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Resumo

Estabelecer os efeitos bioldgicos e niveis seguros de exposi¢ao a radiagao ionizante é um objetivo
a ser alcangado até os dias de hoje. Mamografia é um exame importante na detecgao precoce de
tumores na mama, mas desde que os genes BRCA1 e BRCA2 foram identificados como a causa
principal de cancer de mama hereditario, existe uma preocupagao crescente em relacao a
exposigao as radiagdes ionizantes de pacientes portadoras de mutagOes nestes genes. A
exposicao poderia induzir um aumento nas mutagdes nos genes BRCA e outros supressores e
promover o desenvolvimento do tumor nestas pacientes. Neste trabalho é proposto um estudo
experimental in vitro inicial com o objetivo de determinar o nivel de radiagao que desencadeia
mutagOes detectdveis nos genes BRCA, e quantificar um nivel mais seguro de radiagdo nas
mamografias de pacientes portadoras de mutagoes em alelo desses genes. Células de mama
provenientes de uma paciente foram cultivadas e irradiadas com diferentes doses de raios X,
gerados por um mamografo comercial. Os resultados mostram que radia¢des ionizantes

promovem altera¢gdes mensuraveis nas células de mama cultivadas.

Palavras-chave: mamografia, cincer de mama, radiagio ionizante, BRCA, risco radioldgico.
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Abstract

Establishing the biological effects and the safe level of exposure to ionizing radiation remains, so
far, an objective to be reached. Mammography is an important exam in the early detection of
breast tumors, but since the genes BRCA1 and BRCA2 were identified as a main cause of
hereditary breast cancer, there is growing concern of exposing patients carrying those mutations
to ionizing radiation. It could increase mutations in these genes and other suppressors, and
promote the development of tumor in those patients. In this study we propose an in vitro initial
experiment aiming to determine the radiation trigger level for detectable mutations in genes
BRCA, and thus a safer level of radiation due to mammography for patients carrying a mutated
allele of the genes BRCA1 or BRCA2. Breast cells from one patient were cultivated and
irradiated with different doses of X-rays generated by commercial mammography equipment.
The results have shown that exposition to ionizing radiation promotes measurable alterations in

breast cell grown.

Keywords: mammography, breast cancer, ionizing radiation, BRCA, radiologic risk.
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Capitulo 1. Introducao

EGUNDO tipo mais frequente no mundo, o cancer de mama ¢ o mais comum entre as
S mulheres, respondendo por 22% dos casos novos a cada ano, conforme dados do Instituto
Nacional de Cancer (INCA, 2007).

Os tumores de mama e ovario sao neoplasias extremamente frequentes na populagao
afetando 1 a cada 8 mulheres em média. Estima-se que em 5% a 10% de todos os canceres de
mama e de ovario ocorram mutagoes em genes autossomicos, com padrao de heranca
dominante (Newman et al., 1988).

No inicio dos anos 90, isolaram-se dois genes associados aos tipos de cancer citados
acima: BRCA1 e BRCA2. Em cerca de 70% das familias com quatro ou mais individuos afetados,
mutagoes em um desses dois genes é detectada (Moreira-Filho e Verjovsky-Almeida, 2000).
Embora a hereditariedade seja responsavel por cerca de 5 a 10% do total de casos, mulheres com
histdria familiar de cancer de mama, e portadoras da mutagao no gene BRCA apresentam 80%
de risco de desenvolver a doenga (Gulati et al., 2007). Para esse tipo de cancer, a exposicao a
radiac¢Oes ionizantes em idade inferior aos 35 anos € um sério fator de risco (INCA, 2007).

Existe uma preocupacdo crescente que individuos portadores de mutagdo nos genes
BRCA tenham uma resposta celular alterada por radiagao (Barwell et al., 2007). H4, portanto, um
compromisso entre a diminui¢ao da morbidade pela descoberta precoce de um tumor, e o seu
aumento devido a potencial inducao do cancer pela radiagao (Bennett, 1999).

