prepertuar a sobrevivéncia celular.
Portanto, apesar da replicacdo do DNA acontecer, a célula pode ndo ser capaz de se dividir,
formando grandes filamentos bacterianos.

Na tentativa de confirmar se as cepas bacterianas (AB1157 e JW0704-1) poderiam
estar acionando o sistema SOS para lidar com as lesdes radioinduzidas pelos feixes de raios X
foi realizado uma avaliacdo morfoldgica dptica das suspensdes bacterianas ap6s terem sido
expostas a radiacdo.Onde os parametros avaliados foram: area, perimetro e porcentagem do
aumento da area. Essa investigacdo foi realizada com o pressuposto de que em muitas
ocasides quando o sistema SOS das E. coli sdo ativados as bactérias desencadeiam um
processo de filamentacéo.

A avaliacdo de filamentacdo bacteriana foi inserida no estudo com o propoésito de
confirmar se a hipdtese do aumento da sobrevivéncia da cepa JW0704-1, em relacdo ao da
cepa selvagem, quando exposta ao feixe de 150 kVp, no experimento da curva de
sobrevivéncia seria decorrente da ativacdo do sistema SOS e consequente filamentacdo
bacteriana. Todavia, nenhuma das cepas apresentou alteracdo significativa no aumento da sua
area em relacéo ao controle, ou apresentou a formacéo de filamentos.

Talvez a auséncia de crescimento e/ou filamentacdo das bactérias fixadas em laminas,
coradas e observadas em microscopio éptico tenha decorrido de falha na metodologia do
ensaio de filamentacdo. Uma vez que os esfregacos das suspensdes bacterianas irradiadas e
sua posterior fixagdo em lamina ocorreram logo apds ter finalizado o procedimento de
irradiagdo, ndo permitindo um periodo de incubacdo, como o periodo de 24h ocorrido no
ensaio da curva de sobrevivéncia bacteriana. Essa suposi¢do faz sentido mediante ao fato de
que o periodo de incubacdo, que ocorreu no ensaio de curva de sobrevivéncia bacterianas,
poderiam ter sido utilizadas pela suspensdo bacteriana irradiada para a recuperacdo do
metabolismo tanto quanto para a ativacdo do sistema SOS. Apo6s transcorrido o periodo de
24h entdo as suspensdes bacterianas seriam fixadas nas laminas.

Todavia, foi detectado uma diminuicdo dos parametros area e perimetro (p< 0.01), das
amostras irradiadas em relacdo ao controle, em todas as doses expostas a cepa selvagem
(AB1157), tanto pelo feixe de 150 kVp quanto pelo de 28 kVp. Como ndo ha diferenca desse

efeito entre as amostras da cepa AB1157 que foram irradiadas pelos feixes de raios X,



73

possivelmente, 0 comportamento apresentado pode estar relacionado com a interferéncias da
radiacdo na atividade metabolica da bactéria, sendo indiferentes quanto a sua tensdo. O
mesmo nao ocorreu na cepa deficiente em endonuclease VIII (JWO0704-1). Talvez a
endonuclease VIII desempenhe alguma funcdo correlacionada ao metabolismo, j& que o
mesmo decorre da oxidagdo dos nutrientes. Porém, seria necessario avaliacbes diretamente
relacionados ao metabolismo da bactéria e a endonuclease VIII para poder determinar
quelaquer comprovacéo.

Supdem-se que esse comportamento apresentado pela cepa AB1157 no ensaio de
filamentacdo seja decorrente ao processo de reparo do DNA ser altamente dependente de
energia, de tal maneira que, quando a quantidade de lesbes é excessiva, 0 reparo do DNA
pode consumir muito ATP, de modo que a célula compromete a realizacdo de outros
processos metabolicos fundamentais [Bernstein, 2002; Fuji et al., 2004], dessa forma
suspendendo o seu desenvolvimento e metabolismo [Imlay, 2013]. Na reviséo realizada por
Imlay (2013), a autora menciona que quando cepas de E. coli sdo expostas a altas
concentracdes de perdxido de hidrogénio (H,0,), que também induzem lesbes oxidativas,
apenas quando o perdxido de hidrogénio € retirado pela acdo da peroxidase e catalase é que as
células bacterianas retomam a atividade metabdlica. Outras hipdteses para o “encolhimento”
da bactéria pode estar vinculada com a condensacdo da cromatina nuclear, que pode estar
relacionado com a morte celular programada [Yin and Dong, 2003], a célula “encolheria”
devido a condensacao citoplasmatica resultante de crosslink entre proteinas e/ou a perda de
agua [Hall, 2006].

