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“Nos somos uma maneira do Cosmos conhecer a si mesmo.’
(Carl Sagan)



Resumo

O Sirius, acelerador sincrotron brasileiro, ¢ capaz de investigar a matéria utilizando especial-
mente raios X. Os raios X possuem energia suficiente para ionizar a matéria e acabam por cau-
sar danos a materiais bioldgicos, que compdem grande parte das amostras estudadas no Sirius.
Neste trabalho, foram avaliados os danos bioldgicos causados em queratindcitos imortalizados
por raios X gerados em uma fonte de bancada. Com isso, foi possivel a elaboragdo de um proto-
colo de preparo de amostra e de avaliagao de efeitos biologicos dos raios X que podera, posterior-
mente, ser estendido aos experimentos nas diversas linhas de luz do Sirius. O método de preparo
de amostras desenvolvido consistiu em uma composi¢cdo de meio de cultura Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium (IMDM) e agarose, de modo a imobilizar placas de cultura verticalmente,
além de hidratar e nutrir as células da linhagem HaCaT. O preparo foi bem-sucedido tanto de
forma técnica quanto bioldgica, como indicado pelos resultados do teste de viabilidade celular
resazurina, que mostrou células nutridas e vidveis apds serem submetidas ao meio composto
com agarose. As irradiacdes foram feitas utilizando o gerador de raios X Mini-X2, com tensao
de 70 kV e corrente de até 140 uA. A taxa de dose foi determinada a partir de simula¢des compu-
tacionais com o software SpekCalc e validadas com dosimetros termoluminescentes (TLD) e de
luminescéncia opticamente estimulada (OSLD). Os valores de taxa de dose resultaram em (3,19
+ 0,14) Gy/h sem agarose e aproximadamente 1,89 Gy/h com agarose. O intervalo de doses uti-
lizado para irradiagdo das células foi de 0 a 4 Gy. O teste de resazurina indicou que os valores
de dose utilizados nao foram altos o suficiente para gerar danos observaveis nas células conside-
rando o intervalo de tempo testado. Com o ensaio de espécies reativas de oxigénio (ROS), que
utiliza a sonda quimica DCFH,-DA, observou-se uma tendéncia de aumento de ROS em fun¢ao
do aumento da dose, mas o pico de producao se deu em 2 Gy, sendo que o esperado seria em
4 Gy. Isto eventualmente se deve aos mecanismos antioxidantes das células, que eliminam as
ROS em vez de armazena-las linearmente. Com os ensaios DAPI, marcador fluorescente e inter-
calante de DNA, e clonogénico, foi possivel verificar que apds 6 dias de incubacao das células
inicialmente irradiadas, houve uma diminui¢ao da proliferagao celular conforme o aumento da
dose recebida. Isso indica que mesmo com doses relativamente baixas, ¢ possivel observar da-
nos se for feito um acompanhamento temporal. Em suma, os resultados obtidos mostraram que
os protocolos de preparo de amostras e avaliagdo dos efeitos da irradiagao podem ser estendidos

as varias linhas de luz do Sirius, o que ¢ fundamental para os estudos com amostras biologicas.

Palavras-chave: raios X; dosimetria; danos bioldgicos.



Abstract

Sirius, the Brazilian synchrotron accelerator, is capable of investigating matter, especially using
X-rays. X-rays have enough energy to ionize matter and end up causing damage to biological
materials, which constitute a large part of the samples studied at Sirius. In this work, the bio-
logical damage caused in immortalized keratinocytes by X-rays generated in a benchtop source
was evaluated. This allowed the development of a sample preparation and evaluation protocol
for the biological effects of X-rays, which could later be extended to experiments in the vari-
ous beamlines of Sirius. The developed sample preparation method consisted of a composition
of Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) culture medium and agarose, immobiliz-
ing culture plates vertically and hydrating and nourishing HaCaT cell lineage. The preparation
was successful both technically and biologically, as indicated by the resazurin cell viability test
results, showing nourished and viable cells after exposure to the agarose-composed medium.
Irradiations were performed using the Mini-X2 X-ray generator, with a voltage of 70 kV and a
current of up to 140 pA. The dose rate was determined from computational simulations with the
SpekCalc software and validated with thermoluminescent dosimeters (TLD) and optically stim-
ulated luminescence dosimeters (OSLD). The dose rate values resulted in (3.19 + 0.14) Gy/h
without agarose and approximately 1.89 Gy/h with agarose. The dose range used for cell irradi-
ation was from 0 to 4 Gy. The resazurin test indicated that the dose values used were not high
enough to generate observable damage to the cells within the tested time frame. With the reac-
tive oxygen species (ROS) assay using the chemical probe DCFH,-DA, a trend of increasing
ROS was observed with increasing dose, but the peak production occurred at 2 Gy, while it was
expected at 4 Gy. This is eventually attributed to the antioxidant mechanisms of cells, which
eliminate ROS instead of storing them linearly. With DAPI assays, a fluorescent DNA marker,
and clonogenic assays, it was possible to verify that after 6 days of incubation of initially irradi-
ated cells, there was a decrease in cell proliferation with an increase in the received dose. This
indicates that even with relatively low doses, damage can be observed with temporal monitor-
ing. In summary, the results obtained showed that the sample preparation and irradiation effects
evaluation protocols can be extended to various beamlines of Sirius, which is crucial for studies

involving biological samples.

Keywords: X-rays; dosimetry; biological damages.
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1 Introducao e Historico do LNLS

O desenvolvimento de tecnologias voltadas para a soluciao de problemas cientificos nas ul-
timas décadas ¢ inegavel. Ao passo que alguns desafios sao resolvidos, outros mais profundos
surgem e, com isso0, se faz necessario o aprimoramento dos aparatos experimentais existentes.
Foi com esse olhar que, na década de 80, o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq) requisitou ao Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF) a construgao
de um equipamento que pudesse beneficiar as pesquisas dos cientistas brasileiros, dando inicio
ao Projeto Radiag@o Sincrotron, que visava construir um acelerador de elétrons para gerar radi-
acdo eletromagnética desde o infravermelho até os raios X de alta energia — chamada radiagao
sincrotron (OLIVEIRA et al., 2020).

Ap0s avaliacdes de viabilidade e visitas internacionais a aceleradores de particulas, foi cri-
ado formalmente em 1984 o Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), que apds 15 anos
de planejamento e construg¢ao deu inicio as suas atividades em 1997 com o acelerador UVX, o
primeiro acelerador sincrotron de 22 geragdo do hemisfério Sul, que beneficiou nio sé os cien-
tistas brasileiros, mas toda a comunidade cientifica internacional (OLIVEIRA et al., 2020).

Em 2012, com o UVX em plena operacao, foi apresentado um projeto para o desenvolvi-
mento de um acelerador sincrotron de 4* geracdo, que seria pioneiro em sua categoria: o Sirius.
As obras foram iniciadas em 2013 e a primeira volta dos elétrons ocorreu em marcgo de 2019.
Com o potencial tecnoldgico superior do Sirius, o UVX encerrou suas atividades no final de
2019 (OLIVEIRA et al., 2020). A Figura 1.1 apresenta a linha do tempo detalhada do historico
de desenvolvimento do LNLS, desde as ideias iniciais, até a inauguracdo das primeiras linhas
de luz.

Hoje, 14 linhas de luz do Sirius estdo em funcionamento ou comissionamento, dando a opor-
tunidade de pesquisadores do mundo inteiro submeterem propostas para realizar suas pesquisas
nas mais diversas areas do conhecimento em alguma delas. Dentre as técnicas experimentais
disponibilizadas estao a absor¢ado, espectroscopia, espalhamento, difracao e tomografia de raios
X, além de espectroscopia de infravermelho e dicroismo circular, que podem ser realizadas em
amostras geologicas, quimicas, fisicas ou biologicas, dependendo do problema cientifico a ser
resolvido (LNLS, 2022).

Além das 14 linhas de luz ja disponiveis para envio de propostas de pesquisa, o Sirius tem
capacidade para abrigar mais 25 linhas de luz, que estdo em fase de projeto ou ainda apenas
em proposigoes iniciais. Com as linhas e com os diversos laboratorios de apoio integrado ao
Sirius, bem como com a colaboragao dos outros Laboratorios Nacionais, tem-se um cenario ex-
tremamente competitivo no ambito cientifico, colocando o Brasil como um pais de alto potencial

relacionado a pesquisa e inovagdo (OLIVEIRA et al., 2020).
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Figura 1.1 — Linha do tempo do desenvolvimento do Centro Nacional de Pesquisa em Energia
e Materiais (CNPEM), Organizacdo Social (OS) que abriga o Sirius.
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Para todas as amostras, especialmente as bioldgicas vivas, como células, tecidos e até pe-
quenos animais, ¢ necessario realizar um preparo adequado antes da exposi¢do a radiagdo nas
linhas de luz, considerando os diversos fatores que podem influenciar os resultados obtidos ¢
dada a complexidade e sensibilidade de sistemas bioldgicos.

No caso da realiza¢do de medidas in vivo, como espera-se desenvolver futuramente na linha
de luz MOGNO, deve-se tomar um cuidado especial ao expor as amostras aos raios X, em
qualquer escala — células, tecidos ou pequenos animais.

Os raios X sdo radiagdo ionizante, portanto, possuem potencial para danificar o material
genético da amostra e inviabiliza-la, o que pode levar a resultados ndo esperados em experimen-
tos especificos — especialmente longitudinais —, seja a alteracao dos resultados ou até mesmo a
perda da amostra.

Nesse contexto, espera-se ser possivel desenvolver um protocolo de avaliagdo dos danos
biologicos gerados por raios X, de modo a compreender os efeitos para evita-los, seja na linha
de luz MOGNO ou em qualquer outra linha de luz que se interesse pelo desenvolvimento de

pesquisas in vivo.

1.1 Objetivo geral

Avaliar os danos biologicos causados em células de pele em cultura por raios X de fonte
de bancada para desenvolvimento de protocolo de preparo de amostras e avaliagdao de efeitos
bioldgicos, que podera ser utilizado em experimentos semelhantes nas diferentes linhas de luz

do Sirius.

1.1.1 Objetivos especificos

* Determinar a taxa de dose tedrica do gerador de raios X Mini-X2, a ser utilizado nos

experimentos, com auxilio do software SpekCalc;

* Validar experimentalmente a taxa de dose do Mini-X2, bem como o SpekCalc, utilizando

dosimetros luminescentes;

* Desenvolver um protocolo de preparo de amostras para posicionamento vertical de placas

de cultura;

* Determinar estresse mitocontrial das células expostas ao método de preparo desenvolvido

e a radiagdo ionizante utilizando resazurina;

* Quantificar formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células imediatamente

apos a exposicao aos raios X utilizando DCFH,-DA;

 Avaliar a formagao de clones das células irradiadas utilizando DAPI e ensaio clonogénico.
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2 Fundamentacao tedrica

2.1 Interacdo da radiacdo com a matéria

Antes de investigar os efeitos dos raios X nas células de interesse, sera feita uma breve
revisdo sobre o conceito de radiagdo, suas propriedades e sua interagdo com meios materiais. A
proposta desta se¢@o € apontar os principais elementos conceituais necessarios ao entendimento
dos processos fisicos que investigaremos, sem contudo, aprofundar demasiadamente a teoria

correspondente.

2.1.1 Radiacao

A radiagdo pode ser definida como energia emitida por uma fonte e transmitida através do va-
cuo ou de algum meio material. Uma forma usual de dividir as diferentes radiagdes € separa-las
de acordo com sua natureza. Particulas alfa, elétrons e néutrons, por exemplo, sdo classificados
como radiagdes corpusculares, enquanto radiacdo infravermelha, ultravioleta e raios X sdo clas-
sificados como radiacao eletromagnética, posto que sdo constituidos por ondas eletromagnéticas
de diferentes frequéncias (OKUNO; YOSHIMURA, 2010).

Além de dividir as radiacdes em corpusculares e eletromagnéticas, também ¢é possivel clas-
sifica-las em radiacdes nao-ionizantes e radiagdes ionizantes. As radiacdes ndo-ionizantes nao
possuem energia suficiente para remover elétrons da matéria, uma vez que suas energias sao
menores do que a energia de ionizacdo — energia minima para ionizar um dtomo — dos atomos
dos absorvedores. De modo contrario, a radiagdo ionizante excede a energia de ionizagdo dos
atomos e, portanto, ¢ capaz de ionizar a matéria (PODGORSAK, 2016).

As radiacdes ionizantes podem ser classificadas de acordo com seu modo de ionizagdo em
radiacdes direta ou indiretamente ionizantes. As radiagdes diretamente ionizantes sdo particu-
las carregadas, como elétrons e poésitrons, que depositam energia no meio absorvedor através
de interagdes coulombianas com seus elétrons orbitais. Por outro lado, as radia¢des indireta-
mente ionizantes ndo possuem carga, assim como fotons e néutrons, e transferem energia para
particulas carregadas do material absorvedor, que por sua vez sdo ejetadas e depositam energia
no meio (PODGORSAK, 2016; ANTONI; BOURGOIS, 2017). Na Figura 2.1 estdo listadas as
diferentes radia¢des ionizantes de acordo com sua classificagao.

Neste trabalho, o interesse concentra-se nos efeitos dos raios X, que consistem em radiacao
eletromagnética. Essa radiagdo possui propriedades ondulatorias ao se propagar, como ¢ pos-
sivel observar pela ocorréncia de fendmenos de interferéncia e difragdo. Contudo, ao interagir
com a matéria, a radiacdo eletromagnética possui propriedades corpusculares. Ambos os fatos
foram evidenciados em 1923 pelos experimentos de Arthur Holly Compton e posteriormente
por Louis de Broglie (EISBERG; RESNICK, 1994).
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Figura 2.1 — Radiagdes direta e indiretamente ionizantes.
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Fonte: Adaptado de (PODGORSAK, 2016).

