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RESUMO

Existem muitas lacunas importantes que precisam ser resolvidas a respeito dos efeitos
bioldgicos de baixas doses de radiagdo sobre a satde humana. As medidas de protecéo
a radiacdo sdo muito questionadas por alguns autores, e este limite é inferior ao valor de
radiacdo recebido por moradores de locais que emitem naturalmente a radiacdo como
por exemplo a radiacdo encontrada na cidade de Guarapari (Brasil). Devido a presenca
das areias monaziticas, a praia de Meaipe, emite radiacdo gama natural que pode
apresentar picos ~20 uSv.h™. Assim, o objetivo desse estudo foi investigar os efeitos de
baixas doses de radiacdo gama, utilizando um simulador fisico (SF) de radiacdo
desenvolvido com as areias monaziticas de Meaipe sobre o sistema biolégico de ratas
Wistar adultas. Para isso, 0s animais foram divididos em trés grupos: grupo CON (ndo
foram expostos a radiacdo); grupo LR (exposto & uma radiacdo ~3,6 uSv.h™) e o grupo
HR (exposto & uma radiacdo ~20 pSv.h™). Os trés grupos de animais foram monitorados
diariamente por 3 meses. As ratas foram pesadas semanalmente. Apds 30 dias de
exposicdo, o ciclo estral passou a ser coletado diariamente até o 45?2 dia pelo periodo
entre 8:00 e 9:00 horas da manh&@. Na penultima semana do experimento, a pressdo
arterial sistélica dos animais foi avaliada. Apds 90 dias de exposic¢do, 0s animais foram
sacrificados e os orgdos foram extraidos e pesados para analises antropométricas,
histoldgicas e bioguimicas. A exposicdo a radiacdo liberada pelas areias monaziticas
ndo causou alteracbes antropométricas nos animais irradiados, e nem alteracdes
histomorfométricas nos ovarios, rins e figado. N&o houve alteracdo no ciclo estral e na
quantificacdo dos foliculos ovarianos, e nem na concentracdo de estrogénio circulante,
indicando que a fungdo reprodutiva nesses animais estavam preservadas. A radiacdo
também néo foi capaz de alterar a presséo arterial dos animais, como também néo foi
capaz de aumentar o estresse oxidativo e nem os niveis de proteina C circulante. Na
avaliacdo da concentragdo de citocinas plasmaticas, encontramos uma elevacdo na
concentracdo de IL-6 dos animais expostos em comparacdo com 0 grupo controle,
enquanto que os niveis de INF-y, IL-2, IL-4 e IL-10 estavam menores nos animais
irradiados. Essas alteracdes podem estar relacionadas aos mecanismos de adaptacéo
celular a baixas doses de radiacdo, indicando que essa exposicdo foi capaz de modular
imunologicamente os animais irradiados e ativar 0os mecanismos relacionados a
inflamacdo mesmo na auséncia de danos teciduais. Nossos resultados sugerem que a
exposicdo continua de ratas Wistar a baixas doses de radiacdo gama natural foi capaz de
ativar o sistema imunoldgico de forma inespecifica mesmo na auséncia de dano
tecidual, este resultado esta provavelmente associado a adaptacdo celular e a
inflamacdo. Dessa forma, novos experimentos sdo necessarios para determinar com
mais precisao se essa radiacdo pode causar prejuizos para com a satde humana.

Palavras-chaves: Radiacdo Gama Natural; Estresse Oxidativo; Inflamacéo.
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ABSTRACT

There are many important gaps that need to be addressed regarding the biological
effects of low doses of radiation on human health. The radiation protection measures are
highly questioned by some authors, and this limit is lower than the radiation value
received by residents of places that naturally emit radiation, such as in the city of
Guarapari (Brazil). Due to the presence of monazitic sands, Meaipe beach, emits natural
gamma radiation that can present peaks ~ 20 uSv.h™. Thus, the objective of this study
was to investigate the effects of low doses of gamma radiation, using a physical
simulator (SF) of radiation developed with the monazitic sands of Meaipe on the
biological system of adult Wistar rats. For this, the animals were divided into three
groups: CON group (they were not exposed to radiation); LR group (exposed to ~3,6
uSv.h™ radiation) and HR group (exposed to ~20 uSv.h™ radiation). The three groups of
animals were monitored daily for 3 months. The rats were weighed weekly and
followed up daily to assess the acute effects of radiation. After 30 days of exposure, the
estrous cycle started to be collected daily until the 45™ day for the period between 8:00
and 9:00 am. In the penultimate week of the experiment, the animals' systolic blood
pressure was assessed. After 90 days of exposure, the animals were sacrificed and the
organs were extracted and weighed for anthropometric, histological and biochemical
analyzes. Exposure to radiation released by monazitic sands did not cause
anthropometric changes in the irradiated animals, nor histomorphometric changes in the
ovaries, kidneys and liver. There was no change in the quantification of ovarian
follicles, in the estrous cycle or in the concentration of circulating estrogen, indicating
that the reproductive function in these animals was preserved. Radiation was also not
able to change the blood pressure of the animals and was also not able to increase
oxidative stress or circulating protein C levels. In assessing the plasma cytokine
concentration, finding an increase in the IL-6 concentration of the animals exposed
compared to the control group, while the levels of INF-y, IL-2, IL-4 and IL-10 were
lower in the irradiated animals. These changes may be related to the mechanisms of
cellular adaptation to low doses of radiation, indicates that this exposure was able to
immunologically modulate the irradiated animals and activate the devices related to
inflammation even in the absence of tissue damage. Our results show that the
continuous exposure of Wistar rats to low doses of natural gamma radiation was able to
activate the immune system in a non-specific way even in the absence of tissue damage,
this result is probably associated with cellular adaptation and inflammation. In this way,
new experiments are corrected to determine more precisely if this radiation can cause
harm to human health.

Keywords: Natural Gamma Radiation; Oxidative stress; Inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1 ARADIACAO GAMA

A radiacdo sempre esteve presente aqui em nosso planeta, e ndo ha lugar na
Terra onde o nivel de radiacdo natural seja igual a zero. A Terra € atingida diariamente
pela radiacdo oriunda do cosmo emitida pelo sol e por outras estrelas, aléem daquela
produzida aqui por fontes naturais. Nosso planeta possui inimeras fontes de radiagéo
que estdo presentes no solo, nas rochas e também no ar, como o uranio e o torio, por
exemplo. A vida, de fato, evoluiu em um ambiente de radiagdo muito mais severo do
que hoje, por isso é necessario compreender melhor esse fenémeno, pois a radiacdo €
utilizada amplamente pela sociedade (ESLAMI et al., 2019).

Apesar da sua larga utilizacao atual, até o inicio do século XX a radiacdo ndo era
totalmente compreendida. Em 1895 o raios X foram descobertos pelo fisico aleméo
Wilheelm Conrad Roentgen, e logo apos, em 1896 a radioatividade foi descoberta por
Henri Becquerel. Posteriormente em 1900, ao estudar as propriedades quimicas do
uranio e do radio, os raios gama foram descobertos por Paul Ulrich Villard. Esses
estudos abriram caminho para a investigacdo deste fendmeno e despertaram a
curiosidade de muitos pesquisadores (LEDERMAN, 1981; MARCH, 1950).

Desde sua descoberta, a radiacdo era usada abertamente pela comunidade
cientifica sem nenhum tipo de controle ou de restricdo, até que os trabalhos pioneiros na
década de 30 e as pesquisas de Herman J. Muller com o raios X mostraram que se
tratava de uma energia com potencial mutagénico. Além disso, a pesquisadora Marie
Curie (1867 — 1934) uma das pioneiras no estudo da radioatividade e primeira mulher a
ganhar o prémio Nobel, morreu em decorréncia da leucemia de tanto se expor a
radiacdo (PRESTON, 2005; KREBS et al., 1930). Esse € um dos principais motivos de
debate na comunidade cientifica, identificar com maior precisdo os efeitos bioldgicos da
radiagdo ionizante, principalmente em baixa dose (PRESTON et al., 2004;
POLLYCOVE, FEINENDEGEN, 2003).

A radiagdo pode ser produzida por diversas formas e fontes, sendo um processo

natural que ocorre em elementos quimicos grandes e desestabilizados que naturalmente
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tendem a se desintegrar formando elementos menores. Durante esse processo, chamado
de decaimento radioativo, sdo liberadas particulas e energia na forma de onda
eletromagnética, ambas ionizantes (BUSHONG, 1993; KREBS et al., 1930).

Essa energia € amplamente usada pela sociedade em reatores nucleares que sdo
utilizados na producdo de energia elétrica. Além disso, alguns dispositivos de utilidade
médica utilizam a radiacdo para realizacdo de exames de imagem como os aparelhos de
tomografia, de raios X e também por aparelhos que sdo usados em cunho terapéutico
como na radioterapia. A energia oriunda da radiacdo é utilizada na inddstria em alguns
casos, tais como: esterilizacdo de alimentos, na pesquisa e no ensino; lamentavelmente é
utilizada na indudstria bélica como artefato de guerra (ESLAMI et al., 2019; VEIGA et
al., 2006; RUIZA et al., 2004).

A radiacdo considerada ionizante é aquela capaz de retirar um elétron de um
atomo, causando a quebra de ligacGes quimicas e provocando alteracbes moleculares,
inclusive na agua. A ionizacdo € o mecanismo pelo qual a radiacdo pode causar 0S
problemas biologicos (OKUNO, YOSHIMURA, 2010; RUIZA et al., 2004;
LEDERMAN, 1981).

A fissdo nuclear de um atomo libera a radiacéo ionizante quando um isétopo de
um nucleo atomico passa para um nivel de menor energia de duas formas: a primeira é
formada de particulas radioativas ionizantes carregadas como a alfa (a - que representa
0s prétons atdmicos), a beta (B — que representa os elétrons de carga negativa), 0s
positrons (B+ ou et - que representam a antiparticula dos elétrons), e os néutrons (que
representa um barion ou as particulas neutras ndo carregadas). A segunda é formada por
uma energia eletromagnética liberada na forma de luz, como o raios X e 0 raios gama
(UNSCEAR, 2013, OKUNO; YOSHIMURA, 2010).

Esta onda eletromagnética € caracterizada de acordo com seu comprimento e
frequéncia e tém a capacidade de se propagar no vacuo com a velocidade da luz de 3x
10® m/s de forma constante. A energia eletromagnética entéo é classifica de acordo com
um espectro eletromagnético (Figura 1), partindo de ondas com baixissimas
frequéncias, que ndo tem a capacidade de ionizacdo (ondas geomagnéticas, de radio, de
TV, de telefone, micro-ondas, radiacdo infravermelha, luz visivel e a) até as ondas de
grande frequéncia e ionizantes como a radiacdo ultravioleta, raios X e 0s raios gama
(OKUNO, YOSHIMURA, 2010; PRESTON et al., 2004).

Assim, a radiacdo gama é um tipo de onda eletromagnética muito energética, de
alta frequéncia e de curto alcance, possui um comprimento ~1.6 x 10°°m, conhecido

como comprimento de Planck. Por conta disso existem poucas barreiras capazes de
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inibir completamente a propagacdo desse foton (onda eletromagnética) gama. Os raios
gama devido a essas caracteristicas, ndo tem a mesma forca de ionizagcdo do que as
particulas pesadas, porém é capaz de penetrar mais facilmente nos organismos vivos,
gerando riscos aos tecidos biol6gicos ao ionizar a agua e outras moléculas organicas. As
energias consideradas ionizantes sdo aquelas com uma carga maior que 10 eV
(UNSCEAR, 2013; OKUNO, YOSHIMURA, 2010; ICRU, 1994).

2 & @omoNn | IF &b

Luz Visivel
700nm a 400nm
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Baixas

Radio
Ultravioleta

Microondas

Figura 1: Imagem representativa do espectro eletromagnético. Extraido de DA COSTA
(2019).

Em comparacdo com as particulas pesadas, 0s raios gama conseguem penetrar
mais facilmente em diversos meios materiais. A radiacdo gama ao ionizar a dgua e as
outras moléculas organicas produz grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que alteram a homeostase celular. Além disso, a radiacdo é capaz de afetar
diretamente o material genético, quebrando a molécula de DNA, o que pode causar
mutacOes genéticas e a ativacdo de mecanismos reparadores moleculares. Em muitos
casos, a susceptibilidade e a sensibilidade dos individuos a radiacdo pode estar
correlacionada com essa capacidade de reparacdo molecular. A radiagdo apresenta um
potencial carcinogénico assim como outros danos biolégicos, por esse motivo a
exposicdo humana a radiacdo € considerada de risco (LOU et al., 2018; AEKAWA,
HIMADA, 2007; PRESTON et al., 2004; POLLYCOVE, FEINENDEGEN, 2003;
BUSHONG, 1993).
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Dessa forma, devido aos riscos bioldgicos, ha uma grande preocupacdo a
respeito da exposicdo humana a radiagdo gama, principalmente pela sua ampla
utilizacdo pela sociedade atual em diversos procedimentos da salde, na industria, na
seguranca, na esterilizacdo de equipamentos e alimentos, no ensino e na pesquisa. Com
seu largo uso e apds os incidentes nucleares houve uma grande corrida para a
regulamentacdo de seu uso, assim algumas agéncias estabeleceram limites para a
exposi¢do humana (PRESTON et al., 2004; AEKAWA, HIMADA, 2007; PRESTON et
al., 2004).

1.2 MEDIDAS DE PROTECAO CONTRA A RADIACAO

A relacdo entre a exposicdo e a manifestacdo dos efeitos bioldgicos é muito
delicada, ndo ha um consenso definido e claro entre o limiar e a lineariedade de seus
efeitos, principalmente as relacionadas com as baixas doses de radiagdo. Por isso sdo
necessarias maiores investigacdes sobre esse assunto, principalmente em relagdo as
medidas protetivas que foram adotadas pela sociedade, que para alguns autores é
obsoleta (BEIR, 2005).

A exposicao a radiacdo s6 passou a chamar a atencdo de toda sociedade apos a
observacdo dos efeitos nos sobreviventes das bombas nucleares do Japdo, quando as
comunidades médicas e cientificas passaram a notificar um aumento na incidéncia da
leucemia na populagdo atingida, principalmente em criancas (ICRP, 2018; DUROVIC
et al., 2008; POLLYCOVE 2007; SUIT et al., 2007; VEIGA, KOIFMAN 2005).

A partir desses episodios e de uma série de experimentos a nivel laboratorial era
evidente que a radiacdo causava inumeros prejuizos a saude humana. Em relacdo a
manifestacdo clinica, era evidente também que algumas alteracGes apareciam de forma
aguda, outras de médio ou a longo prazo. Dentre todos o0s prejuizos causados pela
radiacdo ionizante, o cancer era a principal comorbidade a ser evitada (ICRP, 2018;
RERF, 2014).

Assim, a partir da década de 20, algumas instituicbes foram criadas e se
estruturaram para fazer controle da utilizacdo dos materiais radioativos bem como da
radiacdo em si. A primeira instituicdo a surgir foi a Comisséo Internacional de Protecdo
a Radiacdo em 1928, a ICRP. E posteriormente, em 1953 foi criada a Agéncia
Internacional de Energia Atdmica IAEA. No final dos anos 50, o governo japonés
juntamente com a Academia Nacional de Ciéncias dos EUA criou em cooperativa a

Comisséo de Acidentes com Bombas Atdmicas (ABCC), que deu lugar posteriormente
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a Fundacédo de Pesquisa em Efeitos da Radiacdo (RERF). Essa instituicdo contribuiu
amplamente para os conhecimentos sobre os efeitos biolgicos da radiagdo gama
(RERF, 2014).

Como uma forma de proteger a populacdo de qualquer dano relacionado a
exposicdo a radiacdo, na década de 70 foi criado o principio ALARA (“as low as
reasonable achievable) para determinar um limite de acordo com o conceito estocastico
considerando que a exposicdo deve ser tdo baixa quanto razoavelmente evitavel
(UNSCEAR, 2013). Os efeitos bioldgicos da radiacdo ionizante do ponto de vista
estocastico considera que qualquer dose de radiagdo em qualquer intensidade pode gerar
um prejuizo biol6gico como o cancer (BALDWIN, GRANTHAM, 2018).

A partir do principio ALARA juntamente com o conceito chamado de linear sem
limite (LNT - linear no-threshold model), o qual considera que os efeitos biologicos da
radiacéo e proporcional a dose, independente da dose ser baixa ou ndo, foram criadas as
politicas de protecéo radiologica em todo o mundo. Essa constru¢do conduziu a criagcdo
de valores limitrofes baixos de protecdo radioldgica, seguindo uma linha de raciocinio
estocastico (METTLER, 2012).