As proteinas BRCA sao proteinas nucleares nas células normais. Entre as familias com
manifestacdo precoce e maultiplos casos de cancer de mama, os genes BRCA1l e BRCA2
contribuem com aproximadamente 50% e 30%, respectivamente, das muta¢Oes génicas. As
mutagoes nos genes BRCA1 e BRCA2 estdao presentes em 80% e 14%, respectivamente, das
familias com individuos portadores de cancer de mama e de ovario (Pasternak, 2002).

Os genes BRCA1 e BRCA2 agem como fatores de transcrigdo e participam do reparo de

dano ao DNA (Pasternak, 2002). Por este motivo, portadores de mutagdes nos genes citados
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podem ser mais sensiveis a radiagdes ionizantes. O desenvolvimento de tumor de mama em
portadores de mutagao nos genes BRCA1 e BRCA2 est4 associado a inativagao do alelo (forma
alternativa do gene) e tem levado a classificagao destes genes como supressores de tumor (Biggs
e Bradley, 1998). Mulheres que herdaram uma mutacao nos genes BRCA1 ou BRCA2 podem ter
um risco elevado de dano no DNA induzido por radiacao (Broeks et al., 2007).

Existe uma preocupagdo de que a exposi¢ao as radiagdes ionizantes possa aumentar o
risco de cancer de mama em mulheres jovens portadoras de mutagdao nesses genes (Andrieu et
al., 2006). O risco ¢ maior em portadoras com menos de 40 anos, particularmente aquelas que
foram expostas a radiagao antes dos 20 anos de idade (Levy-Lahad e Friedman, 2007).

O beneficio absoluto da mamografia sera menor para mulheres mais jovens do que para
as mais velhas, pois a taxa de eficdcia do exame e a incidéncia de cancer de mama em mulheres
mais jovens sao menores (Berrington de Gonzalez et al., 2009). Neste caso, o beneficio do exame
antes dos quarenta anos pode nao compensar o risco decorrente da radiacao em mulheres com
histérico familiar de cancer de mama (Moss et al.,, 2006). Para estas mulheres, o exame
mamografico é menos efetivo porque mulheres mais jovens possuem mamas mais densas, com
mais tecido glandular (que é mais radiosensivel) (Goldfrank et al., 2006). Os exames necessitam
doses maiores de raios X, além de, nesta faixa etaria, os tumores crescerem mais rapidamente
(Berrington de Gonzdles e Reeves, 2005). Entretanto, o INCA recomenda a mulheres que tenham
cancer de mama na familia realizar o exame a partir dos 35 anos de idade.

A literatura ndo mostra experimentos com resultados definitivos que confirmem todas as
afirmacoes acima. Existem estudos epidemiologicos, em sua maioria baseados em questionarios
e que nado apresentam dados quantitativamente confidveis (Gronwald et al., 2008). Questionarios
dependem da memdria das pacientes para responder corretamente sobre a idade em que foram
submetidas a primeira mamografia, quantas vezes fizeram o exame e o histérico de exames de
raios X em suas vidas. Normalmente elas respondem apenas o que lembram ou o que estao
dispostas a informar. Varias abordagens tém sido utilizadas para compreender as interagdes
entre os genes e as radiacdes (e.g. estudos epidemioldgicos e estudos in vitro almejando
descrever o mecanismo de reparo do gene). Estas investigacdes podem levar a uma identificacao

dos loci (posigbes de um gene no cromossomo) humanos que predispdem ou protegem
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individuos da indugao ao cancer de mama e facilitar as estratégias subsequentes para a detecgao
e tratamento de cancer de origem genética (Bertwistle e Ashworth, 1998).

A definigdo de um nivel de radiagdo de menor risco para este grupo radiosensivel tera
implicagOes tanto nos exames para diagnostico e acompanhamento das pacientes, quanto para
estratégias de tratamento (Nystrom et al., 2002).

Este trabalho, partindo das bases tedricas encontradas na literatura sobre radiagao
ionizante e mutagao no gene BRCA, e utilizando experimentagao in vitro com células de paciente
portadora de mutagao no gene BRCA busca determinar o nivel de radiagao equivalente recebido
durante exames mamograficos que é capaz de promover mutacao detectavel nas células. Esta
abordagem de avaliagdo quantitativa do comportamento de células especificas submetidas a
radiacdo do mamografo nao foi encontrada na literatura, o que refor¢a o interesse na sua

realizagao.