Para descri¢ao das suas propriedades corpusculares, utiliza-se a ideia de féton, que consiste
em uma particula mediadora da intera¢do eletromagnética. Os fétons possuem energia propor-
cional a frequéncia da radiagdo, cujo valor pode ser calculado de acordo com (WILLMOTT,
2019):

hc

onde h ¢ a constante de Planck, v ¢ a frequéncia da radiagdo em hertz (Hz), ¢ ¢ a velocidade da

E=hv

luz no vécuo e 4 € o comprimento de onda da radia¢do no vacuo em metros (m). Quando todas as
unidades empregadas sao do Sistema Internacional de Unidades (S.1.), a energia do foton ¢ dada
em joules (J). Todavia, nas ordens de grandeza comumente utilizadas, adota-se o elétron-volt
(eV), que é definido como a energia cinética adquirida por um elétron de cargae = 1,602 x107°
coulomb (C) passando por uma diferenca de potencial de 1 volt (V) no vacuo (PODGORSAK,
2016; EISBERG; RESNICK, 1994; WILLMOTT, 2019).

A Tabela 2.1 apresenta as principais regides do espectro eletromagnético de acordo com
comprimento de onda, frequéncia e energia dos fétons de cada radiagdo. A Figura 2.2, por sua
vez, mostra uma representacao visual das diferentes regides do espectro eletromagnético.

Quando a radiacdo emitida por uma fonte possui fétons com energias bem definidas, essa
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Tabela 2.1 — Regides do espectro eletromagnético.

Tipo da radiacdo  Faixa de comprimento de onda (m) Faixa de frequéncia (Hz) Faixa de energia dos fotons (eV)

Radio — 00 —10° 0—300 Extremamente pequena

Microondas 1-1073 300 x 10® — 300 x 10° Muito pequena

Infravermelho 1073 — 780 x 10~° 300 x 10° — 385 x 1012 1,24 x 1073 —1,59

Visivel 700 X 10~° — 400 x 10~° 0,428 x 10 — 0,75 x 10 1,77 -3,10

Ultravioleta 400 x 10~ — 100 x 10~° 0,75 x 101> — 3 x 1015 3,10 — 12,42
raios X 1078 —10711 1016 — 101 > 12,42

Raios Gama <1071 > 10%° > 12,42

Fonte: Adaptado de (OKUNO; YOSHIMURA, 2010; HOBBIE; ROTH, 2015; FINKENTHAL et al., 1996).

Figura 2.2 — Representacao visual do espectro eletromagnético.
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Fonte: Ade Stewart, 2019. Disponivel em: https://wiki.travellerrpg.com/File:Graphic_electromagnetic_spectrum_corrected.jpg.
Acesso em: 25 out. 2023.

radia¢do ¢ dita monocromatica. Por outro lado, se a radiagdo for composta de um conjunto
de fotons de diferentes energias, essa radiagao ¢ dita policromatica (OKUNO; YOSHIMURA,
2010).

2.1.2 Secao de choque e processos de interagao

Um foton incidente pode interagir com elétrons fortemente ligados, com elétrons orbitais
considerados essencialmente livres ou com nticleos dos atomos do absorvedor (PODGORSAK,
2016).

Ap6s interagir com a matéria, um foton pode ser absorvido e transferir toda sua energia para
um elétron, que sera ejetado, ou pode ser espalhado, seja com a mesma energia incidente ou
com uma energia menor. No Ultimo caso, parte de sua energia ¢ transferida para um elétron
essencialmente livre, que também serd ejetado. Os elétrons ejetados depositardo energia no
meio absorvedor. O tipo de interagdo que o foton sofrera depende de uma grandeza chamada
secdo de choque.

A secdo de choque (o) ¢ definida como uma quantidade proporcional a probabilidade de in-


https://wiki.travellerrpg.com/File:Graphic_electromagnetic_spectrum_corrected.jpg

Capitulo 2. Fundamentagdo teorica 19

teracdo entre um foton de determinada energia e um certo material. Pode ser interpretada como
a area aparente que um centro de interacdo — seja um nucleo, um elétron ou um atomo como
um todo — exibe para que a radiacdo interaja com ele. O valor da se¢ao de choque ¢ expresso
em unidades de 4rea, no S.I., m2. No entanto, como se tratam de dimensdes de ordens de gran-
deza proximas ao raio do nucleo, adota-se uma unidade especial chamada barn (b), dada por
(OKUNO; YOSHIMURA, 2010; EISBERG; RESNICK, 1994; CERRITO, 2017; TAUHATA
etal., 2014):

1 barn = 10728 m?2, (2.2)

Destaca-se que, em virtude da auséncia de carga e massa de repouso dos fotons, € possivel
que eles atravessem grandes distdncias nos materiais antes de sofrer qualquer tipo de interagdo
(TAUHATA et al., 2014).

Fotons de baixa energia, na regido do infravermelho e visivel, podem promover processos de
polarizacao das moléculas e &tomos do meio, que ddo origem aos fendomenos 6ticos (refragdo) e
térmicos (vibracao e rotacdo) (HOBBIE; ROTH, 2015). Esses processos nao serdo explorados
nesse trabalho.

No caso dos fotons de alta energia, como os raios X, ha tipos diferentes de interacdo. As que
possuem maior relevancia para a faixa de energia estudada e para meios materiais biologicos
correspondem aos processos de absor¢ao fotoelétrica e espalhamento Compton (PODGORSAK,
2016; EISBERG; RESNICK, 1994; YOSHIMURA, 2009).

Na Figura 2.3 sdo apresentadas as se¢des de choque do efeito fotoelétrico e do efeito Comp-

ton para os elementos hidrogénio, carbono, oxigénio e nitrogénio.

Figura 2.3 — Secdes de choque da absorcao fotoelétrica e do espalhamento Compton para os
principais elementos componentes de tecidos biologicos
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Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados de (BERGER, s.d.).

Maiores detalhamentos dessas interagdes sdo apresentados a seguir.
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2.1.2.1 Absorcao Fotoelétrica

A absorc¢do fotoelétrica, ou efeito fotoelétrico, ocorre quando um féton ¢ totalmente absor-
vido por um elétron orbital, que ¢ ejetado com energia cinética Ex bem definida, recebendo o
nome de fotoelétron (HOBBIE; ROTH, 2015; TAUHATA et al., 2014).

Nesse processo, energia e momento devem ser conservados, portanto, os elétrons fortemente
ligados transferem momento e energia ao atomo como um todo, por meio das for¢as de ligacao
(EISBERG; RESNICK, 1994).

A energia cinética do fotoelétron ejetado ¢ dada pela diferenca entre a energia do foton
incidente e a energia de ligagdo Eg do elétron ao 4tomo em sua camada eletronica (K, L, M...),
isto ¢ (PODGORSAK, 2016; YOSHIMURA, 2009; TURNER, 2004):

Apos ser ejetado, o fotoelétron seguird em uma direcdo dependente da energia do foton
incidente. Para energias da ordem de 10 keV, o fotoelétron tenderad a ser emitido a angulos
proximos de 90° em relagdo a dire¢do de incidéncia do foton. Para energias mais altas, da
ordem de 3 MeV, ha uma grande probabilidade de que o elétron seja ejetado na mesma diregdo
e sentido do foton incidente (PODGORSAK, 2016; TAUHATA et al., 2014).

Com a perda do elétron orbital, a vacincia deixada no 4tomo sera preenchida por um elétron
de outra camada eletronica e a energia da transi¢ao serd emitida na forma de raios X caracteris-
ticos ou elétrons Auger, processos que serdao discutidos mais adiante (ANTONI; BOURGOIS,
2017).

Na absor¢ao fotoelétrica, a se¢do de choque ¢ comumente referida como 7 e ¢ dada pela soma
dos termos da se¢do de choque de cada camada eletronica. Devido a dificuldade de descrigao
correta de 4tomos com muitos elétrons, ndo existe uma expressao analitica exata para a se¢ao
de choque da absorcao fotoelétrica. Contudo, uma das aproximagoes relaciona que (OKUNO;
YOSHIMURA, 2010; HOBBIE; ROTH, 2015):

T Z*E73, (2.4)

isto €, a probabilidade de ocorréncia da absorgdo fotoelétrica ¢ diretamente proporcional a quarta
poténcia do numero atdmico Z e inversamente proporcional ao cubo da energia E do foton, o
que significa que o efeito ¢ predominante para elementos de alto nimero atémico e para fotons
de energias mais baixas (YOSHIMURA, 2009).

2.1.2.2 Espalhamento Compton

No espalhamento Compton, também chamado de efeito Compton, um foton incide em um
elétron, considerado livre e inicialmente em repouso, e ¢ espalhado com uma menor energia a
um angulo 6 em relagdo a sua direcao original. O elétron no qual o foton incidiu € ejetado com

energia cinética Ex a um angulo ¢. Os detalhes dos mecanismos de interacdo do espalhamento
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Compton, como sua cinematica, por exemplo, sdo descritos pela conservagao de momento e ener-
gia do processo e providenciam relagdes importantes, como a energia cinética do elétron ejetado,
que ¢ dada por (EISBERG; RESNICK, 1994; HOBBIE; ROTH, 2015; TURNER, 2004):

1 — cosf
By =y 1700 @23)
— +1—cosf
hv
e a energia do foton espalhado, que ¢ dada por (TURNER, 2004):
W' = hy (2.6)

1+ h—vz(l — cosb)
mc

O angulo 6 de espalhamento do foton incidente ¢ definido como o angulo entre sua direcao
inicial e sua direcao apds a interagdo, podendo variar de 0 até 180°. O elétron, por sua vez, pode
ser espalhado a um angulo ¢ que varia de 0 até 90°. Os elétrons ejetados no espalhamento Comp-
ton sdo chamados de elétrons Compton ou elétrons de recuo (PODGORSAK, 2016; TURNER,
2004).

No espalhamento Compton, a secao de choque ¢ independente do nimero atdmico do 4&tomo
com o qual o foton interage, uma vez que a interagdo ocorre com um elétron livre. Sua se¢do de
choque diferencial ¢ determinada pelas expressoes de Klein-Nishina. O efeito ¢ predominante
para todas as energias de fotons se os numeros atdmicos sdo baixos e predomina para todos
os elementos se as energias dos fotons estdo entre centenas de keV e alguns MeV (OKUNO;
YOSHIMURA, 2010; HOBBIE; ROTH, 2015; YOSHIMURA, 2009).

2.1.2.3 Processos de de-excitagdo: Raios X caracteristicos e elétrons Auger

A ejecdo de um elétron orbital de uma camada eletronica interna devido a interacao de fotons
com atomos do meio absorvedor resulta em uma vacancia no local onde o elétron se encontrava,
deixando o 4tomo em um estado excitado. Os processos de de-excitacao pelo qual o &tomo pode
passar sdo a emissdo de raios X caracteristicos ou de elétrons Auger (WILLMOTT, 2019).

A emissao de raios X caracteristicos ocorre quando um elétron de uma camada mais externa
muda para uma camada mais interna preenchendo a vacancia anteriormente deixada e liberando
o excesso de energia na forma de um foton na faixa de raios X (PODGORSAK, 2016).

O processo de emissao de elétrons Auger, que compete com o primeiro processo, ¢ seme-
lhante, mas em vez de emitir um foton de raios X, o atomo transfere o excesso de energia para
um outro elétron, que também ¢ ejetado. Em ambos os casos, pode haver um cascateamento
de emissdes de raios X caracteristicos ou de emissoes de elétrons Auger apds a ocorréncia de
uma vacancia (OKUNO; YOSHIMURA, 2010; PODGORSAK, 2016). A Figura 2.4 ilustra os

processos mencionados.



Capitulo 2. Fundamentagdo teorica 22

Figura 2.4 — Processos subsequentes a (a) ejecao de um elétron atomico. (b) emissao de raios X
caracteristicos ou (¢) emissao de um elétron Auger.
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Fonte: Retirado de (WANG; CHU, 2013).

2.1.3 Grandezas radiologicas

A Transferéncia Linear de Energia (LET, do inglés Linear Energy Transfer) é definida como
a quantidade média de energia transferida para o meio por unidade de caminho de uma particula
carregada. No caso das radiacdes indiretamente ionizantes, como os raios X, o LET esta asso-
ciado aos elétrons liberados por absorcao fotoelétrica e espalhamento Compton, bem como aos
eventuais elétrons Auger liberados. Fotons sdo considerados radiagdo de baixo LET, pois pos-
suem um baixo poder de ionizacdo relativo e uma baixa taxa de transferéncia de energia, assim
como os proprios elétrons (OKUNO; YOSHIMURA, 2010; TAUHATA et al., 2014).

A Tabela 2.2 apresenta uma relagdo das principais grandezas utilizadas na radiobiologia,
definidas de forma sucinta. De maneira geral, o kerma est4 intimamente relacionado ao LET, a
dose absorvida relaciona o quanto de energia ¢ depositada no meio, a dose equivalente ¢ essencial
para limitar a exposi¢do de partes especificas do corpo e para o calculo da dose efetiva, que ¢
crucial para estabelecer limites de exposi¢ao de corpo inteiro (OKUNO; YOSHIMURA, 2010;
PODGORSAK, 2016; CERRITO, 2017).

Quando a radiagdo ionizante interage com a matéria, dependendo especialmente do tipo e da
energia da radiagdo, bem como do material com o qual ela esta interagindo, hd uma deposigao
de energia no meio que ¢ definida como dose absorvida. A dose absorvida D,,.; ¢ dada pela
energia média W absorvida por um material de densidade p por unidade de volume V, ou seja
(CERRITO, 2017):

w

Dyeq = V_p

2.7)
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Tabela 2.2 — Principais grandezas relacionadas a radiobiologia.

