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conhecemos, para que aqueles que viverem depois tenham terra limpa para cultivar. Que tempo

encontrardo ndo é nossa fun¢do determinar.
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RESUMO

FERREIRA, Jhon Brandon Felix. Expressao de Citocinas Inflamatérias no Hipocampo e
Analise Comportamental em Camundongos Adultos Irradiados no Cranio com Baixas
Doses de Raios X Quando Neonatos. 2025. 79 f. Dissertagdo (Mestrado em Biociéncias) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2025.

A radiagdo ionizante ¢ amplamente utilizada na pratica clinica, especialmente em
exames de imagem como a tomografia computadorizada, inclusive em pacientes neonatos. No
entanto, apesar dos avangos tecnologicos que permitem a reducdo das doses, os efeitos
bioldgicos no longo prazo apos exposicdo precoce a radiagdo, particularmente em estruturas
cerebrais em desenvolvimento, como o hipocampo ainda ndao s3o completamente
compreendidos. Este estudo investigou os efeitos de baixas doses de radiagdo ionizante no
cérebro de camundongos neonatos, machos e fémeas, com foco na expressdo de citocinas
inflamatorias no hipocampo e nas alteragdes comportamentais observadas na idade adulta. Para
i1sso, animais foram expostos a radiagdo ionizante do tipo raios X, em doses equivalentes as
utilizadas em exames de tomografia de cranio pediatrica, ainda no estagio neonatal (PND10),
com exposigdes de aproximadamente 25 mGy, 60 mGy e 100 mGy. Ao atingirem a idade adulta
(PND&81), foram submetidos a avaliagdes comportamentais por meio dos testes de campo aberto
e reconhecimento de posi¢do de objeto, que permitiram analisar possiveis alteracdes motoras e
cognitivas. Paralelamente, foi realizado a técnica de RT-qPCR para quantificar a expressao de
genes pro e anti-inflamatérios, além de analises bioquimicas por meio dos ensaios de TBARS,
SOD, catalase e GPX, com o objetivo de avaliar o estresse oxidativo e o desbalango redox no
tecido do hipocampo. Os resultados evidenciaram alteracdes comportamentais, principalmente
um aumento do comportamento ansioso em camundongos machos irradiados com
aproximadamente 100 mGy, e alteracdes no nivel de SOD e TBARS na dose de 60 mGy -
marcadores de estresse oxidativo. Tais alteracdes foram restritas aos camundongos do sexo
masculino, o que ndo apenas evidencia os efeitos diretos da radiacdo, como também sugere uma
possivel influéncia de fatores sexuais na resposta de longo prazo ao dano radioinduzido. Este
trabalho contribui para o entendimento dos efeitos biologicos de exposi¢des precoces a radiagao
ionizante em baixas doses, tipicas de exames de tomografia de cranio pediatrica.

Palavras-chave: radiag¢@o ionizante; hipocampo; citocinas inflamatorias; estresse oxidativo;

testes comportamentais; camundongos neonatos.



ABSTRACT

FERREIRA, Jhon Brandon Felix. Expression of Inflammatory Cytokines in the Hippocampus
and Behavioral Analysis in Adult Mice Cranially Irradiated with Low Doses of X-rays as
Neonates. 2025. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

Ionizing radiation is widely used in clinical practice, particularly in imaging procedures
such as computed tomography, including in neonatal patients. However, despite technological
advances that allow dose reduction, the long-term biological effects of early-life radiation
exposure—especially in developing brain structures such as the hippocampus—are still not
fully understood. This study investigated the effects of low doses of ionizing radiation on the
brains of neonatal male and female mice, focusing on inflammatory cytokine expression in the
hippocampus and behavioral changes observed in adulthood. To this end, animals were exposed
to X-ray ionizing radiation at doses equivalent to those used in pediatric head CT scans during
the neonatal stage (PND10), with exposures of approximately 25 mGy, 60 mGy, and 100 mGy.
Upon reaching adulthood (PNDS81), the animals underwent behavioral assessments using the
Open Field and Object Location Recognition tests, which allowed the analysis of potential
motor and cognitive alterations. In parallel, RT-qPCR was performed to quantify the expression
of pro- and anti-inflammatory genes, along with biochemical analyses using TBARS, SOD,
catalase, and GPx assays to evaluate oxidative stress and redox imbalance in hippocampal
tissue. The results revealed behavioral alterations, particularly an increase in anxiety-like
behavior in male mice exposed to approximately 100 mGy, and changes in SOD and TBARS
levels at the 60 mGy dose—markers of oxidative stress. These changes were restricted to male
mice, highlighting not only the direct effects of radiation but also suggesting a potential
influence of sex-specific factors in the long-term response to radiation-induced damage. This
study contributes to the understanding of the biological effects of early-life exposure to low-
dose ionizing radiation, typical of pediatric head CT examinations.

Keywords: 1onizing radiation; hippocampus; inflammatory cytokines; oxidative stress;

behavior test; neonatal mice.
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INTRODUCAO

A radiagao ionizante (RI) desempenha um papel essencial na medicina moderna, sendo o
agente fisico principal nas principais metodologias de diagnostico por imagem e terapia
oncologica (TAKEHIKO KATSURADA, 2017). No entanto, procedimentos que empregam RI
tém o potencial de causar alteragdes indesejadas no meio bioldgico devido a sua alta capacidade
de interacdo celular e ionizagdo, resultando na formacao de radicais livres (TAKEHIKO
KATSURADA, 2017). A Tomografia Computadorizada (TC), amplamente utilizada para
diagnodstico, suscita maior preocupagdo quando aplicada a regido craniana de pacientes
pediatricos, devido a maior sensibilidade dos tecidos a RI nesses pacientes (LOGANOVSKY,
2009). Ao contrario dos procedimentos de radioterapia, na qual as doses absorvidas s3o maiores
e ha estudos consolidados sobre seus efeitos no tecido e limites de dose estabelecidos; os efeitos
das baixas doses utilizadas em radiodiagnodstico ndo sdo tdo bem documentados, apresentando
curvas de dose-resposta de interpretagao complexa ou controversa (ABU BAKAR et al., 2019).

Embora técnicas de diagnodstico por imagem, que utilizam RI, empreguem doses baixas,
estudos indicam que mesmo essas doses podem provocar alteragdes na expressao de genes e
proteinas envolvidas em vias metabdlicas essenciais (MARQUETTE et al., 2003). Além de
atingir seu objetivo principal, seja o tratamento ou a obtencao de imagens, esses procedimentos,
frequentemente, induzem processos inflamatorios nos tecidos envolvidos (LOGANOVSKY,
2009). No que tange ao tecido nervoso, especificamente a regido do hipocampo, qualquer
processo que afete a homeostase dessa area pode impactar no comportamento e a memoria do
individuo (HLADIK et al., 2020).

A interagdo da radiacdo, em doses moderadas e altas, com o tecido nervoso tende a
causar neuroinflamacao, rarefacdo capilar e redu¢do da neurogénese (KEMPF et al., 2013). A
resposta neuroinflamatoria visa proteger o tecido de lesdes patogénicas e fisicas por meio da
remogao de agentes prejudiciais e inducdo de reparo tecidual, como ocorre em lesdes
radioinduzidas (ABU BAKAR et al., 2019). Em procedimentos de diagndstico por imagem,
onde a dose absorvida ¢ baixa e ndo resulta em morte celular significativa, a resposta
inflamatoria tende a ser menos pronunciada, mas ainda pode ocorrer, a ativagdo de células e
alteragdes na expressao de citocinas inflamatorias (LEE et al., 2019). A escassez de estudos
sobre os efeitos a longo prazo das baixas doses de radiagdo e a resposta tecidual a esse estimulo

deixa em aberto questdes sobre a recuperagdo do tecido e as possiveis implicagdes
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comportamentais dessas alteracdes. Isto porque o hipocampo, uma estrutura cerebral
fundamental para o processamento de diferentes tipos de memoria, especialmente a memoria
espacial, desempenha um papel critico na cognicao (SZABO; HENNERICI, 2014).

Enquanto estudos sobre RI em doses mais altas identificaram uma sensibilidade notavel do
hipocampo e seus efeitos nas capacidades cognitivas, a pesquisa sobre doses baixas,
semelhantes as utilizadas em procedimentos de TC e exames convencionais de raios X ou
fluoroscopia, ainda ¢ limitada e ndo conclusivas. At¢é o momento, ndo ha trabalhos que
determinem a significancia da radiac¢ao para pacientes pediatricos a longo prazo (GOODMAN,;
MUSTAFA; ROWE, 2019; JANOSIKOVA et al., 2019).

Neste estudo, foi realizada a irradiacdo de camundongos neonatos com feixes de raios X
correlatos aos usados na tomografia clinica pediatrica, i.e., mesma faixa de energia, na regiao
craniana, a fim de avaliar a influéncia dessa radiagao no hipocampo. As doses de interesse,
consideradas baixas e inferiores a 100 mGy, incluem as utilizadas em radiodiagndstico,
conforme a literatura (LEE et al., 2019). Para investigar os efeitos a longo prazo, os mesmos
camundongos foram submetidos a testes comportamentais na fase adulta. Subsequentemente,
amostras de hipocampo foram analisadas quanto a expressao de genes envolvidos em processos
inflamatorios (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10) utilizando técnica de RT-qPCR ¢ avaliagdo de
estresse oxidativo, utilizando diferentes metodologias para quantificagdo de danos e resposta
antioxidante no tecido hipocampal. As analises de TBARS (Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitirico) foram conduzidas para quantificar a peroxidacdo lipidica, enquanto as
atividades das enzimas antioxidantes GPx (glutationa peroxidase), SOD (superdxido
dismutase) e catalase foram medidas para avaliar o potencial antioxidante do tecido em resposta

a exposi¢ao radioinduzida.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo Geral

Avaliar através de analise comportamental, molecular e bioquimica, possiveis alteracdes a
longo prazo relacionadas a inflamagdo, estresse oxidativo e memoria espacial induzidos em
camundongos adultos expostos as baixas doses de raios X, na regido do cranio, quando
neonatos.

1.2. Objetivos especificos

a) Analisar o comportamento tipo ansioso e atividade locomotora de animais
irradiados com diferentes doses através do teste de campo aberto.

b) Avaliar a memoria espacial de animais irradiados com baixas doses utilizando o
teste de reconhecimento de posigdo.

c) Avaliar a expressdo génica de citocinas pro-inflamatorias (TNF- a, IL-1B, IL-6) e
anti-inflamatoria (IL-10), através da técnica de RT-qPCR.

d) Avaliagdo da quantificagdo de TBARS e da atividade enzimatica das enzimas

antioxidantes GPx (glutationa peroxidase), SOD (superoxido dismutase) e catalase.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Aplicacoes Médicas da Radiacao Ionizante

A descoberta da RI foi um marco na historia da ciéncia e da medicina, transformando e
revolucionando diversas arecas do conhecimento. No final do século XIX, cientistas como
Wilhelm Conrad Rontgen, Antoine Henri Becquerel conduziram experimentos que revelaram
a existéncia de particulas e ondas capazes de penetrar matéria e ionizar atomos, estabelecendo
um novo campo de estudo: a radiologia. Rontgen, em particular, ficou conhecido pela
descoberta dos raios X em 1895, um feito que ndo apenas lhe rendeu o Prémio Nobel de Fisica
em 1901, mas também inaugurou uma era de diagnosticos médicos por imagem que até entdo
eram impensaveis A partir desses avancos iniciais, o conhecimento sobre os efeitos bioldgicos
da RI se expandiu rapidamente. Este marco despertou interesse da comunidade cientifica para
investigar as propriedades e os potenciais efeitos bioldgicos dessas novas formas de energia.
No inicio do século XX, cientistas como Marie Curie contribuiram significativamente para a
compreensdo dos efeitos bioldgicos da radiacdo, enquanto exploravam seu potencial
terapéutico. As propriedades Unicas da RI, capazes de penetrar tecidos humanos e interagir com
c¢lulas de maneira controlada foram aplicadas ndo apenas para o diagndstico, mas também para
o tratamento de diversas condi¢des médicas (FLAKUS, 1981).

Avangando para o século XXI, a utilizacdo clinica da RI evoluiu de forma exponencial.
Equipamentos modernos de radiologia, como tomdgrafos computadorizados e de radioterapia
com diferentes dispositivos tecnoldgicos, vém permitindo avaliagdes médicas mais precisas €
tratamentos mais eficazes e seguros. Até mesmo os efeitos bioldgicos como a morte celular
causada por altas doses viraram a finalidade principal da radioterapia, que se tornou um dos
principais meios para o tratamento oncoldgico (ABU BAKAR et al., 2019).

As exposi¢des médicas representam, atualmente, a maior contribuicdo para as doses
coletivas origindrias de fontes artificiais de RI. A aplicacdo da RI no meio clinico ¢ um campo
vasto na medicina moderna, a radioterapia, um tratamento essencial para muitos tipos de cancer,
utiliza-se de radiacdes ionizantes, como raios X, raios gama e particulas carregadas, para
eliminar células cancerigenas ou impedir seu crescimento ¢ multiplicacio (REHANI, 2017).
Existem vdrias técnicas de radioterapia, incluindo a radioterapia externa, na qual a radiacao €
direcionada ao tumor a partir de uma fonte externa ao corpo (teleterapia), e a braquiterapia, que
envolve a colocagdo de uma fonte selada de material radioativo dentro ou préximo ao tumor

(MINNITI; GOLDSMITH; BRADA, 2012).
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Na medicina, a forma mais comum de uso da RI ¢ no diagnostico por imagem, por meio
de raios X. Esta exposi¢ao programada/médica ¢ amplamente utilizada devido a sua capacidade
de gerar imagens detalhadas dos ossos e de outras estruturas internas, facilitando a detecgao e
o diagnostico de fraturas, infecgcdes e anomalias estruturais (TAKEHIKO KATSURADA;
MUTSUMI NISHIDA; NAOYA SAKAMOTO, 2017). Além disso, a TC, uma evolugdo da
radiografia, oferece imagens tridimensionais detalhadas e cortes em diferentes planos que sao
importantes para o planejamento de tratamentos complexos, intervengdes cirargicas € no

diagnostico de patologias.

2.2. Grandezas Dosimétricas e Determinaciao de Doses

Em procedimentos de diagndstico por imagem, a RI transfere energia para o meio
bioldgico presente no paciente, tornando essencial a dosimetria para medir a dose absorvida
(KALENDER, 2014). Essa medicao ¢é necessaria por duas razdes: primeiro, para garantir boas
praticas e otimizagdo dos procedimentos; ¢ segundo, para avaliar os riscos associados a
exposicao, ajudando a justificar a realizagdo de exames radioldgicos com base na analise dos

riscos e beneficios (AINSBURY et al., 2011).