Para entender essa relacdo de dose e efeito € necessario compreender como a
radiacdo ionizante se comporta nos tecidos bioldgicos. A radiacdo do tipo gama é
altamente penetrante nos organismos vivos, podendo alcancar as estruturas internas e,
dependendo da carga, atravessar facilmente o corpo humano. Entdo a exposicao pode
ocorrer tanto de corpo inteiro, quanto direcionado para um érgédo ou tecido como ocorre
na radioterapia, por exemplo (DAMULIRA et al., 2019; MOON SEONG, 2016).

O mecanismo da Transferéncia Linear de Energia (LET), é utilizado para
estimar o valor de energia cedido ao tecido durante uma irradiacdo e com isso calcular
seu risco. A LET consiste em uma taxa de energia depositada nos tecidos, quando uma
particula carregada se propaga pela matéria. A LET é calculada com uma variavel que
depende da capacidade da radiacdo em transferir a energia para a matéria organica.
Portanto, a radiacdo pode ser considerada de alto ou baixo LET dependendo da energia
transferida. As energias consideradas de baixo LET sdo aquelas capazes de causar
pouca ionizacdo da agua em relacdo a alta. Os raios X e a radiacdo gama sdo
classificados como baixo LET. As particulas pesadas, como a alfa, beta e os néutrons
sdo consideradas de alto LET (BEIR, 2005).

Assim, buscando facilitar o entendimento sobre o assunto e também para criar
um padréo internacional unificado para a avaliacdo dos efeitos bioldgicos da radiacéo, a

ICRP criou algumas medidas de densitometria que incluem: A Atividade (A),
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Exposicdo (X), Dose Absorvida (D), Dose Equivalente (H) e a Dose Efetiva (E) (ICRP,
2002). A Atividade é o valor relacionado a desintegracdo dos atomos. A Exposicdo € a
capacidade da radiacdo produzir ionizagdo das moléculas no ar. Essa varidvel ndo esta
correlacionada aos tecidos bioldgicos, isso ocorre em decorréncia das moléculas e da
agua presente nas células, assim em 1953 a ICRP estabeleceu o conceito de dose
Absorvida, que vale para qualquer radiacdo ionizante (ICRP, 2018).

A Dose Absorvida € a quantidade de energia radioativa transferida para a
matéria, a unidade utilizada é o Joule/kg ou Gray (Gy) sendo que 1 Gy =1 J/kg ou 1 Gy
=100 rad (rad é uma unidade antiga). A Dose Absorvida mede a quantidade de energia
cedida a matéria, mas nada diz sobre os efeitos bioldgicos produzidos (ICRP, 2018).

Como as radiagdes apresentam diferencas na ionizacdo, na penetracdo e no dano
biologico produzido, € necessario introduzir fatores de correcéo associados as grandezas
dosimétricas de cada tipo de radiacdo, assim, se criou o conceito de Dose Equivalente,
ou seja, o valor relacionado a capacidade de ionizacéo de acordo o tipo de radiacdo. As
Equivaléncias das Doses ou a Dose Equivalente deve ser calculada com um fator de
correcdo a ser multiplicado a dose Absorvida (D), esse valor é a Qualidade (Q) da
radiacdo, ou seja, o tipo de radiacdo deve ser considerado para realizar o célculo, pois
existem diferencas na capacidade de ionizacdo de acordo com cada tipo de radiagdo. A
Dose Equivalente (H) entéo é calculada como H = D.Q e sua unidade é o Joule/kg ou
Siervert (Sv), sendo que 1 Sv= 1 J/kg, e 1 Sv =1 Gray (Gy) (ICRP, 2018).

A radiacdo gama é associada ao fator de qualidade 1, de acordo com a ICRP de
2018. As particulas mais pesadas, como a alfa possuem um valor de corre¢éo igual a 20,

demostrando a diferencas entre a relagcdo de exposicéo, carga e efeito (Tabela 1).

Tabela 1: Valores de correcdo de peso para radiacdo (ICRP, 2018).

Fatores de correcao da radiacdo

Tipo de radiagéo Fator de correcdo, WR

Fotons 1

Elétrons e muons 1

Protons e pions 2

Particula alfa, fragmentos de fissao, 20

metais pesados

Néutrons Funcdo continua de energia de néutrons

mostrada na Eqn 4.3 publica¢do 103

Fonte: Tabela modificada ICRP (2018).

J& a Dose Efetiva (E) é considerada o valor estimado em relagcdo a probabilidade

do surgimento do cancer ou de outros danos bioldgicos de acordo com as caracteristicas
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do 6rgédo ou do tecido irradiado, sendo entdo necessario fazer uma correcdo de acordo
com uma nova grandeza, derivada do equivalente de dose, modificada de acordo com a
caracteristica tecidual gerando um fator de correcdo (tabela 2). A Dose Efetiva é
calculada como E=X Wr.H. A unidade de medida utilizada para estimar os danos
bioldgicos causados pela radiacdo é o Sievert (Sv). Assim de acordo com a ICRP
(2018) a quantidade associada a protecdo da Dose Efetiva deve ser estimada para evitar
o surgimento dos efeitos bioldgicos deletérios, principalmente o cancer, por isso foram
criadas essas medidas densitométricas para nortear as medidas de prevengdo (ICRP,
2018; UNCEAR, 2013).

Tabela 2: Fatores de correcdo para o peso dos tecidos (ICRP, 2018).

Tecido WT > wWT

Medula 6ssea, mama, célon, pulmdes, estdmago, tecidos

remanescentes (13%*) 0.12 0.72
Gonadas 0.08 0.08
Bexiga, esodfago, figado, tireoide 0.04 0.016
Superficie 0ssea, cérebro, glandulas salivares, pele 0.01 0.04

* Tecido remanescentes: adrenais, regido extratoracica do trato respiratorio, vesicula
biliar, coracdo, rins, nddulos linfaticos, masculos, mucosa oral, pancreas, prostata,
intestino delgado, baco, timo, Utero e cérvice uterina

Fonte: Tabela modificada da ICRP (2018).

Além de classificar a radiacdo ionizante de acordo com suas particulas ou com
sua forca ionizante, para chegar a um valor mais preciso sobre dos danos bioldgicos
causados pela radiacdo faz-se necessario, de acordo com a ICRP (2018), considerar a
idade, sexo, grupo populacional, hereditariedade, o tempo de exposicdo e a dose
absorvida. Além disso, quando a exposicdo acontece por meio de procedimentos
médicos, onde a radiacdo € emitida e direcionada para um determinado Orgdo a
quantidade de musculo e de tecido adiposo sobrejacente influenciam nessa relacdo, pois
eles aumentam a protecdo de 6rgdos radiossensiveis mais profundos (ICRP 2018; ICRP,
2002).

Dessa forma, o Conselho Internacional de Protecdo contra Radiacdo (ICRP)
passou a determinar os limites de exposicdo a radiacdo aos trabalhadores com risco
ocupacional em até 20 mSv ao ano. E para a populacdo essa dose € ainda menor
chegando a um total de 3 mSv ao ano (ICRP, 2018; ICRU, 1994). Estes séo os valores
considerados como padrdo ouro pelas instituicOes para elaborar o controle da exposicéo
humana & radiacdo, inclusive adotados aqui no Brasil pela Comissdo Nacional de

Energia Nuclear aqui no Brasil (2011).
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Assim sendo, de acordo com a ICRP (2018), esses valores sdo considerados
limitantes e ndo podem ser mensuraveis, sendo utilizados como uma estimativa de
protecdo a exposicdo radioldgica. Todavia, esses valores de protecdo sdo muito
questionados por parte da comunidade cientifica, a qual defende que baixas doses de
radiacdo ndo oferecem riscos a saude humana. Dessa forma é necessario compreender
com mais exatiddao essa relacdo para propor novos parametros de protecdo (BEIR,
2005).

1.3 OS EFEITOS BIOLOGICOS DA RADIACAO GAMA

Analisando as manifesta¢fes clinicas das vitimas das bombas do Japédo, dos
acidentes de Chernobyl e Fukushima, assim como de outros trabalhos experimentais €
evidente que a radiagdo ionizante é maléfica para a saide humana. Todavia € necessario
identificar com maior precisdo o limite real para a exposicdo humana a radiacao
ionizante, pois ndo existe um consenso em relacdo aos efeitos biologicos de pessoas
expostas a baixas doses de radiacdo (POLLYCOVE 2007; SUIT et al., 2007).

A andlise dos sobreviventes das bombas ao longos dos anos pela RERF permitiu
identificar as diferentes formas de manifestacdes clinicas causadas pela exposicao
humana a radiacdo. Assim foi possivel classifica-las de acordo com a cronologia do
aparecimento das comorbidades em: agudas, de médio ou de longo prazo. Durante as
explosbes houve uma liberacdo muito grande de radiacdo e energia na forma de calor.
As pessoas que estavam mais proximas ao hipocentro foram completamente
incineradas, queimadas ou sofreram de envenenamento radioativo. O envenenamento é
uma reacdo aguda do organismo ao receber altissimas doses de radiacdo (> 1 Sv), e
normalmente manifesta-se com febre, nauseas, vomitos, sincopes, hemorragias internas,
edema, lesdes orofaringeas, purpura e epilacdo. Acredita-se que ~160 mil pessoas
tenham morrido em Hiroshima e ~80 mil em Nagasaki, sendo que a metade dessas
mortes ocorreram nas primeiras 24 horas, boa parte dessas podem ser consideradas
como reacOes agudas da radiacdo ( EL-SHEIKH et al., 2018; RERF, 2014; HSU et al.,
2013; BIELEFELDT-OHMANN et al., 2012).

As manifestagdes clinicas variavam conforme as caracteristicas individuais das
pessoas, sendo que essa variacdo esta ligada a resisténcia a radiacdo. Curiosamente a
prevaléncia de ocorréncias medicas relacionadas a epilagdo e a febre diminuiam

conforme a distancia do centro das explosbes, ou seja, a quantidade de radiagdo
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absorvida é uma das varidveis que influenciam para o surgimento dos efeitos biolégicos
indesejaveis nos humanos (RERF, 2014; PRESTON et al., 2004; FOLLEY; BORGES,
YAMAWAKI, 1952).

O restante das mortes ocorreu principalmente nos primeiros meses apds as
explosdes por diversas complicacfes de salde oriundas dessa altissima exposicéo,
sendo que essas mortes sao consideradas associadas as rea¢des de curto e médio prazo
(HSU et al., 2013; PRESTON et al., 2004; RERF, 2014). Dos 15% das doses liberadas
pela explosdo de radiacdo nuclear, 5% foi de radiacdo liberada na parte inicial em até 30
segundos apos as explosdes e 10% foi de radiacdo residual. Essa radiacdo residual
consistiu em grande parte na precipitacdo de elementos radioativos que podem
permanecer nos ambientes por muito tempo, causando a contaminacdo continua da
populacdo residente do local. Essa forma de exposicdo também colaborou para o
surgimento dos efeitos deletérios da radiacdo, principalmente os de médio e de longo
prazo (SUTOU, 2017).

Os organismos vivos, quando expostos a niveis criticos de radiacdo, manifestam
os efeitos biologicos da fase tardia apOs passarem por uma série de adaptacOes
morfofisiologicas que podem demorar anos para ocorrer (SHARMA et al., 2019;
KUMAR et al., 2018). Estas manifestacbes também estdo correlacionadas a
sensibilidade individual a radiacdo, ao tempo de exposicdo e a dose absorvida. Nos
sobreviventes das bombas nucleares, a radiacdo ionizante influenciou o
desenvolvimento de diversas patologias tardias como a catarata, o glaucoma, a
hipertensdo, o célculo renal e também o céncer, tanto os sélidos quanto os sistémicos
(YAMADA et al., 2004). A leucemia, assim como outras desordens hematoldgicas, foi
uma das primeiras evidéncias tardias e também uma das mais prevalentes causadas pela
radiacdo, afetando mais as criancas (DOUPLE et al.,, 2011; FOLLEY; BORGES;
YAMAWAKI, 1952).

Para considerar os efeitos da radiacdo também € necessario distinguir o que é
exposicdo para 0 gque € a contaminacdo radioativa. A exposicdo pode ocorrer mesmo a
distancia da fonte, ou seja, relacdo € indireta. Enquanto a contamina¢do normalmente
estd ligada ao contato direto da pele ou das mucosas com os elementos radioativos. A
contaminacdo geralmente é mais maléfica ao organismo e pode se tornar permanente
nas cadeias alimentares por meio da magnificacdo trofica, até por exemplo, contaminar
um ser humano através da alimentacdo ou inalacdo de um material radioativo (ICRP,
2018; ICRP, 2002; UNSCEAR, 2002).
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Aqui no Brasil, o tragico acidente em Goiania em 13 de setembro de 1987,
causado pelo césio-137, foi considerado o maior acidente de contaminagdo fora das
usinas nucleares em todo o mundo. A cépsula de césio-137 foi encontrada por catadores
de ferro-velho e ao ser aberta no estabelecimento do senhor Devair Ferreira, gerou um
rastro de contaminacgdo. Neste episodio, as vitimas apresentaram imediatamente apds o
contato sintomas agudos como nauseas, vomitos e diarreia. Algumas vitimas fatais
receberam doses aproximadas de 5-6 Sv. Essas pessoas apresentaram quadros de
disfuncdo em diversos 6rgdos, edema e hemorragia interna, morrendo dias ap6s o
ocorrido. O proprietario do ferro-velho, o senhor Devair ferreira, faleceu ap6s 7 anos do
episddio apos o desenvolvimento de cancer. Em 2012 ap6s 25 anos do acontecimento, a
Associacdo das Vitimas do Césio 137 afirma que ~1600 pessoas tenham sido afetadas
diretamente e que 104 pessoas morreram nos anos seguintes apds a contaminagcdo em
virtude do cancer e outros problemas de salde desenvolvidos pela contaminagéo
(CESI0137, 2020; CRUZ, GLICKMAN, 1997; CNEN, 1988; IAEA, 1988).

Nesses episddios, onde as pessoas foram expostas a grandes cargas de radiagédo
os efeitos agudos eram de imediato, e em algumas pessoas a leucemia tambem se
manifestava rapidamente. Portanto é facilmente compreendido que altas doses de
radiacdo sdo maléficas para a saude humana. Entretanto, existe uma controvérsia a
respeito de um limite para isso, 0 que envolve o limiar e uma lineariedade sobre os
efeitos bioldgicos da radiacdo ionizante, ou seja, até que ponto a radiacdo ndo causa
prejuizos. Isso se deve ao fato que doses consideradas altas de radiacdo (>1 Sv) séo
mais preditivas de serem analisadas, enquanto as doses mais baixas de radia¢do (< 1 Sv)
ainda geram muitas incertezas, e sdo mais dificeis de serem analisadas e reproduzidas
(POLLYCOVE, MYRON, 2007; BEIR, 2005; FEINENDEGEN, POLLYCOVE,
SONDHAUS, 2004; POLLYCOVE, FEINENDEGEN, 2001).

Entdo, é dificil predizer um valor minimo exato de exposicdo a radiacao,
principalmente das doses mais baixas, pois ndo existe um limite real estabelecido pela
comunidade cientifica, e este € um dos grandes embates sobre esse assunto. Entdo nédo
h& um relacdo concreta entre dose e efeito, principalmente com valores abaixo de ~100
mSv, o que dificulta a possibilidade da criacdo de medidas protetivas mais eficazes. E
também gera muitas discussdes sobre esse assunto, pois a maioria desses autores
considera que as medidas de protecdo devem ser revisadas (POLLYCOVE, MYRON,
2007; BEIR, 2005; FEINENDEGEN; POLLYCOVE, SONDHAUS, 2004;
POLLYCOVE, FEINENDEGEN, 2001).
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E necesséario estabelecer esse limite, pois as normativas direcionam todo o
controle e os processos de trabalho que envolvem o uso da radiacdo, na realidade a
construcdo desse conhecimento facilitaria também medidas preventivas e de controle
com maiores ajustes para outras condi¢des, até mesmo no caso do controle da exposicdo
de tripulantes em viagens espaciais, onde a exposic¢do a radiacdo é continua no espago
(YU etal., 2017; NASA, 2007; BEIR, 2005).