Grandeza Breve defini¢ao Expressao Unidade
Kerma K Energia transferida de particulas neutras para carregadas K= % 1Gy= 1ki
Dose absorvida D Energia absorvida por unidade de massa. D= AAL;:J 1 Gy= 1k—
Dose equivalente H D multiplicada por fator de ponderacdo da radiagdo H=73, R WrRD Sv=wpg .
Dose efetiva E H multiplicada por fator de ponderacdo do tecido biologico E = ZT wrH Sv=wrg e

onde AE,, ¢ a energia transferida para o meio absorvedor, Am é a massa do meio, AE, ¢ a energia absorvida,
wg ¢ o fator de ponderacdo especifico para cada radiacdo e wr € o fator de ponderagao especifico para cada
tecido biologico (PODGORSAK, 2016).

Fonte: Adaptado de (OKUNO; YOSHIMURA, 2010; PODGORSAK, 2016; CERRITO, 2017).

A unidade utilizada no Sistema Internacional de Unidades (S.I.) para dose absorvida € o gray
(Gy), que ¢ equivalente a 1 joule por quilograma (J/kg) (CERRITO, 2017).

A dose absorvida pode ser uma variavel temporal e, nesse caso, ela ¢ definida como taxa de
dose absorvida, ou seja, a variagcdo da dose em um intervalo de tempo. A taxa de dose absorvida
Dyeq € dada pela derivada de D,,,4 em relagdo a um intervalo de tempo dt (PODGORSAK,
2016; GRUPEN; RODGERS, 2016):

. dD
Dypea = —37°%. (2.8)

A unidade utilizada no S.I. para taxa de dose absorvida ¢ o gray por segundo (Gy/s), que
equivale a 1 joule por quilograma segundo (J/kg s) (CERRITO, 2017).

Vale mencionar que a taxa de dose ¢ um dos fatores que determina os efeitos bioldgicos
originados pela radiacao ionizante. Esse efeito também varia entre os diferentes tipos de células
(SEGRETO et al., 2016).

2.1.4 Dosimetros

E possivel medir a dose absorvida em determinados materiais por meio de um dispositivo ca-
paz de converter a radia¢ao absorvida em um sinal, cuja resposta € proporcional a dose incidente.
Os dispositivos utilizados com essa finalidade sao chamados de dosimetros, e eles podem de-
mandar calibragao (dosimetros relativos) ou ndo (dosimetros absolutos) (PODGORSAK, 2016).

Dentre os dosimetros relativos, estdo os dosimetros luminescentes, onde o sinal de lumines-
céncia que ¢ lido é proporcional a dose absorvida de radiacdo. Esses dosimetros s3o compostos
de materiais cristalinos que armazenam a energia absorvida da radiacdo em estados metaestaveis
chamados de armadilhas. Essa energia sera subsequentemente emitida na forma de infraverme-
lho, luz visivel ou ultravioleta, em diferentes intervalos de tempo. O processo de emissao do
sinal pode ser acelerado por calor — termoluminescéncia — ou por luz visivel ou luz ultra vi-
oleta — luminescéncia opticamente estimulada. Os dosimetros baseados nesses conceitos sao

chamados de dosimetros termoluminescentes (TLD, do inglés Thermoluminescent Dosimeter)
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ou dosimetros de luminescéncia opticamente estimulada (OSLD, do inglés Optically Stimulated
Luminescence Dosimeter), respectivamente (PODGORSAK, 2016).

2.2  Producao de raios X

Existem dois processos fisicos para obtengao de raios X: producao de raios X caracteristicos
e producdo de radiacdo de freamento (bremsstrahlung). O primeiro tipo, ja mencionado nesse
texto, acontece quando elétrons em estados excitados decaem para estados de menor energia,
emitindo fotons de energia correspondente a diferenga de energia entre os niveis eletronicos
inicial e final. Ja a radiacdo de freamento corresponde a emissdo de radiacdo policromatica
quando cargas (positivas ou negativas) sdo aceleradas ou desaceleradas. Nesse caso a radiagdo
¢ emitida preferencialmente na dire¢do do movimento da particula carregada.

Destacaremos a seguir dois equipamentos que sdo utilizados para a obten¢do de raios X:

tubos da raios X e aceleradores sincrotron.

2.2.1 Tubos de raios X

Um gerador de raios X pode ser representado como mostra a Figura 2.5. O catodo ¢ um fila-
mento que, quando aquecido, emite elétrons que serdo acelerados por uma diferenca de potencial
(ddp). Ao atingirem o alvo, que pode ser constituido de diferentes metais, ocorre o processo de
producao de bremsstrahlung e, dependendo da energia cinética dos elétrons incidentes, produ-
cao deraios X caracteristicos do material do alvo. A energia maxima dos fotons estd diretamente
relacionada a ddp. Por exemplo, se hd um gerador com ddp de 35 kV, a energia méxima dos
fotons sera de 35 keV. (OKUNO; YOSHIMURA, 2010; GRUPEN; RODGERS, 2016).

A Figura 2.6 apresenta um exemplo de um espectro continuo produzido em um gerador de
raios X com alvo de tungsténio quando a diferenca de potencial ¢ de 65 kV, e um exemplo de
um espectro continuo somado a picos do espectro discreto de raios X caracteristicos em uma
ddp de 100 kV (GRUPEN; RODGERS, 2016).

Figura 2.5 — Esquema gerador de raios X. Figura 2.6 — Exemplo espectro de raios X.
N Tungsténio
Cétodo Anodo como alvo K,
Ks
% 100 kV
R N g
= 65KV
Blindagem de \Janela fina de
chumbo / berilio )
0 50 100
Abertura de saida Energia dos fétons (keV)

Fonte: Adaptado de (GRUPEN; RODGERS, 2016). Fonte: Adaptado de (GRUPEN; RODGERS, 2016).
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2.2.2 Aceleradores sincrotron

Uma forma alternativa e eficiente de produzir raios X ¢ utilizando aceleradores de particulas
do tipo sincrotron, representados pelo Sirius na Figura 2.7 (CNPEM, s.d.). A radiagdo sincro-
tron ¢, de um modo geral, radiagdo eletromagnética de amplo espectro, englobando desde o
infravermelho até raios X de alta energia (WILLMOTT, 2019).

Figura 2.7 — Diagrama do acelerador Sirius, onde destaca-se (1) Acelerador linear; (2) Booster;
(3) Anel de Armazenamento e (4) Linhas de Luz.

Fonte: Retirado de https:/Inls.cnpem.br/sirius/como-funciona-o-sirius/. Acesso em: 19 ago. 2023.

Quando particulas carregadas, como elétrons, estdo em repouso ou se movendo com ve-
locidade constante, ndo ha emissdo de radiacdo eletromagnética. No entanto, quando essas
particulas sdo aceleradas, suas linhas de campo também sdo aceleradas e irradiam para longe
da particula, em uma dire¢cdo tangencial a ela e com a velocidade da luz, o que é a chamada
radiacao sincrotron (JAESCHKE et al., 2016).

Os principais componentes de um acelerador de particulas do tipo sincrotron sdo: canhao de
elétrons; acelerador linear (/inac, do inglés linear accelerator); booster; anel de armazenamento;
e as linhas de luz. No canhao, um catodo aquecido emite um feixe de elétrons que ¢ acelerado
e injetado no /inac. No acelerador linear, os elétrons sdo acelerados a uma velocidade proxima
a da luz e somente chegam a energia final de operacdo ao serem transferidos para o booster,
responsavel por manter os elétrons em orbitas circulares e incrementar a energia a partir de imas
sincronizados e cavidades de radiofrequéncia. A partir dai, os elétrons sdo transferidos para o
anel de armazenamento, mantidos em orbita por imas chamados de "bending-magnet achromats”
e direcionados para dispositivos de inser¢do - como diplos, onduladores e wigglers. A radiagdo
sincrotron emitida a partir dos bending magnets nas se¢des curvas e a partir dos dispositivos de
inser¢do nas segoes retas ¢ direcionada para as linhas de luz (WILLMOTT, 2019).

As linhas de luz merecem um destaque especial pois o esfor¢o para construir aceleradores
sincrotron cada vez melhores ¢ grandemente motivado por elas. As linhas de luz sdo as estagdes

experimentais que recebem a radiacao sincrotron com todas as faixas do espectro eletromagné-
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tico geradas. Com isso, cada linha de luz filtra o feixe completo para selecionar apenas parte da
radiacdo a ser utilizada empregando elementos 6ticos como espelhos e monocromadores. As-
sim, ¢ possivel obter linhas de luz com oticas diferentes que permitem utilizar diferentes técnicas
experimentais como espalhamento de raios X, difracdo de raios X e técnicas de imageamento
(WILLMOTT, 2019).

2.3 C¢élulas, estresse e morte celular

2.3.1 Células animais

Assim como os atomos sdo as unidades basicas da matéria, as células sdo as unidades ba-
sicas dos seres vivos. Muitos dos componentes dessas células sdo comuns a todas elas, como
as mitocondrias, os lisossomos e os ribossomos, por exemplo. No entanto, as estruturas e for-
mas das células podem variar, de acordo com suas especializagdes funcionais (CARVALHO;
RECCO-PIMENTEL, 2013). A Tabela 2.3 apresenta uma relagdo das principais organelas e

suas fungoes.

Tabela 2.3 — Principais organelas das células animais e suas fungdes.

Organela Funcdo

Membrana plasmatica Permeabilidade seletiva, mediacdo de interagdes célula-célula, adesdo a superficies, secrecdo, etc.

Citoplasma Local de varios processos metabolico
Citoesqueleto Prové a estrutura da célula e seus movimentos
Reticulo endoplasmatico Transporte de materiais e sintese de lipideos
Ribossomos Sintese de proteinas
Complexo de Golgi Empacotamento e secre¢do de materiais e formacdo de lisossomos
Lisossomos Digestao intracelular
Mitocondria Produgéo de energia, transporte de elétrons, fosforilagdo oxidativa e outras vias metabolicas
Nucleo Repositorio para informagdo genética
Nucléolo Sintese de RNA ribossomico e construgdo de ribossomos

Fonte: Adaptado de (WILLEY; SANDMAN; WOOD, 2013).

Uma das principais estruturas presentes na célula € o seu material genético, que armazena
toda a informagao necessaria sobre um organismo na forma de moléculas de acido desoxirri-
bonucleico (DNA). Essa informagao € transmitida para outras células a partir da replicagao do
DNA, separagdo das copias e divisdo do citoplasma, um processo chamado mitose no caso de
células somaticas, que sao maioria nos seres humanos (ALBERTS et al., 2017; PIERCE, 2016).

A mitose faz parte do ciclo celular, processo no qual a célula cresce e entdo se divide. Ao
final do processo, havera duas células resultantes, que terdo seus proprios ciclos celulares. No
ciclo celular ainda estao inclusos os pontos de verificacdo, importantes para garantir que todos

os componentes da célula estejam presentes e funcionais (PIERCE, 2016).

2.3.2  Queratinocitos

A pele € o principal 6rgdo com o qual temos contato direto. Ela apresenta um importante

papel de regulacao do corpo humano na relacdo com o ambiente. Dentre as células que compdem



Capitulo 2. Fundamentagdo teorica 27

a pele, estdo os queratindcitos, que ocupam 90% da populacdo de células constituintes deste
6rgdo (MC MANUS; MITCHELL, 2014).

Os queratinocitos possuem diversas e importantes fungdes, mas as principais sao, especi-
almente, prover estrutura para a pele e atuar como parte do sistema imune, uma vez que ao
interagir com fatores estressantes, como radiagdo ultravioleta ou ionizante, enviam sinais pro-
-inflamatorios para o organismo, auxiliando na homeostase (MC MANUS; MITCHELL, 2014).

Com isso, os queratindcitos se tornam um modelo inicial interessante para a realizacdo de
estudos envolvendo radiacdo ionizante, tendo em vista que até mesmo em estudos com pequenos

animais, a pele € o 6rgao de barreira que recebe a dose de entrada.

2.3.3 Estresse celular

Sabe-se que células saudaveis possuem a capacidade de se proliferar e de se adaptar a mu-
dancas, dependendo de suas fung¢des especificas. O estresse celular ¢ uma das mudangas as
quais as células sao eventualmente submetidas (CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2013).

O estresse celular pode ser definido como “uma variedade de processos que sdo desencade-
ados por uma variag¢do aguda ou cronica das condi¢des celulares usuais” (BAROUKI, 2007) e a
forma como a célula lida com as variagdes depende do tipo e nivel do estresse. Existem diversos
tipos de estresse celular, dentre os quais pode-se mencionar o choque térmico, estresse oxida-
tivo, estresse mecanico e até dano ao material genético por radiagdo ionizante, por exemplo. A
depender do nivel de estresse ao qual a célula é submetida, ela pode ser levada ao processo de
morte celular (FULDA et al., 2009).

2.3.4 Morte celular

Uma caracteristica geral sobre os mecanismos de reparo intrinsecos as células e que corrigem
eventuais danos no DNA ¢ que eles sdo redundantes, ou seja, muitos tipos de dano podem ser
corrigidos por mais de uma via de reparo. Gragas a isso, a maior parte dos danos causados pelos
diferentes tipos de estresse celular, como pela radiagdo ionizante, sdo reparados. No entanto,
se os mecanismos de reparo falham, a célula como um todo pode morrer, € o tipo de morte
celular ou o tempo necessario para que isso ocorra pode variar entre os diferentes tipos celulares
(PIERCE, 2016; JOINER; KOGEL, 2019).