2.2.1. Kerma no as e dose absorvida

Na radiologia médica e odontoldgica, conhecer grandezas como o kerma no ar e a dose
absorvida no ar ¢ fundamental. O kerma no ar (K), que significa "Kinetic Energy Released per
Unit Mass", refere-se a energia transferida por RI ndo carregadas, como raios X, para os elétrons
no ar na forma de energia cinética (HALL; GIACCIA, 2012). Essa grandeza ¢ importante para
estimar a radiagdo que pode ser absorvida pelos tecidos humanos. O calculo do kerma no ar ¢

dado pela equacao 1:
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Equacdo 1: Equacdo para calculo de kerma no ar:
K — E.r (] (1)

onde E;. ¢ a energia transferida ¢ m ¢ a massa do ar contida em um determinado
volume. A unidade ¢ o gray (Gy). Fatores de conversao e corre¢des sdo aplicados para ajustar
os resultados as condigdes reais de medigao (HALL; GIACCIA, 2012).

A dose absorvida (D), que também ¢ medida em gray (Gy), representa a quantidade de
energia depositada por RI em um material por unidade de massa (m). Calcula-se a dose
absorvida medindo a radia¢@o incidente e determinando a energia depositada em um volume

especifico do material, de acordo com a equagao 2:

Equacdo 2: Equacdo para calculo de dose absorvida.

_ Eg )
D= — [Gy]

Onde E,;, ¢ a fragdo da energia transferida que ¢ absorvida pelo meio- (KHAN; WANG,
2022).

Na faixa de energia dos raios X usados na radiologia, o kerma no ar ¢ igual a dose
absorvida (BUSHBERG, 2011). Para radiagdes penetrantes como raios X e gama, a dose
absorvida pode ser estimada a partir do kerma no ar utilizando fatores de conversdo. Esta
conversao € necessaria para avaliar com precisdo o impacto da radiacdo na saude (TAILOR,
1958).

Organizagdes como a Comissdo Internacional de Unidades e Medidas de Radiagdo
(ICRU) e a Comissao Internacional de Protecao Radioldgica (ICRP) desenvolveram grandezas
para avaliar o efeito biologico da dose absorvida, padronizando a radia¢do em gray (TAILOR,
1958). Na radioprote¢do, o kerma no ar ¢ utilizado para calibrar padrdes nacionais de radiacao
de fotons, como os raios X utilizados na radiologia médica, possibilitando a determinacao de

outras grandezas operacionais na prote¢do radiologica (GONZALES; COSTA, 2014).

2.2.2. Indice de Dose de Tomografia Computadorizada

Na TC, a dose de exposicao (CTDI - Computed Tomography Dose Index) ¢ uma medida
da dose média de radiagdo recebida pelo tecido durante um exame de TC. O CTDI é uma forma
de quantificar a dose de radiacdo de maneira padronizada e ¢ calculado a partir de medidas

realizadas em um fantoma (um modelo que simula o tecido humano). O CTDI ¢ tipicamente
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expresso em unidades de mGy (miligrays) e considera o volume exposto (CTDI,1, indice de
dose volumétrica na TC) (SANTOS, 2023). O CTDIyo ¢ uma medida que avalia a dose de
radiagdo absorvida por um fantoma durante o exame de TC. E importante monitorar este valor
para garantir a dose no paciente. Outro fator a ser considerado na TC, ¢ o produto de dose
comprimento (DPL), uma medida que relaciona a dose absorvida de radiagdo pelo fantoma com
a dimensao da area exposta (ALZYOUD; AL-MURSHEDI; ENGLAND, 2024).

Além dos parametros citados, existem os niveis de referéncia de dose (NRDs) que sao
parametros definidos para a quantidade de radiagdo recebida durante exames de diagndstico por
imagem, como a TC (LACERDA, 2007). Eles desempenham um papel importante na
monitoragdo e otimizacdo da exposi¢do dos pacientes, assegurando que a dose administrada
seja tanto adequada quanto segura. Esses valores ajudam a reduzir o risco de efeitos adversos,

garantindo ao mesmo tempo que a qualidade das imagens diagnésticas ndo seja comprometida

(CASTANHEIRA, 2023)

2.3. TC em Pediatria: Aspectos Especificos

Nos tltimos anos, observou-se um aumento significativo no nimero de procedimentos
de TC, especialmente na regido do cranio. Dados do Sistema Unico de Satide (SUS) indicam
que em 2022 foram aprovados 2.036.723 procedimentos de tomografia para a regido craniana
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2024). Esse aumento pode ser atribuido a crescente
demanda por diagndsticos precisos e rapidos, bem como ao avango das tecnologias de imagem
que oferecem maior resolu¢do e menor tempo de exame. A TC se destaca pela sua capacidade
de fornecer imagens detalhadas e tridimensionais, o que ¢ particularmente Util em casos de
traumas cranianos, tumores e doengas neurodegenerativas (KALENDER, 2014).

No contexto clinico, a TC tem se mostrado uma ferramenta indispensavel no diagnostico
e no acompanhamento de diversas condi¢cdes médicas. Sua capacidade de gerar imagens
detalhadas do corpo humano, especialmente em areas complexas como o cranio, torna-a uma
escolha preferencial em situagdes na qual a precis@o diagndstica ¢ necessaria (SCHREYER et
al., 2004). Por exemplo, em casos de traumatismo craniano, a TC permite a visualizagcdo de
hematomas, fraturas e outras lesdes internas que nao podem ser detectadas por métodos de
imagem menos avan¢ados. Da mesma forma, em pacientes com tumores cerebrais, a TC fornece
informacdes detalhadas sobre a localizagdo, o tamanho e¢ a extensdo da massa tumoral,

auxiliando no planejamento cirurgico € no monitoramento da resposta ao tratamento
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(DIECKMEYER et al., 2023). Em termos de eficacia, a TC também se destaca pelo seu tempo
de exame relativamente curto, o que € particularmente benéfico em situagdes de emergéncia
médica onde o tempo € um fator critico. A capacidade de obter imagens de alta resolu¢cdo em
questdo de minutos permite um diagnostico rapido e preciso, possibilitando intervengdes
imediatas quando necessario (DIECKMEYER et al., 2023).

A otimizag¢do das imagens pediatricas € de particular importancia devido ao maior risco
de efeitos nocivos da radiacdo em criangas em comparagdo com adultos, além da maior
expectativa de vida durante a qual esses efeitos podem se manifestar (KEMPF et al., 2013). A
menor dimensdo corporal da maioria das criangas em comparacdo com adultos implica que
mais Orgdos estejam dentro ou proximos ao feixe primdrio de radiagdo, tornando a colimagao
deste feixe ainda mais importante (ICRP, 2013b; ICRP 135, 2017). Para garantir uma dose de
referéncia diagnostica (DRL) adequada, ¢ essencial considerar os dados especificos dos
pacientes, como peso, altura, idade, sexo e espessura corporal a fim de proporcionar uma maior
precisdo na aplicacdo das técnicas de imagem e na minimizagao da exposicao a radiagao (KILIC
etal., 2013).

No passado, a idade do paciente era usada para definir grupos de criancas para o
estabelecimento de DRLs pediatricas (tabela 1). Tipicamente, eram consideradas faixas etarias
de 0 (neonatal), 1, 5, 10 e 15 anos.

Contudo, o modelo atual utiliza o peso do individuo pediatrico como fator de maior
confiabilidade (tabela 2). Em algumas situa¢des, na qual apenas as faixas etarias estdo
disponiveis para avaliagdo, a idade pode ser usada como a inica medida disponivel para ajustar
a dose de radiagdo, embora o peso seja considerado uma métrica mais precisa para a otimizagao

das imagens e a prote¢do radioldgica.
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Tabela 1. Valores de referéncia ao tipo de exame e as varidveis do paciente.

Exame Idade ou Peso  Faixa Etaria  CTDIvol, mGy DLP,
mGy.cm
0 < 3 meses 0 24 300
3meses £1 1 28 385
A e ano
Cranio lano < 6 5 38 505
anos
2 6 anos 10 52 650
<Skg 0 1,4 35
5 <15 kg 1 1,8 50
Térax 15 < 30 kg 5 2,7 70
30 < 50 kg 10 3,7 115
50 < 80 kg 15 5,4 200
<Skg 0 45
5 <15 kg 5 3,5 120
Abdomen 15 < 30 kg 5 5,4 150
30 < 50 kg 10 7,3 210
50 < 80 kg 15 13 480

Legenda: Adose de referéncia diagnéstica (DRLs) para TC de cabega referem-se a phantom de 16 cm ¢ DRLs
para torax e abdomen para phantom de 32 cm. DRLs referem-se a um exame completo de TC de rotina (uma
série de varreduras)

Fonte:(Protecdo contra radiagdo n.° 185, 2018)

Tabela 2: Pesos para niveis de referéncia de diagnostico pediatrico

Descricao Faixa de Peso Faixa Etaria Faixas etarias mais comuns
(kg) baseada nas usadas para os DRLs
tabelas de peso- nacionais anteriores (anos)
para-idade
Neonato <5 <1 més 0
Lactente, crianca 5 <15 lmésa<4 1
pequena e anos
primeira infincia
Infancia média 15 < 30 4 <10 anos 5
Adolescéncia 30 < 50 10 £ 14 anos 10
inicial
Adolescéncia 50 < 80 14 < 18 anos 15
tardia

Legenda: Pesos para niveis de referéncia de diagnostico pediatrico recomendados pelas Diretrizes Europeias

sobre DRLs para Imagem Pediatrica e idades equivalentes aproximadas e grupos etarios usados para pesquisas

anteriores.

Fonte: (EC,2016; ICRP 135, 2017)
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A preocupagdo com a exposi¢do a radiacdo em procedimentos pediatricos tem levado
ao desenvolvimento de protocolos especificos que visam minimizar a dose recebida pelas
criancas sem comprometer a qualidade diagnodstica das imagens (KEMPF et al., 2013;
LOGANOVSKY, 2009). Essa preocupacdo ¢ justificada pela natureza multifacetada da
aplica¢dao da RI no meio clinico, que ¢ essencial para o diagndstico e tratamento de inimeras
condi¢cdes médicas. Portanto, a implementagdo de medidas de protecdo e otimizagdo ¢
necessaria para assegurar a seguranga ¢ bem-estar dos pacientes pediatricos, a0 mesmo tempo

em que se mantém a eficacia diagnostica e terapéutica (LOGANOVSKY, 2009).

2.4. Efeitos Biologicos da Radiacao Ionizante
A RI, ao interagir com o meio bioldgico, provoca uma série de efeitos que podem variar

em intensidade e consequéncia dependendo da dose e do tipo de radiagdo. Esses efeitos sdo
resultantes da capacidade da RI de remover elétrons dos atomos e moléculas presentes nas
células, gerando ions e radicais livres altamente reativos (HALL; GIACCIA, 2012). Os radicais
livres podem causar danos diretos ao DNA, gerando quebras de fita simples ou dupla, além de
um efeito indireto, resultado da producao de espécies reativas de oxigénio, ions eletricamente
instaveis e altamente reativos que podem alterar a estrutura de proteinas ¢ membranas celulares,
resultando em mutagdes, disfungdes celulares, peroxidagdo lipidica e, em casos mais graves,
morte celular (HALL; GIACCIA, 2012). A quebra de cadeias de DNA ¢ um dos danos mais
criticos, podendo ser de fita simples ou dupla, com as quebras duplas sendo particularmente
dificeis de reparar e ocasionalmente levando a aberragdes e cromossomicas € carcinogénese
quando ndo corrigida ou remediada (reparo ou morte celular) (SCHMAL et al., 2019).

O impacto da RI no meio bioldgico ndo ¢ uniforme, sendo influenciado por fatores como
a taxa de dose, a presenca de oxigénio e a fase do ciclo celular (Al-Qabandi & Alshammary,
2022). Células em divisdo rapida, como aquelas encontradas em tecidos de crescimento rapido
e em tumores, sdo geralmente mais sensiveis a radiacdo devido a maior probabilidade de
estarem na fase mitética ou G2 do ciclo celular, onde sdo mais vulneraveis aos danos induzidos
pela radiacdo. Além disso, a presenca de oxigénio pode potencializar os efeitos da radiagao
através do fendmeno conhecido como efeito oxigénio, onde o oxigénio amplifica a formacao
de radicais livres, aumentando a probabilidade de danos permanentes ao DNA (MZIZI et al.,
2024).

A interacdo da radiagdo ionizante (RI) com tecidos bioldgicos causa uma elevacao

significativa na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), incluindo compostos
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altamente reativos como anion superéxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila (HALL;
GIACCIA, 2012). Essas moléculas oxidantes ou com capacidade de gerar agentes oxidantes
sao capazes de iniciar reagdes em cadeia que resultam em danos severos as estruturas celulares,
principalmente nas membranas lipidicas, nas proteinas e no DNA. No entanto, esse aumento de
ERO nio se restringe a ambientes expostos a RI, podendo ocorrer também em células sob
estresse metabdlico elevado, inflamag@o ou outros estimulos que causem um desequilibrio no
estado redox. Para evitar o acuimulo descontrolado dessas moléculas e manter a integridade
celular, o organismo depende de um sistema de defesa antioxidante intrinseco, composto por
enzimas e outras moléculas que trabalham para neutralizar o excesso de ERO e restaurar o
equilibrio redox (SUKHOTNIK et al., 2019).

Esse aparato antioxidante ¢ crucial para proteger as células contra os efeitos prejudiciais
de ERO, atuando de forma dindmica para impedir que os radicais livres causem danos
irreversiveis (DAS etal., 2016; SUKHOTNIK et al., 2019). Sem essa rede de defesa enzimatica,
o acumulo de ERO seria prejudicial para a célula, levando a peroxidac¢ao de lipideos em
membranas, alteracdo da estrutura proteica, comprometimento de vias de sinalizacdo e
mutagdes no DNA, todos fatores que contribuem para doencas degenerativas, envelhecimento
precoce e carcinogénese. A presenga de enzimas antioxidantes permite que a célula responda a
variacoes no nivel de ERO, sejam elas decorrentes de exposi¢des ambientais como a radiagao
ou de processos metabodlicos internos, regulando a producao e a remogao de ERO de modo que
os danos oxidativos sejam minimizados, preservando, assim, a funcionalidade celular e a
viabilidade do tecido, especialmente em 6rgaos sensiveis como o cérebro (WANG et al., 2020).

Os efeitos biologicos da RI sdo classificados em efeitos teciduais (deterministico) e
estocasticos. Os efeitos teciduais ocorrem quando a dose de radiacao ultrapassa um certo limiar,
resultando em danos celulares significativos que se manifestam clinicamente, como
radiodermites, cataratas e sindrome da aguda da radiacdo (HALL; GIACCIA, 2012). Esses
efeitos sao dose-dependentes e a gravidade aumenta com a dose de radiagao recebida. Por outro
lado, os efeitos estocasticos ndo possuem um limiar definido e sua ocorréncia ¢ probabilistica,
significando que mesmo baixas doses de radiacdo podem induzir mutagdes que eventualmente
levam ao desenvolvimento de cancer ou outras doencas genéticas, sendo o risco proporcional a
dose acumulada ao longo do tempo (ABBOTT, 2015).