O feixe de 150 kVp expds uma eficiéncia inferior ao feixe de 28 kVp em induzir
lesbes radioinduzidas no plasmideo e mortalidade nas cepas bacterianas; logo, pode-se
deduzir que o somatdrio de um feixe de raios X com caracteristicas de maior capacidade de
absorcdo da energia pelo meio, em um curto perimetro, ao qual desencadearia um elevado
contingente de lesdes, de baixa gravidade, mas em elevada proporcdo e proximidade pode
elevar o critério de gravidade da exposicdo, uma vez que se tornaria lesbes de dificil
manutencdo e que a tentativa de reparo poderia prejudicar um pouco mais a situacdo, devido a
inducdo de lesbes de fita de forma indireta. Tal consequéncia poderia repercutir em mutagdes
e/ou morte celular.

Na tentativa de realizar a avaliacdo do efeito da exposi¢do a radiacdo ionizante com
doses mais compativeis aos utilizados em exames de rastreio/diagnéstico para a conclusédo
deste estudo foi escolhido 0 modelo experimental de cultura de células mamarias MCF10A,

devido esta linhagem celular ndo ser tumoral e ser proficiente em enzimas de reparo. Apenas
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0 modelo experimental da cultura celular (MCF-10A) permitiu a adequagdo de um intervalo
de doses mais préximo da realidade diagndstica. Todavia, para atingir niveis de mortalidade
que fossem significativos em relacdo ao controle na curva de sobrevivéncia houve a
necessidade de inserir doses mais elevadas do que as utilizadas a nivel de diagndstico. Foram
introduzidas doses consideradas de nivel terapéutico (radioterapia), de 2 e 6 Gy.

Apesar das diversas diferencas morfologicas do modelo experimental desta fase ser
diferente dos modelos experimentais utilizados nos ensaios anteriores e de ndo termos
conseguido manter a metodologia de irradiacdo anterior, devido o irradiador com o alvo de
molibdénio ter danificado durante o estudo, ambos os resultados obtidos nas curvas de
sobrevivéncia dos diferentes modelos experimentais possibilitaram o célculo da RBE. O fato
de um modelo experimetal ser proveniente de células procariontes e a outra de células
eucariontes foi interessante, pois verificou-se a diferenca da composicdo celular poderia
influenciar demasiadamente no resultado da RBE.

A capacidade dos feixes de raios X em induzir a morte celular na cultura de células
mamarias (MCF-10A) foi avaliado por meio do ensaio clonogénico. Esse tipo de ensaio
permite avaliar se ap0s determinada exposicdo a um agente adverso especifico as células
conseguiriam manter a sua integridade, sendo aptas em gerar descendentes e formar colonias
durante determinado periodo de tempo. Apds a exposicdo das baixas doses de radiacdo (0,01 e
0,1 Gy) as células irradiadas apresentaram elevacdo no percentual de sobrevivéncia em
relacdo ao controle. Sendo significativa na dose de 0,01 Gy do feixe 150 kVp em relacdo ao
controle. Nesse intervalo de dose observa-se uma tendéncia de aumento na capacidade de
sobrevivéncia celular. J& no intervalo das doses mais elevadas (2 e 6 Gy) apenas a dose de 6
Gy apresentou uma importante reducdo na fracdo de sobrevivéncia, tanto pro feixe de 28 kVp
quanto para o de 150 kVp.

Existe na literatura crescentes evidéncias demonstrando que a exposicdo abaixo de
certas doses poderia estimular o mecanismo de reparo das células revertendo danos iniciais e
promovendo a sobrevivéncia celular, processo a qual é denominado hormesis [Marples e
Joiner, 1993; Lehnert, 2008; Yang et al., 2014]. Dentro desse aspecto € possivel interpretar
que a elevacdo no percentual de sobrevivéncia das células MCF-10A, quando expostas as
doses de 0,01 e 0,1 Gy, sejam decorrentes da hormesis. Entretanto, esta suposicdo teria que
ser confirmada mediante ensaios complementares.

Determinados efeitos bioldgicos decorrentes da exposicao a baixas doses de radiagao
ionizante (LDR) sdo diferentes daqueles determinados pela exposicdo a altas doses (HDR).