Os principais tipos de morte celular s3o a apoptose e a necrose. A apoptose € a morte celular
programada, atuando como resposta fisioldgica a células e tecidos alterados, podendo ocorrer
naturalmente pelos processos do corpo humano ou ser induzida por agentes externos, como a
radiacdo. A necrose, por outro lado, ¢ uma forma acidental e ndo controlada de morte celular,
sendo induzida especialmente por estimulos patoldgicos severos (CARVALHO; RECCO-PI-

MENTEL, 2013). A Tabela 2.4 apresenta outros tipos de morte celular e suas caracteristicas.
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Tabela 2.4 — Caracteristicas dos diferentes tipos de morte celular.
Tipo de morte Alteragdes morfoldgicas Caracteristicas
celular , . bioquimicas
“ Nucleo Membrana celular Citoplasma q
. . Fragmentagio;
Condensagédo da cromatina; ghen’ag Dependente
Apoptose ~ Bolhas. formagdo de
fragmentacdo nuclear. ros de caspase.
corpos apoptoticos.
Independente
Condensacdo parcial da Aumento do de caspase;
Autofagia a0 P Bolhas. numero de vesiculas aumento na
cromatina. - ..
autofagicas. atividade de
lisossomos.
Independente
~ ~ de caspase;
Aglomeragdo e degradagdo P
. Aumento da aumento nas
aleatoria do DNA .
- vacuolizacdo; formas de
nuclear; geragdo de - L. .
p . Inchago; degeneragdo de espécies reativas
Necrose espécies reativas de A
S ruptura. organelas; de oxigénio;
oxigénio ou perda da . .
o . inchago rompimento da
permeabilidade seletiva . .
mitocondrial. membrana
da membrana. i
plasmatica e
dos lisossomos.
.- Achatamento e .
A Estrutura heterocromatica Atividade da
Senescéncia . - aumento da
distinta. : SA-f3-gal.
granulosidade.
Independente
de caspase

Catastrofe mitotica

Multiplos micronucleos;
fragmentacao nuclear;
cromossomos dicéntricos.

(na fase inicial);
ativacdo anormal
da CDK1/
ciclina B.

Fonte: Adaptado de (JOINER; KOGEL, 2019).

2.3.5 Cultura de células e imortalizacao de linhagens

Com o avancgo das pesquisas em biologia, surgem cada vez mais possibilidades menos in-

vasivas de estudos dos seres vivos. Uma técnica ja amplamente empregada nos dias atuais ¢
a cultura de células, em que células de um tipo especifico podem ser mantidas em condigdes
controladas e fora de seu ambiente natural (FRESHNEY, 2010).

Uma das formas de manter uma cultura de células ¢ utilizando células primarias, que sao
obtidas diretamente de tecidos vivos. A principal vantagem desse tipo de cultura ¢ a maior acu-
racia quanto ao metabolismo da célula em seu ambiente natural. No entanto, culturas primdarias
duram pouco tempo devido aos efeitos da seneséncia' (FRESHNEY, 2010).

Ao estudar processos biologicos, muitas vezes se faz necessario um maior tempo de acom-
panhamento da cultura. Com as chamadas linhagens celulares imortalizadas, isso se torna pos-
sivel, pois através de técnicas quimicas ou bioldgicas, € possivel desativar os mecanismos de
morte celular e manter uma cultura que se prolifera indefinidamente. Existem diversas linha-

gens celulares estabelecidas e comercializadas, entre elas a linhagem HaCaT de queratindcitos

I Processo de envelhecimento celular.
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imortalizados (FRESHNEY, 2010).

A principal desvantagem da utilizacdo das linhagens celulares ¢ a diferenca entre alguns
fatores fisiologicos naturais e novos fatores necessariamente incorporados as células para que
se tornem imortais. Portanto, as linhagens celulares sdo modelos fi€is, mas caso seja necessa-

ria uma maior acuracia, deve-se realizar estudos complementares utilizando células primarias
(FRESHNEY, 2010).

2.4 Efeitos biologicos das radiagdes ionizantes

Quando a radiagdo ionizante incide em material biologico, ha uma probabilidade de que ela
interaja com o meio, conforme o conceito de se¢ao de choque, e deposite energia nele, conforme
o conceito de LET. Os atomos que compdem pontos criticos desse meio podem ser ionizados,
o que levard a uma cadeia de eventos que acarretam em mudancas biologicas. Esses eventos
ocorrem em escalas de tempo diferentes e podem ser divididos em trés etapas, como ilustra a
Figura 2.8 (HALL; GIACCIA, 2019).

Figura 2.8 — Escala de tempo dos efeitos da exposi¢ao de sistemas bioldgicos a radiagao.

Bioldgica
) Quimicg == me==mmsmemmEmemeimmm ==
Fisica = = = = = = = =
""" Tempo de vida humano
10718 10772 10 1 103 100 109¢
| | | /\/ | 1 1 l 1 1 l 1 1 I L (Segundos)
1 103 108
| 1 1 | 1 1 | (Horas)
& 1 103
Re{a(;o_es_com [ . . | . . (Dias)
radicais livres
Reagdes enzimaticas Efeitos iniciais
Excitagao Processos de reparo Efeitos tardios

Carcinogénese

lonizagao . ~
¢ Proliferagao celular

Fonte: Adaptado de (JOINER; KOGEL, 2019).

No primeiro estagio, ocorre a etapa fisica, onde acontece a interacdo da radiacdo ionizante
com os atomos componentes do material bioldgico. Existem dois mecanismos pelos quais essa
interacao pode ocorrer: o mecanismo direto e 0 mecanismo indireto (JOINER; KOGEL, 2019;

MARTA, 2014). Os dois mecanismos serdo explorados a seguir.

2.4.1 Dano direto

No mecanismo direto, a radiagdo, no caso, raios X, ¢ absorvida pelo meio e os elétrons se-
cundarios interagem diretamente com pontos criticos das células, em especial o DNA, dando
origem a mudancas na estrutura e fungdo da molécula. Aproximadamente 30% do efeito biolo-

gico total ocorre devido a esse mecanismo. Vale mencionar que um elétron rapido leva 10718
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segundos para atravessar a molécula de DNA e 1071 segundos para atravessar uma célula de
10 um de didmetro. Para 1 Gy de dose absorvida, ocorrem 10° ionizagdes em uma Unica cé-
lula, o que gera aproximadamente 1000 quebras na molécula de DNA. E, de modo a fornecer
uma melhor perspectiva, 1 Gy pode levar a morte de aproximadamente 30% das c€lulas de uma
linhagem celular tipica de mamiferos (JOINER; KOGEL, 2019; MARTA, 2014).

2.4.2 Dano indireto

No mecanismo indireto de interacdo da radiacdo com material bioldgico, por outro lado,
a radiagdo incide nas moléculas de agua, causando a radidlise e dando inicio a etapa quimica
(OKUNO; YOSHIMURA, 2010). Nesse processo, sao produzidas as espécies reativas de oxi-
génio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species). Dentre elas, estdo a hidroxila (OH), hidrope-
roxido (HO,.), superoxido (O,.-), peroxido de hidrogénio (H,0,) e singleto de oxigénio (;0,).
Como o préprio nome diz, as espécies sao muito reativas e podem romper ligagdes das moléculas
de DNA e danificar outras macromoléculas (CELIK et al., 2016).

2.4.3 Radiossensibilidade

As diferentes células, tecidos e 6rgaos que fazem parte dos seres humanos possuem caracte-
risticas proprias que as diferenciam de outros constituintes da mesma categoria. Ao considerar
a interacdo da radiacdo com material bioldgico, as respostas podem ser diferentes dependendo
da célula, tecido ou 6rgdo atingido (HALL; GIACCIA, 2019).

Os fatores preponderantes que impulsionam uma maior radiosssensibilidade incluem o nivel
de especializagdo da célula, a idade do tecido ou 6rgdo — quanto mais jovem, mais radiossensivel
— e a elevada taxa de proliferag@o celular ou crescimento tecidual. Ao avaliar a radiossensibili-
dade da pele, por exemplo, verifica-se que ela ¢ um dos 6rgaos mais radiossensiveis do corpo
(HALL; GIACCIA, 2019).

Em nivel celular, de um modo geral, ¢ possivel prever os possiveis destinos das cé€lulas ir-
radiadas conforme ilustra a Figura 2.9. Uma célula saudavel, quando irradiada, pode ndo sofrer
nenhum dano e seguir seu ciclo naturalmente. Por outro lado, a célula pode ser danificada e,
neste caso, sao quatro cenarios possiveis: a célula pode se recuperar por meio de seus meca-
nismos de reparo; pode morrer por meio de algum dos mecanismos de morte celular; pode ser
danificada, mas ainda conseguir se replicar, dando origem a células que subsequentemente mor-
rerdo; e pode sofrer mutagdes que nao serao reparadas e, ao se proliferar, dard origem a um
tumor (JOINER; KOGEL, 2019).
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Figura 2.9 — Diferentes destinos possiveis apos irradiagao de células.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

2.4.4 Respostas biologicas a dose absorvida e taxa de dose

Como mencionado anteriormente, o LET é um dos fatores considerados ao se tratar da in-
teracdo da radiacdo ionizante com a matéria biolégica. No entanto, seja na area de prote¢ao
radioldgica ou em pesquisas envolvendo irradiagdo de células em cultura, um outro fator consi-
derado crucial ¢ a dose absorvida de radiacao (LOWE et al., 2022).

Por outro lado, estudos recentes t€ém mostrado o papel determinante da taxa de dose em
sistemas biologicos. A principal diferenga se encontra na varia¢do temporal da entrega da dose
de radiagdao. Os mecanismos celulares responsaveis pelas respostas biologicas a diferentes taxas
de dose ainda ndo sdo compreendidos e, portanto, pesquisadores da area tém se esforcado para
compreender estes mecanismos (LOWE et al., 2022).

Em vista disso, dentre os experimentos realizados neste trabalho, manteve-se a mesma fonte
de raios X (mesmo LET) e considerou-se diversos cenarios de entrega da dose, como sera expli-

cado na proxima se¢ao.
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3 Metodologia

Foram realizadas simulacdes e diferentes experimentos utilizando dosimetros e amostras
biologicas. Para todos os ensaios executados, utilizamos o mesmo arranjo experimental, como
ilustra a Figura 3.1.

Figura 3.1 — Arranjo experimental. Corte transversal da camara de vacuo em que o Mini-X2 é
utilizado. Fora de escala.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Todas as amostras, dosimetros e/ou células, foram expostas ao feixe do gerador de raios X
Mini-X2 em placas de 6 pocos (Costar®) tratadas para cultura celular.
Mais detalhes sobre o gerador de raios X Mini-X2 e as condigdes de exposi¢ao sdo fornecidos

nas proximas segoes.

3.1 Mini-X2

Como mencionado na Secao 2.2, os raios X podem ser gerados em tubos de raios X e em
aceleradores sincrotron. Neste trabalho, utilizou-se o gerador de raios X Mini-X2 (Amptek), que
¢ um equipamento disponivel no Sirius sob a responsabilidade do grupo de detectores (DET)
e supervisdo do grupo de protecao radiologica (RAD). Existem duas versdes do Mini-X2 dis-
ponibilizadas pela Amptek, uma com tensdo maxima de 50 kV e outra com tensdo maxima de
70 kV. O Mini-X2 utilizado foi o de tensdo maxima de 70 kV, retratado na Figura 3.2, e suas

especificagdes completas sao como indica a Tabela 3.1.



Capitulo 3. Metodologia 33

Figura 3.2 — Mini-X2.
Tabela 3.1 — Especificagdes do Mini-X2.

Parametro Valor
Tensdo 35-70 kV
Corrente 5-200 uA

Material do alvo ~ Tungsténio (W)
Espessura do alvo 1,00 um
Angulo do alvo -
Material da janela Berilio (Be)
Espessura da janela 125 um
Taxa de dose -
Fonte: Retirado de (AMPTEK, s.d.).

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Para esta versdo do Mini-X2, o valor de taxa de dose ndo estd disponivel, no entanto, esta
informacao € crucial para realizacdo dos experimentos com amostras biolégicas, uma vez que
a determinacdo do tempo de exposicdo e da dose absorvida sdo baseadas nela. Desta forma,
foram feitas simulagdes computacionais seguidas de experimentos com dosimetros de modo a

obter informacdes sobre o perfil dosimétrico do gerador.

3.1.1 Simulagodes

O software SpekCalc (POLUNDNIOWSKI; EVANS, 2007a,b; POLUNDNIOWSKI et al.,
2009) ¢ um software gratuito que foi desenvolvido especialmente para simulagao de espectros de
raios X. Além disso, o SpekCalc também fornece a taxa de dose do feixe simulado e, portanto,
foi utilizado para obter o espectro do Mini-X2, bem como para calcular sua taxa de dose. A
Figura 3.3 apresenta a pagina inicial do SpekCalc versdo 1.1.

Para obter a taxa de dose simulada, € necessario saber o angulo de incidéncia dos elétrons
no alvo de tungsténio. Como observado na Tabela 3.1, esta informagao ndo ¢ fornecida pela
empresa, assim como a taxa de dose. No entanto, no manual (AMPTEK, s.d.) consta a taxa de
dose do Mini-X2 de tensao méaxima de 50 kV, que ¢ de aproximadamente 2,2 Gy’h a 30 cm da
fonte e com 80 uA de corrente. Considerando que ao configurar a tensdo maxima do Mini-X2
de 70 kV para 50 kV o espectro sera idéntico — uma vez que as energias dos fétons variam de 0
a 50 keV nos dois casos, ¢ possivel utilizar a taxa de dose do Mini-X2 de 50 kV para estimar o
angulo interno do alvo.