1.1 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € encontrar experimentalmente o nivel de radiagdo da
mamografia que poderia provocar uma segunda muta¢ao nos genes BRCA, em células de
pessoas com uma predisposicao genética. A hipdtese é que, a partir de certo nivel de radiagao a
ser determinado, as células sofram mutagao e se multipliquem desordenadamente, que é o

principio de um tumor (Borges-Osorio, 2001).
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BRCA e Mamografia

2.1 CANCER DE MAMA

NOS paises desenvolvidos, aproximadamente 2% das mulheres que vivem até os cinquenta
anos de idade e cerca de 10% daquelas que chegam aos oitenta anos sofrem a angustia
do cancer de mama (Pasternak, 2002).

A Organiza¢ao Mundial da Saude estima que ocorram mais de 1.050.000 novos casos de
cancer de mama por ano no mundo todo. O cancer de mama constitui-se na primeira causa de
morte entre as mulheres. E provavelmente o mais temido pelas mulheres, em fungao de sua alta
frequéncia e, sobretudo, de seus efeitos psicoldgicos, que afetam a percep¢ao da sexualidade e a
propria imagem pessoal (Bifulco et al., 2010).

A mama feminina humana ¢ uma glandula secretora grande. Durante a lactacao, grupos
de 16bulos semelhantes a um cacho de uva (glandulas mamadrias) produzem o leite que preenche
e aumenta o sistema de dutos multiramificados (Borges-Osorio, 2001).

Aproximadamente 90% de todos os casos de cancer de mama sao origindrios das células
epiteliais dos dutos secretores. Inicialmente, os tumores de mama se formam nos dutos, embora
posteriormente algumas células cancerosas deixem a porgao interna do duto e formem massas
celulares na porcao externa do epitélio do duto. Os sitios secundarios de invasdao pelas
metastases do tumor de mama compreendem a parede toracica, pulmdes, figado, cérebro, ossos

e outros locais (Pasternak, 2002).
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2.2 FATORES DE RisCcO

A histdria familiar € um importante fator de risco para o cancer de mama, especialmente
se um ou mais parentes de primeiro grau (mae ou irma) foram acometidas antes dos 50 anos de
idade. Entretanto, o cancer de mama de carater familiar corresponde a aproximadamente 10%
do total de casos de canceres de mama (Pasternak, 2002).

A idade constitui outro importante fator de risco, havendo um aumento rapido da
incidéncia com o aumento da idade. A menarca precoce (idade da primeira menstruagao), a
menopausa tardia (apos os 50 anos de idade), a ocorréncia da primeira gravidez apds os 30 anos
e a nuliparidade (nao ter tido filhos), constituem também fatores de risco para o cancer de mama
(Thompson et al., 1993).

Ainda é controversa a associa¢do do uso de contraceptivos orais com o aumento do risco
para o cancer de mama, apontando para certos subgrupos de mulheres como as que usaram
contraceptivos orais de dosagens elevadas de estrogénio, as que fizeram uso da medicacao por
longo periodo e as que usaram anticoncepcional em idade precoce, antes da primeira gravidez
(Bifulco et al., 2010).

A ingestdo regular de dlcool, mesmo que em quantidade moderada, ¢ identificada como
fator de risco para o cancer de mama, assim como a exposi¢ao a radiagdes ionizantes em idade
inferior a 35 anos (Bifulco et al., 2010). Dentre os carcinégenos, os que causam 0 maior nimero
de mortes nas sociedades atuais (cerca de um quarto de todas as mortes por cancer) sao os da
fumaca de cigarros (Guyton e Hall, 1996).