A radiossensibilidade dos diferentes tecidos e 6rgdos a RI varia consideravelmente,
complicando a compreensdo dos efeitos de baixas doses de RI. Tecidos com alta taxa de
renovagdo celular, como a medula dssea, o trato gastrointestinal e a pele, tendem a ser mais

suscetiveis aos danos da radiacdo, enquanto tecidos com baixa taxa de divisao celular, com
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células mais diferenciadas e de crescimento lento, como as neurais € musculares, tendem a ser
mais resistentes (KHAN; WANG, 2022). No entanto, mesmo nesses tecidos mais resistentes, a
exposicao a doses altas ou prolongadas pode resultar em danos significativos, como a necrose
tecidual e disfuncoes fisioldgicas. Esta variacdo na radiossensibilidade significa que a mesma
dose de RI pode ter efeitos muito diferentes dependendo do tipo de célula ou tecido envolvido
(AL-QABANDI; ALSHAMMARY, 2022).

Estudos tém demonstrado a importancia de avaliar as doses administradas no meio
clinico, evidenciando uma variagdo entre as doses recebidas pelos pacientes. Problemas com
equipamentos, como erro na dosimetria, sem controle de qualidade e sem a manutengdo
necessaria foram identificados como fatores contribuintes. Os resultados indicaram que erros
na dosimetria do feixe de radiagdo fizeram com que 36% dos pacientes recebessem uma dose
superior a 10%, enquanto 64% recebessem uma dose inferior a 10% (ALMEIDA, 2023). Esses
dados ressaltam a necessidade de estudos detalhados sobre os efeitos das doses administradas,
incluindo doses baixas de RI, pois a compreensdo dessas variagdes ¢ essencial para garantir a
eficdcia e seguranca dos tratamentos e diagnosticos (HAMADA; FUJIMICHI, 2014).

O efeito da RI no meio bioldgico ¢ um campo complexo que envolve uma variedade de
interagdes fisicas e quimicas que resultam em danos celulares e teciduais. Compreender esses
mecanismos ¢ essencial para a aplicacao segura e eficaz da radiagdo em ambientes clinicos e
industriais. Essa compreensdo permite otimizar os procedimentos € minimizar 0s riscos

associados, garantindo que os beneficios da RI sejam maximizados (ALMEIDA, 2023).

2.5. Impacto de Baixas Doses de Radiaciao lonizante

As respostas biologicas a baixas doses de radiacdo ionizante (RI) sdo amplamente
debatidas em radiobiologia, particularmente quanto aos seus impactos em saude publica e
protecao radioldgica como demonstra o modelo Linear-Sem-Limiar (LNT) e as incertezas na
extrapolagdo do risco de radiacdo em doses baixas demonstrado graficamente na Figura (1)
(MANCUSO et al., 2012). O modelo LNT ¢ amplamente utilizado para estimar efeitos de longo
prazo da exposicao a radiacdo, incluindo cancer e efeitos genéticos, assumindo que o risco de
dano aumenta linearmente com a dose, sem um limiar seguro. No entanto, esse modelo enfrenta
desafios cientificos que questionam sua validade, especialmente em doses baixas, onde efeitos
como o efeito espectador (bystander) e outros fendmenos dificultam a avaliacdo precisa dos

riscos. Em doses muito baixas, os estudos epidemioldgicos geralmente carecem de poder
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estatistico para detectar riscos a saude, o que torna o modelo LNT uma ferramenta pragmatica
para otimizar procedimentos e regulamentacdes, mais do que um reflexo exato dos processos
biologicos envolvidos na avaliagdo de risco (MANCUSO et al., 2012; THARMALINGAM et
al., 2019).

Figura 1: Modelo Linear-Sem-Limiar (LNT) e incertezas na extrapolagdo do risco de radiagdo
em baixas doses.

Modelo linear sem limiar (LNT)
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Legenda: O modelo LNT (linha preta) assume um risco crescente linearmente com a dose, sem limiar seguro.
Notas: Curvas hipotéticas: (a) risco maior que o previsto pelo LNT; (b) risco menor; (c) dose limiar, sem risco
abaixo de certo ponto; (d) resposta adaptativa, com possivel efeito benéfico em baixas doses.
Fonte: Retirado de Mancuso M, Pasquali E, [...] Saran ACurrent Molecular Medicine (2012) 12(5) 613-624.
Tradugdo: O autor, 2025.

A figura apresenta curvas hipotéticas para diferentes cenarios de resposta em baixas
doses: a curva (a) representa um aumento de risco maior do que o previsto pelo LNT,
possivelmente devido a efeitos nao-alvo; a curva (b) indica um risco menor do que o esperado;
a curva (c) sugere a existéncia de um limiar de dose abaixo do qual ndo haveria risco adicional,
e a curva (d), associada a resposta adaptativa, sugere que exposi¢des a baixas doses poderiam

induzir respostas bioldgicas benéficas. Esses modelos alternativos refletem a complexidade e
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as incertezas na avaliagdo do risco de baixas doses, salientando a importancia de mais estudos

para esclarecer os mecanismos envolvidos.

Nao ha dados suficientes para fazer uma teoria unificada. Neste momento, o governo
dos EUA aplica o modelo LNT para determinar limites aceitaveis de exposi¢ao a RI. O modelo
LNT, amplamente aceito por 6rgaos regulatorios, sugere que qualquer dose, por menor que seja,
aumenta proporcionalmente o risco de cancer e outros efeitos estocasticos (CALABRESE,
2019). Para fins de protegao radioldgica o modelo assume que o dano bioldgico causado pela
RI (essencialmente o risco de cancer) em longo prazo ¢ diretamente proporcional a dose. Isso
permite somar, por medigdo em areas diversas, toda a exposi¢do a radiagdo, sem levar em
consideragdo os niveis de dose ou taxas de dose. Essa visdo ¢ apoiada pela Biologic Effect of

Ionizing Irradiation (BEIR) dos EUA, United Nations Scientific Committee on the Effects

of Atomic Radiation (UNSCEAR), International Commission on Radiological Protection
(ICRP) e National Council on Radiation Protection and Measurements (NCRP), International
Atomic Energy Agency (IAEA). Esses comités ndo consideram o LNT como um fato cientifico,
mas o descrevem como uma suposicao prudente ¢ conservadora para fins de radioprotecao
contra o risco de cancer induzido por radiagdo (Sources, effects and risks of ionizing radiation:
United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation : UNSCEAR 2013
report to the General Assembly with scientific annexes. Volume II, scientific annex B, 2013).
Eles estabelecem diretrizes e limites de exposi¢do para proteger trabalhadores e o piblico em
geral dos efeitos nocivos da radiacdo. No entanto, a existéncia de dados contraditorios e a
variabilidade nas respostas individuais destacam a necessidade de uma avalia¢do continua e de
pesquisas adicionais para aprimorar essas diretrizes (Sources, effects and risks of ionizing
radiation. : United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation:
UNSCEAR 2013 report to the General Assembly with scientific annexes. Volume II, scientific
annex B, 2013)

O cancer ¢ um dos principais efeitos estocasticos associados a exposi¢ao a baixas doses
de RI, devido a capacidade da radiag¢do de induzir mutagdes genéticas e instabilidade gendmica,
porém, além do cancer, outros efeitos genéticos, como mutacdes hereditarias, também sao uma
preocupacao (HALL; GIACCIA, 2012). A RI pode causar danos ao DNA que, se ndo reparados
adequadamente, podem ser transmitidos as geragdes subsequentes, aumentando o risco de
doencgas genéticas. Em outras palavras, a RI ¢ sempre considerada prejudicial sem limite de
seguranca, € a soma de varias exposi¢cdes muito pequenas ¢ considerada como tendo o mesmo

efeito que uma exposicao maior (linearidade de resposta) (THARMALINGAM et al., 2019).
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Recentemente, a epigenética, que estuda mudancas na expressdo gé€nica que nao
envolvem alteragdes na sequéncia de DNA, tem emergido como um campo importante na
compreensdo dos efeitos de baixas doses de RI. Alteragdes epigenéticas podem influenciar a
fisiologia do 6rgdo e contribuir para doencas cronicas e alteragdes funcionais a longo ou curto
prazo (ZHANG et al., 2020). Estudos mais recentes demonstram que um tecido biolégico pode
ter sua expressdo génica alterada em decorréncia de alteracdes epigenéticas radioinduzidas
(KUSSAINOVA et al., 2024). Os efeitos de baixas doses de RI sao complexos e influenciados
por diversos fatores bioldgicos e ambientais, incluindo o efeito da radiagao no sistema nervoso
central, um 6rgdo altamente critico, cuja exposicao a radiagdo pode ter implicagdes profundas
para a saude e a fungdo cognitiva (NARASIMHAMURTHY; MUMBREKAR; SATISH RAO,
2022a)

2.6. Efeitos da RI no Sistema Nervoso

Uma das primeiras respostas a radiagdo para doses moderadas a altas no sistema nervoso
(SN) ¢ a rarefacdo capilar, caracterizada pela redu¢do da densidade capilar. Esta condigdo pode
comprometer a circulacdo sanguinea e a entrega de oxigénio e nutrientes as células nervosas,
potencializando os danos neuronais. Além disso, a radia¢do desencadeia a neuroinflamagdo, um
processo caracterizado pela ativacao de células gliais, como micréglias e astrdcitos, que liberam
citocinas pro-inflamatorias. A neuroinflamagdo cronica pode levar a degeneracdo neuronal e
esta associada a diversas condi¢des neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer e a
esclerose multipla (KEMPF et al., 2014).

A neurogénese, o processo de formagao de novos neurdnios, ¢ particularmente sensivel
a RI. A exposi¢do a RI pode reduzir significativamente a proliferagdo de células progenitoras
neurais no hipocampo, uma regido critica para a memoria e a aprendizagem. Esse efeito ¢
particularmente preocupante em pacientes pediatricos, cujos cérebros estdio em
desenvolvimento ativo e sdo mais vulneraveis aos efeitos adversos da RI. A diminuicao de
neurogénese pode resultar em déficits cognitivos e comportamentais a longo prazo
(GUTIERREZ-QUINTANA et al., 2022).

Os mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos da RI incluem danos diretos ao
DNA neuronal, a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), espécies reativas de
nitrogénio e a ativagdo de vias de sinalizagdo de estresse celular, senescéncia celular. Os danos

ao DNA podem levar a apoptose neuronal ou outros tipos de morte celular, enquanto as ERO
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podem oxidar lipidios (peroxidagdo de lipidios), proteinas e 4cidos nucleicos, exacerbando os
danos celulares. As vias de sinalizacdo de estresse, como a ativagdo da proteina p53 e a inibi¢ao
da via de sobrevivéncia PI3K/Akt, também desempenham papéis na resposta celular a RI
(SIKPI; WANG, 2000)

Intervengdes terapéuticas para mitigar os efeitos da RI no SN estdo em desenvolvimento
e incluem o uso de antioxidantes, anti-inflamatérios e promotores de neurogénese.
Antioxidantes, como a melatonina e o acido ascorbico, podem neutralizar as ERO e reduzir o
estresse oxidativo. Anti-inflamatoérios, como os inibidores de citocinas, podem atenuar a
neuroinflamag¢do (GUO et al., 2013). Agentes promotores de neurogénese, como os fatores de
crescimento neurotréficos, podem ajudar a preservar a neurogénese € promover a recuperagao
funcional do sistema nervoso central (SON et al., 2015).

No contexto de doses baixas de RI, como aquelas utilizadas em procedimentos de
diagndstico por imagem, os efeitos biologicos sobre o SNC ainda sdo objeto de estudo
(NARASIMHAMURTHY; MUMBREKAR; SATISH RAO, 2022a). Embora as doses
utilizadas em radiografias, TC e outros exames de imagem sejam significativamente menores
do que as usadas em radioterapia, ha preocupacdes sobre os possiveis efeitos cumulativos
dessas exposi¢des repetidas, ou unicas ao longo do tempo (ALZYOUD; AL-MURSHEDI;
ENGLAND, 2024). Pesquisas adicionais sao necessarias para esclarecer os riscos potenciais €
para desenvolver estratégias de prote¢do que minimizem qualquer impacto adverso,
especialmente em individuos que podem ser submetidos a multiplos exames ao longo da vida

(NARASIMHAMURTHY; MUMBREKAR; SATISH RAO, 2022).

2.7. Radiossensibilidade em Pacientes Pediatricos

A Lei de Bergoni¢ e Tribondeau, formulada no inicio do século XX, estabelece que a
radiossensibilidade das células € proporcional a sua taxa de divisdo e inversamente proporcional
ao seu grau de diferenciacdo, o que significa dizer que células em rapida proliferacdo e menos
diferenciadas sdo mais suscetiveis aos efeitos da RI. Recentemente, houve um aumento
significativo nas pesquisas que investigam o impacto de baixas doses de RI, especialmente em
momentos de maior radiossensibilidade, como durante fases especificas do ciclo celular, para

compreender melhor os riscos e beneficios potenciais em contextos médicos e ambientais

(KEMPF et al., 2014).
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Em pacientes pediatricos, alguns tecidos e oOrgdos ndo estdo completamente
desenvolvidos, isso sem contar o crescimento natural do individuo, o que por si s ja aumenta
a taxa de mitose e aumenta a sensibilidade a exposi¢ao a RI. Devido a isso a radiossensibilidade
em pacientes pediatricos é uma preocupagio significativa na pratica clinica (SCHAFER et al.,
2020). Diferentes exames de diagnostico por imagem, como radiografias, TC e ressonancias
magnéticas (RM), sdo frequentemente realizados em criangas para avaliar ¢ monitorar
diferentes condi¢des médicas, especialmente, em pacientes oncoldgicos pediatricos que
precisam acompanhar a evolugao da doenga (KHAFAIJI et al., 2024). No Brasil, no ano de 2022,
segundo dados do DataSUS (08/2024) foram autorizados um pouco mais de 2 milhdes de
procedimentos de TC pelo SUS, sendo este nimero somente para os procedimentos realizados
na regido da cabeca, considerando adultos e criancas. No entanto, a exposi¢do repetida desses
procedimentos pode resultar em uma dose cumulativa significativa de RI, aumentando o risco
de efeitos adversos a longo prazo (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2024). A
radiossensibilidade elevada em criangas ¢ atribuida ao fato de que seus tecidos e 6rgdos estao
em desenvolvimento € possuem uma maior taxa de divisao celular, aumentando a probabilidade
de danos ao DNA, subsequentes mutacdes ¢ alteracdes na fungdo mitocondrial (GUO et al.,
2013).