Sendo assim, calculou-se um intervalo de taxas de dose em funcdo do angulo, a fim de
verificar qual angulo de incidéncia dos elétrons no alvo do gerador resultaria na taxa de dose
descrita no manual (AMPTEK, s.d.). Considerou-se um valor de corrente de 80 uA, tensao de
50 kV e uma distancia de 30 cm da fonte, de acordo com as especificacdes. Como o sofiware

calcula a taxa de dose apenas para 1 metro de distancia da fonte, considerou-se a lei do inverso
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Figura 3.3 — Tela inicial do SpekCalc com o espectro padrao gerado.
s SpekCalc -0

File Edit Help
Selected Spectrum:
Unsaved! - 120kVp 30deg 1000Air 0.88¢ 1A1 0,11Cu 0Sn OW 0Ta 0W: v Remove | [ |Show &l Specs
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7 Unsaved? - 120kVp 30deg 1000Air 0.38e 141 0.11Cu 0Sn OW OTa 0Wa
Minimum Energy (hvMinj: | 12 keV. £
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Theta (thl: | 30 Degree
Air Thickness (t_Ai: | 1000 mm
Benyllium Thickness it B} | 0.8 mm
Aluminium Thickness (L AT ] mm
Copper Thickness (.Cu} | 0,11 mm N
Tin Thickness L Sn: | 0 m g
Tungsten Thickness [t_W): 0 mm ® [
Tantalum Thickness (tTak | 0 mm E
Water Thickness ft Wal: | 0 mm S
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e 033 (0.33 default)
Comment:
IStHYL(AR | 5.38 T R eanlER S oV I 1517 kel
2nd HVL (Al 7M1 mm Effective Energy (Al | 435 eV
WMV Ak | 0697 | - Effective Energy (Cul: | 45,8 Lev
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2ndHvLCu: | 0470 mm Energy [kev]
HVLI/HVL2 (Cul: 0493
Bremsstrahiung output. | 9274 | WGW/mAs @ 1 meter
Calculate View Data

Characteristic outout: | 7,821 GY/mAs @ 1 meter

Fonte: Elaborado pelo Autor.

do quadrado para 0,3 metros:

1 . 11
distancia®  (0,3)2 0,09’

Intensidade

(3.1)

resultando no fator de correcao da distancia.
Como ¢ possivel observar na Figura 3.3, a taxa de dose ¢ expressa em unidades de [uGy/mAs].
Para expressar em [Gy/h], realiza-se a multiplicacao pelos fatores de corre¢ao de corrente e

tempo. Considerando a corrente de 80 uA, tem-se:

uGy _  107°[Gy]
mAs — (10-3[A]([s])
1 uGy 3,6 X 80 X 107°[Gy]
mAs [h]

% (80 X 107°[A]) x 3600

uGy _ 4Gy
1= =288 X 107 ==, (3.2)

Considerando o fator de correcao da distancia:

UGy 4, 1 Gy
1 2,88 X107 X o= =

UGy 36y
1 3,2x 1073 == (3.3)
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Uma vez encontrado o angulo correspondente ao valor de taxa de dose fornecido no ma-
nual do Mini-X2 com tensdo maxima de 50 kV, expandiu-se as andlises para tensdao de 70 kV e
corrente de 140 uA, obtendo o valor da taxa de dose simulada do Mini-X2 de 70 kV.

3.1.2 Validagao da taxa de dose do Mini-X2

Para validar a taxa de dose simulada, foram utilizados 15 dosimetros OSLD (Al,O3) e 15
dosimetros TLD (LiF), juntamente com um dosimetro padrao de cada tipo. Todos os dosimetros
foram fornecidos pela empresa Sapra Landauer.

Os dosimetros foram expostos a 30 cm do feixe do gerador de raios X Mini-X2 dentro de
uma camara de vacuo com blindagem apropriada, como ilustra a Figura 3.1.

Foram fixados 3 dosimetros TLD e 3 dosimetros OSLD na regido de um pogo de uma placa
de 6 pocos, como ilustra a Figura 3.4(a). A fixacao foi feita com fita kapron, transparente aos
raios X. Cada placa foi exposta individualmente em sua condi¢do especifica e todas foram po-
sicionadas de modo que a tampa ficasse virada para o feixe e os dosimetros ficassem do lado
oposto, como mostra a Figura 3.4(d). A medida da distancia das placas em relagdo ao foco do
feixe foi feita com trena e o alinhamento dos dosimetros nas placas foi feito com um nivel a
laser [Figura 3.4(c)].

Figura 3.4 — Preparo e posicionamento das amostras na camara de vacuo. (a) Fixacdo dos do-
simetros nas 4 primeiras condigdes, (b) na ultima condi¢do, (c) alinhamento dos
dosimetros ao centro do feixe e (d) posicionamento final das amostras dentro da
camara de vacuo.

(d)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os dois tipos de dosimetros foram expostos em triplicata em 5 condigdes diferentes, variando
tempo de exposicdo, presenga ou ndo de agarose, composto organico gelatinoso abordado em
detalhes mais adiante, e distancia entre dosimetros expostos em um mesmo porta amostra, como

esquematizado na Figura 3.5.

Figura 3.5 — Condigdes de exposicao dos dosimetros OSLD e TLD, sendo d ~ 15 cm. Gerador:
70 kV, 140 pA, 30 cm.

| -
[ =]

Fonte: Elaborado pelo autor.

As exposicoes foram realizadas com e sem agarose para verificar qual implicagdo a presenga
do composto gera na dose absorvida final, dado que ele seria utilizado no preparo de amostras,
como sera abordado com mais detalhes na Se¢ao 3.3. A condi¢ao descrita como 60 minutos (d)
na Figura 3.5 indica a condi¢do da Figura 3.4(b), em que dois conjuntos de dosimetros foram
expostos a 15 cm de distancia um do outro para revelar se existe influéncia na dose absorvida
em diferentes posicdes da placa.

Os dosimetros expostos foram enviados de volta para a Sapra Landauer para leitura de dose

em equipamentos especificos. As leituras foram recebidas posteriormente por e-mail.

3.2 Compostos e ensaios biologicos

A agarose ¢ um polimero natural obtido principalmente através de algas vermelhas. Sua es-
trutura € constituida de unidades como a Figura 3.6, que se repetem ao longo de cadeias lineares
(GUSTAVSSON; OLOFLARSSON, 2003).

Este polimero ¢ diluido e aquecido e, ao ser refrigerado, se torna um gel — ¢ gelificado, de-
vido as ligagdes de hidrogénio entre suas unidades. A temperatura para que a agarose gelifique
depende tanto da composi¢cao dos monomeros quanto da concentragao da solugao (GUSTAVS-
SON; OLOFLARSSON, 2003).

A agarose ¢ largamente utilizada em técnicas de eletroforese em gel, devido a sua poro-
sidade, que permite a passagem de moléculas com dimensdes especificas. (GUSTAVSSON;
OLOFLARSSON, 2003). Uma aplicacao nao usual, mas que foi testada neste trabalho, ¢ o em-
prego da agarose na composi¢do de meios de cultura para células animais, a fim de investir em

suas propriedades de gel para viabilizar o posicionamento vertical de placas de cultura.
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Figura 3.6 — Unidade constituinte das cadeias poliméricas da agarose.
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Fonte: Dominio publico.

Ainda em se tratando de compostos de importancia bioldgica, vale mencionar que varios
deles possuem a capacidade de fornecer informagdes relevantes, dependendo do objetivo da in-

vestigagdo. Alguns deles foram empregados neste trabalho:

Trypan O azul de Trypan ¢ um corante que possui a capacidade de corar apenas células mortas.
Como a maiorida dos testes de viabilidade, o corante depende da quebra da integridade da mem-
brana celular, que ¢ medida pela absor¢do do corante, ao qual a célula viavel ¢ normalmente
impermeével (FRESHNEY, 2010);

DAPI O DAPI ¢ um marcador utilizado em microscopia de fluorescéncia para a marcagao de
DNA. Quando a molécula do corante se liga a0 DNA, ocorre um aumento em sua fluorescéncia
e pode-se observar uma faixa de absor¢ao na regido do ultravioleta (360 nm) e de emissdo na
regido do azul (461 nm) (REIS, s.d.);

Resazurina A resazurina ¢ um corante azul pouco fluorescente, que quando ¢ metabolizado
pelas mitocondrias das células viaveis, € reduzido em resorufina, composto rosa altamente flu-
orescente. A emissdo € proporcional ao nimero de células vidveis presente na amostra e ocorre
em 584 nm apos ser excitado em 571 nm (BORRA et al., 2009);

Giemsa O corante Giemsa ¢ um marcador que se liga a regides ricas em adenina e timina do
DNA e ¢ capaz de promover a identificagdo de aberragdes cromossdmicas, com a vantagem
de ser visivel com microscopia optica. Além disso, € possivel visualizar células macroscopi-
camente em placas de cultura ap6s fixagdo, uma vez que regides com células serdo tingidas, e

regides sem células permanecerdo transparentes (SEAGER et al., 2014);

DCFH,-DA O DCFH,-DA ¢ um composto pouco fluorescente que, ao ser hidrolisado por enzi-
mas celulares, produz o composto DCFH, que, por sua vez, ¢ oxidado por espécies reativas de
oxigénio e se torna o DCF, um composto altamente fluorescente. A intensidade de fluorescéncia
emitida pelo DCF ¢ diretamente proporcional a quantidade de ROS na célula. O DCF ¢ excitado
em 504 nm e emite em 525 nm (NG; OOI, 2021);



Capitulo 3. Metodologia 38

Azida de sédio A azida de s6dio é um composto quimico tdoxico, comumente utilizado em sin-
teses organicas e airbags’. No contexto bioldgico, possui acdo mutagénica e pode ser usado

como controle positivo em experimentos com radiacao ionizante (TAT et al., 2021);

Violeta de metila O violeta cristal ¢ um corante que se liga a proteinas e ao DNA. Quando cé-
lulas aderentes morrem, elas sao destacadas do fundo das placas de cultura e ndo sao coradas.
Essa técnica ¢ utilizada para quantificacdo indireta de morte e proliferagao celular (FEOKTIS-
TOVA; GESERICK; LEVERKUS, 2016), como por meio do ensaio clonogénico, que ¢ base-
ado na habilidade de formagao de colonias celulares a partir de uma unica célula. Este método
¢ frequentemente utilizado para verificar a capacidade de divisdo celular apds tratamento com
radiagdo ionizante (FRANKEN et al., 2006).

3.3 Elaboragado do protocolo

3.3.1 Cultivo celular

Em todos os experimentos com células, foram utilizados queratinocitos imortalizados da
linhagem HaCaT. As células congeladas em criotubos foram retiradas do nitrogénio liquido,
descongeladas com 1 mL de meio de cultura em temperatura ambiente, adicionadas a uma sus-
pensdo de 5 mL de meio de cultura e centrifugadas para posterior ressuspensao e transferéncia
para placas de Petri.

O meio de cultura utilizado foi o Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) (ATCC)
com 4 mM de L-glutamina, 4500 mg/L de glicose, 1500 mg/L de bicarbonato de s6dio e HEPES
a 25 mM. As culturas foram mantidas em placas de Petri a 37 °C e com 5% de CO,. Foram
realizadas subculturas frequentes sempre que as células atingiam uma confluéncia de aproxima-
damente 80%.

Vale ressaltar que todo o manuseio das células foi feito em fluxo laminar — de modo a evitar
contaminacao — no Laboratorio de Cultura de Células e Insetos (LCCMI) do Laboratério Na-
cional de Biociéncias (LNBio). Além disso, ndo houve a aplicacdo de antibidticos ao meio de

cultura para evidencia-la rapidamente caso ocorresse.

3.3.2 Testes iniciais com agarose 1%

A agarose foi preparada a partir do p6 autoclavado. Foram utilizadas 2,2 g da UltraPure™
Low Melting Point Agarose (ThermoFisher), que foi diluida em 200 mL de tampao fosfato-
-salino (PBS, do inglés phosphate buffered saline) de modo a manter uma concentragdo de 2%.
A concentragao de aplicagdo nas células foi de 1%, sendo metade do volume aplicado constituida

de agarose 2% e a outra metade de meio de cultura, resultando no que chamaremos agarose 1%.

2 A azida é sensivel a colisdes e se decompde em sédio e gas nitrogénio ao detonar, inflando o airbag.
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Para a realizagdo do teste inicial, foram utilizadas placas de 6 pogos tratadas para cultura
celular. Foram plaqueadas 1,0 x 10° células por pogo. O layout das placas foi como ilustra a
Figura 3.7, de modo que cada pogo foi utilizado para um teste diferente. O controle consistia

das células com 2 mL de meio de cultura e os outros pogos continham 2 mL de agarose 1%.

Figura 3.7 — Layout da placa de 6 pocos para o teste inicial com Agarose 1%.

1 2 3
A Trypan DAPI
Controle Controle

B Trypan DAPI

Agarose 1% Agarose 1%

Agarose 1%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para verificar se a agarose 1% gelificada causaria danos as células e, além disso, se sua
remog¢ao também poderia promover a remogao de células aderidas, aplicou-se o corante azul de
Trypan 0,4% e o marcador fluorescente DAPI, apos fixacdo das células com paraformaldeido
(PFA) 4%. A anélise da coloragdo com o Trypan foi feita com microscépio Optico e a leitura do

DAPI foi feita utilizando o Operetta® CLS™, leitor de placas multipogos de alto rendimento.

3.3.3 Citotoxicidade da agarose 1%

Para avaliar as possiveis implicagdes bioldgicas da utilizagdo da agarose apos os testes ini-
ciais, foram realizados experimentos com 2 e 19 horas de incubacdo da agarose 1%, tanto na
estufa quanto fora dela.

Os tempos de incubagdo foram escolhidos considerando-se os possiveis tempos de exposicao
das células e a condigao “fora da estufa” foi adotada pois, durante as exposigoes, as cé¢lulas estao
sujeitas as condigdes ambientes, que sao diferentes das condigdes padrdo de cultura (na estufa,
com temperatura de 37 °C e 5% de CO,, que ¢ a condi¢do controle).

Além disso, analisou-se os possiveis efeitos dessas condi¢cdes em 0, 24 e 48 horas apos
a remocdo da agarose para verificar a recuperacdo e proliferagdo das células, totalizando 12
condi¢des. A Tabela 3.2 apresenta todas as condigdes testadas.