Em humanos, doses de radiacdo ~ 1 Sv.y' podem causar nauseas, enjoo,
vertigem e vOmito tipicos de reagdes agudas por envenenamento. Em estudos
laboratoriais, as doses mais altas de ~5 Sv.y™, tanto as agudas quanto as fracionadas,
foram capazes de causar danos em diversos 6rgaos e sistemas bioldgicos. Essas doses
sdo capazes de aumentar o estresse oxidativo, a peroxidacdo lipidica, gerar—danos
mitocondriais, prejuizos cardiovasculares e alteragdes morfologicas severas
imediatamente ou dias apds a exposi¢do. Muitos estudos utilizam dosagens acima de 1
Sv.y™ para causar prejuizos bioldgicos irreversiveis provocando uma desorganizacéo
estrutural tecidual em diferentes 6rgéos, principalmente os germinativos, 0s quais sdo
considerados 0s mais sensiveis. Esses valores de radiacdo também foram utilizados
pelos pesquisadores para gerar tumores sistémicos e solidos em modelos de animais
(EL-BATAL, 2018; EL-SHEIKH et al., 2018; DAINO et al., 2018; IMAOKA et al.,
2007; AINSWORTH et al., 1989).

De acordo com a NASA (2007), uma dose de 3 a 5 Sv aplicada de forma aguda
resultara em 6bito em 50% dos casos. Doses ~ 10 Sv.y” pode causar a morte em
questdo de poucos dias ou semanas. Essas doses causam sangramentos, diminuicdo na
contagem de plaquetas, inibicdo do sistema imune, leucopenia, infertilidade, danos
teciduais e alteracdes moleculares. Todas essas manifestacdes sdo tipicas de altissimas
doses, porém os efeitos causados por doses menores que 1 Sv.y™ sdo mais dificeis de
serem determinados pelos métodos atuais utilizados.

A ICRP estipulou o limite humano para exposicéo a radiacdo em ~3 mSv.y™, o
que contraria a visdo de muitos pesquisadores que afirmam que doses < 100 mSv ndo
sdo capazes de causar danos detectaveis em individuos expostos. Este limite
estabelecido pela ICRP é o mesmo que um habitante norte americano recebe
anualmente por radiacdo cosmica, ou seja, o valor ja esta no limite do que é natural
(COUTINHO et al., 2020; BEIR, 2005).

Muitos trabalhos indicam que baixas doses de radiacdo ndo causam prejuizos a
salde humana, porém é necessario estipular esse limite. De acordo com a BEIR VII

(2005), uma pessoa exposta a 100 mSv tem aproximadamente 1/1000 a chance de
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desenvolver o cancer tardiamente, enquanto que uma dose de 1.000 mSv pode causar 0
cancer em cerca de 1/20 pessoas. Na BEIR VII (2005) considera-se que existe uma
relacdo linear dose-dependente entre a exposicdo a radiacdo ionizante e o
desenvolvimento de cancros sélidos em humanos. Eles também afirmam que existe
pouca relacdo entre a exposi¢édo a baixas doses de radiacdo com o desenvolvimento de
tumores, e seria improvavel mensurar com precisdo um limite abaixo do qual os
canceres ndo sdo induzidos (BEIR, 2005).

Trabalhos experimentais que utilizaram doses entre 10 — 300 mSv.y™ afirmam
que nessa faixa de radiacdo ndo ha risco para a exposicdo humana, pois em seus
modelos ndo se observou danos bioldégicos em diversos tecidos analisados como 0s
ovarios, Utero, intestino, figado e rins (KIMLER et al., 2018; KUMAR et al., 2018;
TAYLOR et al., 2014; POLLYCOVE et al., 2007).

Outra pesquisa ao avaliar os efeitos tardios da exposicdo a radiagdo gama
mostrou que ap6s 6 meses de irradiagdo com 0.05 Gy os camundongos BALB/c nado
tiveram nenhuma alteracdo biologica evidente nos tecidos avaliados, porém a radiacdo
foi capaz de modular os niveis da citocinas analisados (JANGIAM et al., 2018). Isso
indica que mesmo sem uma manifestacdo bioldgica significante, os baixos niveis de
radiacdo sdo capazes de modular a atividade imunolégica bem como de outros
processos celulares, como 0s mecanismos de exaustdo, reparacdo molecular e atividade
das enzimas antioxidantes (JANGIAM et al., 2018; POLLYCOVE et al., 2007).

Com trabalhos mostrando resultados iguais a estes, a comunidade cientifica
passou a questionar os valores adotados pelas entidades de protecédo por elas seguirem o
conceito estocastico e o principio ALARA. Assim, surgiram outras hipoteses para tentar
explicar a relacdo entre os efeitos biolégicos com a exposicdo a baixas doses de
radiacdo. De acordo com o ponto de vista deterministico, os prejuizos bioldgicos que a
radiacdo pode gerar depende de inimeros fatores, como a pré-disposicdo, o tempo e a
intensidade da exposicdo (BALDWIN, GRANTHAM, 2018; UNSCEAR, 2013;
UNSCEAR, 1993).

Além disso, este conceito considera que para avaliar os efeitos da exposi¢do a
radiacdo a salde humana, é necessario diferenciar qual é fonte geradora de radiacéo,
qual tipo de radiacdo, o tempo de exposicdo, a dose absorvida, além dos critérios
individuais como idade, sexo e predisposicdo genética para estimar a efetividade da
dose e a possibilidade do desenvolvimento de alguma comorbidade, incluindo o cancer
(OZASA, GRANT, KODAMA, 2018; DOUPLE et al., 2011; FEINENDEGEN,
POLLYCOVE; SONDHAUS, 2004; ICRP, 2002).



918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929
930
931
932
933
934
935
936
937
938
939
940
941
942
943
944
945
946
947
948
949
950
951
952

Entretanto, o conceito da hormesis radioativa defende que as baixas doses de
radiacdo sdo benéficas para a saude, essas duas correntes sdo mais proximas do conceito
deterministico. De acordo com a hormesis radioativa, nossos tecidos biologicos
possuem um sistema adaptativo que permite um certo grau de exposicao a radiacdo sem
causar dano. Essa adaptacdo promoveria 0 aumento do poder antioxidante celular,
ativando os mecanismo antitumorigénicos e a reparagdo tecidual. Esses trabalhos
defendem que as baixas doses de radiacdo estdo associadas a uma reducdo na
mortalidade por cancer e outras comorbidades. Eles observaram resultados de estudos
populacionais e experimentais com forte indicativo estatistico para defender seu ponto
de vista de que as baixas doses de radiacdo sao benéficas para a satde, porém ndo ha um
limite para esse efeito bem estabelecido (BALDWIN, GRANTHAM, 2018; WEBER;
ZANZONICO, 2017; FEINENDEGEN, POLLYCOVE et al., 2004).

Todavia ndo hd uma precisdo bem definida e clara para estabelecer os niveis
permitidos de baixas doses de radiacdo sobre a saude humana. Os valores indicados de
protecdo visam evitar a0 maximo o risco para o desenvolvimento de alteracdes severas
na saude, todavia muitos autores questionam esses limites, considerando que ha uma
certa elasticidade e susceptibilidade para a exposicdo a radiacdo ionizante que nao €
atendida pelo atual modelo vigente de protecdo (POLLYCOVE, FEINENDEGEN,
2001).

O Conselho Nacional de Pesquisa Americana, que aborda os efeitos da
exposicdo a radiacdo ionizante LET a saude humana (BEIR, 2005), considera que
baixas doses de radiacdo ndo representa risco a saude. Esse relatorio foi criado a partir
da observacdo de inumeros estudos cientificos incluindo aqueles com 0s sobreviventes
das bombas e dos acidentes nucleares de Chernobyl e Fukushima. Eles consideram que
as baixas doses s&o aquelas na faixa de quase zero até cerca de 100 mSv.y™* (0.1 Sv.y™)
de radiacdo gama, ou seja, cinco vezes maior do que a estabelecida pela ICRP (2018).

Entretanto essas doses que variam de 0 — 100 pSv.y’ sdo praticamente
impossiveis de serem reproduzidas em laboratdrio para estimar com precisdo os efeitos
da radiacdo gama sobre os componentes bioldgicos. A maioria das pesquisas utilizam
reatores nucleares, em experimentos com doses agudas ou fracionadas para obter seus
resultados (SHARMA et al., 2019; CHERNYAVSKIY et al., 2017; LEE, YOON, 2005;
FEINENDEGEN, POLLYCOVE; SONDHAUS, 2004; POLLYCOVE,
FEINENDEGEN, 2001).
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Esses trabalhos colaboram largamente para esse conhecimento, todavia para
utilizar seus resultados para comparar, por exemplo, com humanos que recebem
diariamente a radiacdo, elas séo ineficazes (COUTINHO et al., 2020; ICRP, 2018;
BEIR, 2005; UNSCEAR, 1994). As pessoas analisadas incluiam tantos as expostas a
radiacdo em procedimentos médicos, profissionais que correm risco ocupacional quanto
as que habitam locais que emitem naturalmente a radiacdo (GYULEVA et al., 2015;
ICRP, 2002).

Ha& relatos na literatura que mostram que locais que emitem naturalmente a
radiacdo estdo associados ha uma maior incidéncia de alteracdes bioldgicas incluindo o
cancer (VEIGA et al., 2006; VEIGA; KOIFMAN, 2005). Entretanto, outros estudos
mostram que ndo existem evidéncias cientificas que provem um aumento de
comorbidades nesses lugares (ESLAMI et al., 2019; GYULEVA et al., 2015).

Em média um humano recebe cerca de 3 mSv ao ano de radiacdo natural. Em
procedimentos medicos, a exposi¢do de uma radiografia de térax é cerca de 0.1 mSv e
de uma tomografia computadorizada de corpo inteiro (CT) é cerca de 10 mSv. Todos
essas doses superam os valores adotados pela ICRP (2018). De acordo com a BEIR VII
(2005), existem muitos desafios a serem superados para estimar os efeitos de baixas
doses de radiacdo sobre a saude humana, pois ha uma forte relacdo linear de dose-
resposta entre a exposicdo a radiacdo ionizante e o desenvolvimento de cancros sélidos
em humanos. Por isso, sS40 necessarias maiores investigacGes para estimar a relacdo
entre a dose e o efeito partindo de valores ~ 0 até 100 mSv.y? (COUTINHO et al.,
2020; VEIGA, KOIFMAN, 2005; UNSCEAR, 2003).

A radiacdo emitida por fontes naturais pode gerar riscos para a populacdo de um
determinado local, quando sua taxa é considerada alta. Aqui no Brasil a cidade de
Guarapari € uma das que possuem a maior emissdo de radiacdo natural em todo o
mundo (VEIGA, KOIFMAN, 2005). E para avaliar o risco para essa exposicao,
primeiramente € necessario investigar os efeitos em modelos de animais. Para isso, a
criacdo de simuladores que emitem baixissimas doses de radiacdo pode ser uma
ferramenta importante para esse processo, pois a dinamica de exposi¢do a radiacdo
natural é praticamente impossivel de ser reproduzida por um reator nuclear. Também é
possivel ajustar as doses e a dindmica de exposicdo utilizando tais simuladores
(COUTINHO et al., 2020)

Dessa forma, é imprescindivel entender a relacdo do limiar e da lineariedade dos
efeitos bioldgicos causados pelas baixas doses de radiacdo gama. Principalmente pela

importancia econdmica que envolve o assunto e por haver tantas divergéncias de
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resultados encontrados na literatura. Assim, é necessario estimar com mais exatiddo a
dosagem e a cronologia do surgimento desses efeitos biol6gicos em modelos que

consigam mimetizar as mesmas condicdes de exposi¢do natural.

1.4 RADIACAO NATURAL DAS AREIAS MONAZITICAS-GUARAPARI-ES

Naturalmente o homem é exposto a radiacdo ionizante, desde aquela que atinge a
Terra proveniente do espaco até a radiacdo emitida por elementos naturais aqui
encontrados. Essa radioatividade variou ao longo dos milénios e acompanhou todo o
processo de evolucdo aqui na Terra, essa heterogeneidade pode ter sido suficiente para
ter moldado a fisiologia, as mutacbes genéticas, influenciando o processo de selecédo
natural (M@LLER, MOUSSEAU, 2013). Essa relacdo ao longos dos anos, de um certo
modo, permitiu a continuacdo das diferentes espécies por muitas geracdes. Mesmo
assim existem muitos questionamentos a respeito dessa relacdo, principalmente sobre os
efeitos biologicos de baixas doses de radiacdo sobre a saldde humana (SCOTT,
THARMALINGAM, 2019).

O estado do Espirito Santo, é considerado uma das regides com maior emissao
natural de radiacdo gama de todo o pais, e também do mundo. Na cidade de Guarapari,
as Praia da Areia Preta e Meaipe sdo consideradas as que possuem maior emisséo (~20
mSv.h™) de radiacdo natural, com valores aproximados da cidade de Kerala na india
(COUTINHO et al., 2020; VEIGA, KOIFMAN, 2005).

Esta é uma cidade litoranea, formada de lindas praias que atraem visitantes
durante o ano inteiro. A cidade de Guarapari, possui uma populacdo estimada em
110.000 habitantes, podendo chegar até 1 milhdo de pessoas no verao, principalmente
devido ao fluxo de turistas. Devido a sua importancia econémica, e o ciclo intenso de
pessoas durante o0 verdo, a exposi¢do humana a essa radiacdao natural deve ser avaliada
(IBGE, 2017).

Como muitos autores acreditam que as baixas doses de radiacdo podem possuir
efeitos benéficos para saude, os municipes as autoridades locais consideram que
Guarapari seja a “cidade saude”. Essa regido entdo passou a despertar o interesse de
toda comunidade em relacdo ao seu potencial terapéutico, a qual promoveria protecao
contra o cancer e outras doencas autoimunes como 0 reumatismo, assim o municipio de

Guarapari passou a ter notoriedade nacional. Porém até o0 momento ndo houve nenhuma
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pesquisa mostrando tais beneficios (FUJINAMI, KOGA, MORISHIMA, 2000; GUIA
ONLINE, 2020; IBGE, 2017).

A radiacdo presente na cidade de Guarapari € proveniente das areias
monaziticas. Ela possui em sua composi¢do abundante quantidade de monazita, minério
constituido por fosfatos de metais do grupo do cério, e do tério, principalmente o tério
isotopo 232. O torio é um metal pesado instdvel e em seu decaimento forma o gas

natural radénio (Rn®*°) e no final da série de decaimento o chumbo 212 (Pb??), além da
radiacdo ionizante como o raio gama, conforme Figura 2 (CNEN, 2011; VEIGA et al.,

2006).

e b & ke 6 e ) B 9 p 29 a »4
233 Th— %33 Ra— %35 Ac - 255 Th - 33 Ra - 22%Rn
a
20 216
g _2girl @ a asAt B 4
s 5 -
a5Pb o, 83 2 ‘s PO

Figura 2: Decaimento radioativo do Tério. Extraido de (FOGACA, 2020).

O gés radonio de acordo com a NASA (2007) é responsavel por mais da metade
da exposicdo a radiacdo para o publico em geral na crosta terrestre, este é proveniente
principalmente do decaimento do uranio. O gas rad6nio possui um curto alcance, pois
logo apos ser produzido sofre rapidamente decaimento radioativo transformando-se em
polénio (CNEN, 2011). A figura 3 representa as maiores fontes de exposicdo humana

para a radiacdo.
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Figura 3: Principais fontes de exposicdo humana a radiacdo. Modificado de (NASA,
2007).

Estudos como o de Veiga e Koifman (2005) mostraram que ha um aumento na
mortalidade por diferentes tipos de cancer em regides que emitem a radiacdo natural.
Porém outros estudos indicam que essa exposi¢ao ndo confere risco para saide humana.
Portanto, baixas doses, como as encontradas em ambientes naturais, precisam de
maiores investigacdes para elucidacdo de seus efeitos (MORTAZAVI et al., 2019; JAIN
et al., 2016; MELO et al., 2012).

Para obter dados mais precisos sobre 0s riscos associados a exposicdo a radiacao
natural para a saide humana, é necessario criar um modelo que mimetize as mesmas
condicBes naturais para obter resultados mais confiaveis em relacdo aos seus efeitos
biologicos. Pois a radiacdo emitida nos ambientes naturais aqui na Terra, sofrem
inimeras influéncias e sua taxa de emisséo € variavel ao longo dos anos. Isso quer dizer
que é um erro comparar os trabalhos que utilizaram outros métodos de irradiacdo com
os efeitos que podem ser observados em uma condi¢do natural (COUTINHO et al.,
2020; ICRP 2018; WEBER, ZANZONICO, 2017; VEIGA, KOIFMAN 2005).