A neurogénese, especialmente no hipocampo (Figura 2) ¢ um processo presente no
desenvolvimento infantil e ¢ particularmente vulneravel a RI (BRODY et al., 2007). O
hipocampo ¢ uma regido do cérebro responsavel pela formagdo de novas memorias e pelo
aprendizado, e a neurogénese nesta area ¢ essencial para essas fungdes. Estudos mostram que a
exposicao a RI durante a infncia pode reduzir significativamente a neurogénese no hipocampo,

comprometendo a capacidade de formar novas memdrias e aprender (LIU et al., 2016).
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Figura 2: Encéfalo humano (esquerda), de camundongos (direita) e estruturas internas.
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Legenda: Representacdo comparativa das principais estruturas do cérebro humano e do cérebro de camundongo.
Notas: No cérebro humano, observa-se o lobo frontal, lobo parietal, lobo temporal, cerebelo, medula oblonga e
ponte, além de uma visdo coronal destacando o cortex cerebral, talamo, amigdala e hipocampo. No cérebro de
camundongo, sdo ilustrados bulbo olfatdrio, cerebelo, medula oblonga e uma visdo coronal evidenciando o cortex
cerebral, hipocampo, talamo, amigdala e hipotdlamo. Adaptado para fins comparativos entre as espécies.

Fonte: (CRYAN; HOLMES, 2005).

Estudos experimentais, em modelos animais, tém fornecido resultados importantes
sobre os efeitos da RI na fase neonatal (ERIKSSON et al., 2016). Estudos com modelo animal
permitem a pesquisa pré-clinica entender mecanismos teciduais € moleculares gracas a certas
similaridades estruturais e funcionais entre os 6rgaos dos modelos animais € humanos como
demonstrado na Figura 2. Pesquisas em roedores, por exemplo, mostram que a exposi¢ao a RI
durante o desenvolvimento inicial pode levar a uma série de déficits comportamentais e
cognitivos na vida adulta (ERIKSSON et al., 2016). Animais irradiados na fase neonatal
demonstram redu¢do na densidade de neurdnios no hipocampo, diminui¢do na plasticidade
sinaptica e comprometimento na fungdo cognitiva (IBANEZ et al., 2019). Esses achados
sugerem que a exposi¢do precoce pode ter efeitos duradouros no desenvolvimento neural e no
comportamento, destacando a importancia de minimizar a exposi¢do a RI em criangas e de
monitorar cuidadosamente os pacientes pediatricos que necessitam de exames diagnosticos.

Portanto, ¢ fundamental que os profissionais de satide considerem a radiossensibilidade
elevada em pacientes pediatricos ao decidir sobre a realizagdo de exames diagndsticos e ao
planejar tratamentos que envolvam RI (KHAFAIJI et al., 2024). O uso de técnicas de diagndstico
por imagem com doses reduzidas, o desenvolvimento de protocolos de radioprote¢dao

especificos para criangas e a pesquisa continua sobre os efeitos da RI em desenvolvimento sdao
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essenciais para mitigar os riscos e proteger a saude dessas populagdes vulneraveis a longo
prazo, sobretudo pacientes oncologicos pediatricos que sdo submetidos com mais constancia a
exposicao aos raios X para novas simulagdes e planejamento de tratamento (DE GONZALEZ;

PASQUAL; VEIGA, 2021; FRUSH et al., 2024).

2.8. Neuroinflamacio e Alteracao Cognitiva

A neuroinflamagdo desempenha um papel importante no desenvolvimento de diversas
doengas neurodegenerativas, bem como no processo natural de envelhecimento (SHAN et al.,
2007). A inflamagdo no SNC ¢ mediada, principalmente, por células microgliais e astrocitos,
que, quando ativadas, liberam citocinas pro-inflamatorias e outros mediadores inflamatorios
(CARTER et al., 2019). Este processo inflamatdrio pode levar a alteragdes neuroquimicas ¢
estruturais que comprometem a fun¢do neuronal e sindptica. Em condi¢des como a doenga de
Alzheimer, Parkinson e esclerose multipla, a neuroinflamagdo cronica ¢ um dos principais
mecanismos que contribuem para a neurodegeneracdo progressiva e para a perda funcional
(CARTER etal., 2019)

O envelhecimento natural do cérebro também estd associado a um aumento no estado
inflamatdrio basal, conhecido como "inflamagao relacionada ao envelhecimento". Refere-se ao
processo de inflama¢do de baixo grau que aumenta com a idade e estd associado a varias
doengas cronicas e ao envelhecimento geral do organismo (FULOP et al., 2023). Esse processo
resulta da ativagdo microglial cronica, do aumento na produgdo de citocinas inflamatorias,
mesmo na auséncia de uma lesdo ou infeccdo aguda, e da presenca de células senescentes
(SANTORO; BIENTINESI; MONTI, 2021). A inflamagdo cronica pode prejudicar a
capacidade do cérebro de reparar e regenerar tecidos danificados, contribuindo para o declinio
cognitivo relacionado a idade e para o aumento da susceptibilidade a doengas
neurodegenerativas. Além disso, a neuroinflamacdo cronica pode afetar negativamente a
neurogénese, particularmente no hipocampo (LOWE et al., 2009)

Estudos mostram que a inflamag¢do no SN pode induzir uma variedade de alteragdes
comportamentais, incluindo depressao, ansiedade e déficits cognitivos (KOSEL; PELLEY;
FRANKLIN, 2020). A ativacdo microglial e a liberagdo de citocinas inflamatorias podem
alterar a funcdo sinaptica e a neurotransmissao, impactando a regulagdo do humor e a cognigao.

A inflamag¢do cronica pode interferir com os circuitos neurais responsaveis pela motivacao,
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prazer e tomada de decisdo, levando a sintomas de anedonia e falta de motivagdo, comuns em
condi¢des como a depressao (KEMPF et al., 2014)

A memoria ¢ particularmente afetada pela neuroinflamagao. Citocinas inflamatorias, como
a interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
podem inibir a plasticidade sinaptica e reduzir a expressdo de fatores neurotréficos como o
BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro) (SILVA et al.,, 2015). Esses efeitos
comprometem a capacidade do hipocampo de formar novas conexdes sinapticas, resultando em
déficits na memoria de curto e longo prazo (KEMPF et al., 2014). Modelos experimentais em
camundongos demonstram que a indugdo de neuroinflamagao esta associada a um desempenho
reduzido em tarefas de memoria e aprendizado, reforcando a ligacdo entre inflamagdo e
comprometimento cognitivo (KEMPF et al., 2014).

Embora os efeitos adversos das baixas doses de RI possam ser sutis, eles podem ser
significativamente prejudiciais, incluindo alteragdes na fung¢do cognitiva, aumento do risco de
doengas neurodegenerativas e modificagdes na estrutura cerebral (ABBOTT, 2015). O estudo
dos impactos de baixas doses de RI ¢ essencial para avaliar com precisao os riscos associados
e para compreender como esses riscos podem se manifestar ao longo do tempo. Esses dados
sdo necessarios para o desenvolvimento de diretrizes e protocolos que garantam um equilibrio
adequado entre os beneficios dos exames radiologicos e os riscos ao paciente
(LOGANOVSKY, 2009). Compreendendo mais detalhadamente esses efeitos bioldgicos, ¢
possivel desenvolver recomendagdes mais eficazes sobre a frequéncia dos exames, explorar
técnicas de diagnostico por imagem alternativas e implementar medidas de prote¢do adicionais
quando necessario (AL-QABANDI; ALSHAMMARY, 2022).

Além disso, a pesquisa sobre os efeitos biologicos da RI a baixas doses fornece uma base
solida para a justificativa médica na prescricdo de exames. Com evidéncias robustas, os
profissionais de satde podem tomar decisdes informadas sobre a necessidade de exames
radiolégicos, garantindo que a exposicao a RI seja minimizada (NARASIMHAMURTHY:;
MUMBREKAR; SATISH RAO, 2022b). A justificagdo, um dos principios da Protecao
Radiologica, ¢ fundamental nas exposi¢des médicas. Conforme estabelecido em normas
Internacionais e Nacionais, nenhuma pratica deve ser autorizada a menos que produza
suficiente beneficio para o individuo exposto ou para a sociedade de modo a compensar o
detrimento que possa ser causado (Sources, effects and risks of ionizing radiation. : United
Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation : UNSCEAR 2013 report to

the General Assembly with scientific annexes. Volume II, scientific annex B, 2013).
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais e grupos experimentais

Trabalho realizado em modelo animal, previamente aprovado por Comité de Etica para
Cuidado e Uso de Animais Experimentais (CEUA), n°011/2023, UERJ- RJ.

Fémeas de camundongos Swiss Webster (Mus musculus) em fase final de gestacdo, foram
separadas em caixas individuais e mantidas no Biotério Multiusuario de Biologia, localizado
no Departamento de Ciéncias Radiologicas (DCR/IBRAG/UERJ), com temperatura controlada,
ciclo de 12h claro/escuro, comegando o ciclo claro as 6h. Os animais permaneceram, durante
todo o experimento, em gaiolas de plastico apropriadas, contendo serragem, dgua potavel e
racdo ad libitum. O controle da data de nascimento foi feito diariamente para que se pudesse
classificar o tempo de vida de cada filhote, contando o dia do nascimento como dia 0 (PNDO).
Foram utilizados 20 camundongos (10 machos e 10 fémas) para cada uma das 4 doses avaliadas
(0, 25, 60, 100 mGy) no experimento conforme mostrado na Tabela 3. A figura 3 representa o

esquema experimental para o desenvolvimento da pesquisa em tela.

Tabela 3: Organizac¢do dos grupos experimentais e siglas.

Sexo Dose N (por Sigla
grupo)
0 mGy F0
A 25 mGy F25
Fémeas 60 mGy 10-12 F60
100 mGy F100
0 mGy Mo
25 mGy M25
Machos 60 mGy 9-12 M60
100 mGy M100

Legenda: Organizagdo dos grupos de acordo com dose e sexo. Siglas referentes ao sexo, sendo M, para
masculino e F para feminino.
Fonte: O autor, 2025



37

Figura 3: Desenho experimental com todos os grupos e procedimentos avaliados.
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Legenda: Representagdo esquematica do desenho experimental, destacando os principais eventos ao longo dos
dias pés-parto (PNDs).

Notas: O nascimento ocorre no PND 0, seguido do periodo de amamentagdo até o PND 21. A irradiagdo craniana
¢ realizada no PND 10, durante o periodo de amamentacdo. No PND 21, ocorre o desmame e a separacio dos
sexos. Entre os PNDs 81 e 84, sdo realizados os testes comportamentais de campo aberto e reconhecimento de
posi¢do. No PND 85, os animais sdo eutanasiados para a realizagdo de analises moleculares e enzimaticas.

Fonte: O autor, 2024

3.2. Equipamento de Irradiacido e Dosimetria

Para exposicdo dos camundongos a diferentes doses foi utilizado o irradiador small animal
radiation research plataform (SARRP), localizado no LCR/UERJ. O SARRP ¢ um
equipamento de radia¢do de precisao composto por uma fonte de raios X (Figura 4).

Figura 4: Imagem ilustrativa do irradiador SARRP

A)

Legenda: Irradiador de animais de pequeno porte A) Visual Externo (SARRP — Xstrhal), B) Visual Interno.
Notas: 1) Fonte de raios X; 2) Colimador e Filtro (0,3 mm de Cu); 3) Campo luminoso; 4) Suporte para o animal.
Fonte: adaptado de SARRP Small Animal RT - Image Guided Irradiation | Xstrahl
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Na dosimetria, no ponto de referéncia (local de suporte para a irradiagdo dos animais), foi
utilizado o dosimetro semicondutor PTW NOMEX (Multimeter - REF T11049). O multimetro
NOMEX ¢ um sistema de dosimetria de diagnostico, em conformidade com a norma (IEC
61674), para dosimetria de referéncia e medigdes de controle da qualidade em radiologia de
diagnostico (NOMEX T11049, 2012). Ele ¢ capaz de conduzir testes de aceitacao e verificagdes
de constancia em varias aplicagdes radioldgicas, incluindo radiografia, fluoroscopia, raios X
odontologicos, mamografia ¢ TC. O conjunto do multimetro NOMEX inclui o multimetro
NOMEX, um dosimetro miniaturizado que consiste em um sistema eletronico, detectores com
semicondutores e o software. Numa unica exposi¢ao, o multimetro NOMEX mede a dose, a
taxa de dose, a dose por pulso, os pulsos, a frequéncia de pulso, o tempo de exposi¢ao, a tensao
do tubo, a filtragem total e a camada semirredutora e kV (figura 5).
Figura 5 - Imagem ilustrativa do multimetro NOMEX e a tela principal do seu software.
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Legenda: Imagem ilustrativa do multimetro NOMEX.
Notas: 1) Area do detector; 2) Area eletronica; 3) Marca para alinhamento com o raio central; 4) Marca para
alinhamento em tomografia computadorizada e odontologica aplicagdes panoramicas; 5) LED de status.

Fonte: Manual de uso PTW

Foram utilizados os mesmos parametros (filtro, distancia, colimador, angulo do anodo
do tubo de raios X, corrente do tubo de raios X, tensdo elétrica) da dosimetria de feixe para a
irradiacdo dos animais, modificando apenas o tempo de exposic¢do, garantindo a dose absorvida
desejada, em Kerma no ar.

O campo de irradiacdo foi verificado através do campo luminoso e de filmes
radiocromicos (Figura 6) com sensibilidade para um intervalo de dose de 0,1 cGy a 20 cGy.

(GAFCHOMIC™ XR-QA2-810) para uma 4rea de aproximadamente 1 cm?.



39

Figura 6: Digitalizacao de filme radiocromico irradiado no SARRP com diferentes doses.

Legenda: Digitalizag@o de filme radiocrémico com diferentes doses
Notas: Doses de aproximadamente A) 0 mGy, B) 25 mGy, C) 60mGy e D) 100mGy.
Fonte: O autor, 2024

3.3. Procedimentos da Irradiacio

Os animais com 10 dias de vida (PND10) foram retirados da caixa na qual estava a mae,
levados e posicionados no SARRP. A contengdo dos animais foi feita de forma a ndo permitir
sua movimentagdo pelo tempo necessario. Para a imobilizagdo do corpo do animal utilizou-se
gaze e para imobilizagcdo da cabeca empregou-se um microtubo cortado e adaptado, ndo foi
utilizado anestésicos ou sedativos (figura 7). A irradiagdo foi realizada para todos os animais
no mesmo periodo do dia. Os animais que ndo foram submetidos a irradiacao (grupos controles,
FO e M0), também foram submetidos a todas as outras etapas (contenc¢do e posicionamento no
suporte para animal), de maneira que o procedimento de irradiagdo fosse simulado com o

SARRP desligado.
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Figura 7: Camundongo PND10, posicionado para irradiagdo.

Aparato plastico para
contencao (respiravel)

Legenda: Fotografia realizada com o animal PND10 posicionado para irradiagdo do Cranio, imobilizado sem a
necessidade de anestésicos.