Radiagbes ionizantes como os raios X, raios gama e radia¢ao de particulas de substancias
radioativas, e até mesmo a luz ultravioleta podem predispor ao cancer. Os ions formados nas
células teciduais sob influéncia dessas radiagdes sdao muito reativos e podem romper os

filamentos de DNA, produzindo por isso, muitas mutag¢des (Pasternak, 2002).
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2.3 EXAMES DE DIAGNOSTICO

O diagndstico precoce ¢ o fator mais importante para salvar mulheres do cancer de
mama. Os métodos atuais mais usados de rastreamento para o cancer de mama incluem
mamografia, ultrassonografia, exame clinico e de ressonancia magnética (MRI) (Lane, 1998).
Atualmente, a mamografia ¢ a modalidade de imagem mais amplamente utilizada (Bennett,
1999). Novas estratégias de rastreamento vém sendo estudadas, porém até o momento a
mamografia anual é indicada para mulheres a partir dos quarenta anos de idade como método
efetivo para a detecgao precoce (INCA, 2007), exame este garantido por lei no Brasil (Bifulco et
al., 2010). O exame clinico da mama deve ser realizado anualmente em todas as mulheres que
procuram o servi¢o de saude, independentemente da sua faixa etdria (Varella, 2009).

A sensibilidade da mamografia varia entre 46 a 88% e depende de fatores como: tamanho
e localizacao da lesao, densidade do tecido mamario (mulheres mais jovens apresentam mamas
mais densas), qualidade dos recursos técnicos e habilidade de interpretacao do radiologista. As
mamas mais densas reduzem a capacidade da mamografia de detectar com maior exatiddo um
cancer de mama (Faulkner, 2007), e os exames tém, portanto, quase duas vezes mais
probabilidade de resultarem em falso positivo do que mamas que possuem mais tecido adiposo,
como € o caso nas mulheres com mais de 50 anos (Eisinger, 2005; Lehman, 1999).

Alguns estudos tém analisado a modificacao deste método de imagem e frequéncia da
mamografia com base no risco absoluto de vida e estado de portadores de mutagdes nos genes
BRCA1 e BRCA2 (Benson, 2006). Nao € facil determinar com exatiddo e simplicidade as
desvantagens e/ou os riscos de um determinado tipo de exame de diagndstico (Black et al., 2002;

Juffs e Tannock, 2002).

2.4 BRCA ERADIACAO IONIZANTE: R1SCOS E DANOS

Foi estabelecido em estudos recentes que altas doses de radiagdo ionizante sao um fator
de risco e podem claramente produzir consequéncias deletérias em humanos, incluindo a

indugao ao cancer (Ma et al., 2008).
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Em doses de radiagao baixas, como da mamografia, a situacdo é bem menos clara. O
conhecimento dos riscos da radiagao de baixa dose é de grande importancia para a sociedade,
principalmente em relagdo a questdes como seguranga nos exames de diagnostico para o cancer
(Brenner et al., 2003).

Algumas subpopulacdes geneticamente radiossensiveis foram identificadas, tais como
individuos com mutagoes nos genes BRCA, embora a relagao de sensibilidade com a indugao ao
cancer devido a radiagao ionizante seja um assunto controverso (Brenner et al., 2003). Todavia
nao se obtiveram dados da frequéncia e hipersensibilidade necessarios para estabelecer a relacao
dose resposta. E o que dizem cientistas do centro de pesquisa radiolégica da Columbia
University, em um trabalho em conjunto com cientistas de Oxford, Harvard e da fundagao de
pesquisa em efeitos da radiagdo em Hiroshima.

Varias abordagens estao sendo utilizadas para a compreensdo das interagdes
gene/radiagao, incluindo estudos epidemioldgicos, o desenvolvimento e o uso de modelos de
animais e estudos em células de animais (Bennett, 1999).

Ainda que as fung¢oes dos genes BRCA1 e BRCA2 nao sejam totalmente esclarecidas, foi
reconhecido que ambos os genes interagem com a proteina RAD51 (Rahman e Stratton, 1999) e
que esta proteina pode estar envolvida na recombina¢do meidtica e mitdtica, bem como em
varios mecanismos de reparo de danos do DNA (Chen et al., 1999; Patel et al., 1998).

Exposicao a radiagao ionizante pode causar uma variedade de tipos de danos ao DNA,
dos quais os mais graves sao as quebras da cadeia da dupla hélice. Quando ndo reparadas, estas
quebras podem resultar na perda de material genético (Bernstein et al., 2006). Quando
incorretamente reparadas, as quebras da cadeia dupla podem resultar em danos que vao desde
mutagdes no local da lesao original até grandes rearranjos gendmicos. Os resultados das
mutagdes aumentam o risco de cancer de mama (Thompson e Easton, 2004).