Para avaliar os riscos da exposicdo populacional a fontes naturais de radiacdo é
preciso considerar a dindmica da exposicdo, as taxas radioativas encontradas nesses
locais bem como as caracteristicas dessa populagdo (UNSCEAR, 2000). Por isso, €é
necessario mimetizar as mesmas condi¢es de exposicdo para se obter dados mais

precisos em relagcdo ao risco para a saude humana em relacdo a uma exposicao natural
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(BALDWIN, GRANTHAM, 2018; ZANZONICO, 2017; VEIGA, KOIFMAN, 2005;
WEBER).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos biologicos de
baixas doses de radiagdo produzidas por um simulador fisico de radiacdo gama (SF),
utilizando as areias monaziticas da praia de Meaipe. Assim sendo, espera-se que 0S
resultados aqui obtidos possam colaborar para o entendimento de limites mais precisos
sobre o limiar e a lineariedade dos efeitos bioldgicos de baixas doses de radiagéo.

2 METODOLOGIA

2.1 SIMULADOR FiSICO DE RADIACAO GAMA

O simulador fisico de radiacdo gama (SF) foi construido para reproduzir a
composicao fisica da areia de monazita encontrada na praia de Meaipe, localizada na
cidade de Guarapari, estado do Espirito Santo, Brasil. A areia de Meaipe possui
minerais densos como magnetita (FesO4), ilmenita (FeTiOs3), rutilo (TiOy), zircdo
(ZrSi0O,4) e monazita (Ce, La, Y, Th) PO,. Devido a presenca de tério, a areia monazita
apresenta niveis naturais de radiacdo gama (COELHO et al., 2005).

A taxa de dose absorvida de radiacdo gama exibe uma variacéo significativa do
nivel radiativo no tempo e no espaco na praia de Meaipe (Fig. 4). As medicOes de
radiacdo foram realizadas, a 10 cm de altura sobre a areia, usando um detector Gamma
Scouter acoplado a um localizador GPS Etrex 10 (Garmin). Os resultados mostraram
que a praia de Meaipe é um sistema aberto e dindmico, impedindo uma caracterizacao
Unica da radiacdo local. Assim, qualquer discussdo sobre os niveis de radiacdo na praia
de Meaipe tem sua validade restrita a um determinado momento e local.

Neste trabalho, optou-se por investigar a resposta biologica de ratas Wistar com
aproximadamente 10 semanas a niveis extremos de radiacdo natural encontrados em
Meaipe. Assim, o SF foi construido com uma amostra de 20 kg de areia, coletada em
(20,739° S; 40,545°W), em 19 de marco de 2017, representando uma taxa de dose

extrema de radiagiio gama de cerca de 20 pSv.h™, conforme ilustrado na Fig. 4.
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Figura 4: Taxa de dose de radiacdo gama medida ao longo da praia de Meaipe. Valores
observados de 19 de marco a 30 de dezembro (a cada duas semanas) 2017. A areia
utilizada para a construcdo do SF foi coletada em 19 de margo (bolas vermelhas) na
intensidade de 20 uSv h™ a (20,739 ° S; 40,545 ° W). Os valores médios anuais
espaciais sdo representados em uma linha preta grossa.

A areia coletada foi submetida a uma peneira com malha de 1 mm para remogéo
de conchas e pequenos pedacos de material organico. A areia foi entdo lavada com
hipoclorito e seca por 8 horas em um forno a 120 °C, eliminando substancias organicas
e 0rganismos Vivos.

Para a montagem do SF, a areia limpa foi colocada em quatro caixas (60 cm x 40
cm x 10 cm), ocupando 1/3 do volume de cada caixa. Entre as paredes da caixa e a
areia, foi instalada uma chapa de chumbo com 2.5 mm de espessura para bloquear a
emissdo de radiacdo em todas as direcOes, exceto na dire¢cdo normal da superficie da
camada de areia. Duas gaiolas de PVC, cada uma com 4 ratos, foram instaladas nessas
superficies de areia (denominadas HR - nivel alto de radiacdo) e duas outras gaiolas de
PVC, também com quatro ratos cada, em uma prateleira imediatamente acima deste
conjunto, 50 cm de altura (referido aqui como LR — nivel mais baixo de radiacdo),
conforme ilustrado na Figura 5. Além dessas gaiolas, outras duas gaiolas com 4 ratos
cada, foram montadas sem areia (referido aqui como grupo de controle CON).

Os animais do grupo HR foram expostos diariamente durante 3 meses a uma
média de radiacdo de ~20 pSv.h™ (ou cerca de 175 mSv.y™ no total). Os animais do

grupo LR registraram um valor em torno de 3,6 pSv.h™ (~ 32 mSv.y™).
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Figure 5: Configuracdo esquematica do Simulador Fisico de Radiagdo Gama.

Como a radioatividade da areia de Meaipe esta ligada ao conteudo do elemento
quimico do torio, torna-se necessario quantificar esse conteddo na maior taxa de dose da
regido de radiacdo gama observada em 19 de marco de 2017. Para esse fim, foi
analisada uma amostra de 20 Kg de areia. A caracterizacdo granulometrica (Tabela 03)
da amostra da areia indica que a maior parte da radiacdo estd associada a particulas

menores que 200 um (a seguir denominada fracéo de areia.

Tabela 3: Distribuicdo do tamanho das particulas de areia e dose associada. Amostra de
areia coletada em 19 de marco de 2017, com dose total de radiagdo de ~20 pSv.h™.

Tamanho médio das

particulas Massa (%0) Dose
(Hm) (%) (uSv.h™)
<500 16,67 0,12
<425 17,26 1,13
< 355 20,13 0,75
< 300 18,21 0,09
<200 22,48 3,58
<100 5,25 14,32
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Para melhorar a quantificacdo do torio, os componentes magnéticos foram
retirados da fragcdo de areia aplicando um campo magnético de 0.3T. A fragdo de areia,
sem componentes magnéticos, foi submetida a anélise de fluorescéncia de raios-X
(Tabela 4).

Tabela 4: Composicdo quimica da areia com granulometria menor que 200 um e sem
componentes magnéticos.

Elemento  Massa (%) Des. padréo
Ce 28,89 0,06
Nd 25,16 0,05
Zr 19,46 0,02
Si 9,6 0,1
Ti 7,96 0,02
Th 4,26 0,01
Ba 2,04 0,09
Ca 0,82 0,03
Y 0,73 0,01
Hf 0,67 0,02
S <05
Se <0,5

Verificou-se que as amostras de areia com a taxa de dose absorvida de radiacédo
gama de 20 uS.h™ estavam associadas & presenca de particulas menores que 200 um e
que a fracdo de areia sem 0s componentes magnéticos apresentava 4,3% da massa de
torio (Tabela 4).

2.2 ANIMAIS

Para facilitar a avaliacdo da funcdo reprodutiva, neste estudo foram utilizadas
ratas fémeas adultas (10 semanas de idade) mantidas em um ambiente com a umidade e
a temperatura controlada entre 23 e 25° C, com um ciclo claro escuro de 12:12 h. Os
animais tiveram o fornecimento de &gua e comida ad libitum. Todos os protocolos
foram aprovados pelo Comité de Etica em Animais da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES, n° 05/2018). Além disso, todos os experimentos foram realizados de
acordo com as Diretrizes de Pesquisa Biomédica para o Cuidado e Uso de Animais de

Laboratorio disponiveis on-line e seguiram as recomendagdes das Diretrizes da
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Associacdo Americana de Medicina Veterinaria (2007). As ratas foram mantidas de
acordo com a figura 5 e divididas em trés grupos. As ratas do grupo controle (CON, n =
8) ndo foram expostas a radiacdo gama. As ratas do grupo HR (n = 8) foram expostos a
alta radiacdo (HR ~20 pSv.h™) e os animais do grupo LR (n = 8) foram expostos a
niveis mais baixos de radiacdo (LR ~3,6 uSv.h™). Os animais foram expostos durante 3
meses na tentativa de esgotar 0s possiveis mecanismos de reparo celular existente. Eles

também foram pesados semanalmente durante todo o periodo de estudo.

2.3 COLETA E PESO DE TECIDOS E ORGAOS

Os animais foram pesados semanalmente. Anteriormente a eutanasia, 0s animais
foram anestesiados com ketamina (50 mg kg*, ip.) e xilazina (10 mg kg™, i.p.,
Fontoveter, Brazil). Foi realizada uma laparotomia mediana de aproximadamente 2 a 3
cm para extracdo dos tecidos (pituitaria, coracdo, pulmdes, timo, figado, baco, adrenal,
rim, Gtero, ovarios, musculo s6leo e o musculo extensor longo digital). Os 0Orgéos
Umidos foram isolados para avaliar o indice de hipertrofia/atrofia tecidual.

Para estimar o indice de hipertrofia/atrofia, os 6rgéos foram isolados, lavados
com salina 0.9% e o excesso de liquido foi removido com um filtro de papel. Em
sequida, os orgdos foram pesados e o peso do tecido umido (mg) corrigido pelo
comprimento da tibia (cm), para o célculo da razdo do peso imido (COUTINHO et al.,
2016).

2.4 PREPACAO DOS TECIDOS

Os orgdos (ovarios, Utero, figado, rins) foram fixados em paraformaldeido
diluido em uma solucdo de tampdo fosfato (4% PF-PBS) pH 7.4 por 24-48 h em
temperatura ambiente. Apo6s a fixacdo, os tecidos foram desidratados em uma série
graduada de etanol, limpos em xilol, posteriormente sendo embebidos em parafina a
60°C. Esses tecidos foram separados em blocos para avaliagdes histologicas posteriores
em cortes de 5 pum. As secdes foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E),
Picrosirius Red (PS) e Alcian Blue (AB) (COUTINHO et al., 2016).

2.5 AVALIACAO POR HISTOMORFOMETRIA
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Para histomorfometria dos ovérios, foram utilizados um ndmero total de 8
animais por grupo. Foram realizados 5 cortes por animal com um desbaste de 50 pm,
em um total de 60 campos analisados por grupo. Os foliculos foram relatados como
normais, atrésicos ou cisticos, de acordo com a morfologia. Os foliculos foram
classificados como pré-antrais quando contém duas a quatro camadas de células da
granulosa, sem espaco antral. Os foliculos antrais foram classificados ao conter trés ou
mais camadas de células da granulosa e um espaco antral claramente definido (LEE,
YOON, 2005). Os foliculos atrésicos (degenerados) foram considerados aqueles que
apresentavam ao menos um nicleo de odcitos degenerado, encurtamento da membrana
nuclear, vactolos no odcito ou alteracbes degenerativas nas camadas da granulosa,
incluindo encolhimento celular, picnose e cariorrexis. Os foliculos cisticos foram
definidos como foliculos dilatados, preenchidos com cavidades de liquido folicular e
revestidos com uma a quatro camadas de células espessas da granulosa redondas a
achatadas (SHI et al., 2009). Os foliculos primordiais e primarios ndo foram contados.
Foram utilizadas magnificacfes de 100x e 400x para analisar os foliculos.

Para histomorfometria dos rins, foi utilizado um nimero total de 8 animais por
grupo. Foram capturados 25 glomérulos por animal com uma objetiva de 40x para
posterior avaliacdo. A deposicdo superficial de colageno no tufo glomerular e da area
intersticial cortical foi determinada usando Picrosirius Red (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). As imagens foram medidas pelo software Image J (versionl1.33, Public Domain)
(COUTINHO et al., 2016).

Para histomorfometria hepatica, foi utilizado um niimero total de 8 animais por
grupo. Havia 5 fatias por animal com desbaste de 50 pum, em um total de 60 campos
analisados por grupo. A histomorfometria do figado foi realizada de acordo com
Bertuloso et al. (2015). Para o calculo da area do nucleo de hepatdcitos, foi utilizado o
programa Image J (VEKEMANS, BRAET 2004).

As imagens de alta qualidade (2048 x 1536 pixels) foram obtidas com um
microscopio Olympus (AX70; Olympus, Center Valley, PA), fotografadas com uma
camera AxioCamlICcl e exportadas para o Axio-Vision Software (software AxioVision
Rel. 4.8). As imagens foram medidas pelo software Image J (versdo 1.3.3, Dominio
Pablico).

2.6 QUANTIFICACAO DE MASTOCITOS

As secOes dos tecidos foram coradas com Alcian Blue (AB) de acordo com um

protocolo padréo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Cada se¢cdo de 5 mm foi utilizada
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para obter 20 fotomicrografias (objetiva 40x). O numero de células coradas
positivamente (isto €, células contendo granulos citoplasmaticos roxos) dentro do tecido
foi avaliado. As areas a serem analisadas foram selecionadas aleatoriamente, com a
excecdo de que os campos contendo vasos sanguineos de tamanho médio foram
cuidadosamente evitados. O numero de células coradas positivamente foi entdo
expresso como unidades por rea (mm?), conforme descrito anteriormente (COUTINHO
et al., 2016).

2.7 DETERMINACAO DAS FASES DO CICLO ESTRAL

O ciclo estral das ratas Wistars possuem duracdo de 4 ou 5 dias em média, e é
caracterizado por 4 fases, proestro, estro, metaestro e diestro. Estas fases foram
monitoradas por meio da técnica de esfregaco vaginal. Atraves da observacéo a fresco
de trés tipos celulares, Células Nucleadas, Epiteliais e Leucocitos, € possivel a
determinagédo da fase do ciclo. O fluido vaginal foi coletado através de micropipetas
plasticas contendo 0.1 mL de solucdo salina (NaCl 0.9%) em seguida transferido para
laminas de vidro e sobrepostos com laminulas para posterior observacdo em
microscopio 6tico com lente objetivas de 10x e 40x de aumento. Este procedimento foi
realizado apos 30 dias de exposicdo a radiacdo, os animais foram monitorados durante
15 dias entre 8:00 e 10:00 hs da manha (BECKER et al., 2005).

2.8 AVALICAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Os niveis de peroxidacdo lipidica foram determinados utilizando o ensaio
espectrofotométrico de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS), com base
na reacdo entre malondialdeido e &cido triobarbiturico, como descrito por Zovico et al.
(2016). Para avaliar a peroxidacdo lipidica nos ovarios foram colocadas 100 mg de
amostra do tecido em um eppendorf e homogeneizada em 500 pL de solucdo de acido
tricloroacético 15% misturado ao hidroxitolueno butilado 45 nM. Apds o processo de
homogeneizacdo as amostras foram levadas ao banho seco com temperatura de 100°C
por um periodo de 15 minutos. Assim que foram retiradas do banho seco as amostras
foram rapidamente centrifugadas a uma velocidade de 14.000 rpm por um periodo de 2
minutos a temperatura de 4°C. Ao término do processo de centrifugagdo 300 pL do
sobrenadante foram coletados e misturado com 300 pL de Acido tiobarbittrico 0,73%

com as amostras ainda quente. Rapidamente as amostras foram levadas novamente ao
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banho seco a 100°C por um periodo de 30 minutos. Em seguida ao término dos 30
minutos foram pipetadas 200 pL do sobrenadante de cada amostra em triplicata em
placa de Elisa e lida em comprimento de onda a 532 nm usando espectrofotometro. Para
0 célculo da concentracdo de MDA em cada amostra utilizou-se a seguinte formula:
Concentracdo de MDA (nmol) = [Absorbancia a 532 nm/ (coeficiente de extingdo molar
do MDA x caminho 06ptico)] x dilui¢do. Os valores foram corrigidos pela dosagem de
proteina feitos nas mesmas amostras pelo método de Bradford.

Os niveis de AOPP (produtos avancados de peroxidacdo de proteinas nos
ovarios foram determinados com 200 mg de amostra de tecido colocados em um
eppendorf para homogeneizacdo com 1.0 mL de &gua destilada. Ap0Os este processo as
amostras foram centrifugadas a temperatura de 4°C com velocidade de 3.500 rpm em
um tempo de 10 minutos. Foram pipetados diretamente na placa de Elisa 40 uL do
sobrenadante e acrescentado 160 pL de PBS, 10 pL de Kl e 20 pL de acido acético
glacial (ultrapuro), submetidos ao shaker para agitacdo com velocidade de 90 rpm
durante 6 minutos. A leitura foi realizada em comprimento de onda de 340 nm.
Imediatamente ao processo de agitacdo a leitura da placa foi realizado com o
comprimento de onda de 340 nm. A curva padrdo para quantificar os niveis de AOPP
foi feita com o0 uso de cloramina-T (0 a 100 uM). Todas as amostras foram feitas em
triplicata e o resultado final foi expresso em pmol/L. Os valores foram corrigidos pela

dosagem de proteina feitos nas mesmas amostras pelo método de Bradford.