Fonte: O autor (2024)

Os parametros fisicos da irradiagdo selecionados no painel de controle do SARRP
foram: tensao elétrica (kV) =90, corrente elétrica do tubo de raios X (mA) = 30, filtro de cobre
na espessura de 0,30 mm, distancia foco-pele foi de 50 cm e o tempo variou entre 7, 16 e 27
segundos de acordo com a dose de 25 mGy, 60 mGy e 100 mGy, respectivamente. Para a
determinagdo do tempo foi utilizado como parametro a taxa de dose previamente determinada
e confirmada por meio da dosimetria pela NOMEX (taxa de dose de 3,68 mGy/s).

Os valores obtidos pela dosimetria no multimetro (NOMEX), nos assegurou a dose em
Kerma no ar para a irradiacdo em modalidade de projecdo fixa. Logo, foi realizado um célculo
de correcao (Equacao 3), no qual € possivel obter os valores de dose efetiva e comparar com as
doses efetivas utilizadas em procedimentos de tomografia em humanos no meio clinico com

base na literatura, conforme pode ser observado na Tabela (4).

Equacdo 3: Equacdo para dose efetiva (E)

(3)
Esz wT - DT

Onde:

E ¢ a dose efetiva total, em sieverts (Sv).
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wT ¢ o fator de ponderagdo do tecido (também chamado de fator de ponderagdo de
risco), que reflete a sensibilidade de cada tecido ou 6rgdo a radiagdo. Esses valores sdo definidos
pela ICRP (International Commission on Radiological Protection).

DT ¢ a dose absorvida no tecido ou orgao T, geralmente medida em gray (Gy). Essa
dose ¢ a quantidade de radiac¢ao absorvida por unidade de massa do tecido ou 6rgao.
Tabela 4: Comparacdo de Dose efetiva entre protocolo de referéncia em tomografia

computadorizada para pediatria e dose efetiva nos camundongos em diferentes doses.

Humano (TC) Idade / Peso DLP, mGy.cm Dose Efetiva (mSv)
Crénio Pediatria 0 < 3 Meses 300 3,3
3 meses < 1 ano 385 2,5795
1 ano < 6 anos 505 2,222
2 6 anos 650 2,86
Camundongo Grupos Dose Absorvida (mGy) Dose Efetiva
Irradiador SARRP M25, F25 25,76 0,7728
M60, F60 58,88 1,7664
M100, M100 99,36 2,9808

Legenda: Doses efetivas calculadas de acordo com as normas regulamentadoras ICRP 103 (2007)

Fonte, O autor, 2024

Os fatores de radiossensibilidade para o céalculo de dose efetiva do procedimento de
irradiagdo dos camundongos foram obtidos através ICRP 103 (2007), j4 o coeficiente de
corre¢do para dose efetiva em procedimento de tomografia foi obtido através do Report No.
096 - The Measurement, Reporting, and Management of Radiation Dose in CT (2008)

Posteriormente a irradiagdo, os animais voltaram para as caixas de suas respectivas
maes, nas quais permaneceram até o desmame (PND21). Ap6s o desmame, os animais foram
separados por sexo e dose de irradiacao, formando assim os 8 grupos totais (4 grupos de machos

e 4 grupos de fémeas).

3.4. Ensaios Comportamentais e ANY-Maze

Os ensaios comportamentais realizados foram: teste do campo aberto (Open Field) e o
teste de Reconhecimento de Posi¢cdo (RP). Todos os testes foram realizados no periodo entre
13-16h (fase clara do ciclo).

O ANY-Maze foi o software utilizado para a anélise dos testes comportamentais. Este
software ¢ uma avancada ferramenta de analise de video amplamente utilizado em pesquisas

comportamentais para estudar o comportamento de animais em diferentes testes experimentais
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(figura 8). Desenvolvido para facilitar a coleta e analise de dados comportamentais, o ANY -
Maze permite que os pesquisadores rastreiem e gravem o movimento dos animais em tempo
real ou a partir de videos ja prontos, utilizando algoritmos de detec¢ao de movimento e analise
de trajetdria. O software ¢ capaz de mapear automaticamente o ambiente de teste, identificar
zonas especificas e monitorar uma variedade de pardmetros comportamentais, como o tempo
de exploragdo, a distancia percorrida e a velocidade, fornecendo dados quantitativos precisos e
consistentes que sao essenciais para estudos em neurociéncia, farmacologia e psicologia (LIM
et al., 2023).

A utilizagdo do ANY-Maze ¢ particularmente benéfica para testes como o campo aberto
e o reconhecimento de posi¢do de objetos, uma vez que o software aumenta a precisdo e a
confiabilidade dos dados coletados. No teste de campo aberto, ele permite a avaliagao detalhada
dos padroes de movimentagdo e exploragdo dos animais, ajudando a identificar
comportamentos relacionados a ansiedade ou a locomocdo espontidnea. J4 no teste de
reconhecimento de posicao de objetos, 0 ANY-Maze € capaz de registrar com exatidao o tempo
que o animal gasta interagindo com objetos novos ou familiares, permitindo uma analise robusta
de memoria e reconhecimento espacial. Dessa forma, o software ndo apenas automatiza e
simplifica o processo de analise, mas também reduz o viés humano, proporcionando resultados
mais confiaveis e replicaveis em estudos comportamentais.

Figura 8: Software de analise de video (ANY-Maze™)

Features Applications  Equipment Mazes Pricing  Support More Q Download ANY-maze for free

N

Applications ‘

Legenda: Site principal do sistema de monitoramento de video com suas fungdes e aplicagdes.
Fonte: Plataforma Online (https://any-maze.com)
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3.4.1. Ensaio em Campo Aberto (Open Field)

O teste do campo aberto ¢ amplamente utilizado em roedores para acessar o nivel de
ansiedade, a atividade locomotora exploratéria e sua capacidade de habituagdo (WOLFANG
et. al. 2015). O procedimento consiste em confrontar o animal com a novidade do ambiente e
observar seus comportamentos. Para este ensaio foi utilizado uma caixa de acrilico (40 x 40 x
40 cm) com as laterais pretas e a base transparente com marcagdes de 16 quadrados de 10 cm
de lado (Figura 9). Esses quadrados marcados no assoalho da caixa permitem a quantificacao
da atividade locomotora e comportamental do animal. Esse ensaio foi realizado em todos os
grupos ap6s 70 dias da irradiacdo, sendo o animal neste momento considerado um adulto jovem.

Um animal por vez foi colocado sozinho no canto da caixa, durante 10 minutos, foi
filmado o comportamento exploratdrio do animal com auxilio de uma cadmera posicionada sobre
o0 aparato. A analise do Campo aberto foi realizada para avaliar o nivel exploratdrio locomotor,
distancia percorrida em metros no periodo da analise. Também foi analisado o comportamento
ansioso do animal, através da contagem do tempo em que o animal permanece na area, no
assoalho, demarcada como periferia (quadrantes externos), € na regido denominada de centro
(quadrantes internos). O tempo permanecido na regido do centro, a distancia percorrida sera
analisada através do software ANY-maze. Durante a troca de animais, as caixas foram
higienizadas com uma solu¢do de 4lcool 40% para remog¢do de pistas olfatorias do animal
avaliado anteriormente. No decorrer da gravacao o local do experimento foi isolado para evitar
qualquer tipo de ruido que pudesse causar alteragdes no comportamento do camundongo. Este
ensaio foi conduzido por trés dias consecutivos para que os mesmos se adaptassem a caixa antes
de serem submetidos ao ensaio de reconhecimento de posi¢ao. Entretanto, apenas o realizado

no primeiro dia foi utilizado para analise do nivel de ansiedade e atividade locomotora.
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Figura 9: Tlustracdo na caixa (arena) para realizagdo dos experimentos de Campo Aberto e

reconhecimento de Posigao.

40cm
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[] Centro 10cm
[ ] Periferia

Legenda: Ilustracdo da arena utilizada para os testes comportamentais.

Fonte: O autor, 2024.

3.4.2. Ensaio de Reconhecimento de Posicdo (RP)

Para avaliar a capacidade de memoria espacial, os animais foram submetidos ao ensaio
de reconhecimento de posi¢do. O mesmo foi realizado 24h apos a finalizacdo do ensaio em
campo aberto em todos os grupos em estudo. O teste € realizado em duas sessdes de 5 minutos.
A primeira sessdo com um intervalo de 60-70 min em relacdo a segunda. Durante o teste de
reconhecimento de posicao, o animal foi colocado na mesma caixa do teste de campo aberto,
utilizado para ambientagdo prévia. Na primeira sessdo, ao entrar na caixa, o animal encontrou
dois objetos iguais posicionados paralelamente préximos as quinas de um dos lados da caixa
(figura 10 A). Ap6s 5 minutos na caixa, o animal foi retirado e recolocado na sua gaiola
habitual, juntamente com os outros animais. Apds um intervalo de 60-70 min iniciou-se a
segunda sessao do mesmo animal. Na segunda sessdao, um dos objetos teve sua posicao alterada
(objeto 2), sendo deslocado para a quina adjacente (Figura 10 B), o que naturalmente aguga o
interesse exploratorio de um animal saudavel, sem déficits na memoria espacial (LUEPTOWN,
2017). Durante a troca de animais, as caixas eram higienizadas com uma solu¢do de alcool 40%
para remocao de pistas olfatorias do animal avaliado anteriormente. O comportamento

exploratorio foi definido como cheirar ou tocar o objeto com o focinho e/ou com as patas
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dianteiras. O tempo de exploragdo que cada animal passou investigando ativamente os objetos
foi determinado através do programa ANY-maze. O aprendizado/memoria foi avaliado pelo
percentual de tempo explorado no objeto com a posi¢cao modificada (objeto 2). Este teste se
baseia no fato de que o animal passa mais tempo explorando um objeto novo do que um objeto
ao qual esteja habituado (CLOKE et al., 2015).

Figura 10: Ilustrag@o do teste de reconhecimento de posi¢do — RP.

RECONHECIMENTO DE POSICAO - RP

Al |

Primeiro
momento

minutos

'
!

Segundo
momento

| LY

Legenda: Ilustracdo do teste de reconhecimento de posigao.

Notas: No primeiro momento (A) do teste, os objetos ficam dispostos em certas posigoes, livres para
interacdo com o camundongo por um periodo determinado de tempo, apds um intervalo de 60 minutos
fora da arena, o camundongo retorna, porém neste segundo momento (B) os Objetos sdo trocados de
lugar

Fonte: O autor, 2024

3.5. Avaliacao de massa corporal e eutanasia.
A eutandsia dos animais foi realizada 24-48 horas apds o término do teste de RP. Os

animais foram previamente pesados e anestesiados com Cetamina (20 mg/kg) e xilazina (10

mg/kg).
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Assim que anestesiados, os camundongos tiveram a massa corporal aferida em grama (g) em
uma balanga digital. Posteriormente, foi realizada uma perfusdo com solucado salina 0,9% para
retirada de sangue. Apds a perfusao os animais tiveram a regido do hipocampo retirada e
armazenada em criotubos e armazenados a -80°C, para posterior analise da expressao da
expressdo génica através do ensaio de RT-qPCR e avaliagdo da quantificagdo de TBARS e da
atividade enzimatica das enzimas antioxidantes GPX (glutationa peroxidase), SOD (superdxido

dismutase) e catalase.

3.6. RT-qPCR.

Os hipocampos (Esquerdos) coletados, conforme descritos previamente, foram incubados
por 48h em solu¢do de RNAlater® (Invitrogen, Cat. AM7021, Carlsbad, CA, EUA) para
estabilizacdo do RNA. Apos este periodo, as amostras foram incubadas em freezer -80°C até a
analise.

Para o isolamento e purificagdo do RNA total, utilizou-se o PureLink®RNA Mini Kit
(Invitrogen, Cat. 12183018A, Carlsbad, CA, EUA), conforme as especificagdes da ficha
técnica. A quantificagdo do RNA total foi realizada por meio do Qubit™ utilizando o Quant It
Kit RNA (Invitrogen, Cat. Q32852, Carlsbad, CA, EUA), complementada com analises
espectrofotométricas no equipamento Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,
EUA) para verificar a pureza e concentragdo. Em seguida, procedeu-se ao tratamento com
DNAse, seguido de uma nova quantificagdo do RNA total.

Para a sintese de cDNA, empregou-se uma concentracao de 500 ng/mL de RNA total,
utilizando o SuperScript™ III First-Strand Synthesis System com Oligo dT primer (Invitrogen,
Cat. 18080051, Carlsbad, CA, EUA). O processo seguiu o seguinte ciclo: 65°C/5min;
50°C/50min; 85°C/5min; 37°C/20min, conforme as instrug¢des da ficha técnica. O produto de
cDNA foi diluido até atingir a concentracdo final de 50 ng/mL, utilizando agua livre de RNAse,
e 2 uL desta solucao foram empregados para o qPCR.

A amplificacao foi conduzida utilizando o Forget-Me-Not™ EvaGreen® qPCR Master
Mix (Biotium, Cat. 31046, Fremont, CA, EUA), em um ciclo de 95°C/2min, seguido por 40
ciclos de 95°C/5seg; 55°C/10seg; 72°C/20seg, conforme descrito na ficha técnica. A curva de
fusdo de dissociacdo foi gerada conforme as orientacdes do instrumento, e os resultados foram
expressos utilizando P-actina como gene de referéncia e o método 222t para o calculo da

expressao relativa dobrada.
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Tabela 5: Lista de Primers

Gene Primer Sequéncia (5’ — 3’) Numero de Acesso
(GenBank)

[-Actina Forward AGCCATGTACGTAGCCATCCA NM _007393.5
Reverse TCTCCGGAGTCCATCACAATG

IL-1p Forward | GCAACTGTTCCTGAACTCAACT NM_008361.4
Reverse ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT

IL-6 Forward | TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC NM 031168.2

Reverse TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC

IL-10 Forward ACAGCCGGGAAGACAATAAC NM _010548.2
Reverse CAGCTGGTCCTTTGTTTGAAAG

TNF-a Forward | CCCTCACACTCAGATCATCTTCT NM 013693.3
Reverse GCTACGACGTGGGCTACAG

Legenda: Lista de Primers para os genes ligados ao perfil inflamatorio e genes constitutivos. Tabela contando com
o numero de acesso em GENBANK

Fonte: adaptado de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/, 2024

3.7. Atividade Enzimatica Antioxidante

Para a avaliacdo do estresse oxidativo em hipocampos de camundongos irradiados, foram
utilizados os métodos de TBARS, Catalase, Superoxido Dismutase (SOD) e Glutationa
Peroxidase (GPx). Os hipocampos foram previamente retirados e armazenados em freezer a -

80 °C até o momento das analises.