O layout das placas foi de acordo com o que ilustra a Figura 3.8. Os 6 primeiros pogos
da extremidade esquerda de uma placa de 12 pogos (NEST) foram utilizados para o experi-
mento de 2 horas em uma semana, enquanto os pogos da extremidade direita foram cobertos

com AlumaSeal® para serem utilizados na semana seguinte no ensaio de 19 horas.
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Tabela 3.2 — Diferentes condi¢des testadas no experimento com agarose 1%.

2 h com agarose 1% 19 h com agarose 1%
Tempo de incubagdo com meio de cultura apds remocao da agarose 1%
Na estufa Na estufa
Fora da estufa Oh 24h 48h Fora da estufa Oh 24h  48h

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 3.8 — Layout das placas de 12 pocos para o experimento de (a) 2 horas de incubagdo com
agarose ¢ de (b) 19 horas de incubagdo com agarose. Com este layout, utilizou-se
6 placas de 12 pocgos para a realizagdo dos dois experimentos.

Agarose

Agarose
A 1%

1%

Agarose
1%

Agarose
1%
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v
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos serem submetidas a agarose 1% nas 12 diferentes condi¢des, realizou-se o ensaio de
resazurina para verificar a viabilidade das células . A concentracao da solucdo estoque de resa-
zurina era de 150 ug/mL e esta foi diluida em meio de cultura para que ficasse com 30 pug/mL.
Foram adicionados 2 mL da solu¢do diluida de resazurina a cada um dos pocgos ¢ as placas foram
incubadas por 4 horas. Apos a incubagio, as placas foram lidas no EnSpire®, leitor de placas
multimodal.

Ap0s a leitura das placas, a solu¢do de resazurina foi removida de todos os pocos, que fo-
ram lavados com PBS. Em seguida, fixou-se as células com PFA 4% e adicionou-se 2 mL de
Giemsa a 4% de concentracdo. As placas foram deixadas na bancada com o corante durante 18
horas. Apos a incubagao, o corante foi devolvido para o frasco estoque e os pocos foram lavados

cautelosamente em agua corrente.

3.4 TIrradiacdo das amostras bioldgicas

Para todas as exposi¢des, as células foram plaqueadas com meio de cultura convencional
em placas de 6 pocos aproximadamente 24 horas antes da exposi¢do, de modo que as células
pudessem aderir ao fundo da placa. Antes da exposi¢ao, o meio de cultura foi substituido pela

agarose 1%. As placas foram mantidas em repouso na bancada por 30 minutos para gelificagao
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da agarose e subsequentemente transportadas para irradiacao.

Com a taxa de dose validada, foram desenhados trés experimentos diferentes para verificar
as respostas bioldgicas das células a dose fixa de 1 Gy (experimento D), a taxa de dose fixa
de aproximadamente 1,9 Gy/h (experimento R) e ao tempo de exposicao fixo em 2 horas (ex-
perimento T). A corrente do Mini-X2 foi ajustada para permitir a fixagcdo de cada variavel — a
corrente € proporcional a taxa de dose — e as condigdes resultantes foram como indica a Figura
3.9.

Figura 3.9 — Condig¢des de exposi¢do para os experimentos D, T e R. Células com a mesma cor
representam a mesma condicao, totalizando 7 condig¢des diferentes.

Variaveis Experimentos
Condigdes (7)
E i D-D Fi 1
Dose = xperimento ose Fixa (1 Gy)
« Tempo (h) 2 1 0,5
Taxa*Tempo
Corrente (UA) 35 70 140
Experimento T - Tempo fixo (2 h) Controle-D,TeR
Tempo =
Dose (Gy) 4 2 1 Dose (Gy)
Dose/Taxa
Corrente (UA) 140 70 35 Tempo (h) 0

Corrente (UA)
Experimento R - Taxa de dose fixa (1,9 Gy/h)
Tempo (h) 2 1 0,5
Dose (Gy) 4 2 1

Taxa =
Dose/Tempo

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para averiguar a dose absorvida recebida pelas células, foram adicionados dosimetros OSLD
e TLD ao fundo de todos os pogos de cada placa, de maneira que cada uma recebeu 6 dosimetros
de cada tipo. As placas foram posicionadas no interior da camara de vacuo do mesmo modo que
indica a Figura 3.1. A Figura 3.10 mostra o posicionamento das placas na camara e a distribuigao

dos dosimetros em cada placa.

Figura 3.10 — (a) Posicionamento das placas dentro da camara de vacuo e (b) distribuigdo e
posicionamento dos dosimetros no fundo de cada placa.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Devido a necessidade de realiza¢do dos ensaios biologicos, as irradiagdes foram repetidas
em diversas semanas diferentes, conforme a disponibilidade do gerador de raios X e seguindo

desenhos experimentais especificos, que serdo descritos em detalhes na Se¢ao 3.5

3.5 Ensaios biologicos pos-irradiacao

3.5.1 Citotoxicidade com resazurina

O ensaio de resazurina foi aplicado para avaliar a viabilidade das células imediatamente apds
a irradiacao, nas condig¢des do experimento R (taxa de dose fixa). Neste experimento, as células
foram plaqueadas de modo que cada pogo contivesse 3, 5x 10° células e 2 mL de meio de cultura.
As amostras foram preparadas com agarose 1% e foram irradiadas por 0 (controle), 0,5, 1 ¢ 2
horas, totalizando 4 placas.

Apos a irradiacao de cada placa, a agarose gelificada foi removida de todos os pogos para que
fosse possivel realizar o ensaio de resazurina. A solu¢do estoque do composto estava com 150
ug/mL de concentracdo e foi diluida em meio de cultura para uma concentracdo de 30 ug/mL.
Adicionou-se 1 mL da solucdo de resazurina por poco. Apds uma incubagdo de 4 horas ao
abrigo da luz, as placas foram lidas na leitora de placas multimodal EnSpire®e os dados foram

exportados para analise.

3.5.2 ROS com variaveis fixas no tempo, dose e taxa de dose

A fim de executar os trés desenhos experimentais propostos (D, T e R) otimizando o tempo
de utilizacdo do gerador de raios X e diminuindo o uso de materiais, as condi¢des iguais —
como indicado na Figura 3.9 — foram realizadas uma unica vez, resultando em 7 placas expostas,
possuindo 4x10° células por poco.

Para a realiza¢do do experimento com DCFH,-DA, foi necessario aplicar a sonda quimica
intracelular antes da adi¢do da agarose. Sendo assim, foi preparada uma solu¢do de 5,5 ug/mL
do composto em PBS 1X, o meio de cultura foi removido dos pogos — exceto de um deles, que
foi considerado o branco, cada um foi lavado com PBS 1X, o DCFH,-DA foi adicionado ¢
mantido nas células por 45 minutos dentro da estufa, removido em seguida e, por fim, as células
foram lavadas 3 vezes com PBS 1X para remog¢ado do excesso do composto. Apos a adigdao da
sonda, o meio de cultura do branco foi removido para adicdo da agarose e posterior transporte
para irradiagao.

Apbs a exposi¢do em cada condigdo especifica, as placas foram lidas no CLARIOstar®Plus
— leitor de placas multimodal — no modo de leitura tnica e os dados foram exportados. Para
verificar a resposta de cada experimento independente, os dados foram organizados e analisados

posteriormente.
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3.5.3 ROS, DAPI e ensaio clonogénico com taxa de dose fixa

Ap6s a realizacdo dos trés experimentos (D, T e R) simultaneamente, o experimento R (taxa
de dose fixa) foi realizado novamente para aprofundamento na compreensao dos efeitos biologi-
cos nesta condicdo. Conforme indica a Figura 3.9, os tempos de exposicao sao de 0 (controle),
0,5, 1 € 2 horas, resultando em 4 placas com 3x10° células por pogo, neste caso. Para realizagio
do ensaio de ROS, foi feita a incubagdo com DCFH,-DA — novamente excluindo um pogo —
seguida da adi¢ao da agarose.

Ao final de cada exposi¢do, o sinal de ROS foi lido no CLARIOstar®Plus e a placa foi
levada a sala de cultura. O poco sem DCFH,-DA passou pelo procedimento de passagem para
que as células irradiadas fossem replaqueadas para o ensaio clonogénico. Neste caso, foram
adicionadas 10° células a trés pogos de uma nova placa, para cada condi¢do, resultando em
2 novas placas. Foram adicionadas 10° células do controle (0 h) a trés pogos de outra placa
separada para adi¢ao de azida de s6dio como controle positivo. Todas as placas foram mantidas
na estufa para adesao das células.

No terceiro dia de incubagdo, o meio de cultura foi trocado ¢, no sexto dia, as células foram
fixadas com PFA 4% para adi¢do de DAPI e realizagdo de imageamento com fluorescéncia no
Operetta®CLS™ High-Content Analysis System.

ApoOs o imageamento, as células fixadas foram incubadas com violeta de metila por 30 mi-

nutos e lavadas em dgua corrente para contagem de colonias e posterior andlise dos dados.
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4 Resultados e discussoes

4.1 Mini-X2

4.1.1 Simulagdes

Para obter o angulo de incidéncia dos elétrons no anodo do gerador Mini-X2, simulou-se a
taxa de dose esperada para diferentes angulos, nas condi¢gdes de 50 kV, 80 uA e a 30 cm da fonte,
em que a taxa de dose ¢ fornecida pelo manual, sendo de aproximadamente 2,2 Gy/h. Com essa
informacao, obteve-se um angulo de incidéncia de 6,045°, como indicado no grafico da Figura
4.1.

Figura 4.1 — Grafico da taxa de dose em fun¢do do angulo obtido com os dados simulados no

SpekCalc.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em posse do angulo de incidéncia aproximado, foi possivel simular a taxa de dose do gerador
nas condi¢des de operacao a serem utilizadas nos experimentos, isto ¢, 70 kV, 140 uA, ainda a

30 cm da fonte. Nessas condi¢des, obteve-se que a taxa de dose seria, a | m da fonte:

Taxa de dose = 538,6 uGy/mAs. 4.1)

Pela lei do inverso do quadrado e pela adequagdo das unidades, tem-se que a taxa de dose

simulada seria, a 0,3 m da fonte:

Taxa de dose ~ 3,02 Gy/h. 4.2)
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A partir da Figura 4.1, € possivel observar que o ajuste exponencial possui uma adequacao
de aproximadamente 99% aos dados de taxa de dose em func¢do do angulo de incidéncia dos
elétrons no anodo. A adequagdo indica que o modelo exponencial explica a variabilidade dos
dados obtidos a partir das simulagdes.

Uma vez que a taxa de dose aproximada para as condi¢des de 50 kV, 80 uA e 30 cm de
distancia do foco do feixe do gerador ¢ dada no manual (AMPTEK, s.d.), utilizou-se o ajuste
realizado para estimar o dngulo de incidéncia dos elétrons, informagdo que ndo ¢ fornecida, mas
que ¢ relevante para a estimativa da taxa de dose em outras condi¢des de tensao e corrente, uma
vez que o software SpekCalc necessita dessa informacdo para fornecer os dados de espectro e
taxa de dose.

O angulo obtido foi de 6,045° e, com essa informagao, foi possivel encontrar uma taxa de
dose de aproximadamente 3,02 Gy/h a 70 kV, 140 A e 30 cm do gerador, condi¢des intencio-

nadas e utilizadas para os experimentos.

4.1.2 Validagao da taxa de dose

De modo a verificar experimentalmente se os resultados obtidos nas simulagdes correspon-
dem a realidade, realizou-se exposi¢des de dosimetros de dois diferentes tipos. Os resultados
recebidos da Sapra Landauer apés as leituras dos dosimetros sdo apresentados na Tabela 4.1 e
plotados na Figura 4.2. Como indica a legenda da Figura 4.2, a curva azul mostra os dados espe-
rados, que foram calculados com base na taxa de dose obtida pelas simula¢des. No caso, para as
exposigdes de 15 minutos, esperava-se uma dose absorvida de 750 mGy, enquanto esperava-se

uma dose absorvida de 3000 mGy para as exposi¢des de 60 minutos.

Tabela 4.1 — Dados obtidos apds segunda exposicao de dosimetros ao feixe do Mini-X2. SD =
desvio padrao.

Parametros OSLD TLD
Condigao Tempo (min) Dose (mGy) SD (mGy) Dose (mGy) SD (mGy)
Com agarose 20 543,9 28,8 595,1 1159
Com agarose 40 1127,8 19,3 1214,3 183,8
Com agarose 160 5360,0 323,0 5176,0 277,4
Sem agarose 15 708,5 26,7 770,8 97,3
Sem agarose 60 3189,1 135,4 3426,0 200,2

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com os dados dos dosimetros expostos sem agarose por 60 min [Figura 4.2(a)], € possivel

determinar a taxa de dose do Mini-X2:

OSLD : (3,19 +0,14) Gy/h
TLD : (3,43 +0,20) Gy/h.

A Figura 4.2(b) mostra a dose absorvida em fun¢do do tempo para os dosimetros OSLD e

TLD com agarose.
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Figura 4.2 — (a) Dose absorvida em fun¢do do tempo para os dosimetros OSLD e TLD sem
agarose, (b) com agarose € (¢) com agarose, separados por uma distancia de apro-

ximadamente 15 cm.

Dose em fungao do tempo - OSLD e TLD sem agarose

Dose em fungao do tempo - OSLD e TLD com agarose

—4— 0SLD
—= TLD

3500

3000

N
a
o
o

Dose (mGy)
N
o
<3
o

—e— Siimulado

Dose (MGy)

8000

7000

6000

%3
=}
S
S

N
S
<3
S

e O0sLD
e TLD
—e— Simulado

3000

1500

2000 y =-200.99 + 34.70x, R2=0,99

y=-78.54 + 32.82x, R7=0,99

1000
1000

(b)

Dose em fungao da distancia - OSLD e TLD com agarose

—— OSLD
—— TLD

(a) 20 30 40

Tempo (min)

50 60 20 40 60 80 100

Tempo (min)

120 140 160

3000

2500

[N]
o
o
o

Dose (mGy)

=
v
o
o

—_—
——

1000

500

(©°

6 8
Distancia (cm)

10 12 14

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nesse caso, como nao ha uma exposi¢do de 60 minutos, pode-se obter a taxa de dose subs-
tituindo o valor do tempo nas curvas ajustadas aos dados.