2.9 AVALIACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS

O kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 citocina foi
utilizado para quantificacdo das citocinas IL-2, INFy, TNF, IL-4, IL-5, IL- 6, IL-10 e
IL-17A em uma mesma amostra. Os tubos para aquisi¢do foram preparados com: 50 pL
de amostra, 50 pL da mistura de beads e 50 pL do reagente de detec¢do Thl/Th2 PE
(Mouse Th1/Th2 PE Detection Reagent/1 vial, 4mL). O mesmo procedimento foi
realizado para a obtencdo da curva-padrdo. Os tubos foram homogeneizados e
incubados por duas horas, em temperatura ambiente, no escuro. Para a aquisicdo dos
dados foi utilizado o citdmetro de fluxo FACSCanto 1l (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA) acoplado a um computador. Foram
adquiridos 10.000 eventos de cada amostra e os dados coletados foram analisados pelos
softwares BDFACSDiva e FCSExpress (De Novo Software, Los Angeles, CA, USA).
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2.10 DOSAGEM DE ESTROGENIO E PROTEINA C REATIVA (PCR)

Apobs a laparotomia mediana, o sangue foi retirado por puncdo da veia aorta
abdominal em um tudo com acelerador de coagulacdo e centrifugado a 4000 rpm
durante 15 mim para extracdo do soro. As aliquotas foram armazenadas em um freezer -
80°C para posterior andlise do estrogénio e da proteina C reativa. Um total de 6
amostras por grupo foram disponibilizadas para realizar as dosagens. O estrogénio foi
dosado utilizando uma técnica de imunoensaio por quimioluminescéncia por meio de
um sistema analitico da Centaur XPT — Siemens com uma sensibilidade ~11.8 pg/mL.
A proteina C reativa (PCR) foi dosada utilizando um método de imunoturbidimetria
através de um sistema analitico Architecte CL4100 — Abbott com uma sensibilidade
~0.2 mg/mL. Esses dados foram realizados em parceria com o Laboratério Tommasi

Analitica -™PA

2.11 MENSURACAO DA PRESSAO ARTERIAL

A PA sistolica (PAS) foi avaliada por pletismografia de cauda em ratos
conscientes ap0s 60 dias da exposi¢do a radiacdo e determinada pelo método indireto do
manguito de cauda (IITC Life Science, Inc., EUA). Os animais foram contidos por 5 a
10 minutos e condicionados ao procedimento com ciclos de inflacdo-deflacdo do
manguito. Os resultados de trés medidas estaveis da PAS foram calculados em média. A
pressdo foi controlada automaticamente e os pulsos sistolicos foram detectados por um
transdutor de pulso. Um tamanho adequado do manguito foi selecionado para cada
animal (CLAUDIO et al., 2017).

2.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média = erro padrdo da média (EPM) e a
andlise estatistica foi realizada usando o GraphPadPrism 6 (GraphPad Software, La
Jolla, CA — EUA). As diferencas entre os grupos foram avaliadas pela analise de
variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste post hoc de Tukey. A diferenca com

significancia foi estabelecida em p <0.05.
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3. RESULTADOS

Neste trabalho a exposicdo a radiagcdo ionizante com as areias monaziticas ndo
geraram alteragcbes de peso significativas nas ratas irradiadas. N&o foi observada
alteracbes antropomeétricas entre os grupos analisados considerando o erro da medida
(Tabela 5).

Tabela 5: Avaliagdo do peso corporal, dos 6rgaos e dos tecidos.

Peso corporal, 6rgdos e tecidos CON LR HR

Peso corporal inicial (g) 160,75 + 7,95 172,00 £ 6,69 164,75 + 5,27
Peso corporal final (g) 277,50 + 8,32 279,25 +459 277,57 £ 7,90
Glandula pituitaria (mg) 0,38 + 0,02 0,34 £ 0,04 0,39 £ 0,03
Timo (g) 0,13+£0,01 0,09 £ 0,01 0,11 +£0,01
Coracéo (g) 0,26 £ 0,01 0,27 £0,01 0,26 £ 0,01
Pulmdes (g) 0,42 £ 0,01 0,41 £ 0,03 0,42 £ 0,02
Figado (g) 2,46 £ 0,08 2,47 £ 0,11 2,50+0,13
Baco (9) 0,16 £ 0,01 0,15 £ 0,09 0,15+ 0,09
Rins () 0,51+0,01 0,48 £ 0,01 0,51 +0,02
Glandula adrenal (mg) 17,98 £ 0,11 20,94 +0,11 19,68 + 0,09
Ovarios (mg) 30,06 + 0,13 26,30 +0,14  27,15+0,34
Utero () 0,19 + 0,01 0,17 £ 0,01 0,22 £ 0,03
So6leo (mg) 38,93 +0,28 40,06 + 0,41 37,59 +0,17
EDL (mg) 33,48 + 0,16 3544 +035 37,27 +0,17

CON, LR e HR respectivamente, grupo controle, alta radiacédo e baixa radiacdo. EDL
musculo extensor longo digital. O peso dos tecidos foi corrigido pelo cumprimento da
tibia (cm). Os valores foram expressos como MEDIA+ EPM.

Apo6s 60 dias de exposicdo a radiacdo monazitica, 0s animais nao tiveram
alteracdo entre os grupos em sua pressao arterial sistélica avaliada pelo método de
pletismografia caudal CON (113,00 + 4,76) mmHg; LR (113,71 £ 3,53) mmHg e HR
(114,85 + 3,51) mmHg. Além disso, ndo houve hipertrofia no coracdo dos animais
expostos a radiacao (Tabela 5).

A avaliacdo da estrutura ovariana mostrou que os foliculos cisticos do grupo HR
apresentaram volumes maiores que os encontrados nos outros grupos (fig. 6). Néo
foram encontradas diferencas na quantificacdo de mastdcitos por coloracdo com Alcian
blue (CON 2,15 + 0,16; LR 1,94 + 0,16; HR 2,06 + 0,19, mastdcito/ m?, Fig. 6J), e ndo
foram encontradas diferengas entre os grupos na anélise do estresse oxidativo por AOPP
(CON 39,78 £ 1,71; LR 38,60 £ 2,03; HR 42,99 = 4,08, uM cloramina-T/mg de
proteina, Fig. 6K) e pelo TBARS (CON 2,39 + 0,39; LR 2,42 + 0,60; HR 1,59 + 0,53,
nMol/mg de proteina, Fig. 6L).
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Figura 6: Analises histologicas do ovario de ratas Wistar coradas com H&E and Alcian
blue. Se¢des representativas do grupo CON (A, B, C), do grupo LR (D, E, F), e do
grupo HR (G, H, 1). Nao houve diferenca na quantificacdo de mastocitos nos ovarios
dos grupos analisados (J). Ndo houve diferenca na peroxidacdo de proteinas analisadas
pela técnica de AOPP e na peroxidacgdo lipidica pela téecnica TBARS (L). barra = 250
pum (A, D, G) e barra = 50 um (B, C, E, F, H, I). Pa: foliculo pré-antral; An: foliculo
antral; At: foliculo atrésico; Cys: foliculo cistico; CI: corpo luteo. As setas representam
0s mastacitos. Os valores foram expressos como média £ EPM (n = 8). (ANOVA uma
via, seguida de pos-teste Tukey’s).

Os resultados da contagem de foliculos ovarianos é mostrada na figura 7. N&o
houve diferenca na quantificagdo dos foliculos cisticos dos grupos (LR 2,90 £ 0,48 e
HR 2,87 + 0,10 foliculos mm?) em comparacdo com o CON (2.75 + 0.17 foliculos
mm?), como mostrado na Fig. 7A, e ndo houve diferenca na quantificacdo dos foliculos
atrésicos entre os grupos (CON 1,68 + 0,10; LR 1,59 + 0,18; HR 1,34 = 0,13;
foliculos/mm?, Fig. 7B).

Em nosso estudo, ndo encontramos diferenca entre a contagem de foliculos pré-
antrais nos grupos LR e HR em compara¢do com o grupo CON (LR 3,16 + 0,50; HR
3,18 + 0,48 vs. CON 4,06 + 0,08; foliculos/mm? Fig. 7C), e também ndo houve
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alteracdo na quantificacdo dos foliculos antrais (LR 4,79 + 0,76; HR 3,23 + 0,30 vs.
CON 5,64 + 1,086; foliculos/mm?, Fig. 7D).
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Figura 7: Analise dos foliculos ovarianos de ratas Wistar (n=8) coradas com H&E. (A)
indica foliculo cistico, (B) foliculos atrésicos, (C) foliculo preantral, (D) foliculo antral.
Os valores foram expressos como média = EPM.

Em relacdo ao ciclo estral (figura 8) ndo houve alteracdo evidente e as fases
permaneceram constantes durante os 15 dias avaliados, a radiacdo ndo foi capaz de
alterar o ciclo estral dos animais expostos. A exposicdao também nédo afetou os niveis de
estrogénio circulante dos animais irradiados em relacdo ao controle (Fig.8A), sendo (LR
15,06 + 1,17; HR 16,36 + 1,16 vs. CON 11,93 + 0,13 pg/ml de estrogénio). A
quantificacdo da Proteina C reativa ficou abaixo da sensibilidade do teste realizado em

todos os grupos > 0,2 mg/mL.
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Figura 8: Determinacdo do ciclo estral e quantificacdo de estrogénio circulantes. Os
valores foram expressos como média £ EPM. ANOVA uma via, seguida de pos-teste
Tukey’s.

Em relacdo a quantificacdo de citocinas inflamatorias no plasma dos animais,
ndo houve diferenca na concentracdo da TNF-a (LR 36,62 + 3,27; HR 34,96 + 2,49 vs.
CON 30,73 = 1,49 pg/ml, fig. 9A), e também ndo houve diferenca na IL-17A (LR 26,28
+ 4,96; HR 19,45 £+ 1,50 vs. CON 25,45 £ 5,10 pg/ml, fig. 9E). Houve diminui¢do nos
niveis de concentracdo do INF-y em comparacdo ao grupo controle (LR 15,29 + 2,26;
HR 15,90 + 1,39 vs. CON 30,19 + 4,76 pg/ml, fig. 9B), e da IL-2 (LR 8,79 + 0,34; HR
8,07 £ 0,65 vs. CON 12,87 £ 1,62 pg/ml, fig. 9C). A Unica citocina inflamatéria que
apresentou um aumento na concentragéo foi IL-6 em comparacao ao grupo controle (LR
24,37 +2,94; HR 21,97 + 1,78 vs. CON 13,99 + 1,27 pg/ml, fig. 9D).
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Figura 9: Citocinas inflamatorias circulantes (n=8). A) TNF-a, (B) INF-y, (C) IL-2, (D)
IL-6, (E) IL-17A. Os valores foram expressos como média = EPM. *p < 0,05 vs CON.
(ANOVA uma via, seguida de pos-teste Tukey’s).

Em relacdo as citocinas anti-inflamatorias houve diminuicdo nos niveis
plasmaticos da IL-4 dos animais irradiados (LR 26,48 + 5,21; HR 30,13 + 2,12 vs. CON
46,36 + 3,04 pg/ml, fig 10A) e da IL-10 (LR 150,93 + 33,86; HR 149,05 + 16,99 pg/ml,

fig. 10B) em comparagdo com o grupo controle.
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Figura 10: Niveis plasmaticos das citocinas anti-inflamatérias (n=8). A) IL-4, (B) IL-
10. Os valores foram expressos como média £ EPM. *p < 0,05 vs CON. (ANOVA uma
via, seguida de pos-teste Tukey’s).

Em relacdo aos aspectos histomorfométricos renal, as analises qualitativas ndo
demonstraram que houveram danos ao tecido renal, como vacuolizagdo basolateral,
atenuacdo da borda da escova e nucleos picndticos. O cortex e a medula renal
apresentaram aspectos morfologicos normais na coloracdo de H&E (Fig. 11). Néo

houve alteracbes na quantificacdo das células inflamatorias pela colocacdo do Alcian
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blue (CON 3,09 + 0,21 mm?; LR 3,27 + 0,27 mm?%; HR 3,33 % 0,22 mast4cito/mm?; Fig.
11J). Além disso, ndo foram identificadas diferencas na deposicédo de colageno (CON
3,98 + 0,16 mm*; LR 4,18 + 0,21 mm?; HR 4,27 + 0,21 Area de deposicdo de fibras de
colageno glomerular/area de tufo glomerular (%); Fig. 11K) pela coloragdo com

Picrosirius red.
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Figura 11: Morfologia de rins de ratas Wistar coradas com H&E, Alcian blue (Ab) e
Picrosirius red (PS). Imagens representativas do grupo CON (A, B, C), grupo LR (D, E,
F), e HR (G, H, ). Nao houve diferenca entre os grupos na quantificacdo de mastocitos
pela coloragdo Alcian blue (J), também ndo houve diferenca na quantificacdo da
deposicdo de coldgeno na regido glomerular (K). Barra = 50 pm. Os valores foram
expressos como média £ EPM (n = 8). (ANOVA uma-via, seguida de pds-teste
Tukey’s).

As analises histologicas realizadas no figado (Fig. 12) mostraram pequenos
infiltrados de células inflamatdrias no espaco proximo as veias lobulares centrais e
pequenos granulomas no parénquima hepatico nos grupos LR e HR por coloracdo H&E



1427
1428
1429
1430
1431
1432

1433

1434
1435
1436
1437
1438
1439
1440
1441
1442
1443

1444

em relacdo ao grupo CON. Apesar dos granulomas observados, ndo houve alteragdes na
quantificacdo dos mastécitos (CON 3,07 + 0,17 mm?; LR 3,23 + 0,23 mm?; HR 3,15 +
0,24 mm?% Fig. 12K). Foram observadas alteracdes quantitativas significativas no

tamanho (aumento) das areas do nucleo dos hepatécitos dos grupos submetidos a
radiacdo (LR 50,22 + 1,69 pm?, HR 51,03 + 2,27 pum? p <0,05) em relacdo ao grupo
controle (38,77 + 1,25 um?, Fig.12J).
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Figure 12: Morfologia de figado de ratas Wistar foram coradas com H&E e Alcian
blue. Imagens representativa do grupo CON (A, B, C), grupo LR (D, E, F), e grupo HR
(G, H, I). As setas representam infiltracdo de células no figado, (Gr) representa a
presenca de granulomas, e a cabeca de seta representa alteragdes no nucleo de
hepatdcitos. O grafico (J) representa a area de nucleo de hepatdcitos. Apesar de alguns
granulomas observados e da alteracdo na area de nucleo de hepatdcitos ndo houve
diferenca na quantificagdo de mastdcitos em os grupos analisados (K). Barra = 50 pum.
Os valores foram expressos como média + EPM (n = 8). *p < 0,05 vs CON (ANOVA
uma-via, seguido de pos-teste Tukey’s).
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4. DISCUSSAO

Este estudo foi pioneiro em simular uma condi¢do natural de exposicdo a
radiacdo ionizante por meio da utilizacdo de um simulador fisico de radiagdo gama (SF)
construido a partir das areias monaziticas da praia de Meaipe - Guarapari (Brasil), para
colaborar com a elucidagdo de um dos maiores dilemas enfrentados na literatura
cientifica, a discussdo sobre os efeitos bioldgicos das baixas doses de radiagdo sobre a
saide humana.

A literatura ndo é clara o suficiente em relagdo a este assunto, e até 0 momento
ndo ha um consenso entre os pesquisadores sobre tais efeitos, principalmente em doses
abaixo de 100 mSy, pois seus efeitos sdao mais dificeis de se predizerem. Boa parte das
resolucdes adotadas e das medidas de controle usadas para a protecdo contra a
exposicdo da radiacdo é antiga e necessita ser revisada.

Além disso, a cidade de Guarapari € muito explorada turisticamente, devido suas
belas praias que atraem visitantes de todo o Brasil, 0 nimero de pessoas na cidade, que
conta com uma populacdo de ~200 mil pessoas, pode chegar até 1 milhdo de individuos
(IBGE, 2016). Assim, a cidade de Guarapari € estratégica do ponto de vista financeiro e
econémico para o estado do Espirito Santo. Como ela possui uma das maiores taxas de
radiacdo natural de fundo de todo o mundo, nosso trabalho se justificou devido a
necessidade de identificar essa relacdo entre a exposicdo de baixas doses de radiacéo
natural com os possiveis efeitos bioldgicos.

Na praia de Meaipe em Guarapari, a emissao de radiacdo ndo é constante e nem
homogénea, ela muda de acordo com as variacdes climaticas, por ser um sistema aberto.
Nosso grupo mapeou a emissdo de radiacdo neste local por 1 ano e verificou picos de
até 20 puSv.h™ de radiacdo gama. A fonte radiativa do presente trabalho utilizado no SF
foi a areia monazitica e sua radioatividade natural vem de Th?*?, A taxa méxima de
radiacdo usada neste trabalho foi de 20 pSv.h™.