3.7.1. Preparo das Amostras

Os tecidos foram homogeneizados em solucdo tampao KPE, composta por solugdo A
(100 mM KH2POa4) e solucao B (97,6 mM K:2HPO.4), sendo utilizada a propor¢ao de 80 mL da
solucdo A para 420 mL da solugdo B, com o pH ajustado para 7,5. A essa mistura, foi
adicionado EDTA 5 mM, na propor¢ao de 500 pL de tampao por amostra. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 600 x g por 10 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi coletado
para posterior quantificagdo de proteinas pelo método do acido bicinconinico (BCA). A curva
padrao foi preparada utilizando albumina de soro bovino (BSA), com concentracdes variando
de 2 a 0,156 mg/mL, e as amostras foram diluidas na propor¢ao de 1:5 antes da aplicagdo nas
placas. Apos incubacdo por 15 minutos a 60 °C, a leitura foi realizada em espectrofotdometro a

562 nm.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

48

3.7.2. TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances)

A técnica de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico (TBARS) foi utilizada para
quantificar os niveis de peroxidagdo lipidica nos tecidos do hipocampo, representando um
marcador sensivel de dano oxidativo em lipideos de membranas celulares. Essa metodologia
baseia-se na reagdo do acido tiobarbiturico (TBA) com o malondialdeido (MDA), um composto
resultante da peroxidagdo lipidica, formando um complexo cromogénico detectado por
espectrofotometria. O MDA ¢ utilizado como marcador de estresse oxidativo.

Para o preparo, os tecidos foram homogeneizados, misturados com acido tricloroacético
(TCA) a 10% e centrifugados a 3600 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi combinado com
TBA e aquecido a 95 °C por 10 minutos, seguido de resfriamento e leitura da absorbancia a 532
nm. Esse método permitiu quantificar os niveis de MDA de forma precisa, possibilitando a

avalia¢do do impacto da radiag¢do ionizante no equilibrio redox dos hipocampos analisados.

3.7.3. SOD (Superdéxido Dismutase)

A atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD) foi avaliada para
investigar sua capacidade de defesa contra o anion superoxido, um radical livre gerado durante
o estresse oxidativo. O ensaio foi realizado utilizando a auto-oxidagdo da epinefrina como
método, em meio alcalino com tampao glicina IM (pH 10) e catalase.

As amostras preparadas foram analisadas por espectrofotometria a 480 nm, com leituras
realizadas em intervalos de 10 segundos por um periodo de 3 minutos. Essa abordagem permitiu
quantificar a atividade enzimatica de forma precisa, fornecendo uma medida da capacidade

antioxidante do tecido da regido do hipocampo em resposta ao estresse oxidativo induzido.

3.7.4. GPx (Glutationa Peroxidase)

A atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) foi avaliada para investigar sua funcao
antioxidante essencial na conversdo de peroxido de hidrogénio em agua, utilizando glutationa
reduzida (GSH) como substrato. As amostras foram incubadas em um sistema acoplado
contendo GSH, glutationa redutase (GR) e NADPH, sendo a reacdo iniciada pela adicdo de
peroxido de hidrogénio (H20,).
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O decaimento da absorbancia, correspondente a oxidagdo do NADPH, foi monitorado por
espectrofotometria em 340 nm por 300 segundos com intervalos de leitura de 21 segundos. Essa
analise permitiu quantificar com precisao a eficiéncia antioxidante do hipocampo, evidenciando
o papel da GPx na neutralizagdo do perdxido de hidrogénio e na protecao contra danos

oxidativos.

3.7.5. Catalase

A atividade da catalase no tecido da regido do hipocampo foi analisada para avaliar sua
capacidade de decompor o peroxido de hidrogénio em 4gua e oxigénio, um mecanismo crucial
na defesa contra o estresse oxidativo. As amostras homogeneizadas foram incubadas em uma
solugdo contendo peroxido de hidrogénio, e a atividade enzimatica foi monitorada por
espectrofotometria em 240 nm.

As leituras foram realizadas em triplicata nos tempos TO (0 segundos), T30 (30 segundos)
e T60 (60 segundos), permitindo uma andlise cinética da reagdo. Esse ensaio forneceu
informagdes detalhadas sobre a eficiéncia do hipocampo em neutralizar o perdxido de

hidrogénio acumulado, contribuindo para o entendimento da capacidade antioxidante do tecido.

3.8. Estatistica

Os resultados dos ensaios propostos foram expressos em média + desvio padrao (DP)
para cada grupo de camundongos testados. Como mais de dois grupos foram comparados, foi
realizada uma analise de variancia de um fator (ANOVA). Se a ANOVA indicasse diferenca
significativa entre os grupos, testes post hoc seriam realizados para identificar quais grupos
diferiam entre si. Para isso, foi empregado o teste de Tukey para comparagdes multiplas com o
mesmo nimero amostral ou o Boferroni para amostras com o niimero amostral diferente.

Diferencas com valores de P inferiores a 0,05 foram consideradas significativas. Todas
as andlises estatisticas foram realizadas utilizando software estatistico comercialmente
disponivel (GraphPad Prism Software, Califérnia, EUA), garantindo uma avaliacdo precisa e
confidavel dos resultados obtidos no teste comportamental de localizagdo de objeto com

camundongos.
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4. RESULTADOS

4.1. Massa Corporal

Todos os animais foram devidamente pesados no dia do sacrificio, a fim de verificar se
ao passar do intervalo entre irradiagdo e sacrificio seria possivel alguma alteracdo entre os
grupos.

Nao foram encontradas diferencas de variancia significativas tanto para os grupos de
fémeas (Figura 11) quanto para os de machos (Figura 12). Nesta andlise, a massa corporal dos
animais, aferida anteriormente ao sacrificio, foi analisada com o software estatistico GraphPad
Prism 8™. A analise de variancia (ANOVA) considerou diferencas estatisticamente
significativas para valores de p menores que 0,05. Para os grupos do sexo feminino (FO, F25,
F60 e F100), o teste resultou em F (3,39) = 1,632, com p = 0,1975, o que levou a manutengao
da hipdtese nula (auséncia de diferenca significativa entre os grupos). O mesmo foi observado
para os grupos do sexo masculino (M0, M25, M60 e M100), com F(3,36) =2,477 e p= 10,0770,

também nao rejeitando a hipodtese nula.

Figura 11: Massa Corporal Fémeas, PND85 (dia do sacrificio).
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Legenda: Nao houve diferenca significativa de variancia entre os grupos, F (3,39) =1,632/p =0,1975.
Fonte: O autor, 2024.
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Figura 12: Massa Corporal Machos, PND85 (dia do sacrificio).
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Legenda: Nao houve diferenga significativa de variancia entre os grupos, F(3,36) =2,477 / P = 0,0770.
Fonte: O autor, 2024.

4.2. Testes Comportamentais

4.2.1. Campo Aberto (Open Field)

O teste do campo aberto ¢ amplamente utilizado em roedores para acessar o nivel de
ansiedade, a atividade locomotora exploratéria e sua capacidade de habituacdo (WOLFANG
et. al. 2015). Para a andlise dos videos, foi utilizado software especifico para testes
comportamentais em pequenos roedores (ANY-Maze™), no software os videos foram
analisados por igual periodo para todos os animais, considerando os quatro (4) quadrantes do

centro como “Centro” e os demais quadrantes como “Periferia”.

4.2.2. Exploracdo no centro

A andlise de ansiedade foi realizada com base no tempo de permanéncia dos camundongos
nos quadrantes centrais, em relacdo ao tempo total do teste. Utilizou-se o software ANY-
maze™ para quantificar o tempo de entrada nos quadrantes centrais, expressando os dados em
segundos, que foram posteriormente analisados com o software estatistico GraphPad Prism 8™.
A variancia na propor¢ao de tempo gasto no centro foi comparada entre os grupos por meio de
analise de variancia (ANOVA). As Figuras 13 e 14 abaixo apresentam os valores individuais
para cada animal nos grupos de fémeas (FO, F25, F60 e F100) e machos (M0, M25, M60 e
M100), respectivamente. Para esta andlise, considerou-se significativa a diferenca estatistica

para p <0,05.
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Figura 13: Propor¢do de tempo gasto durante o teste de campo aberto (Open Field) para os
grupos do sexo feminino.

=
2

gmu— . ° 3?15_

~ ® e by

: . £ | :

‘£ 954 [) S 10- °

@ ]

“ﬂ; o °

= ° ] [T

o =]

w90+ ] 'a 54

E" ® [ ] -

: + 2

3 3 ¢

o B85 T T T T & g ' .
FO F25 F&60 F100 F60 F100

Legenda: Proporcao de tempo gasto na Periferia (A) e no Centro (B).
Fonte: O autor, 2024.

Figura 14: Proporcao de tempo gasto durante o teste de campo aberto (Open Field) para os
grupos do sexo masculino.
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Fonte: O autor, 2024

Para a andlise de variancia foi avaliado a propor¢ao de tempo gasto em determinados
quadrantes e representados em porcentagem (%) como demonstrado nas figuras 13 e 14, sendo
a proporcao na periferia (A) e Centro (B). No grupo das fémeas (Figura 13), a analise de
variancia indicou um p= 0,560 para F(3,38)= 0,6964, nao demonstrando diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos. Ja nos grupos dos machos (Figura 14), a andlise
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de variancia, cujo resultado foi de um p= 0,0057 para um F(3,38) = 4,883, demonstrou uma
diferenca significativa entre os grupos M0 e M100, onde o grupo irradiado demonstrou uma
maior propor¢ao do tempo, sendo gasto na area central da arena, o que pode ser interpretado

como uma diminui¢ao de um comportamento similar a ansiedade.

4.2.3. Teste de Reconhecimento de Posicdo

Os resultados do teste de reconhecimento de posicao de objeto mostraram o tempo de

exploragdo dos camundongos no segundo objeto durante o segundo momento, analisado com
auxilio do software ANY-Maze™. Em geral, o padrdo esperado ¢ que os camundongos
demonstrem uma preferéncia pelo objeto deslocado, sinalizando memoria preservada e
curiosidade. A distribuicdo dos tempos de exploragdo foi representada em valores individuais,
com mediana e desvio padrdo, para permitir uma comparagdo visual entre os grupos
experimentais, tanto para as fémeas quanto para os machos (Figura 15 e 16).
Figura 15: Andlise de varidncia (ANOVA) para o Segundo momento do teste de
reconhecimento de posicdo dos grupos fémeas, avaliando o tempo de exploragdo no OBJ2
(objeto que mudou de posi¢do). Resultados do ANOVA para um F(3, 40) = 0,5740 gerando um
p=0,6354.
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Figura 16: Andlise de varidncia (ANOVA) para o Segundo momento do teste de
reconhecimento de posi¢do dos grupos machos, avaliando o tempo de exploracdo no OBJ2

(objeto que mudou de posicao). Resultados do ANOVA para um F(3, 40F(3, 35) = 0,5269
gerando um p=0,6667.
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A andlise estatistica dos tempos de exploragdo ndo indicou diferengas significativas
entre os grupos experimentais, independentemente da dose de radiagdo. A ANOVA, resultou
em valores nao significativos para ambos os sexos como demonstram na Figura 15 (fémeas:
F(3, 40) = 0,5740, p = 0,6354) e Figura 16 ( machos: F(3, 35) = 0,5269, p = 0,6667). Esses
achados sugerem que, até a dose de 100 mGy, a exposicdo a radiacdo ndo alterou a capacidade

de memoria espacial ou a curiosidade dos camundongos.

4.3. Testes Moleculares.

4.3.1. RT-gPCR

As analises de expressao génica por RT-qPCR foi realizada para quantificar a expressao
de mRNA de citocinas associadas ao processo inflamatorio no hipocampo dos camundongos.
Foram avaliadas as citocinas IL-1p, IL-6, IL-10 e TNF-0, moléculas-chave na modulacio da
resposta inflamatdria e imunoldgica, com o objetivo de identificar possiveis alteracdes em seus

niveis de expressao em resposta aos tratamentos aplicados. A escolha dessas citocinas permite
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uma avaliagdo abrangente do perfil inflamatorio, abrangendo tanto mediadores pro-
inflamatérios quanto anti-inflamatorios, essencial para compreender os efeitos da radiagdo no

contexto neuroinflamatorio.

43.1.1. IL-1B e IL-10

A analise de expressao génica realizada por RT-qPCR para as citocinas IL-1 e IL-10
revelou niveis indetectaveis de mRNA no hipocampo dos camundongos nos grupos avaliados.
Essa auséncia de expressdo detectavel sugere que, no contexto experimental utilizado, essas
citocinas ndo apresentaram niveis observaveis de transcri¢do génica. E importante destacar que
o0 gene constitutivo utilizado como controle interno demonstrou expressao robusta e consistente
entre as amostras, garantindo a confiabilidade técnica do ensaio e a adequacdo dos métodos
empregados. Dessa forma, embora a auséncia de expressao quantificavel dessas citocinas tenha
impedido uma analise estatistica comparativa para esses marcadores, os resultados refletem a
especificidade e a sensibilidade do método, sendo coerentes com o perfil de expressao

molecular avaliado no presente estudo.

4.3.1.2. IL-6

Os dados obtidos do ensaio de RT-qPCR para expressdo génica da citocina IL-6 foi
analisada utilizando o software GraphPad Prism 8, e a compara¢do entre os grupos
experimentais foi conduzida por meio de uma anélise de varidncia (ANOVA), com valores de
p < 0,05 considerados como estatisticamente significativos. Os resultados da ANOVA
indicaram que ndo houve diferencgas significativas na expressdo de IL-6 entre os grupos de
camundongos, tanto em fémeas quanto em machos. Especificamente, os valores obtidos para o
teste ANOVA foram F(3,18) = 1,456; p = 0,2599 para as fémeas e F(3, 15) =2,318; p=0,1169

para os machos, sugerindo que as condi¢des experimentais aplicadas nao influenciaram



56

significativamente os niveis de IL-6 no hipocampo dos camundongos como ¢ possivel ver no
grafico representados nas Figura 17 e Figura 18.
Figura 17: Expressao de IL-6 para os grupos Fémeas, valores individuais expressos com a

Média e DP.
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Figura 18: Expressdo de IL-6 para os grupos Machos, valores individuais expressos com a
Média e DP.
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4.3.1.3. TNF- a

A expressdo génica da citocina TNF-a foi analisada com o software GraphPad Prism 8,
utilizando-se uma anélise de variancia (ANOVA) para comparar os grupos experimentais, com
significancia estabelecida em p < 0,05. Os resultados da ANOVA nao indicaram diferengas
significativas na expressao de TNF-a entre os grupos, tanto para as fémeas (Figura 19) quanto
para os machos (Figura 20). Os valores obtidos foram F(3, 20) =2,095; p=0,1330 para as fémeas
e F(3,21)=4,200; p=0,0178 para os machos. Mesmo o valor de p para os machos sendo inferior
a 0,05, o pos teste ndo identificou diferenca entre os grupos, sugerindo que os tratamentos

aplicados nao influenciou significativamente os niveis de TNF-a no hipocampo dos

camundongos.