Logo, os efeitos bioldgicos LDR ndo podem ser completamente explicados pelo modelo
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linear (LNT) geralmente utilizado para efeitos biolégicos HDR. Ou seja, que o risco de
indugdo de cancer provocado por altas doses (>1 Gy) é estatisticamente significante, contudo,
a baixas doses (< 0,1 Gy) o risco é incerto [Kaadhim et al., 2004]. O efeito de hormosis, que
engloba os efeitos benéficos da LDR em estimular o crescimento e desenvolvimento de
animais, aumentar a vida atil, ampliar a fertilidade e diminuir aincidéncia de cancer [Lindahl
e Wood, 1999] ainda € bem controverso.

Sokolov e Neumann (2016) revisaram varios estudos da resposta de diferentes células
humanas a exposic¢do de LDR, em niveis globais de transcri¢do, e concluiram que a resposta a
exposicdo LDR é altamente dependente do tipo celular e tecidual, com notavel grau de
variacdo entre individuos. Por analogia, cada tipo de célula humana possui seu perfil de
alteracdo de expressdo génica caracteristica induzida pela LDR. Contudo, o resultado de
elevacdo do percentual de sobrevivéncia a baixas doses de radiacdo apresentado pelo feixe de
150 kVp no ensaio clonogénico das células MCF-10A é superior ao apresentado pelo feixe de
28 kVp. O que corroborra com os resultados anteriores onde o feixe de 28 kVp demostrou ser
mais efetivo em induzir lesdes radioinduzidas mais relevantes na mortalidade celular do que o
feixe de 150 kVp.

Danos complexos a0 DNA, tais como quebra dupla e duas ou mais lesdes opostas nas
fitas do DNA, dentro de uma curta extensdo (1-10 bp), sdo lesdes resistentestes e dificeis de
serem reparadas desafiando os mecanismos de reparo das células [Gaillard et al., 2015]. Para
verificar a presenca e intensidade de danos, além da dinamica de reparo das lesdes
radioinduzidas, o ensaio cometa de cultura de células mamarias foi realizado. O ensaio
cometa foi realizado em dois periodos distintos: 30 minutos e 24 horas. No periodo de 30
minutos apos a irradiacdo, quase todas as doses conduziram a um aumento significativo de
lesbes no DNA, em relacdo ao controle, das células maméarias MCF-10A, a unica dose que
ndo obteve esse resultado foi a dose 0,01 Gy do feixe de 150 kVp. Ja no periodo de 24 horas
apos a irradiacéo, todas as doses apresentaram reducdo no numero de lesdes radioinduzidas,
quando comparadas ao contingente alcancado no periodo de 30 minutos apos a irradiacdo. Ao
ponto de que as doses mais baixas de exposi¢do obitiveram resultado equivalente as laminas
controle. Os dados sugerem que a intensidade do dano radioinduzido pelas doses testadas
foram revertidas no periodo de 24 horas de ambos os feixes.

A Unica dose que permaneceu com um total de unidades arbitrarias (U.A) com
diferenca significativa em relagdo ao controle, no periodo de 24 horas, foi a dose de 2 Gy do
feixe de 150 kVp. Apesar do resultado obtido pela exposic¢ao ao feixe de 28 kVP com mesma

dose e periodo pos irradiacdo ndo ter alcancado diferenca significativa em relacéo ao controle,
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o perfil do resultado foi muito similar ao apresentado pelo feixe de 150 kVp. Naturalmente, a
dose mais elevada iria conduzir a danos mais severos. Pelos resultado obtido, a dose de 2 Gy,
seja pelo feixe de 150 ou 28 kVp, mostrou-se ser evetiva em induzir danos complexos que
poderiam ser capazes de comprometer o reparo da célula de forma integra. Desencadeando a
probabilidade de reparos incorretos, aberragcdes cromossémicas e morte célular.

Por meio dos resultados obtidos pelo ensaio cometa pode-se prever que o modelo
experimental de cultura de células mamarias (MFC-10A) possue um sistema de reparo
bastante satisfatorio para lesdes radioinduzidas, uma vez que reduziu as lesdes (unidades
arbitrarias) quantificadas no periodo de 30 minutos de forma nitida em relac&o ao periodo de
24 horas, de ambos os feixes. Nos trabalhos desenvolvidos por Mills (2015) e Stankevicins
(2013) e seus respectivos colaboradores, as células MCF-10A também apresentaram boa
recuperacdo as lesdes radioinduzidas por um feixe de 30 kVp.