Existem trabalhos com fontes de radiacdo semelhantes na literatura, realizados
utilizando radioisotopos de Co®, Cs**’, entre outros (GRAUPNER et al., 2016;
SEAWRIGHT et al., 2017). No entanto, as fontes dos outros trabalhos, tanto quanto
sabemos, tém taxas de irradiacdo mais alta, por exemplo, 100 pSv.h™ (SEAWRIGHT et
al., 2017), 200 pSv.h™ (GRIDLEY et al., 2009), 834 pSv.h™ (TAKAI et al. 2019); 1200
uSv.h™ (OTSUKA, SAKAI 2005), 1400 pSv.h™ (GRAUPNER et al., 2016), impedindo
uma comparagdo direta entre os efeitos na satde dessas diferentes fontes de irradiacéo

aguda. Por isso esse trabalho é inovador, pois a taxa de radiacdo emitida pelo SF jamais
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foi reproduzida em outros trabalhos, o que ird colaborar para a construcdo do
conhecimento do limiar e da lineariedade dos efeitos bioldgicos.

Este & o primeiro estudo feito diretamente com as areias de Guarapari em
laboratdrio, mostrando os efeitos diretos da exposi¢do em ratos normais. O grupo HR
foi irradiado com uma dose de 20 uSv.h, chegando a um valor acumulado de ~ 175
mSv.y’. E o grupo LR foi irradiado com uma dose de 3.6 pSv.h™ com um valor
acumulado de ~ 32 mSv.y™. Os valores utilizados (~175 mSv.y™ para o grupo HR e ~32
mSv.y™ para o grupo LR) em nosso trabalho estdo bem acima (> 3 mSv.y™) dos valores
recomendados pela Organizagdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(NEA-OCDE 1979), Conselho Internacional de Protecdo Radiolégica (ICRP, 2002) e o
Comité das Nagdes Unidas sobre os Efeitos da Radiagdo Atdmica (UNSCEAR 2000). O
grupo HR foi exposto acima das doses (> 100 mSv.y™) recomendadas pela BEIR VII
(2005).

Resumidamente, em nosso trabalho, a exposi¢do a radiacdo continua durante 3
meses ndo causou alteragcGes antropomeétricas ou alteracdo da pressdo arterial dos
animais. A radiacdo ndo foi capaz de causar alteracGes estruturais nos ovarios, bem
como também ndo causou alteracdes na contagem dos foliculos ovarianos. Neste tecido,
que é o considerado o mais sensivel pela literatura cientifica, a radiacdo também néo
aumentou o estresse oxidativo, o qual foi avaliado por meio do TBARS e da AOPP.
Outro resultado importante foi o ciclo estral dos animais ndo terem sidos alterados, além
disso ndo houve alteragdes nos niveis plasmaticos de estrogénio.

O tecido hepatico e renal também ndo sofreram modificacdes. Na avaliacdo dos
niveis de citocinas plasmaticas houve uma elevacdo na concentracdo de IL-6 dos
animais expostos em comparagdo com o grupo controle, enquanto que os niveis de INF-
y, IL-2, IL-4 e IL-10 estavam menores nos animais irradiados do que em relacdo ao
grupo controle, o que pode indicar um sinal de adaptacdo bioldgica para a exposicdo
continua de baixas doses de radiacéo.

Apos a ampla andlise feita pela RERF com os sobreviventes das bombas, era
claro que os individuos mais jovens sdo 0s mais sensiveis a radiacdo. E a resposta para
isso € bem simples do ponto de vista bioldgico. A sensibilidade é devida aos seus
tecidos ainda estarem em formacdo, e pelo ritmo metabdlico e a taxa de proliferacdo
celular ser bem maior do que um individuo adulto. Apesar dos mais jovens terem maior
sensibilidade, isso ndo quer dizer que os adultos sejam mais resistentes a radiagdo. Essa
relacdo é facilmente verificada em varios casos clinicos envolvendo individuos adultos
na literatura (PRESTI et al., 2004).
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Nos utilizamos ratas Wistar com 10 semanas de idade, para irradiar os animais
de corpo inteiro, ja tendo completada a sua maturidade sexual. Nesta idade, os animais
poderiam ser comparados com humanos na fase adulta jovem (~30 anos) (SENGUPTA,
2013).

Para avaliar os efeitos bioldgicos da radiacdo gama emitida de modo natural é
necessario compreender a relacdo entre o tempo de exposicdo, a intensidade e a
dindmica da fonte emissora. Além disso, a idade, 0 peso, 0 sexo e as caracteristicas
hereditarias também devem ser consideradas (ICRP, 2018).

Em nosso trabalho, os animais foram expostos por 3 meses no SF, em nosso
trabalho, a radiacdo gama ndo causou nenhuma alteracdo antropométrica nos tecidos
analisados, os animais cresceram normalmente de acordo com sua espécie. Como
nossos animais foram irradiados de corpo inteiro, ndo realizamos os calculos de dose
absorvida direcionados para um tecido especifico.

De acordo com a literatura, os tecidos germinativos sao um dos mais sensiveis a
exposi¢cdo a radiacdo do corpo humano (ICRP 2018; BEIR, 2005; YOUNG-KEUN,
KIM, YOON, 1998). Essa sensibilidade ovariana consiste por elas conterem células em
constantes transformacgdes. Esta sensibilidade € ainda maior durante a fase proliferativa
do que em comparacdo com o final do ciclo. As caracteristicas da exposicdo assim
como a dose sdo outras variaveis importantes também a serem consideradas, além da
sensibilidade individual, as caracteristicas hereditarias e a idade. Sabe-se que neste
tecido, quanto menor a dose maior o nimero de foliculos intactos (LO PRESTI et al.,
2004).

A irradiacdo de doses de 1 Sv nos tecidos germinativos sdo capazes de gerar
alteracdes na funcdo reprodutiva em humanos e as doses mais baixas de 0.1 Sv.y*
podem ser prejudiciais para 6rgdos reprodutivos de animais como ratos e camundongos
(KIMLER et al., 2018; MISHRA et al., 2018; LO PRESTI et al., 2004; MEIROW,
NUGENT, 2001).

N&o encontramos diferencas na morfologia dos ovarios das ratas analisadas em
relacdo ao controle. Ndo houve diferenca na quantificacdo de foliculos atrésicos,
foliculos cisticos e foliculos antrais / pré-antrais entre os grupos. Outro achado que
apoia a preservacdo da funcdo histologica ovariana foi que ndo houve diferencas na
quantificacdo de células inflamatorias pela coloragdo com o Alcian blue e também néo
houve diferencas entre os grupos na anélise do estresse oxidativo pelo método TBARS e
AOPP. Nas analises histologicas, o tecido ndo apresentava nenhum processo de

infiltracdo ou inflamacdo, isso era evidente tanto no estroma quanto nos foliculos em si.
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N&o houve alteracdo do ciclo estral e nem na concentracdo de estrogénio
circulante dos animais expostos em relacdo ao controle, evidenciando que a radiacéo
ndo casou prejuizos a funcdo reprodutiva dos animais com o modelo de exposicdo por
nds adotados.

Como todas as avaliagdes que foram realizadas no tecido ovariano, podemos
sugerir que as doses cumulativas que esses animais absorveram neste trabalho néo
foram capazes de causar danos aos ovarios e por isso provavelmente sua funcdo
reprodutiva também foi preservada. Nossos animais foram expostos a partir da 102
semana de idade, nesta faixa, 0s animais estavam entrando na fase adulta de
desenvolvimento, o que provavelmente colaborou com a resisténcia tecidual avaliada
em nosso (ADRIANENS, SMITZ, JACQUET, 2009).

A idade é um dos fatores que mais influenciam para o desenvolvimento de
alteracdes relacionada a exposicéo a radiacdo nos ovarios do que em comparagdo com
outros orgdos. As mulheres mais jovens por possuirem mais foliculos, perecem ter uma
maior resisténcia do que em relagdo as mais velhas. De acordo com o trabalho de Lo
Presti et al. (2004), 90% das mulheres com mais de 40 anos de idade em tratamento
com radioterapia podem ser completamente esterilizadas em doses de 3 Sv. Em
humanos estima-se que a dose de 4 Gy seja responsavel pela perca de ~50% dos
foliculos ovarianos (ADRIANENS, SMITZ, JACQUET, 2009).

Isso é confirmado em estudos experimentais que utilizam essas doses para
causar danos irreversiveis aos ovarios, como o trabalho de Lee e Yoon (2005), que
utilizou altas doses agudas de 7.2 Sv que foram capazes de causar danos ao tecido
ovariano, com delecéo total dos foliculos apos 2 dias de irradiacdo. O trabalho realizado
por Kimler et al. (2018) mostraram que doses agudas de 1 Sv causaram perda de
foliculos ovarianos dois dias ap0s a exposicao e, em 6 dias, houve exclusdo total. No
entanto, doses agudas de 0.1 Sv ndo foram capazes de causar danos estruturais aos
ovarios de ratas adultas.

Este altimo resultado corrobora o que foi visto em nosso trabalho, pois as nossas
doses acumuladas foram de ~175 mSv.y™* para o grupo HR e ~32 mSv.y™ para o grupo
LR, as quais ndo foram capazes de causar danos bioldgicos, assim nossos resultados
estdo de acordo com os relatérios da BEIR, indicando que doses de até 100 mSv.y™ ou
aproximadas, ndo estdo correlacionadas ao desenvolvimento de prejuizos biolégicos,
excluindo dessa forma também aqueles individuos que sdo hipersensiveis a baixos

niveis de radiacéo.
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Os efeitos bioldgicos avaliados por outros pesquisadores sobre os pardmetros
reprodutivos mostraram que doses préximas e inferiores a 0.1 Sv.y™ ndo foram capazes
de gerar danos estruturais nos ovarios e doses acima de 1 Sv causaram deplecéo total de
foliculos ovarianos, essas alteracfes sdo capazes de afetar a fungdo reprodutiva. Esses
valores sdo proximos aos recebidos pelas mulheres submetidas a radioterapia que pode
chegar em alguns casos em até ~ 30 Sv.y* que é considerado um valor altissimo de
radiacdo (BRUSAMOLINO et al., 2000; HERMANN, 1997).

Estudos em humanos indicam que os tratamentos de radioterapia com incidéncia
na regido pélvica com doses 5 — 10 Sv sdo capazes de causar insuficiéncia ovariana,
aceleracdo da idade reprodutiva, amenorréia e infertilidade, quando ambos 0s ovarios
sdo afetados a probabilidade é maior (LO PRESTI et al., 2004; SUIT et al., 2007). Em
relacdo ao nosso trabalho, a irradiacdo dos animais foi de corpo inteiro, entdo 0s ovarios
receberam uma mesma dose de radiacdo, o que poderia facilitar o desenvolvimento de
alguma disfuncéao reprodutiva caso essa dose fosse realmente prejudicial aos animais

Devido a limitacdo dos outros estudos para comparar com nossos resultados,
acreditamos que individuos adultos expostos a radiacdo de acordo com a recomendacao
da BEIR VII ndo correm riscos a saude. Além disso, alguns sinais que poderiam indicar
uma possivel falha nos mecanismos ovarianos ndo foram observados no presente
estudo. Um desses indicadores seria 0 aumento de peso e de deposi¢cdo de gordura, uma
vez que 0 estrogénio liberado pelas células da granulosa modula a distribuicdo de
gordura e 0 metabolismo energético dos animais. A literatura descreve claramente o
aumento da deposicdo de gordura por mulheres na menopausa e um aumento no tecido
adiposo em modelos animais que sofreram alguma deplecdo na producéo de estrogénio
(NAAZ et al., 2002; DANILOVICH et al., 2000; HEINE et al., 2000). Em nosso
estudo, ndo encontramos alteracbes no peso dos animais e de nenhum valor
antropomeétrico, indicando que a funcdo reprodutiva foi preservada nos animais
expostos.

Partindo para avaliacdo do sistema cardiovascular, ndo encontramos na literatura
trabalhos utilizando baixas doses de radiacdo semelhantes ao nosso estudo. Em nosso
trabalho, ndo encontramos alteracfes na pressao arterial sistélica nos animais irradiados
em relacdo controle (CON: 113,00 + 4,76 mmHg; LR 113,71 + 3,53 mmHg e HR
114,85 + 3,51 mmHg).

No trabalho realizado por Seawrigh et al. (2017), o tecido cardiaco foi avaliado
utilizando baixas doses de radiacdo 0.01 cSv.h™ com um total de dose acumulada de ~

0.04 Sv. Os animais foram divididos em grupos de 1 més, 4 meses e 9 meses pos
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radiagdo. Neste trabalho, nos primeiros meses a radiacdo promoveu alteracdo nas
enzimas antioxidantes e no estresse oxidativo, porém ap6s 9 meses ndo foram
identificadas alteracbes na tecido cardiaco, mostrando que o coracdo ndo é sensivel a
exposicéo a baixas doses de radiacao.

No trabalho realizado por Cuzick et al. (1994) mostrou um aparente aumento na
morte por causas cardiacas em sobreviventes de tratamento a longo prazo do cancer de
mama que utilizaram a radioterapia. Esses resultados estavam correlacionados a altas
doses de radiacdo (>10 Sv.y'). As manifestacdes patologicas no tecido cardiaco
manifestam-se mais tardiamente ap6s a exposicdo a altas doses de radiacdo. As
manifestacdes mais comuns sdo a pericardite, a fibrose, coronariopatias, valvulopatias,
anormalidades na conducdo, as quais impactam negativamente a funcdo cardiaca e a
também a hemodinamica (DARBY et al., 2013; HEIDENREICH et al., 2005).

Um estudo populacional baseado em dados do registro da Suécia e da Noruega
de 1958 a 2001 por Darby et al. (2013) em pacientes em tratamento com radioterapia,
revelou que os eventos cardiacos aumentaram linearmente em 7,4% para cada aumento
de 1 Sv no tratamento, comecando nos primeiros 5 anos apds a radioterapia e
aumentando posteriormente no decorrer dos anos apds o tratamento. Porém, todos esses
dados séo de doses muito superiores &s utilizadas em nosso trabalho.

Em nosso estudo, ndo houve alteracdo na estrutura renal dos animais expostos a
radiacdo, nem diferenca na concentracdo de células inflamatérias, indicando que o rim
manteve sua estrutura e funcdo preservada. A integridade do tecido renal garante em
grande parte o controle da pressdo arterial a longo prazo, como ndo tivemos alteracGes
evidentes no tecido renal, isso ajudou a preservar a funcdo cardiovascular dos animais
estudados.

N&o encontramos na literatura estudos avaliando a funcdo renal em doses
semelhantes as nossas para comparacdo. A maioria dos estudos usaram doses bem
superiores para avaliar os efeitos da radiacio nesse tecido (> 1 Sv.y™") (TAYLOR et al.,
2014). No trabalho realizado por Abdel-Salam e Shouman (1994) utilizando um modelo
de radiacdo de corpo inteiro em coelhos com doses que variaram entre 1 e 5 Sv houve
prejuizo na funcédo renal dos animais analisados 1 semana ap0s a irradiacao.

De acordo com o trabalho realizado por Dawson et al. (2010), os rins podem ser
considerados os 6rgdos limitadores da dose na radioterapia para canceres abdominais
superiores. A incidéncia das lesdes renais sdo mais crénicas (> 18 meses) porém
existem manifestacdes que podem se manifestar de maneira aguda (aproximadamente 3

meses), todavia a incidéncia dessas alteracdes podem estar sendo subnotificadas devido
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a longa laténcia, em alguns casos, e por se atribuir a disfuncdo renal a outras causas, 0
que acaba por camuflar os reais valores do impacto da radiagéo sobre a funcéo renal.

De acordo com sua revisdo, a lesdo renal aguda pode manifestar-se em até 8
meses com alteracdes na taxa de filtracdo glomerular, aumento da microglobulina sérica
e as lesdo crbnicas (> 18 meses) é caracterizada por hipertensao benigna ou maligna,
niveis elevados de creatinina, anemia e insuficiéncia renal. Esses resultados foram
evidenciados em pacientes que receberam doses ~20 Sv.y™, bem superior as doses
utilizadas em nosso trabalho. Ou seja ndo existem evidéncias na literatura que doses
~100 mSv.y™* causem danos ao tecido renal.

N&o encontramos na literatura trabalhos que utilizaram as mesmas doses de
radiacdo iguais a utilizadas em nosso modelo para avaliar a fungdo hepéatica. Em nosso
trabalho, ndo foram evidenciadas alteracbes morfologicas no figado dos animais
expostos. Pequenos granulomas no parénquima hepatico foram observados na coloracao
de H&E em todos os grupos. Apesar dos granulomas observados, ndo identificamos
outras alteracOes estruturais que pudessem indicar uma possivel faléncia organica, como
vacuolizacdo e degeneracdo de hepatdcitos, espacamento do espaco hepatico, hipertrofia
hepatocelular, presenca de esteatose e ou necrose hepatica (KOMOLKRIENGKRAI et
al., 2019; ASAOKA et al., 2016; KHAN et al., 2014).