A exposicao a radia¢Oes ionizantes ativa a proteina ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutado)
que fosforila uma ampla gama de substratos, incluindo o BRCA1 (fosforilagao ¢ um dos
principais participantes nos mecanismos de regulacao das proteinas) (Bernstein et al., 2006). A
proteina ATM tem funcdo de quinase (catalisar a reagao de fosforilagao) e esta interage com as

proteinas do ciclo celular como BRCA1, com as proteinas de checagem e a proteina de reparo do
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DNA (Pasternak, 2002). O gene ATM aumenta sua expressao como resposta de dano ao DNA
causado por radiagao ionizante, com a fungao de interrupgao do ciclo celular. Ou seja, a
exposicao a radiacao ionizante ativa a proteina ATM, que interage com o gene BRCAI1 para
interromper um ciclo celular com danos (Kastan et al., 2001).

Se o gene BRCA1 é mutado ou defeituoso, poderd nao haver interrupgao de um ciclo
celular descontrolado. Neste caso pode ocorrer mudanga na padronizagao do crescimento de
determinadas células, levando a um crescimento desordenado que pode ocasionar um cancer de
mama (Bakkenist e Kastan, 2003).

Mutagoes dos genes BRCA poderiam nao s6 modular a sensibilidade e especificidade da
mamografia, mas também a sensibilidade dos tecidos a radiagao, que pode ter implicagdes para
as aplicagOes de diagnostico e radioterapia (Benson, 2006).

A resposta a doses de radiagao baixas ou altas associadas a exames de diagndstico como
a mamografia sao diferentes para mulheres com alto risco de desenvolvimento de cancer de
mama, e a populagdo em geral (Bennett, 1999). O risco para o desenvolvimento de cancer de
mama nestas mulheres foi determinado ser tao alto quanto 85% (Bennet, 1999).

As mulheres com uma mutagao no gene BRCA1 ou BRCA2 tém riscos aumentados de
cancer de mama e cancer de ovario (Narod et al., 2006). Por esta razao, alguns pesquisadores
recomendam que exames de diagnodstico anuais devem ter inicio mais cedo, por volta dos 25
anos de idade, mas o exame escolhido nao necessariamente tem de ser a mamografia (Moller et
al., 1999).

Os dados experimentais do trabalho de Young e Burch (2000) sugerem que cada unidade
de baixa dose de raios X em 1 exame da mamografia seja aproximadamente 2-6 vezes mais
eficaz na indugdo de danos causados por mutagao do que raios X de alta energia. Além disso,
outro estudo constatou que a quebra de cadeia dupla no DNA em culturas de fibroblastos
humanos induzida por altas doses de radiagdo foram eficientemente reparadas, enquanto
aquelas induzidos por baixas doses de radiagao (~1 mGy) ndo foram reparadas por muitos dias,
sugerindo que a habilidade de reparo no DNA com estas doses menores de radiagao pode nao

ser tao previsivel como se acreditava (Narod et al., 2006).
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Dados de experimentos com camundongos sugerem uma associacao entre
hipersensibilidade, irradiagdo e mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2 (Benson, 2006). Células
embriondrias de ratos com uma dele¢do funcional no gene BRCA2 tém a capacidade de
recuperagao de danos causados pela exposi¢ao a radiagao prejudicada. Portanto, a mamografia
realizada periodicamente desde jovem (menos de 30 anos) pode representar um risco
desproporcionalmente maior de indugao de tumores em portadores de mutagdes BRCAI e
BRCA2 em comparagao com aqueles sem tais mutagoes (Benson, 2006).