Figura 19: Valores individuais incluindo média e DP para a expressdo génica de mRNA
referente a citocina TNF- a para o grupo das fémeas.
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Figura 20: Valores individuais incluindo média e DP para a expressdo génica de mRNA
referente a citocina TNF-a para o grupo dos machos.
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4.3.2. TBARS

O teste de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbittrico) foi realizado para medir
a peroxidagao lipidica no hipocampo dos camundongos, um indicador de dano oxidativo nas
membranas celulares. Esse ensaio quantifica os niveis de malondialdeido (MDA), um
subproduto da peroxidagdo lipidica, proporcionando uma estimativa do estresse oxidativo sob
as condicdes experimentais.

Os niveis de MDA no hipocampo foi analisada para ambos os sexos (Figuras 21 e 22),
com os valores apresentados individualmente, além da média e do desvio padrio (DP). A
analise de varidncia (ANOVA) ndo identificou diferencas significativas entre os grupos de
fémeas (Figura 21) (F(3, 18) = 2,079; P = 0,1388). No entanto, para os machos (Figura 22),
observou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupo M60 em comparagao
aos grupos M0 e M100 (F(3, 20) = 4,486; P = 0,0145; p < 0,05), indicando variagdes no nivel

de peroxidacao lipidica em resposta aos tratamentos.
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Figura 21: Expressdo de MDA no hipocampo de camundongos fémeas. Valores individuais
com média e DP. ANOVA: F(3, 18)=2,079; p=0,1388.
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Figura 22: Nivel de MDA no hipocampo de camundongos machos. Valores individuais com
média e DP. ANOVA: F(3, 20) = 4,486; p=0,0145; p < 0,05.
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4.3.3. Catalase

Os resultados da analise da atividade da enzima catalase (CAT) no hipocampo dos
camundongos ndo evidenciaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
experimentais em ambos os sexos. Para as fémeas (Figura 23), o teste de ANOVA revelou um

valor de F(3, 20) = 0,6118, com P = 0,6152, indicando auséncia de efeito significativo dos



60

tratamentos avaliados sobre a atividade de CAT. De forma semelhante, nos machos (Figura 24),
o resultado de ANOVA apresentou um valor de F(3, 18) =2,397, com P =0,1018, o que também
nao alcangou significancia estatistica.

Figura 23: Atividade enzimatica de Catalase (U/mg ptn) analisado para os grupos de sexo

feminino (F).
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Figura 24: Atividade enzimatica de Catalase (U/mg ptn) analisado para os grupos de sexo

masculino (M).
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4.3.4. SOD

Os resultados da analise da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) no hipocampo
dos camundongos revelaram diferencas entre os grupos experimentais apenas nos machos,
enquanto para as fémeas ndo foram observadas alteracdes estatisticamente significativas. No
caso das fémeas (Figura 25), o teste de ANOVA apresentou um valor de F(3, 19) = 1,460, com
P =0,2570, indicando que os tratamentos nao exerceram influéncia relevante sobre a atividade
de SOD nesse sexo.

Por outro lado, nos machos (Figura 26), a analise revelou um valor de F(3, 19) = 3,690, com
P =0,0301, indicando um efeito significativo dos tratamentos sobre a atividade enzimatica. O
pos-teste de Bonferroni para comparagdes multiplas identificou uma diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos M0 e M60, com um aumento da atividade de SOD no grupo
exposto a dose de 60 mGy de radiacao.

Figura 25: Atividade enzimatica de SOD (U/mg.ptn) analisado para os grupos de sexo feminino
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Figura 26: Atividade enzimatica de SOD (U/mg.ptn) analisado para os grupos de sexo

masculino (M)
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Esses resultados sugerem uma resposta diferencial na regulacdo da SOD entre os sexos,
com os machos apresentando uma maior sensibilidade a radiacdo em termos de ativagao desse
marcador antioxidante, o que pode refletir um mecanismo adaptativo ao estresse oxidativo

induzido pela radiagdo na fase neonatal.

4.3.5. GPX

Os resultados da analise da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPX) no hipocampo
dos camundongos também nao indicaram diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos experimentais, tanto em fémeas quanto em machos. Para as fémeas (Figura 27), o teste
de ANOVA revelou um valor de F(3, 20) =2,083, com P = 0,1346, indicando auséncia de efeito
significativo dos tratamentos sobre a atividade da GPX. De forma similar, nos machos (Figura
28), a andlise apresentou um valor de F(3, 20) = 2,240, com P = 0,1150, confirmando a falta de

significancia estatistica entre os grupos avaliados.
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Figura 27: Atividade enzimatica de GPX (U/mg ptn) analisado para os grupos de sexo
feminino (F).
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Figura 28: Atividade enzimatica de GPX (U/mg.ptn) analisado para os grupos de sexo
masculino (M).
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Dentro das condi¢des do experimento, a atividade de glutationa peroxidase no hipocampo
manteve-se estdvel frente as intervencdes realizadas, reforcando a hipdtese de que esse

marcador antioxidante pode ndo ser sensivel as alteracdes induzidas por baixas doses de
radiacdo na fase neonatal.
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5. DISCUSSAO

As radiagdes ionizantes desempenham um papel indispensavel no contexto clinico, sendo
amplamente utilizadas tanto em procedimentos de diagnostico por imagem quanto em terapias
especificas, devido a sua capacidade de penetrar tecidos e gerar imagens de alta precisdo ou
tratar condi¢des especificas. Entretanto, embora seus beneficios sejam inegéveis, ha uma
crescente preocupacdo com os potenciais efeitos colaterais associados a exposi¢do. O risco
associado a radiagdo depende de muitas variaveis, como tipo de procedimento, tipo de radiagao,
dose, entre outras, e para esse controle, existem agéncias e instituigdes como, a Agéncia
Internacional de Energia Atomica (AIEA), a Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN)
e o Comité Cientifico das Nag¢des Unidas sobre os Efeitos da Radiacdo Atomica (UNSCEAR),
entre outras, que estabelecem normas, diretrizes e parametros de seguranca tanto internacionais
quantos nacionais para esse controle radioldgico, a fim de cuidar de todas as partes interessadas
(Tauhata et al., 2014). Esse controle se faz necessario tanto para o uso de altas doses de radiacao,
como as usadas em usinas ¢ em procedimentos radioterapicos quanto em baixas doses, como
no controle de exposicao ocupacional devido aos efeitos diversos da radiagdo (Lassmann &
Eberlein, 2015).

Essa crescente preocupacgdo com os efeitos colaterais associados a exposi¢ao a radiacao tem
direcionado a literatura cientifica a concentrar esfor¢os principalmente na avaliagdo dos riscos
oncolégicos, colocando em segundo plano outros impactos relevantes, como o aumento na
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), responséaveis por danos celulares e teciduais
com implicagdes substanciais a satde, como demonstrado na revisdo publicada por
Narasimhamurthy et al., 2022. Nesse contexto, a tendéncia global para a redugdo das doses
empregadas em exames diagnosticos ganha destaque, alinhando-se as normas e diretrizes
estabelecidas por institui¢des internacionais e nacionais. A otimiza¢do de protocolos, avancos
na engenharia de equipamentos € o desenvolvimento de algoritmos mais sofisticados sao
exemplos de estratégias adotadas para minimizar a exposicado sem comprometer a qualidade
das informagdes diagnosticas (Oliveira; Maluf, 2022). Contudo, a realidade de muitos paises,
incluindo o Brasil, ainda apresenta desafios significativos, como limita¢cdes financeiras,
infraestrutura insuficiente e desigualdades no acesso a tecnologias de ponta, resultando na
perpetuagdo de praticas clinicas que frequentemente empregam doses mais elevadas de radiagao
de forma rotineira (D. L. dos Santos et al., 2014; Lebaron-Jacobs; Herrera-Reyes, 2021).

Diante desse cenario, torna-se evidente a importancia de estudos que busquem aprofundar

o entendimento sobre os efeitos bioldgicos da radiacdo, especialmente em condigdes que
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refletem préticas clinicas. A pesquisa com modelos animais, como camundongos, desempenha
um papel indispensavel nesse processo, pois permite investigar respostas biologicas de forma
controlada, sistematica e com potencial de extrapolagdo para situagdes humanas. Contudo, a
transposicdo de dados entre espécies apresenta desafios intrinsecos, como a auséncia de
coeficientes de ponderagdo de dose especificos para camundongos na literatura cientifica,
ficando somente para humanos em diferentes idades como demonstrado na publicagdo ICRP
103 (ICRP, 2007).

Para contornar essa lacuna metodoldgica, foi necessario recorrer a coeficientes de
ponderacdo desenvolvidos para humanos, os quais sd3o amplamente aceitos como uma
aproximagao valida para estudos experimentais em animais (Xie & Zaidi, 2014). Essa
abordagem ndo apenas garante maior compatibilidade entre os dados obtidos e as normas
internacionalmente estabelecidas, mas também permite que os resultados gerados possam ser
interpretados dentro de um contexto mais amplo, comparavel a doses de referéncia em
humanos, principalmente no cendrio pediatrico como ¢ a inten¢do desse trabalho. Assim, os
calculos de dose realizados neste estudo, ainda que fundamentados em parametros
extrapolados, oferecem uma base so6lida para a compreensdo dos efeitos biologicos
investigados, reforcando a relevancia do uso de modelos animais para avaliar fenomenos
complexos, como a geracao de espécies reativas de oxigénio e o estresse oxidativo induzido por
baixas doses de radiacao.

A dosimetria do feixe de radiagao possibilita uma exposi¢ao mais fidedigna a pratica clinica.
O irradiador SARRP da Xstrah]™ conta com software para irradiacdo e com uma ferramenta
de célculo de dose. Porém, como ja4 demonstrados em trabalhos anteriores (M. Dos Santos et
al., 2018), onde as doses ao usar filtro de cobre poderiam variar em +1% até —8%, a dosimetria
adicional nesse aparelho se torna imprescindivel.

No presente trabalho, a realizacdo de uma dosimetria adicional ndo apenas forneceu um
controle mais rigoroso sobre os parametros de radiacdo utilizados, mas também possibilitou a
extrapolagcdo confidvel dos resultados para fins comparativos com outros estudos como
demonstrados na tabela (4). Essa abordagem permitiu determinar intervalos de dose efetiva que
sdo mais representativos dos cendrios clinicos e experimentais com base nas doses de
referéncias disponibilizadas em documentos oficiais como a publicagao ICRP 185 (2018).

Além disso, a integragao dos célculos de dose efetiva, frequentemente calculada a partir de
indices como o CTDIvol e o DLP em contextos clinicos, ofereceu uma visdo mais abrangente
dos possiveis impactos biologicos das doses aplicadas como demonstrado na Tabela 4 onde os

intervalos de dose efetiva se encontram proximos ou acima dos obtidos por dosimetria no
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SARRP. Essa andlise detalhada foi essencial para definir as margens de seguranca e reforcar a
relevancia translacional do modelo adotado.

A dose de 100 mGy, escolhida neste trabalho esta correlacionada com uma dose efetiva
de aproximadamente 3 mSv, o que ¢ correlata a uma dose efetiva de TC de cranio neonatal. De
acordo com a DLP de referéncia disponibilizada no ICRP 185, 2018. Considerando os avangos
tecnologicos e a tendéncia de redugdo de doses no meio clinico, os camundongos expostos com
doses de 25 e 60 mGy fornecem uma perspectiva futura.

Esses resultados obtidos por calculo de dose efetiva, realizado com base nos valores de
DLP disponibilizados na ICRP 185, 2018, estdo compativeis com os valores demonstrados em
trabalhos de avaliacdo de doses de TC pediatrica como no trabalho de Inoue et al., 2023.
Trabalho esse que considera uma curva de dose efetiva para diferentes fases (idades), porém,
mantendo-se estavel no periodo neonatal. Periodo esse equivalente a idade do modelo animal
utilizado como é demonstrado no trabalho de Dutta & Sengupta, 2016, o qual relaciona idades
entre humanos e camundongos. Esses resultados criam um paralelo entre a irradiacio realizada
nos camundongos com procedimentos reais em tomografia computadorizada pediatrica.

Outro aspecto relevante foi a correlagdo dos parametros dosimétricos com a
metodologia de irradiagdo escolhida. Embora o método de Whole Brain Irradiation (WBI)
utilizado seja amplamente aplicado em estudos pré-clinicos, sua generalizagdo para praticas
clinicas apresenta limitagdes, especialmente em termos de precisao no foco da radiagdo em
estruturas especificas, como o hipocampo. Apesar da existéncia de técnicas mais avancadas e
direcionadas, como a desenvolvida por Dos Santos, Kereselidze, et al. 2018, que permite um
controle mais refinado sobre a dose administrada ao hipocampo em protocolo de irradiagao
animal, o WBI reflete de forma mais representativa as praticas adotadas em contextos clinicos
em paises emergentes, onde equipamentos com alta especificidade ainda ndo sdo amplamente
acessiveis (Filipe dos Santos, 2020).

Os testes comportamentais sdo amplamente utilizados na literatura para avaliar
alteragdes cognitivas € comportamentais decorrentes de intervencdes experimentais, sendo
especialmente relevantes em estudos que envolvem exposi¢do a radiacdo ionizante, dada sua
capacidade de detectar alteragdes sutis no comportamento dos animais (Seibenhener & Wooten,
2015). Estudos prévios ja demonstraram que camundongos irradiados com diferentes doses
apresentam alteragdes comportamentais que variam conforme o tipo de teste, a dose e a janela
temporal da avaliacdo pos-irradiagdo, reforcando a importancia dessas analises para investigar

possiveis impactos associados a exposi¢ao a baixas doses de radiacao (Bekal et al., 2021).
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No presente estudo, ndo foram observadas alteragdes significativas na exploragdo total
durante os testes de campo aberto e reconhecimento de posi¢do, sugerindo que a capacidade
geral de locomogao e interesse exploratorio dos camundongos ndo foi afetada a longo prazo
pela exposicao as doses utilizadas. De acordo com a literatura, a auséncia de alteracdes na
exploracdo total pode indicar que tais doses ndo causaram déficits motores ou motivacionais,
aspectos que sao frequentemente impactados em condi¢des de dano cerebral severo ou em doses
mais altas de radiacao (Philippot et al., 2019). Esses resultados refor¢am que baixas doses de
radiacdo, em contextos especificos, podem ndo comprometer fungdes basicas de mobilidade ou
curiosidade dos animais.