N&o houve alteragdes na quantificacdo de mastocitos no tecido hepatico,
indicando que o tecido ndo estava sofrendo de inflamacdo. Apenas uma alteracédo
quantitativa no tamanho das areas do nucleo celular dos hepatécitos LR e HR foi
observada em relagcdo ao controle. Esses resultados podem estar relacionados a outros
fatores e precisam ser mais investigados, pois 0 aumento na area do nucleo dos
hepatocitos pode estar relacionado também a senescéncia (ARAVINTHAN et al., 2013)
ou também a um aumento na expressdo génica relacionado a mecanismos de reparo
(GONZBLEZ-REIMERS et al.,, 1988). No entanto, a morfologia do tecido foi
preservada, indicando que este ndo sofreu danos com a exposicao crénica a baixas doses
de radiacéo.

O trabalho de Khan e colegas (2014) encontrou danos no tecido hepatico
(infiltracdo inflamatoria de células e anormalidades das enzimas hepaticas) apds 6 horas
de exposicdo aguda aos raios gama de 5 Sv.y™, bem acima da dose oferecida pelo nosso
simulador (méaximo de 20 pSv.y™). Seguindo esses resultados, o trabalho realizado por
Abdel-Salam e Shouman (1994) também avaliou a fungdo hepética em doses que

variaram entre 1 -5 Sv. Neste trabalho, a radiacdo foi capaz de causar prejuizos a fungdo
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hepética, porém nas doses de 1 Sv a radiacdo promoveu diminuicdo nos niveis de
bilirrubina circulantes.

O tecido hepético é responsavel por coordenar boa parte do metabolismo e é
influenciado por diversas condigdes ambientais. Em humanos, a manifestacdo das
alteracOes hepaticas estdo relacionadas ao estilo de vida, a obesidade, a dieta e 0 uso de
alcool, além disso a manifestacdo dos efeitos hepéticos esta relacionada também aos
fatores hereditérios, a idade e o sexo. Doses de radiagdo ~2 Sv.y™ podem promover
alteracdes no tecido hepatico, todavia as doses > 4 Sv.y* estdo mais associadas a
manifestacdo de danos irreversiveis como a fibrose, esteatose e insuficiéncia hepética
(NAKAJIMA et al., 2018; KIM, JUNG, 2017).

A doenca hepética induzida pela radiacdo ocorre normalmente dentro de 4 meses
apos a exposicdo. O paciente pode apresenta fadiga, ganho de peso, circunferéncia
abdominal aumentada, hepatomegalia, ascite anictérica e elevacdo das enzimas
hepaticas, principalmente da fosfatase alcalina (GUHA, KAVANAGH, 2011).

As lesbes hepaticas podem ser evidenciadas na fase aguda com a observacéo da
lesdo e obliteracdo completa do lumen da veia central, ativando a inflamacdo e
coagulacdo, e consequente deposicdo de fibras de colageno que causam prejuizos a
distribuicdo sanguinea ao tecido, causando hipoxia e morte celular. Esses resultados
podem ser evidenciados também pela auséncia de hepatocitos centrolobulares
provavelmente devido a morte celular secundaria a congestdo vascular. Essa congestédo
pode durar até quatro meses, sendo revertida a tecido fibroso a medida que o figado
comega a cicatrizar gradualmente (GUHA, KAVANAGH, 2011).

Assim, se 0 nosso modelo, mesmo utilizando baixas doses radiacdo pudesse
causar prejuizos hepaticos, pela exposicdo cronica de 3 meses, esses sinais tambem
seriam evidenciados em nosso trabalho, pois superaria a capacidade de adaptacdo do
6rgdo devido ao estimulo constante e crbnico, porém ndo encontramos nenhuma
alteracdes estrutural evidente nesse 6rgio. E necessario entdo dosar as enzimas hepética
para confirmar a preservacdo da funcdo, tendo em vista que nao foi possivel realizar tal
dosagem nesse trabalho.

Em nosso trabalho a resisténcia do tecido ovariano, bem como dos outros tecidos
analisados pode estar relacionada com os mecanismos de adaptacdo celular defendidos
por muitos autores (SHARMA et al., 2019; JANGIAM et al., 2018; GYULEVA et al.,
2015; POLLYCOVE, FEINENDEGEN, 2003). Encontramos alteracdes nos niveis
circulantes de algumas citocinas, indicando uma possivel modulagdo imunoldgica.

Encontramos um aumento dos niveis IL-6 circulantes, considerada um potente
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modulador imunoldgico (figura 9D). Em contrapartida os niveis de INF-y e da IL-2
estavam menores do que em relagdo ao grupo controle, sendo a IL-2 um potente
ativador do sistema imune e diferenciacdo de linfocitos T ndo especifico (DOERSCH et
al., 2017). Enquanto que o INF-y é um potente ativador da células natural Killer na
resposta imune antiviral e um dos principais indutores da resposta adaptativa ativando a
migracdo de macrofagos para os locais de infeccdo para eliminar restos celulares e
promover a regeneracao tecidual.

Os niveis da IL-10 e da IL-4 (figura 10), ambas anti-inflamatérias, também
estavam diminuidos nos animais irradiados em relacdo ao controle, o que sugere que
mesmo sem alteracbes morfoldgicas evidentes, a radiacdo promoveu adaptacdo do
ponto de vista imunoldgico evidenciado pela alteracdes das citocinas analisadas. Apesar
de ndo terem sidos alterados os niveis de proteina C circulantes, indicando que a
modulacdo imunoldgica ndo causou inflamacgdo nos animais (VERMA et al., 2013).

No trabalho realizado por Matsuoka et al. (2016) utilizando o raio-x em cultura
de células de carcinoma escamoso oral, mostraram que 0s niveis aumentados de IL-6
suprimiram a morte celular induzida por radiacdo e o bloqueio da sinalizacdo de IL-6
pelo tocilizumab sensibilizou as células tumorais a radiacdo, ou seja a IL-6 pode ser
indicada com um marcador para a utilizacdo da radioterapia para promover uma melhor
resposta do tratamento dos pacientes acometidos por esse tipo de tumor.

No estudo de Jangiam et al. (2018) ap0s 6 meses de exposicdo com doses agudas
de radiacdo gama de 5 mSv, eles também néo encontraram nenhuma alteracéo biologica
e, em contraste com nosso estudo eles observaram um aumento nos niveis de IL-10
circulante, porém os valores utilizados neste trabalho foi bem superior ao nosso, o que
provavelmente estava produzindo um mecanismo de compensacao anti-inflamatorio.

A capacidade de baixas doses de radiacdo modular a resposta imunolégica €
evidenciada por diversos estudos. Por exemplo, no trabalho realizado por Gridley et al.
(2009) com Co°’ utilizando uma taxa ~ 0.02 cSv.h™ apés 21 de irradiacdo de corpo
inteiro, com uma dose acumulada de 0.1 Sv, os animais irradiados tiveram um aumento
da expressdo da IL-27. Neste trabalho eles também mostraram que as baixas doses de
radiacdo de fotons foi capaz de modular positivamente a resposta imune ao aumentar a
concentracdo na corrente sanguinea dos linfocitos T, células T CD4+ e as células NK no
grupo irradiado com ~ 0.01 Sv. Com seus resultados, eles concluiram que as baixas
doses de radiagdo parecem promover um efeito dependente da dose e do tempo em
células T CD4+. O que também foi verificado em nosso trabalho, utilizando doses ainda

menores de ~20 Sv.h™, porém com uma exposicéo de 90 dias, foi capaz de modular
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inespecificamente a concentracdo de interleucinas provavelmente em relagcdo ao
acumulo e ao tempo da irradiagdo.

Tendo exposto nossos resultados e comparando com os resultados de outros
trabalhos, ao identificar as medidas de protecdo adotadas pelas instituicbes como a
CNEN e a ICRP, podemos ver com clareza que essas medidas estdo ultrapassadas. Os
valores de protecdo obtidos foram retirados de conceitos que utilizaram métodos que
ndo eram capazes de determinar com clareza um limite e uma lineariedade dos efeitos
biolbgicos da radiacdo gama, por isso os valores de protecdo sdo considerados por
muitos autores como extrapolados e errdneos, necessitando serem revistos (BEIR, 2005;
POLLYCOVE, FEINENDEGEN, 2003).

A principio, as autoridades definiram limites lineares ndo admitindo uma dose
de seguranca, desse forma, o conceito ALARA (as low as reasonable achievable),
desenvolvido na década de 70, foi utilizado para determinar que qualquer nivel de
radiagdo poderia causar um prejuizos bioldgicos, neste caso o cancer. Os valores
recomendados para a protecdo individual para trabalhadores expostos diariamente a
radiacdo sdo de ~20 mSv.y™ e 3 mSv.y™ para a populagdo no geral, de acordo com a
Organizacdo de Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE, 1979), Conselho
Internacional de Protecdo contra Radiacdo (ICRP, 2002) e do Comité das NacOes
Unidas sobre os Efeitos da Radiacdo Atémica (UNSCEAR, 2000) e aqui no Brasil pelo
Conselho Nacional de Energia Nuclear (CNEN, 2011). Em nosso trabalho, os animais
receberam uma dose acumulada de ~175 para o grupo HR e ~32 mSv para o grupo LR,
valores bem acima destes recomendados por essas organizacdes.

Com esses resultados, nosso trabalho corrobora com os limites estabelecidos
pela BEIR VII (2005), a qual descarta a possibilidade de eventos adversos em doses
~100 mSv.y™, principalmente o desenvolvimento de tumores. Nosso trabalho foi
importante pois acrescentou dados na literatura referentes a exposicdo continua e natural
de baixissimas doses de radiacdo, pois a maioria dos estudos até entdo sobre esse tema
foram realizados utilizando reatores nucleares, dados dos relatorios dos sobreviventes
das bombas do Japdo ou dos sobreviventes dos grandes acidentes nucleares. E outras
fontes de dados, as quais incluem os relatérios de pessoas que sdo expostas a radiacdo
durante procedimentos meédicos e também daqueles profissionais que correm risco
ocupacional. Esses trabalhos ndo avaliaram os efeitos da radiagdo em valores minimos
iguais ao utilizados em nosso trabalho na casa de 0 a 100 pSv.h™.

Quando partirmos entdo para avaliar os efeitos da radiacdo natural sobre a saude

humana, também ha um enorme debate entre os autores, porém todos concordam que a
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radiacdo de baixa emissdo encontradas em ambientes naturais ndo oferecem riscos para
com a saude humana. O trabalho realizado por Jain et al. (2016), avaliaram os efeitos de
baixas doses de radiacdo intermitente de fonte natural em 91 individuos residentes da
cidade de Kerala na india, onde possui uma média de radiacéo de fundo que varia de < 1
mSv.y* a 45 mSv.y™. Neste trabalho eles avaliaram o nivel espontaneo de quebras de
fita dupla do DNA quantificando células mononucleares do sangue periférico dos
participantes. A dose média anual recebida pelos individuos foi de 1,28 + 0,086 mSv.y™
e 8,28 + 4,96 mSv.y". Eles concluiram que doses ~5 mSv.y™ podem ser o limite de
exposicdo humana para radiagdo cronica de baixas doses. Todavia esse trabalho mostrou
dados limitados pois os valores obtidos de doses absorvida podem nédo ser o valor real
devido aos vieses de pesquisa de acordo com o método por eles utilizado.
Provavelmente esse efeito pode estar relacionado aos mecanismos de hormesis
radioativa que ativam a capacidade de resisténcia celular.

Corroborando com esse resultado, um estudo de revisdo realizado por Mortazavi
et al. (2019) para entender os possiveis efeitos biologicos da radiacdo de fundo sobre a
salde humana mostraram que as maioria dos estudos que abordam essa tematica nédo
encontraram diferencas estatisticamente significativas de alteracdes citogenéticas no
individuos analisados. De acordo com sua pesquisa, ndo ha comprovacao de efeitos
carcinogénicos na populacdo residentes dessas areas 0 que contradiz 0 que é exposto
pelo trabalho de Veiga e Koifman (2005) que indicam um possivel aumento no nUmero
de tumores nos residentes de locais que sdo expostos naturalmente a radiacdo, o0 que
contradiz o seu préprio trabalho realizado posteriormente em colaboracdo com Melo et
al. (2012).

Porém Mortazavi et al. (2019) deixa claro que esse assunto necessita de maiores
investigacOes, pois ha inmeras lacunas nos resultados de modo geral dos diferentes
trabalhos. E necessario considerar algumas variaveis, incluindo as diferencas de
resultados entre pessoas que residem a longo tempo nesses locais com aqueles que
foram expostos por um menor tempo. Provavelmente os residentes ja habituados nesses
locais podem possuir mecanismos de adaptacdo que promovam protecdo contra essa
radiacdo ionizante.

Porém como mencionado por Eslami et al. (2019), a maiores dos estudos que
avaliam os efeitos de baixas doses de radiacdo de fundo sobre a salde humana possuem
resultados inconclusivos. Ou seja, é necessario criar um meio mais fidedigno para

observar esses efeitos.
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Como a sociedade segue os valores de protegdo recomendados principalmente
pela ICRP, a relagdo estocéstica dos efeitos bioldgicos necessita ser revisada devido as
inimeras evidéncias j& mostradas na literatura e também agora pelo nosso grupo, tendo
em vista a importancia econdmica sobre o assunto.

Esses valores de protecdo foram criados a partir de um conceito denominado de
modelo linear sem limite (LNT - linear no-threshold model), o qual considera que os
efeitos biologicos da radiacdo é de acordo com a proporcionalidade da dose,
independente da dose ser baixa ou ndo. Este € o modelo aceito para adotar a politica de
protecao radioldgica em todo o mundo, o que conduziu a criacdo de valores tdo baixos
de protecédo seguindo uma linha de raciocinio estocastico (METTLER, 2012).

De acordo com a prépria ICRP esses valores ndo sdo determinantes de maneira
absoluta, mas servem como uma estimativa de limite para a exposi¢do humana com o
intuito de prevenir ao maximo o desenvolvimento de alterac6es bioldgicas como céancer
(ICRP, 2018; MOON SEONG et al., 2016). Apesar disso, muitos trabalhos indicam que
doses de radiacdo abaixo de 0,3 Sv ativam fracamente a resposta molecular reparadora
do DNA. Isso indica que existe um limiar de eventos suportaveis pelas células quando
expostas a radiacdo (KRUEGER et al., 2007; BAKKENIST, KASTAN, 2003).

Porém esse limite ndo é totalmente compreendido. Acredita-se que algumas
pessoas podem sofrer um fendmeno chamado de hipersensibilidade a baixos niveis de
radiacdo, todavia os valores associados a estes mecanismos estdo normalmente
relacionados a doses acima de 100 mSv (KRUEGER et al., 2007).

Ao contrario dos efeitos bioldgicos de baixas doses de radiacdo, os efeitos
bioldgicos de altas doses de radiacdo (>1 Sv.y™) sdo mais faceis e previsiveis de serem
determinados, porém essa relacdo dose e efeito fica mais dificil de ser definida quando
partimos para analisar os efeitos bioldgicos de doses entre 0 a 100 mSv.y™ (LOU et al.,
2018; AEKAWA, HIMADA, 2007; BEIR, 2005; PRESTON et al., 2004;
POLLYCOVE, FEINENDEGEN, 2003).

Por isso 0 nosso trabalho, com a utilizacdo do SF pode colaborar para uma
melhor elucidacéo desses efeitos, com doses que podem ser controladas de acordo com
a necessidade do pesquisador, tanto de forma aguda quanto de forma fracionada,
utilizando baixissimas doses, 0 que ndo pode ser facilmente realizado com os outros
modelos usados, principalmente com a utilizagdo de reatores nucleares para irradiar 0s
animais de corpo inteiro, 0s quais ndo conseguem emitir doses na casa do pSv.

Os efeitos biologicos de baixas doses de radiacdo sdo mais dificeis de serem

determinados e essa relacdo depende de outras variaveis como a idade, 0 sexo, as
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condi¢des genéticas, o tempo de exposicdo, bem como a fonte e 0 ambiente em que a
exposi¢do ocorreu. Por isso, muitos autores questionam os valores de prote¢do adotado
pelas instituicdes competentes, pois eles afirmam que a relacdo entre a radiacdo e 0s
efeitos bioldgicos obedecem mais o principio deterministico e da hormesis radioativa do
que uma relacdo linear adotada pelo principio ALARA de acordo com 0 modelo LNT,
isso seria possivel devido hd uma relacdo ndo linear, onde uma taxa de radiacdo mais
baixa estaria relacionada aos mecanismos de protecdo celular, o que é considerado a
hormesis radioativa (BALDWIN; GRANTHAM, 2018; JANGIAM et al., 2018; MOON
SEONG et al., 2016).