No trabalho de Narod et al. (2006) foram identificados 1.600 casos de cancer de mama e
1.600 casos controle sem cancer de mama, que foram agrupados por muta¢ao nos genes BRCA,
data de nascimento, e do pais de residéncia de um registro internacional de portadores da
mutacdo BRCA1 e BRCA2. Foi utilizado um questiondrio para obter informagdes sobre as
participantes, se estas haviam feito algum exame de mamografia ou outros exames de raios X;
em caso afirmativo, a idade em que o fizeram pela primeira vez e a frequéncia. Apesar de ser
um trabalho bastante conhecido e citado na literatura, este projeto tem algumas limitagdes, como
depender da memodria das participantes e muitos dos dados terem sido levantados a partir de
questiondrios e entrevistas telefonicas. No entanto, este ¢ um dos estudos mais citados nesta area
de pesquisa (Benson, 2006).

Estudos que extrapolaram doses de radiagao usando métodos lineares sugerem que o
risco deve ser muito pequeno. Por outro lado, argumentou-se que estes modelos lineares
subestimam a quantidade de dano ao DNA com baixas doses de radiagao e que esses modelos
nao prevéem adequadamente o risco de cancer de baixas doses de radiagao (Ma et al., 2008).

Atualmente os dados epidemiologicos sobre o risco de cancer de mama associado a
exposicao a doses baixas de radiagao ionizante nos exames e procedimentos médicos
comumente realizados, sao limitados (Ma et al., 2008).

Evidéncias epidemioldgicas complementares para uma associa¢ao entre exposicao a
radiacdo em mamografias comuns de baixa dose e cancer de mama vém de um estudo com
mulheres predominantemente na pré-menopausa, com idades <40 anos, diagnosticadas entre
1983 e 1987 (Ma et al., 2008). Concluiu-se que a exposic¢ao a radiagao ionizante dos exames antes

da idade de 20 anos foi associada a um risco elevado de cancer de mama (Hill et al., 2002).
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Outro estudo investiga a relagao custo/beneficio da ressonancia magnética para mulheres
mais jovens com uma mutagao no gene BRCA1 (Norman et al., 2007).

O NICE (National Institute for Health and Clinical Excellence) no Reino Unido, considerando
o exame de diagnostico da mama em mulheres com histéria familiar, emitiu uma orientagao
clinica na qual recomenda a utilizagao da ressonancia magnética para mulheres com historico
familiar de cancer de mama, para diferentes grupos etdrios e para diferentes graus de risco

(Faulkner, 2007).
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3.1 RADIACOES

ADIACOES sao ondas eletromagnéticas que se propagam com uma determinada
Rvelocidade. Contém energia, carga elétrica e magnética. Podem ser geradas por fontes
naturais ou por dispositivos construidos pelo homem. Possuem energia variavel desde valores
pequenos até muito elevados (Hayt Jr., 1978).

Luz visivel, ondas de rddio e raios X sao diferentes tipos de radiagao eletromagnética
(EM). Radiacao EM nao possui massa, nao ¢ afetada por campos magnéticos ou elétricos e tem
uma velocidade constante em um determinado meio de propagagao (Bushberg et al., 2002).
Radiacao EM é caracterizada por comprimento de onda (A), frequéncia (v), e energia por féton
(E). Categorias de ondas EM (incluindo as ondas de radio, TV, microondas; infravermelho, luz
visivel, ultravioleta; raios X e raios gama) compdem o espectro eletromagnético (Bushberg et al.,
2002).

Max Planck sugeriu a hipotese da energia quantizada, em que a energia de uma onda
EM de frequéncia v nao pode ter um valor qualquer, mas apenas multiplos inteiros de uma
energia minima (E = kv, onde h=6,625-10%J-s), denominada quantum de luz (Bitelli, 2006). Os
quanta, também chamados fotons, sdo pacotes de energia com propriedades semelhantes as de
um corpusculo que se move no vacuo com a velocidade da luz nos processos de emissao e

absorcao de energia. Cargas aceleradas emitem radiagao EM (Jackson, 1999).

3.1.1 IONIZACAO

Os elétrons encontram-se ligados aos atomos com certa energia devido a atracdo
coulombiana entre cargas opostas. lonizacao € o processo em que um desses elétrons absorveu
tanta energia do fluxo de radiagao incidente que a sua energia individual superou a energia

eletrostatica de ligacdo que havia entre ele e o nticleo atomico. Quando isso acontece, o elétron é

11
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ejetado — liberado — para fora do atomo, que fica ionizado. Este elétron muito energético devera
sofrer diversas colisdes até que seja parado e realocado em algum atomo do meio. No entanto,
enquanto tiver energia suficiente nas colisdes, poderd provocar a quebra de diversas outras
ligagdes quimicas, com a consequente ejecao de varios outros elétrons e a formagao de novos

ions (Biral, 2002).