OSLD
TLD

1,88 Gy/h
1,89 Gy/h.

Q

Quantitativamente, verifica-se que a taxa de dose de (3,19 £ 0,14) Gy/h fornecida pelos
OSLDs e a taxa de dose de (3,43 + 0,20) Gy/h fornecida pelos TLDs apresentam etrro relativo
percentual de 5,63 % e 13,58 % respectivamente em relacao ao valor de 3,02 Gy/h simulado
previamente, o que indica que a taxa de dose real do gerador estd de acordo com as simulagdes
do SpekCalc. Além disso, ¢ importante ressaltar o baixo desvio padrao das medidas, que indica
uma baixa variabilidade.

Existem duas razdes pelas quais é importante destacar os resultados obtidos: em primeiro
lugar, esses resultados validam tanto a taxa de dose do gerador quanto o software SpekCalc,

que ndo haviam sido previamente testados nos laboratorios internos do CNPEM. Em segundo
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lugar, esses resultados demonstram a capacidade de alcangar doses absorvidas significativas
em periodos de exposi¢do relativamente curtos, o que ¢ interessante no caso da exposigdo de
amostras biologicas — dado que nao devem permanecer o menor tempo possivel fora da cultura.

Para os dosimetros expostos com agarose, no entanto, ha uma diminui¢do significativa da
taxa de dose, como ¢ possivel verificar pela Figura 4.2(b). Neste caso, a taxa de dose de aproxi-
madamente 1,88 Gy/h fornecida pelos OSLDs e a taxa de dose dos TLDs de aproximadamente
1,89 Gy/h apresentam erro relativo percentual de 37,8% e 37,4%, respectivamente.

Pela Tabela 4.1, observa-se que os desvios das medidas dos dosimetros com agarose sao
baixos. Portanto, ¢ improvavel que o alto erro relativo percentual se deva a problemas experi-
mentais, mas possivelmente a absor¢io dos fotons de baixa energia pela agarose. E importante
notar que a filtragem dos fotons de baixa energia era esperada, ¢ a analise dos valores experi-
mentais € crucial para aprimorar os desenhos experimentais com base nesses resultados.

Quanto a variacao da dose absorvida em funcao da distancia do foco de incidéncia do feixe
[Figura 4.2(c)], pode-se concluir que nao ha diferenga consideravel entre a dose absorvida em
cada pogo, mesmo que estejam em extremos opostos. Isso possivelmente se deve a grande
divergéncia do feixe, que ¢ de 120°, o que torna a variacao da dose absorvida quase insignificante

para as dimensdes da placa a distancia de 30 cm da fonte.

4.2 Elaborag¢ao do protocolo

A Figura 4.3 mostra as imagens obtidas com microscopia Optica sem e com Trypan, bem
como as imagens obtidas com microscopia de fluorescéncia, todas para as condi¢des do pogo
do controle e do pogo com agarose 1%.

A utilizagao do Trypan visou mostrar qualitativamente se havia alguma diferenga visual entre
o numero de células no controle e o nimero de células no pogo em que a agarose foi removida e
se haveria um maior numero de c€lulas inviaveis no pogo em que as células foram tratadas com
agarose. Pela Figura 4.3 ¢ possivel notar que nao hé diferenca visual aparente.

A utilizacao do DAPI visou, além de uma analise qualitativa, promover uma quantificagao
das células no pogo controle € no pocgo tratado com agarose. Qualitativamente, pode-se observar
pela Figura 4.3 que, assim como no caso do Trypan, ndo hd nenhuma indicacdo de remocao de
células pela agarose nem de morte celular, uma vez que as imagens sdo semelhantes nas duas
condigdes.

A Figura 4.4 dispoe os resultados quantitativos da andlise feita com os dados do DAPI. Fo-
ram obtidas 25 imagens, denominadas “campos”, de cada um dos pogos com DAPI: controle e
células previamente submetidas a agarose 1%. Cada imagem corresponde a um n, portanto para
cada condigdo obteve-se n = 25 amostras. Apos o calculo da média e do desvio padrdo de cada

uma das condi¢des, aplicou-se o teste t* e foi possivel confirmar as observagdes qualitativas, isto

3 Oteste t de Student é o método estatistico mais utilizado para calcular a diferenca entre as médias de dois grupos

de dados paraméticos — que seguem uma distribui¢cdo normal.
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¢, ndo ha diminui¢ao da viabilidade nem remocao de células aderidas apos a adigdo, gelificagdo

e remogao da agarose 1%, uma vez que p = 0, 250.

Figura 4.3 — Imagens obtidas das células submetidas a agarose 1%
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.4 — Comparagdo entre o nimero de células por campo de cada um dos tratamentos —
controle e agarose.
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Ap6s a realizagdo do teste inicial com agarose 1%, partiu-se para experimentos maiores com
o composto. O primeiro experimento realizado consistiu na exposic¢do das células a agarose 1%
por 2 horas, tempo de exposicao calculado para que fosse atingida a dose absorvida de 4 Gy com
0 Mini-X2, considerando-se a taxa de dose medida de aproximadamente 1,9 Gy/h. Além disso,
considerou-se as condigdes dentro e fora da incubadora, de modo a verificar se a permanéncia
das células fora do ambiente de cultura durante o tempo de exposicao poderia danifica-las para
além dos danos causados pela radiagdo. Tanto uma possivel toxicidade da agarose quanto o
estresse causado pela auséncia do ambiente de cultura sdo indesejaveis, uma vez que se quer
analisar apenas os danos da radia¢do sem ruidos causados por outros tipos de estresse.

O segundo experimento seguiu exatamente o mesmo principio, com a diferenca de que as
células permaneceram por 19 horas com agarose, também dentro e fora da incubadora. O tempo
de incubacdo de 19 horas foi escolhido considerando-se um maior tempo de exposi¢do, caso
fosse necessario.

Nos dois experimentos, cada condigdo foi realizada em triplicata e todas tiveram seus res-
pectivos controles — células com meio de cultura convencional. As amostras foram analisadas
imediatamente, 24 e 48 horas apos a remocdo da agarose, sendo que as placas foram todas
mantidas na estufa com meio de cultura convencional apds a remogao, de modo a observar a re-
cuperagdo e proliferagdo das células. As células foram analisadas qualitativamente com o teste
Giemsa e quantitativamente com o ensaio de resazurina.

A Figura 4.5 mostra os resultados qualitativos do teste Giemsa para as condigdes experimen-
tais testadas: 2 ou 19 horas de exposi¢do a agarose 1%, na estufa ou na bancada, analisadas 0,
24 ou 48 horas apds a remocao da substancia. A Figura 4.6 mostra as comparagdes quantitativas
entre pocgos do controle e pogos com agarose, para 2 € 19 horas de incubacao. Os graficos foram

plotados a partir dos resultados do teste de resazurina.

Figura 4.5 — Resultados do teste Giemsa para todas as condi¢des experimentais. A = agarose, C
= controle.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4.6 — (a) Resultados resazurina para incubacdo da agarose 1% por 2 e (b) por 19 horas.
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A partir da Figura 4.5 ¢ possivel observar que, macroscopicamente, quase ndo ha diferenca
entre células submetidas a agarose e células do controle. No experimento de 2 horas, observa-se
inclusive que as células que descolaram do pogo foram do controle, e ndo da agarose 1%, o
que significa que havia um nimero muito grande de células, que perdeu a aderéncia. No caso
da agarose 1%, pode-se ver que quase nao houve regides vazias, provavelmente devido a uma
diminui¢do da proliferacdo celular na agarose 1%, o que ¢ esperado, visto que ha apenas metade
do volume de meio de cultura e outra metade ¢ agarose.

Ainda sobre a analise qualitativa do experimento de 2 horas, pode-se observar que também
ha uma diminui¢do da proliferagdo celular na condi¢ao fora da estufa, o que também ¢ esperado
dado que o metabolismo das células ¢ reduzido fora das condigdes de cultura. No entanto, ainda
ha proliferacdo.

Analisando os resultados quantitativos do teste de resazurina para o experimento de 2 horas,
confirma-se o observado qualitativamente. Os graficos da Figura 4.6 mostram a intensidade de
fluorescéncia para cada um dos tratamentos, sendo que a intensidade de fluorescéncia € propor-
cional a viabilidade das células.

De modo geral, ¢ possivel concluir que ndo houve diferenca estatistica significativa entre
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controle e agarose nas 6 diferentes condigdes, uma vez que p > 0,05 para todas elas. Pode-se
observar que h4d uma pequena diminui¢ao na intensidade de fluorescéncia na condi¢do em que a
placa permaneceu na bancada e foi analisada imediatamente apos a remog¢ao da agarose quando
comparada com a placa da mesma condi¢do, porém que permaneceu na estufa. No entanto,
nota-se que as células se recuperaram e se proliferaram ao analisar os resultados obtidos 24 e 48
horas apo6s a remocao da agarose.

No caso do experimento de 19 horas com agarose 1%, € possivel observar na Figura 4.5 que,
qualitativamente, ndo ha diferenca aparente entre os po¢os do controle e os pogos tratados. Nesse
caso, nem 0s controles e nem os po¢os com agarose apresentam um descolamento, tanto pelo
fato de a agarose nao remover as c€lulas aderidas quanto pelo fato de ter havido uma diminuigao
no numero de células plaqueadas no segundo experimento, a fim de evitar um descolamento dos
controles. Com isso, pode-se concluir que, de maneira qualitativa, ndo hé diferenca entre células
tratadas ou nao.

Quantitativamente, pode-se observar que, de modo geral, também ndo ha diferenca estatis-
tica significativa entre células do controle e células com agarose para as mesmas condigdes, uma
vez que p > 0,05 em todos os casos. A diminui¢do na intensidade de fluorescéncia das células
que permaneceram por 19 horas na bancada em relacao as células que permaneceram na estufa ¢
maior, mas também observa-se que ha recuperacao apos 24 e 48 horas e a proliferagdo também
¢ mantida, em vista do aumento da intensidade de fluorescéncia — e consequente aumento da
viabilidade.

Dessa forma, ¢ possivel concluir que a agarose, além de ndo prejudicar as células, ainda
possibilita o fornecimento de nutrientes quando utilizada como meio de cultura. Observa-se
que ha uma diminui¢do no metabolismo das células, assim como no tempo fora da estufa, mas
nenhuma das condicdes ¢ significativamente danosa para as células, tornando o meio de cultura
com agarose uma op¢ao para preparo de amostras biolodgicas que precisem permanecer hidrata-
das, nutridas e serem dispostas verticalmente. Dessa forma, pode-se utilizar este preparo para

exposi¢ao das células ao feixe do Mini-X2 e de qualquer linha de luz do Sirius.

4.3 Irradiagdo das amostras biologicas

A Tabela 4.2 apresenta os resultados dos dosimetros expostos em conjunto com as amostras
biologicas e agrupa os dados de acordo com as condigdes em que foram expostos. A Figura 4.7
apresenta os graficos plotados a partir dos resultados da Tabela 4.2.

A partir da Figura 4.7 ¢ possivel observar que em todas as condi¢des, as doses absorvidas
medidas estdo acima do esperado. Isto pode ocorrer devido a alteragdes na espessura da agarose
adicionada as placas, o que aumenta a quantidade de f6tons de raios X que chegam as amostras
e, consequentemente, a dose de radiagdo que chega aos dosimetros (OKUNO; YOSHIMURA,
2010).
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Tabela 4.2 — Dados obtidos apds leituras dos dosimetros em diferentes correntes de operacao do

Mini-X2.
Parametros OSLD TLD
Experimento  Tempo (h)  Corrente (uA)  Dose esperada (mGy) Dose (mGy) SD (mGy) Dose (mGy) SD (mGy)
2 35 1089,7 132,2 1400,1 300,5
D 1 70 1000 1277,1 165,6 1082,3 230,9
0,5 140 1093,7 17,8 1262,2 191,4
35 1000 1089,7 132,2 1400,1 300,5
T 2 70 2000 2501,6 106,8 28224 294.,6
140 4000 4988,4 663,6 5090,7 1197,1
0,5 1000 1093,7 17,8 1262,2 191,4
R 1 140 2000 27373 227,8 2720,2 672,8
2 4000 4988,4 663,6 5090,7 1197,1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 4.7 — Dose absorvida medida com OSLDs e TLDs nas condi¢des D, T e R.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No entanto, ¢ possivel observar que, mesmo com as alteragdes numéricas, a tendéncia linear
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das fungdes ¢ mantida, como esperado, exceto nas condigdes do experimento D (Figura 4.7 (a)
e (b)), em que o desvio padrdo € tdo alto que desfaz a tendéncia linear.

Embora espere-se que ao diminuir a corrente € aumentar o tempo de exposicao seja possivel
atingir a mesma dose de radiagdo, dado que a dose varia de forma linear com a corrente (LIRA
et al., 2015), deve-se atentar a fluxos e doses baixas, pois os dosimetros possuem limites de
deteccao em que se tornam menos eficazes (PODGORSAK, 2016).

No que diz respeito a reprodutibilidade, ¢ evidente que tanto os dosimetros OSLD quanto
os dosimetros TLD demonstram uma consisténcia semelhante, embora o OSLD se destaque
levemente como o mais eficaz nesse aspecto.

De modo geral, ¢ possivel concluir que, mesmo considerando eventuais variagdes, os dosi-

metros corresponderam as tendéncias esperadas.