De acordo com o conceito da hormesis radioativa, 0s mecanismos adaptativos
podem promover protecdo celular (EZZ et al., 2018; INANO et al., 2018; INANO,
ONODA 2003; INANO et al., 1999). Pollycove (2007) mostrou em seu estudo de
revisdo que doses agudas de até 300 mSv.y" sdo capazes de estimular o sistema
enzimatico antioxidante, antimutagénicos celulares, fortalecendo o mecanismo de
reparo tecidual, promovendo protecdo para os sistemas bioldgicos. No entanto, esses
efeitos foram perdidos quando essas doses excederam 1 Sv.y™, limite 10 vezes maior do
que o estabelecido pela BEIR VII.

Em seus trabalhos sobre a resposta adaptativa celular, o grupo de Pollycove
demonstrou que exposicdes aguda, ou doses cumulativas de até 1 Sv.y™ ndo sdo capazes
de gerar prejuizos biologicos, mas ativam enzimas de protecdo, favorecendo a
sobrevivéncia celular por meio da adaptacdo bioldgica. Entretanto, € dificil dentro dessa
faixa (0 — 1 Sv.y™) determinar ao certo em qual momento um efeitos deletério pode
aparecer (POLLYCOVE, 2007; FEINENDEGEN, POLLYCOVE, SONDHAUS, 2004;
POLLYCOVE, FEINENDEGEN, 2003).

Normalmente esse efeito estaria relacionado a capacidade de reparacdo do DNA,
e essa variavel também ¢é influenciada pela capacidade individual biolégica de um
humano para resistir a radiacdo, por isso alguns valores ndo podem ser considerados de
forma abrangente para todas as pessoas, principalmente das doses mais baixas (ICRP,
2018; ICRP, 2002).

Entdo para entender melhor sobre a adaptacdo celular é necessario diferenciar
exposicdes agudas com as exposi¢cdes cronicas. No trabalho realizado pelo grupo de
Unger (1980) mostrou que as baixas doses de radiagdo em exposi¢fes cronicas ndo
estdo associadas a reducdo dos danos ou a poucos danos celulares, mas ao papel da
regeneracdo tecidual precoce, assim como conceito adaptativo definiu anos

posteriormente. Ele também concluiu em seus estudos que doses agudas sdo mais
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prejudiciais aos sistemas bioldgicos em comparacdo com doses menores e fracionadas,
pois as doses aguda ndo sdo capazes de ativar 0s componentes de protecdo celular.

A partir dessa ideia de adaptacdo ao estimulo de radiacdo, muitos trabalhos
passaram a defender que as baixas doses de radiacéo estdo associadas a uma redugéo na
mortalidade por cancer e outras comorbidades. Um conceito defendido também pelos
municipes e pelas autoridades de Guarapari, que € considerada a cidade saude,
exatamente pela presenca de radiagdo natural, a qual promoveria protecdo contra o
cancer e outras doengas como 0 reumatismo, como é facilmente vista nos sites
relacionados a cidade como no guia online (GUIA ONLINE, 2020).

O que colabora e justifica essa linha de pensamento € que naturalmente 0s
organismos Vvivos ja sdo expostos a uma taxa de radiacdo natural. Tanto a radiacdo
cdésmica que atinge a terra com os raios solares, quanto a radiacdo produzida por
elementos naturais aqui na terra. Ent&o, a vida de qualquer maneira ja € um fenbmeno
adaptado a esse processo, que € natural (MORTAZAVI et al., 2019). De fato em nosso
trabalho, encontramos alteraces nos niveis da citocinas circulantes, o que pode indicar
uma possivel modulagdo imunoldgica, mas ndo € possivel garantir até entdo, que essa
exposicdo possa promover alguma melhoria no estado de salde de pacientes em
tratamentos de cancer ou de doencas autoimunes.

Para entender entdo essa relacdo da exposicdo humana para com baixas doses de
radiacdo de fundo é necessario avaliar o aparecimento dos efeitos biol6gicos em pessoas
que foram expostas a esse tipo de radiagdo. E um publico alvo para investigar tais
possibilidades seriam as populacfes que residem em locais que emitem naturalmente a
radiacdo, como os residentes das cidades de Kerala (india) e Guarapari (Brasil), que
possuem uma das maiores incidéncias de radiacdo de fundo de todo mundo, com
valores emitidos em média de 40 pSv.y™. Mesmo assim, ndo hé evidéncia de alteracdes
genéticas ou somaticas nos moradores desses locais (ESLAMI et al., 2019;
MORTAZAVI et al., 2019; MELO et al., 2012). Entdo por que valores tdo baixos de
radiacdo foram adotados como medidas de prote¢do?

A propria orientacdo utilizada pela CNEN (tabela 6), mostra algumas
incongruéncias em relacdo a exposicdo a radiacdo. Pois eles limitam a exposicdo ao
publico em situacdo operacional em até 1 mSv ao ano somente para exposi¢es naturais,
excluindo a exposicdo durante procedimentos médicos. Se hd um risco na exposicao a
fontes naturais de até 1 mSv ao ano, por que ndo haveria 0 mesmo risco com a

exposicdo durante procedimentos médicos.
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Tabela 6: Tabela dos parametros de exposi¢cdo a radiacdo de acordo com a CNEN
(2005).

Limite anual para piblico em situagio 1 Dose acima da radiacdo natural. N3o inclui
operacional normal aplicagbes médicas.
Ref.: Norma CNEN-NN-3.01.
Aplicagbes médicas (excluindo radioterapia) 0,03a20 Média anual
Ref.:UNSCEAR 2008
Radiacdo natural 2,4 Media anual. Ref.:UMSCEAR 2008.

Algumas regides apresentam niveis até 5 vezes
maiores, por exemplo, a cidade de Guarapari, ES.

Limite anual para individuo 20 Media em 5 anos. Nao pode exceder 50 mSv em
ocupacionalmente exposto (trabalhador) um Unico ano. Ref.: Norma CMEN-MN-3.01.
Mivel de agdo para evacuagio de populagdo 50 Dose a ser evitada.
em situacbes de emergéncia Monitoracio no local: taxa: 1 mSv/h.
Ref.: Norma CNEN-NN-3.01 PR-006.
Limite de dose em situagdes de emergéncia 100 Com excecao das acbes para salvar vidas.
para executar agbes para prevenir o Ref.: Morma CNEN-NN-3.01.
desenvolvimento de situagGes catastroficas
Referéncia para aparecimento de efeitos 1.000 Os efeitos observados podem ser astenia, nauseas,
observiveis vOmitos.
Dose de corpo inteiro mais alta recebida por 2.000 A witima faleceu tempos depois.
uma das vitimas do acidente radioldgico em
Goidnia, 1987

Primeiramente a exposicdo a radiacdo ionizante durante os procedimentos
médicos normalmente é aplicada em uma Unica regido ou Orgdo do corpo 0 que €
chamado de Transferéncia de Energia Linear (LET), ou seja o individuo normalmente
ndo é irradiado de corpo inteiro, como ocorre em uma exposicdo a radiacdo natural.
Contudo, neste caso é necessario avaliar a sensibilidade do tecido de acordo com 0s
valores de densitometria estabelecidos pela ICRP (2018). Algumas modalidades como a
densitometria Ossea, usam doses mais baixas de radiacdo. Entretanto, outras
modalidades como a radioterapia e a radiocirurgia estereotaxica, podem fornecer doses
absorvidas de aproximadamente 8-18 Gy em uma unica dose, 0 que € extremamente
elevada para qualquer tecido humano (DAMULIRA et al., 2019; KRON, LEHMANN;
GREER, 2016).

De acordo com BEIR VII (2005), doses abaixo de 100 mSv.y™ ndo representam
riscos a saude humana. Esta conclusdo foi extraida da anélise dos resultados de estudos
populacionais e experimentais, principalmente os resultados obtidos pela Radiation
Effects Research Foundation (RERF), que avaliou desde a década de 60 os efeitos
biolégicos da radiacdo ionizante nos sobreviventes das bombas. Nesse estudo, foi
revelado que mais de 60% dos sobreviventes desses episodios que nao tiveram nenhuma
queixa clinica evidente receberam uma dose inferior a 100 mSv.y™*. Este estudo também
investigou aproximadamente 30.000.000 criancas e constatou que existe uma falta de

efeitos genéticos adversos significativos em doses abaixo de 100 mSv.y™. Portanto, ndo
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indicios que a exposicdo a radiacéo entre a faixa de 0 a 100 mSv.y™ possa causar algum
dano bioldgico.

Ainda em relacdo aos valores estipulados para a protecdo da exposicdo da
radiagcdo aqui no Brasil, a CNEN estimou o limite de dose em situacdes de emergéncias
catastréficas em 100 mSv, o que também seria inferior a quantidade de radiacdo
absorvida pelo nosso grupo HR (~175 mSv.y™), o que leva a pensar que esses valores
foram criados sem a andlise adequada da literatura, sendo determinada também com um
pouco de histerismo. De acordo com essa tabela os efeitos bioldégico observaveis
estariam na faixa de 1 Sv.y™*, que incluiria astenias, nauseas e vOmitos, mesma
caracteristicas clinicas observadas nos sobreviventes das bombas nucleares que estavam
em até 10 km de distancia do hipocentro da explosdo e apresentaram esses sintomas de
forma aguda (RERF, 2014; PRESTON et al., 2004; FOLLEY; BORGES;
YAMAWAKI, 1952). Em nosso trabalho, ndo foi evidenciada nenhuma manifestagéo
comportamental atipica em nosso animais.

Mesmo com tantas evidéncia que doses de até 100 mSv.y™ ndo sdo capazes de
causar prejuizos biologicos, por que entdo definir limites tdo baixos para exposicdo
humana. A resposta para isso € a manifestacdo de comorbidades que podem se
manifestar de médio a longo prazo pela exposicdo a radiacdo, sendo o cancer € o
principal prejuizo a ser evitado. Os cancros, tanto o sistémico quanto os solidos irdo
manifestar mais tardiamente ap0s a exposicdo. De acordo com a caracteristica da
irradiacdo e do tecido afetado, o acumulo de alteracGes geneéticas e moleculares nas
células causam a carcinogénese (SUIT et al., 2007). A leucemia foi a manifestacdo
tumoral mais evidenciada pela radiacdo, ela pode surgir de forma relativamente rapida
logo na primeira década apds a exposicdo. Por isso é necessario entender o limiar e a
lineariedade para com a exposicdo a radiacdo, principalmente devido a cronicidade que
um tumor levar para se desenvolver.

Apesar dos valores estimados, existem fracas evidéncias que mostram que doses
de até 0.5 Gy podem causar algum tipo de desenvolvimento tumoral. Alguns modelos
de animais sdo utilizados para desenvolverem o cancer ap0s uma exposicao a radiacao
ionizante, normalmente as doses sdo > 3 Gy e 0s animais demoram em média de 4 até
18 meses para desenvolverem os tumores (RIVINA; DAVOREN; SCHIESTL, 2016;
WOLMAN et al., 1982).

O trabalho realizado por Jangiam et al. (2018) utilizou doses de 0.05 — 1 Sv para
avaliar os efeitos tardios na medula 6ssea, pulmdo e testiculos apds 6 meses de

exposi¢do. Eles ndo encontraram alteracdes nos tecidos analisados com essas doses.
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Esses resultados corroboram com a nossa escolha de expor 0s animais por 3 meses,
devido ao tempo cronoldgico dessa espécie, mimetizando a radiacdo recebida por um
residente local que vive constantemente sob a influéncia dessa radiacdo e também seria
um tempo suficientemente para ultrapassar os limites da hormesis e da resposta
adaptativa da exposicdo a radiacdo, também seria um tempo suficiente para detectar a
presenca inicial de alguma formacgdo tumoral. Sabendo que outros trabalho néo
conseguiram induzir uma resposta tumoral com doses abaixo de 0.5 Sv, j& esperavamos
ndo identificar a presenca de tumores em nosso modelo experimental.

De acordo com a revisao sistematizada realizada por Moon Seong (2016), existe
uma relagdo proporcional entre o risco de desenvolvimento do cancer com uma dose
efetiva acima de 200 mSy, estes valores também foram retiradas das analises feitas nos
sobreviventes da bomba atdbmica japonesa. Porém essa dose esta abaixo da dose
considerada segura de acordo com o trabalho de Pollycove (2007).

Nenhum trabalho até o presente momento utilizou doses controladas de radiagéo
na faixa de 0 — 20 puSv.y™ para elucidar de fato os efeitos dessas baixissimas doses. N&o
ha trabalhos especificos que utilizaram ferramentas para ofertar baixas doses de
radiacdo para depois fazerem as avaliagdes necessarias, tanto em experimentos in vivo
guanto em in vitro. Por isso que existe essa incongruéncia em relacdo aos efeitos
biologicos de baixas doses de radiacdo (IMANAKA, HAY ASHI; ENDO, 2015).

A propria literatura até o presente momento considera que os efeitos bioldgicos
de baixas doses de radiacdo sdo mais complexos para serem preditivos e analisados,
pois ndo ha limiar bem definido de seus efeitos, por isso essas entidades escolheram
valores tdo baixos para a exposicdo humana. Com essas discrepancias observadas na
comunidade cientifica é necessario que essas medidas devam ser novamente
consideradas. Pois, muitos autores acreditam que a exposi¢do a radiacdo ndo obedece
uma tendéncia linear em baixas doses.

Na realidade boa parte desses pesquisadores consideram que as baixas doses de
radiacdo sdo capazes de promover a ativacdo dos mecanismos adaptativos celulares e
promover protecdo ao organismo caso seja irradiado novamente. Por ndo existir uma
coesdo entre a comunidade cientifica, existem varios modelos que tentam explicar o
efeitos bioldgicos de baixas doses de radiacdo, porém nenhum deles ainda é usado como
uma medida operacional (SHARMA et al., 2019; DAINO et al., 2018; BIELEFELDT-
OHMANN et al., 2012).

Assim sendo, nosso trabalho ao irradiar os animais com o SF mostrou que as

baixas doses de radiacdo dentro do nosso modelo ndo foi capaz de causar danos
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estruturais nos tecidos analisados, porém houve ativagdo de mecanismos de adaptagdo
evidenciados pela alteragdo nas citocinas inflamatorias e pelo aumento da &rea dos
nlcleos de hepatocitos. Os valores acumulados de radiacdo que nossos animais
receberam sdo bem superiores aos estipulados pelas instituicdes de protecdo a exposicao
a radiacdo, o que contrapGe os valores por eles adotados. E assim foi possivel colaborar
com uma definicdo mais precisa sobre a lineariedade dos efeitos biolégicos da radiacdo
gama, mostrando que doses de 0 — 175 mSv.y™ ndo foram capazes de capazes de causar
danos estruturais no nosso modelo utilizado, porém foi capaz de ativar

inespecificamente as vias inflamatorias.

5. CONCLUSAO

Portanto, este trabalho foi pioneiro ao utilizar as areias monaziticas da praia de
Meaipe para investigar os efeitos de baixas doses de radiacdo ionizante mimetizando
uma situacdo de exposicdo a radiacdo natural. O SF foi capaz de gerar radiacdo
ionizante continua semelhante & observada em ambientes naturais abertos. Assim, nosso
trabalho colaborou com a construgcdo de um SF que pode ser utilizado em experimentos
futuros em diferentes linhas de pesquisa tanto in vitro quanto in vivo para avaliar os
efeitos bioldgicos de baixissimas doses de radiacdo de acordo com a necessidade do
pesquisador.

Os nossos resultados mostraram que a exposicdo cronica a radiacdo gama das
areias monaziticas, ndo alterou os parametros antropométricos, ndo alterou a pressdo
arterial dos animais, ndo aumentou o estresse oxidativo, e também ndo causou nenhum
dano estrutural nos érgaos analisados (ovario, rim e figado). A radiacdo foi capaz de
modular a concentracdo das citocinas, porém essa alteracdo ndo foi acompanhada de
alteracdes estruturais nos tecidos avaliados, provavelmente essa seja uma resposta
adaptativa ao estimulo da radiacdo, mostrando que baixas doses de radiacdo é capaz de
ativar os componentes imunologicos de forma inespecifica, 0 que requer novos
experimentos para determinar com mais precisdo se essa radia¢do ndo é capaz de causar

prejuizos biol6gicos em humanos.
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