Embora as células MCF-10A terem apresentado uma grande capacidade de reparo de
lesGes radioinduzidas, ainda sim, existe na lituratura um grande debate a respeito do aumento
do risco de cancer em pacientes que sdo frequentemente expostos a raios X ao longo de suas
vidas, especialmente quando a exposicao € realizada com certa frequéncia desde a infancia.
Apesar de muitos desses estudos sofrerem questionamentos sobre a metodologia aplicada,
existem relatos de frequente ocorréncia de neoplasia secundéaria em pacientes que foram
tratados com radioterapia, ap6s um intervalo de cinco anos [Chen et al., 2010].

Para efetuar o célculo da Eficiéncia Bioldgica Relativa (RBE) foram utilizados os
resultados obtidos nas curvas de sobrevivéncia (cepas bacterianas e cultura de células, MFC-
10A) construidas neste estudo. Para se calcular a RBE é necessério realizar uma relacdo entre
os feixes de raios X. Consequentemente, o feixe de 150 kVp foi denominado o feixe padréo e
o feixe de 28 kVp o feixe teste. A relacdo entre os feixes atribui um determinado nivel de
efeito (sobrevivéncia) entre tipos de exposi¢do ao meio (eficiéncia bioldgica).

O valor médio (RBEw) encontrado para a cepa selvagem (AB1157) foi igual a 1,57.
Para a cultura de celulas mamarias (MCF-10A) foi igual a 0,93. Como esperado, a cepa
deficiente em endonuclease VIII (JW0704-1) apresentou uma RBEy mais elevada, igual a
2,20. A diferenca entre as médias foi relativamente aproximada, entre os modelos
experimentais sem restrigdes no sistema de reparo, mesmo o intervalo de doses administradas
serem totalmente diversificados. Isto €, devido as cepas bacterianas possuirem uma resisténcia
extremamente elevada a radiacdo ionizante. Fazendo-se necessario a utilizagdo de doses

extremamente elevadas. Fora de qualquer contingente dignostico ou terapéutico.
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O valor médio da RBE dos modelos experimentais sem restri¢cbes no sistema de reparo
deste estudo estdo em aproximados aos descritos na literatura [Brenner e Amols, 1989;
Kellerer, 2002; Kellerer e Chen, 2003]. Estudos em torno dos espectros de elétrons de
diferentes energias, como os referenciados anteriormente, sugerem que a RBE dos feixes de
raios X com tensdo aproximada a 28 kVp em relacéo ao feixe padréo, ou de referéncia (raios y
e/ou raios X com tensdo entre 150-250 kVp), seré entre 1 e 2. Esse valor também esta de
acordo com outros trabalhos desenvolvidos em colaboracdo em nosso laboratorio, onde foi
determinado RBE=1,3+0,1 definido por simulacdo com codigo de Monte Carlo [Bernal et al.,
2011].

Normalmente, conforme a literatura, os diferentes estudos de determinacdo da RBE, a
qual ela é estabelecida mediante a exposicdo do meio a diferentes radiacdes, de alta e baixa
transferéncia linear de energia (LET), apresentam como resultado uma reducdo da RBE por
meio da diminuicdo da porcentagem de sobrevivéncia, ou qualquer outro atributo similar
utilizado no estudo [Goggelmann et al, 2003;Nikjoo e Lindborg, 2010;Depuydt et al, 2013].
Todavia, na tabela de porcentagem de sobrevivéncia construida neste estudo, para a cultura de
células MCF-10A, ndo transcorreu dessa forma. A RBE da MCF-10A aumenta com a reducéo
da porcentagem de sobrevivéncia.

Estudos relacionados a determinagdo da RBE comumente utilizam doses muito
elevadas, fora do intervalo de diagndstico. E quando trabalham com baixas doses,
normalmente, ndo trabalham exclusivamente com modelos experimentais que ndo sejam
provenientes de uma linhagem celular ndo-tumorogénica, assim como é a MCF-10A. Dentro
da literatura para realizar este estudo encontrei dois trabalhos que trabalharam com a
eficiéncia bioldgica relativa de cultura de células mamarias ndo tumorogénicas expostas a
baixas doses de feixes de raios X de baixa tensdo [Lehnert et al., 2006; Mills et al., 2015].
Mills utilizou a mesma linhagem de células utilizadas neste trabalho (MCF-10A) enquanto
Lehnert utilizou uma linhagem de células de glandulas mamarias a MCF-12A.