4.4 Ensaios biologicos pds-irradiagdo

4.4.1 Citotoxicidade com resazurina

A Figura 4.8 apresenta os resultados obtidos apos ensaio de resazurina com células irradia-

das.

Figura 4.8 — Ensaio de resazurina ap0s irradiagoes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os mecanismos de acdo da radiacdo sdao razoavelmente bem conhecidos, mas os mecanismos
de resposta das células a irradiag@o sao complexos. Diversos processos biologicos intracelulares
podem levar a diferentes respostas a radiacdo, especialmente se tratando de baixas doses depo-

sitadas em tempos consideravelmente longos, como algumas horas (JOINER; KOGEL, 2019).
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Como ¢ possivel observar na Figura 4.8, ndo houve diferencga significativa entre células ex-
postas a qualquer dose de radiacdo entre 1 e 4 Gy e o controle ndo irradiado. Diferente dos dosi-
metros que apenas acumulam a dose absorvida, as células sdo um organismo ativo, que possui
sensibilidade ou resisténcia especificas a determinados tipos de radiagdao, bem como possui me-
canismos de prote¢do e reparo. Ao verificar a atividade mitocondrial das células imediatamente
apos a irradiacgdo, € possivel que as células ndo tenham tido tempo suficiente para responder aos
danos (SANCAR et al., 2010). Dessa forma, para avaliar completamente os danos biologicos
causados por esta faixa de dose e por este perfil de raios X, se faz necessario acompanhar as
amostras ao longo do ciclo celular.

4.42 ROS

Os resultados quantitativos e qualitativos obtidos na realizagdo dos experimentos em todas
as condigdes (D, T e R) sdo expressos nas Figuras 4.9, 4.10 e 4.11. A Figura 4.12 apresenta os

resultados qualitativos obtidos na repeti¢ao do experimento na condicao R.

Figura 4.9 — (a) Boxplot e violin plot dos resultados obtidos com o ensaio de ROS apds irradiagao
das células na condi¢ao D. (b) Imagens de campo claro e fluorescéncia para cada
uma das exposi¢des especificas da condigdo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4.10 — (a) Boxplot e violin plot dos resultados obtidos com o ensaio de ROS ap6s irradi-
acao das células na condi¢@o T. (b) Imagens de campo claro e fluorescéncia para
cada uma das exposi¢des especificas da condicao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A quantificagdo de espécies reativas de oxigénio ¢ uma forma interessante de avaliar os
possiveis efeitos da radiacdo ionizante em células vivas, dado que a maior parte da célula ¢
composta por agua. Os efeitos diretos da radiacdo sdo mais dificeis de se observar, dada a
pequena area de intera¢do apresentada pelo material genético (JOINER; KOGEL, 2019).

Naturalmente, as células produzem ROS, devido a diversos fatores estressantes. No entanto,
a radiagdo ionizante ¢ um fator adicional que aumenta esta produgdo (JOINER; KOGEL, 2019).

Nas Figuras 4.9, 4.10 e 4.11, observa-se de modo geral que ha uma tendéncia de aumento
na produgdo de ROS conforme aumenta o valor da dose absorvida — ou da taxa de dose, no caso
da Figura 4.9. Como todas apresentam a mesma tendéncia, verifica-se que, neste intervalo de
doses, ndo ha diferenga significativa entre as trés formas de entrega — dose, tempo ou taxa de
dose fixas.

Na Figura 4.11, € possivel averiguar que a maior producdo de ROS se deu na amostra cuja

dose absorvida foi de 2 Gy. Esperava-se que, quanto maior o valor da dose abosorvida, maior a
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Figura 4.11 — (a) Boxplot e violin plot dos resultados obtidos com o ensaio de ROS apds irradi-
acdo das células na condicao R. (b) Imagens de campo claro e fluorescéncia para
cada uma das exposi¢des especificas da condicao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

producdo de ROS. No entanto, uma hipdtese ¢ de que isto pode ocorrer devido ao longo tempo de
exposi¢ao, que pode permitir que a célula ative seus mecanismos de prote¢ao contra peroxidos —
constantemente presentes nas células. Estes mecanismos consistem especialmente em: consumo
de antioxidantes e ativagdo de enzimas de degradagdo (HUCHZERMEYER et al., 2022). Com
isso, € possivel que a célula controle os niveis de ROS e ndo haja um acimulo linear, como seria
esperado no caso de um dosimetro.

Nos experimentos replicados referentes a condigdo R, verifica-se que os resultados da se-
mana 1 indicam que ndo ha diferenca significativa entre amostras irradiadas e controle ndo irra-
diado. No entanto, na semana 2, a amostra irradiada com 1 Gy apresentou elevada intensidade
de fluorescéncia em relagio ao controle e até em relagdo as doses maiores. E possivel observar
que tanto o terceiro quartil do boxplot quanto o limite superior e os outliers sdo coincidentes, o
que ¢ uma caracteristica tipica de saturac¢do de detectores. Neste caso, a saturacao pode ter ocor-

rido por um estresse em excesso sofrido pela amostra, que nao necessariamente esta relacionado
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Figura 4.12 — (a) Boxplot e violin plot dos resultados obtidos com o ensaio de ROS ap6s irradi-
acao das células na condi¢cdo R na semana 1 e (b) na semana 2.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

a radiacdo. Um exemplo de estresse adicional pode ser o tempo fora das condi¢gdes de cultura,
mesmo com meio de cultura suplementado com HEPES.

Um ponto importante a ser mencionado € que, para obter melhores sinais de ROS, deve-se
utilizar pogos com células confluentes. Como pode ser observado nas imagens, a confluéncia
nos experimentos realizados estava baixa, o que também ¢ um fator que pode contribuir na

auséncia de diferenca entre controle e células irradiadas.

443 DAPI

Figura 4.13 — Fluorescéncia com DAPI obtidas apds 6 dias de incubagdo pos-irradiagdo. As
imagens representativas foram obtidas do mesmo experimento e ilustram a mor-
fologia das colonias.

2 Gy 4 Gy

Fonte: Elaborado pelo autor.
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condi¢do R), antes da realizagdo do ensaio clonogénico. A Figura 4.13 oferece uma representa-
¢do da morfologia dos niicleos das células descendentes das células inicialmente irradiadas. E
perceptivel, tanto no primeiro conjunto quanto no segundo conjunto, que ocorre um aumento na
deformacgado dos ntcleos a medida que a dose de radiacdo a qual as células-mae foram expostas
aumenta.

De acordo com (KOBAYASHI et al., 2017), € possivel observar os trés principais mecanis-
mos de morte celular por irradiacao utilizando DAPI: apoptose, catastrofe mitodtica e senescéncia.
Na Figura 4.13, verifica-se especialmente nucleos condensados referentes a apotose e ntcleos
senescentes, mesmo a partir de 1 Gy.

Além disso, € possivel observar uma redugdo no niimero de células por coldonia com o au-

mento da dose de radiagdo. Este ponto sera abordado na préxima se¢ao.

4.4.4 Ensaio Clonogénico

A Figura 4.14 apresenta os resultados quantitativos do ensaio clonogénico e a Figura 4.15

apresenta imagens das placas em que o ensaio foi realizado.

Figura 4.14 — Fragdo sobrevivente de células apos a irradiagdo da (a) semana 1, (b) semana 2 e
(c) da média entre as duas semanas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O ensaio clonogénico permitiu verificar a capacidade de sobrevivéncia e proliferacdo das
células apds a irradiagdo, fornecendo informagdes sobre sua resisténcia ao tratamento. Avali-
ando qualitativamente a Figura 4.15, ¢ possivel verificar que as colonias diminuiram conforme
aumentou a dose de radiacdo, de acordo com o esperado (FRANKEN et al., 2006).

Ao serem mantidas em cultura apos as irradiagdes, as células possuem tempo para se recu-
perar e manifestar suas respostas aos danos bioldgicos. Por serem submetidas a maiores do-
ses acumuladas de radiagdo, as células expostas a 2 e 4 Gy possuem uma maior quantidade de
DNA aberrante e, consequentemente, perdem significativamente sua capacidade de proliferacao
(HALL; GIACCIA, 2019).

A Figura 4.14 mostra as curvas de sobrevivéncia das células em funcao da dose absorvida
de radiacdo, que concorda com as indicagdes qualitativas. Além disso, € possivel observar que

os resultados das semanas 1 e 2 sdo reprodutiveis e apresentam poucas diferengas entre si.
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Figura 4.15 — Imagens das colonias coradas ap6s adi¢ao do violeta cristal.

SEMANA 1
2 Gy Azida 6 mg/mL

Dia 6 apés plaqueamento inicial de 10° células/pogo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 Consideracoes finais

Neste trabalho, realizou-se um estudo com queratinécitos imortalizados irradiados por um
gerador de raios X de bancada. Para isso, desenvolveu-se um protocolo de preparo de amostras
que permitisse a nutricdo e hidratacdo das células ao mesmo tempo em que permanecessem
imobilizadas verticalmente para irradiacdo. Além de verificar as respostas das células expostas
aradiacdo, desenvolveu-se também um protocolo para avaliagao dos efeitos bioldgicos dos raios
X, por meio de métodos de avaliagdo de danos imediatos e longitudinais.

O método utilizando meio de cultura com agarose mostrou-se vidvel no aspecto técnico,
pois possibilitou o posicionamento vertical das placas, e biologico, pois apds a aplicagdao do
teste de resazurina, verificou-se que a agarose adicionada ao meio de cultura ndo gerou estresse
celular. Portanto, este método foi utilizado durante a irradiagcdo das amostras e se apresenta como
uma possibilidade para outros experimentos semelhantes. O unico ponto a ser considerado ¢ a
correcao da dose de radiacao depositada na amostra, uma vez que a espessura do meio influencia
no valor da dose absorvida pelas células.

Com o teste de resazurina, avaliou-se o metabolismo mitocondrial das células 4 horas apos a
irradiagdo. Foi possivel observar que, independentemente da dose recebida, as células irradiadas
nao apresentaram diferencas significativas em relagdo ao controle ndo irradiado. Esta resposta
ndo indica que as células ndo foram danificadas, mas que os valores de dose utilizados nao foram
altos o suficiente para gerar danos observaveis no intervalo de tempo testado. Desta forma,
como nao seria possivel aumentar o intervalo de dose, se fez necessario realizar experimentos
que avaliaram os efeitos bioldgicos em um maior intervalo de tempo.

O ensaio de ROS permitiu quantificar as espécies reativas de oxigénio nas células através
da fluorescéncia. A radiagdo ionizante ¢ um dos fatores que leva a um aumento na produgao de
ROS, portanto este teste ¢ crucial na avaliagdo de danos. Com os resultados obtidos, foi possivel
verificar que, no intervalo de doses utilizado, ndo houve diferenca entre as trés formas de entrega
— dose, tempo e taxa de dose fixos. No geral, observou-se uma tendéncia de aumento de ROS
com o aumento da dose, mas o pico de produgdo se deu em 2 Gy, sendo que o esperado seria em
4 Gy. Isto eventualmente se deve aos mecanismos antioxidantes das células, que eliminam as
ROS em vez de armazenéa-las linearmente. Com isso, € possivel concluir que o ensaio de ROS
apresenta sensibilidade as quantidades de ROS geradas pela radiagdo ionizante at¢ mesmo em
baixas doses, sendo, portanto, aplicavel a experimentos nas linhas de luz, que ocasionalmente
podem atingir doses mais altas.

Com o DAPI, marcador fluorescente intercalante de DNA, foi possivel observar a morfolo-
gia das colonias formadas pelas células-filhas das células irradiadas. Com o aumento da dose,
as células diminuiram em quantidade nas coldnias e apresentaram corpos apoptoticos e sinais de
senescéncia. Embora o DAPI tenha sido utilizado com carater qualitativo, € possivel utiliza-lo
para quantificagdo de cé€lulas senescentes, nucleos apoptdticos e de catastrofe mitotica, o que
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pode ser de grande importancia em desenhos experimentais semelhantes.

Com o ensaio clonogénico, obtivemos os resultados quantitativos da capacidade de prolife-
ragdo das células irradiadas, seis dias apds a irradiagao. Observamos a diminuicao da fragdo de
células sobreviventes com o aumento da dose de radiagdo, assim como indicado pelo DAPI. Isso
era esperado pois, quanto maior a dose absorvida, maior a probabilidade de a célula sofrer muta-
¢oes e perder a capacidade de proliferacdo. Como mencionado, ao realizar testes considerando
um maior intervalo de tempo entre a irradiacdo e a afericao dos efeitos bioldgicos, foi possivel
verificar que as células sofreram danos, mesmo com o intervalo de doses utilizados.

Vale ressaltar a importancia deste trabalho no interior das instalacdes do Sirius, uma vez que
todas as linhas de luz com interesse em pesquisas bioldgicas precisam conhecer os efeitos da
radiacdo entregue, dado que seus perfis energéticos sdo Uinicos. A linha de luz MOGNO, em
especial, sera uma das principais beneficiadas pelos resultados obtidos, uma vez que pretende-se
realizar imagens de tomografia computadorizada de forma longitudinal em pequenos animais,
sendo assim, os danos gerados pelo seu feixe de raios X quasi-monocromatico e de alto fluxo
devem ser bem conhecidos para serem contornados ou evitados.

Por fim, outro grande beneficiado destes resultados sera o Projeto Orion, laboratério de bi-
osseguranca nivel 4 (NB4) que est4 sendo construido de maneira acoplada ao Sirius. O Orion
sera um laboratorio exclusivo no mundo, dado que serd o inico NB4 com linhas de luz em seu
interior. As pesquisas serdo voltadas para doengas causadas por virus e bactérias de alto risco,
portanto as amostras utilizadas serdo bioldgicas e, consequentemente, poderdo sofrer danos in-
desejaveis ao serem expostas aos feixes. Compreender os efeitos biologicos destas linhas de luz

sera nao somente interessante, mas extremamente necessario.
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