Na avalia¢do de ansiedade pelo campo aberto, ndo houve diferenga significativa na

exploragdo do centro em relacdo a periferia nos camundongos do sexo feminino, o que sugere
que as doses utilizadas ndo foram suficientes para influenciar o comportamento tipo ansioso
nesse sexo. Esse resultado pode tanto estar relacionado a uma menor susceptibilidade
comportamental das fémeas as doses estudadas, uma hipotese que encontra suporte em estudos
prévios que destacam diferencas sexuais na resposta ao estresse e a radiagao ionizante (Eriksson
et al., 2016; Holmes-Hampton et al., 2023). Essas alteragdes podem estar relacionadas a
diferencas comportamentais inerentes ao sexo, como demonstrados em trabalhos focados em
comportamento exploratorio de camundongos (Chen et al., 2021; Eriksson et al., 2016). Em
contraste, nos camundongos machos irradiados com doses proximas a 100 mGy, foi observada
uma diferenca significativa, com maior exploracao do centro, o que pode ser interpretado como
uma reducdo no comportamento tipo ansioso (Seibenhener & Wooten, 2015).
Esses achados nos machos corroboram estudos anteriores que indicaram que exposigoes a
determinadas doses de radiacdo ionizante podem reduzir comportamentos associados a
ansiedade, sugerindo um possivel efeito modulador em sistemas neurobioldgicos relacionados
ao estresse (Atamanyuk et al., 2024). A diferenca nos resultados entre os sexos aponta para um
possivel limiar diferencial para apresentagdo de tais efeitos, destacando a importancia de
considerar variagdes sexuais em analises comportamentais e reforcando a complexidade das
interagdes entre doses de radiacdo e respostas neurofisiologicas.

Dando continuidade aos testes comportamentais. Os testes de reconhecimento de
posicdo sao amplamente utilizados na avaliacdo de memoria espacial em modelos animais,
fornecendo uma medida robusta da capacidade de retencdo e processamento de informacdes
relacionadas ao ambiente (Denninger et al., 2018). A memdria, especialmente a memoria
espacial e de trabalho, desempenha um papel crucial na sobrevivéncia e adaptacdo, sendo

frequentemente impactada por fatores que afetam a integridade do hipocampo, uma estrutura
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cerebral essencial para essas fungdes (Leger et al., 2013). Resultados nulos em estudos que
investigam alteragdes na memoria apds exposicdes experimentais sdo muitas vezes vistos como
positivos, uma vez que indicam a preservagao dessas capacidades cognitivas fundamentais.

O periodo neonatal, em especial o décimo dia pds-natal (PND10), ¢ considerado uma
janela de alta vulnerabilidade para o cérebro em desenvolvimento, com o hipocampo passando
por intensos processos de neurogénese e maturagao sindptica (Kempf et al., 2014). Alteragdes
durante essa fase podem ter implicagdes significativas e duradouras, comprometendo a
formacgao e consolidagao de memorias. A radiacao ionizante ¢ amplamente conhecida por sua
capacidade de induzir danos celulares e moleculares, incluindo inflamacao, estresse oxidativo
e alteracdes na neurogénese, fatores que poderiam potencialmente comprometer a integridade
do hipocampo e, consequentemente, as fun¢des cognitivas associadas (Buratovic et al., 2018).

Embora a sensibilidade dos testes de reconhecimento de posicdo seja amplamente
reconhecida, os dados obtidos neste estudo ndo demonstraram diferencas significativas no
desempenho dos camundongos, independentemente da dose de radiagdo aplicada ou do sexo
dos animais. Esse resultado pode indicar que as baixas doses de radiagdo empregadas podem
nao ter sido suficientes para induzir alteragdes detectaveis no comportamento dependente do
hipocampo, mesmo durante um periodo critico do desenvolvimento cerebral. A auséncia de
déficits cognitivos observados pode refletir a ndo indugao de alteragdes, a resiliéncia intrinseca
do sistema nervoso central a exposi¢des subclinicas ou a ativagdo de mecanismos
compensatorios que preservam a memoria espacial. Esses resultados contrastam com estudos
anteriores, como o de Serrano et al., 2021, que relataram alteragdes comportamentais associadas
a memoria ap0Os exposi¢ao a radiacdo em baixas doses. Essa diferenga provavelmente se deve
a faixa de dose utilizada, que, embora ambas as pesquisas se situem no intervalo de “baixas
doses” conforme descrito na literatura, apresenta variagdes significativas. Estudos adicionais
que investiguem padroes semelhantes em modelos animais ou sistemas experimentais
comparaveis poderiam refor¢ar essa interpretagdo, destacando a plasticidade e os limites
adaptativos do tecido neural frente a fatores estressores.

A preservagdo da memoria espacial nesses modelos ¢ especialmente relevante
considerando evidéncias de que doses mais altas de radiacdo ou condi¢des de dano cerebral
mais severo frequentemente apresentam efeitos deletérios com caracteristicas estocasticas,
conforme descrito pelo modelo LNT (Janosikova et al., 2019). Esses resultados reforcam a ideia
de que, embora o hipocampo seja altamente suscetivel a radiagdo em momentos criticos do
desenvolvimento, a exposicdo a doses mais baixas pode ndo comprometer suas fungdes

fundamentais, fornecendo informagdes valiosas sobre os limites de seguranga em contextos
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experimentais e terapéuticos, porém, so resultados comportamentais ndo sdo suficientes para
sustentar essa perspectiva de seguranca em baixas doses de radiagdo, logo, os resultados
moleculares complementam essa visao.

Os resultados obtidos pela técnica de RT-qPCR forneceram uma visao detalhada sobre
a expressao génica das citocinas inflamatdrias no hipocampo dos camundongos irradiados. A
andlise incluiu os genes IL-1PB, IL-6, IL-10 e TNF-qa, todos envolvidos em processos de
modulacao inflamatoéria. Interessantemente, os dados mostraram niveis indetectaveis de mRNA
para as citocinas IL-1B e IL-10 em todos os grupos analisados, o que sugere que as doses de
radiagdo aplicadas, dentro das condi¢des experimentais, ndo foram suficientes para induzir
alteragdes significativas nesses marcadores pro e anti-inflamatorios, respectivamente, a longo
prazo. A auséncia de expressao detectavel dessas citocinas destaca a especificidade do método
e ¢ consistente com estudos que sugerem que, em doses mais baixas, a resposta inflamatéria do
hipocampo pode permanecer em niveis basais.

Para a IL-6, os resultados também indicaram que nao houve diferenga significativa na
expressdo entre os grupos experimentais. Embora seja amplamente documentado que a IL-6
pode ser modulada em condigdes de estresse neuroinflamatoério, o presente estudo nado
identificou alteragdes relevantes, sugerindo que a exposi¢do a baixas doses de radiagdo
1onizante nao foi suficiente para alterar sua regulacgao.

A andlise do TNF-a revelou um cenario semelhante, com a auséncia de diferencgas
significativas na expressdo entre os grupos de fémeas e machos, embora os machos
apresentassem um valor de p marginalmente significativo na andlise de variancia (ANOVA).
Contudo, o pos-teste (Bonferroni) ndo confirmou diferencas estatisticamente relevantes,
sugerindo que o impacto dos tratamentos sobre essa citocina também foi limitado. O TNF-a ¢
frequentemente associado a processos inflamatorios agudos, e intimamente ligado a doengas
neurodegenerativas como o Alzheimer, logo, a auséncia de expressdo génica nos resultados
apresentados neste estudo reforga a seguranga para os procedimentos que utilizam baixas doses.
Além disso, tal resultado pode refletir a resiliéncia do hipocampo a baixas doses de radiacao ou
a necessidade de uma dose-limite para desencadear alteragdes detectaveis.

O momento da irradiagdo, PND10, ¢ particularmente relevante ao discutir os resultados
moleculares. Este periodo ¢ caracterizado por intensa plasticidade neuronal e alta
susceptibilidade do hipocampo a danos ambientais, mas também por uma significativa
capacidade de reparo celular e modulagdo homeostatica (Lowe et al., 2009). A estabilidade na
expressdo génica observada neste estudo pode refletir a interacdo entre a exposi¢do a baixas

doses e a resiliéncia intrinseca do sistema nervoso em desenvolvimento, e demonstrando que a
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longo prazo, essa intervengdo ndo gera alteragdes cronicas nem duradouras. Outro ponto
importante a ser considerado ¢ o papel do ambiente experimental no condicionamento da
resposta inflamatdria. Fatores como manejo animal, controle de varidveis ambientais e
protocolos de irradiagao desempenham papéis cruciais na determinagdo da resposta molecular
observada.

A fim de se conseguir uma perspectiva mais ampla, os resultados de subprodutos
enzimaticos obtidos nos ensaios de TBARS forneceram informacdes sobre os efeitos da
radiacdo ionizante no equilibrio redox do hipocampo dos camundongos irradiados (Aguilar
Diaz De Leon & Borges, 2020). O ensaio de TBARS, utilizado para quantificar niveis de
peroxidagao lipidica, revelou diferengas interessantes entre os grupos analisados, especialmente
nos camundongos machos expostos a uma dose de 60 mGy. Nesse grupo, observou-se um
aumento estatisticamente significativo nos niveis de malondialdeido (MDA), um marcador
classico de dano oxidativo em membranas lipidicas, quando comparado aos grupos controle e
de doses mais altas.

Os resultados para as fémeas, no entanto, nao apresentaram diferencgas estatisticamente
significativas nos niveis de MDA entre os grupos experimentais. Esse padrao reforca a ideia de
que hé uma resposta diferenciada entre os sexos ao estresse oxidativo induzido por radiagdo
ionizante, possivelmente ligada a fatores hormonais ou a diferengas na dindmica metabolica e
antioxidante do hipocampo (Dynlacht, 2013). Estudos prévios apontam que os estrogénios
podem desempenhar um papel neuroprotetor, reduzindo a suscetibilidade das fémeas a danos
oxidativos em condi¢des semelhantes, o que pode explicar, pelo menos em parte, a estabilidade
observada nesses grupos (Brann et al., 2007).

No ensaio de Catalase, os dados nao indicaram diferengas estatisticamente significativas
na atividade enzimadtica entre os grupos, tanto para os machos quanto para as fémeas. A Catalase
desempenha um papel central na defesa antioxidante, catalisando a decomposicao do peroxido
de hidrogénio em 4gua e oxigénio, um mecanismo essencial para a neutralizagcdo de espécies
reativas de oxigénio o que poderia indicar possivel disfun¢ao mitocondrial a longo prazo apds
a irradiagdo (Islam, 2017). A auséncia de alteragdes detectdveis na atividade dessa enzima
sugere que, nas condi¢cdes experimentais utilizadas, as doses de radiacdo ionizante ndo foram
suficientes para ativar ou inibir significativamente essa via de defesa antioxidante.

Esses achados complementam a analise do ensaio de TBARS, indicando que, embora o estresse
oxidativo tenha sido detectado em niveis especificos (como evidenciado pelo aumento de MDA
em machos expostos a 60 mGy), ele pode ndo ter sido suficientemente elevado para provocar

uma resposta compensatoria na atividade da Catalase.
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Complementando os resultados relacionados as enzimas antioxidantes, a Superéxido

Dismutase (SOD) fornece informagdes importantes sobre as respostas do hipocampo ao estresse
oxidativo induzido por radiagdo ionizante. A SOD, que atua na dismutag¢ao do anion superoxido
em perdxido de hidrogénio, apresentou um perfil de atividade interessante, com diferengas
significativas observadas apenas nos camundongos machos expostos a dose de 60 mGy. Esse
grupo demonstrou um aumento na atividade enzimatica quando comparado ao controle (MO),
indicando uma possivel resposta adaptativa do hipocampo nos animais machos a essa dose
especifica de radiacdo. Esse padrdo ¢ consistente com diversos estudos que sugerem que doses
moderadas de radiacdo podem estimular vias antioxidantes como um mecanismo de prote¢ao
celular (Guéguen et al., 2019; Miller et al., 2016; Mousavikia et al., 2023).
Nas fémeas, a atividade da SOD nao mostrou alteracdes significativas entre os grupos, o que
pode ser atribuido a uma menor susceptibilidade ao estresse oxidativo induzido pelas doses
avaliadas, como ja observado nos resultados de TBARS. A literatura aponta para uma maior
estabilidade redox em fémeas, possivelmente mediada pela agdo neuroprotetora de hormodnios
como o estrogénio, o que pode justificar a auséncia de respostas significativas da SOD nesse
grupo (Brann et al., 2007).

Quanto a GPX, que atua na neutralizagdo do perdxido de hidrogénio utilizando
glutationa reduzida (GSH) como substrato, os resultados ndo indicaram diferengas
estatisticamente significativas na atividade enzimatica entre os grupos experimentais, tanto em
machos quanto em fémeas. Essa estabilidade na atividade da GPX sugere que, embora a
radiagdo possa ter induzido estresse oxidativo em doses especificas (como evidenciado pelos
niveis de MDA), os mecanismos antioxidantes mediados pela GPX podem ndo ter sido
diretamente ativados ou modulados pelas condi¢des experimentais aplicadas.

Esses achados, em conjunto com os resultados de Catalase, SOD e TBARS, indicam que a
resposta antioxidante do hipocampo a baixas doses de radiagao ¢ modulada de maneira seletiva,
com a SOD desempenhando um papel mais proeminente na adaptacao ao estresse oxidativo em
machos. Por outro lado, a auséncia de alteragdes significativas na GPX sugere que essa enzima
pode ser menos sensivel as doses avaliadas ou que outras vias antioxidantes podem compensar
sua acdo. Esses resultados destacam a complexidade das interagdes entre estressores oxidativos
e sistemas de defesa antioxidante, sugerindo que a dose, o sexo € o contexto bioldgico sdo

fatores cruciais para determinar a dindmica dessa resposta.
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CONCLUSAO
Os resultados deste estudo ampliam a compreensao sobre os efeitos de baixas doses de

radiacdo ionizante no hipocampo em desenvolvimento, destacando a importancia de
abordagens cuidadosas que considerem tanto parametros comportamentais quanto moleculares.
A pesquisa identificou elementos-chave que reforgam a resiliéncia do sistema nervoso central
€ sugerem que mecanismos compensatorios intrinsecos podem mitigar possiveis impactos
dessas exposigoes radioldgicas no longo prazo.
Principais Achados
Parametros comportamentais e moleculares:
o Auséncia de alteragdes significativas na expressao de citocinas inflamatorias.
o Testes comportamentais sem evidéncia de comprometimento funcional do
hipocampo.

Equilibrio redox e respostas especificas:

o Respostas diferenciadas entre machos e fémeas, com a dose de 60 mGy sendo
sensivel para estresse oxidativo em machos.

o Niveis de peroxidacao lipidica e atividades enzimaticas antioxidantes (ex.:
SOD) evidenciaram uma resposta seletiva.

Implicagoes clinicas:

o A pesquisa reforca a utilidade de modelos experimentais para investigar efeitos
em cenarios simulados de praticas clinicas.

o Dados relevantes para discussoes sobre limites de seguranca e protocolos de
radioprotecao, especialmente em exposigdes pediatricas.

Os achados destacam a complexidade das interagdes entre radiacdo e sistemas
bioldgicos, apontando para a relevancia de varidveis como sexo, dose e contexto bioldgico.
Apesar das limitagcdes na extrapolacao para humanos, os dados gerados fornecem uma base
solida para futuras pesquisas que possam aprimorar o uso clinico seguro e eficaz de radiacao
ionizante. Tais achados demonstram também uma necessidade de mais estudos focados em
baixas doses, ao evidenciar que alguns efeitos como o de estresse oxidativo ndo seguem uma

linearidade em seu efeito dose resposta.
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