O valores encontrados por Mills e Lehnert foram respectivamente RBEy=1,1+0,2 e
RBE(1=1,13+0,03, que sdo proximos ao encontrado neste estudo, além de estar dentro do
intervalo de 1 a 2 da literatura. Lehnert ressalta que a eficiéncia dos raios X de baixa tensdo
foi significativamente maiores do que 1 para fraces de sobrevivéncia na faixa de 0,005 a 0,2.
Comenta que o fato é bastante incomum, uma vez que demonstra um aumento no ombro da
curva de sobrevivéncia apds a exposicao aos raios X de 25 kV. Como ocorreu nas doses mais
baixas do ensaio clonogénico realizado neste trabalho.
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Lehnert e colaboradores ndo mencionam ou conjecturam o efeito hormesis em seu
trabalho, como suposic¢do do aumento da curva de sobrevivéncia apds a exposicao aos raios X
de 25 kV. Mas criticam a hipotese de que a exposicao desse tipo celular aos raios X de 25 kV
aumentem a fracdo de sobrevivéncia devido a hipersensibilidade da célula desencadeando
uma radioresisténcia a baixas doses. Eles acreditam que estudos mais abrangentes devem ser
realizados para tentar compreender a incerteza da RBE a baixas doses.

A maioria das anélises realizadas neste trabalho demonstraram que o feixe de raios X
de 28 kVp foi mais efetivo na reducéo das fracGes de sobrevivéncia do que o feixe de 150
kVp, mesmo a diferenga tendo sendo satil nos modelos experimentais sem nehuma restri¢do
ao reparo (cepa AB1157 e cultura de células MCF-10A). Possivelmente, a sua maior
eficiéncia estd associado as suas lesGes ocorrerem mais proximas umas das outras, 0 que
dificulta para o sistema de reparo realizar a manutencdo de forma efetiva. Supostamente a
proximidade das lesdes ocorram da maior capacidade de interagdo da energia disponibilizada
pelo feixe ao meio. Entretanto, o ensaio cometa demonstrou que a cultura de células foi capaz
de regenerar de forma surpreendente o efeito da exposicdo a radiacdo em um periodo de 24h.
O efeito e eficiéncia da exposicdo a radiacdo ionizante de baixa transferéncia de energia
(LET) e a baixas doses deve ser melhor estudado. Ainda existem muitas lacunas sobre a
compreensdo do efeito da exposicéo a baixas doses desse tipo de radiagdo; como, 0 aumento
da fracdo de sobrevivéncia e até que ponto o sistema de reparo é benéfico ou maléfico. Para
sO entdo determinar um valor de RBE, que talvez seja especifico para esse tipo de radiacgéo, e

ndo generalizar como 1 para qualquer raios X diagndstico.
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CONCLUSAO

Os ensaios realizados neste estudo demonstraram que existem diversas varidveis no
calculo da eficiéncia relativa bioldgica de um sistema bioldgico, como por exemplo: a tensédo
do feixe de raios X, o meio irradiado e a dose administrada.

Além das varidveis fisicas também existem as varidveis bioldgicas. Como a
deficiéncia de uma Unica via de reparo de lesdes oxidantivas, que pode estabelecer diferenca
no efeito da exposicdo a radiacdo, mesmo havendo uma outra via similar que é responsavel
pelo mesmo tipo de lesdo, como foi 0 caso da curva de sobrevivéncia da cepa JW0704-1.
Apesar das lesbes, em um primeiro momento, serem muito nimerosas, 0 sistema de reparo
possue grande capacidade de reparagdo, como demostrado no ensaio cometa. Ao mesmo
tempo, a tentativa de reparo pode comprometer a sobrevivéncia da célula, uma vez que uma
lesdo supostamente simples pode tornar-se grave. Ou seja, um sitio abasico e/ou uma quebra
de fita simples podem gerar uma lesdo mais séria como a quebra de fita dupla, como ilustrado
pelos experimentos com plasmideo e a enzima endonuclease VIII.

Entretanto, estudos mais aprofundados teriam que ser realizados para evitar
conclusdes errdneas sobre o efeito e a efetividade da exposicdo a pequenas doses de radiacdo
de baixa LET em modelos experimentais e organismos. Além de tentar compreender porque
dentro de um determinado intervalo de baixas doses os modelos integros deste estudo
aparentaram terem sido estimulados a crescer em vez de reduzir sua fragcdo de sobrevivéncia.
Mais adiante, também seria interessante realizar estudos onde pudesse ser avaliado o efeito
estocastico a baixas doses, uma vez que existe a possibilidade de repeticdo de nova exposicdo
a radiacdo, ja que o propdsito é diagnostico, principalmente exames de rastreamento para
deteccdo precoce de disfuncéo.
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