3.1.2 RADIACOES IONIZANTES

Definiu-se como radia¢ao ionizante toda e qualquer radiagdo com comprimento de onda
menor que 1.000 A, que corresponde a uma energia acima de 12,4 eV (Biral, 2002). A partir desta
energia, a maior parte dos atomos ou moléculas simples pode ter seus elétrons mais externos
arrancados ao serem atingidos por esta radiacdo. Essa é aproximadamente a energia de

ioniza¢do da molécula de 4gua, principal constituinte do meio celular.
3.2 PROCESSOS DE PRODUCAO DOS RAIOS X

Raios X sao produzidos quando elétrons muito energéticos interagem com a matéria e
convertem energia cinética em radiacaio EM. Esta conversao pode ser realizada de forma
controlada dentro de dispositivos chamados tubos (ou ampolas) de raios X. Os tubos contém um
catodo (liberador de elétrons) e um anodo (alvo dos elétrons) no vacuo, e uma fonte de energia
elétrica externa para acelerar os elétrons do catodo em dire¢ao ao anodo.

Ao se chocarem com os atomos do anodo, os elétrons liberam sua energia cinética na
forma de fotons (radiagdo eletromagnética) de comprimento de onda caracteristica, dependente
do material do anodo. Estes fotons atravessam o tubo de raios X, sao colimados e constituem o

feixe de raios X (Bushberg et al., 2002).

3.21 RADIACAO CARACTERISTICA

Sabe-se hoje que as emissOes de fotons caracteristicos sao processos naturais que
permitem a liberagao de excesso de energia de um atomo durante a transicao de elétrons para
suas camadas mais internas. Uma unica transi¢do pode provocar outras transi¢des de elétrons

em cascata, com a emissao de fotons caracteristicos de uma faixa de energia.
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A interacdo entre elétrons pode ser provocada e resultar na ejecdo de elétrons das
camadas mais proximas ao nucleo (K, L, ...) e na emissao de fdétons caracteristicos ou raios X
caracteristicos com energia igual a diferenga das energias de ligacao das camadas K, L, M ... do
elemento (Figura 1). O processo de ionizacdo ¢ uma das formas de gerar fétons ou raios X
caracteristicos por meio da transformacdo da energia cinética dos elétrons acelerados em
radiagdo eletromagnética. Neste caso, sio denominados caracteristicos por serem prdprios do
elemento quimico do alvo de intera¢do, anodo. O anodo é ligado ao pdlo positivo da fonte, serve

de suporte para o alvo e atua como elemento condutor de calor (Bushberg et al., 2002).

. Elétron ejetado

Atomo-alvo

Elétron incidente com
energia maior do que ®
a energia de ligacao

da camada K.

Raios X caracteristicos:
L—-K
Transi¢ao do elétron

Figura 1 — Geragao de raios X caracteristicos (Bitelli, 2006).

Uma variedade de transi¢des pode ocorrer e gerar raios X caracteristicos com energias de
camadas adjacentes ou ndo. No entanto, para raios X utilizados de forma convencional no
radiodiagnostico, é importante que a energia do elétron acelerado seja maior do que a energia de
ligagdo do elétron da camada K do material do alvo. Quanto mais alta a energia do elétron
incidente em relagdo a energia da camada K do alvo, maior serd o nimero de fétons de raios X
caracteristicos.

No caso do molibdénio e do rédio, utilizados como alvos nos equipamentos de raios X

para estudos da mama (mamografos) os raios X caracteristicos sdo gerados somente quando
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elétrons sdo acelerados e atingem o alvo com energia superior a 20 keV (camada K do

molibdénio) e 23,2 keV (camada K do rodio) (Bitelli, 2006).

3.2.2 BREMSSTRAHLUNG

Nos equipamentos de raios X, a desaceleragdo de elétrons pode ocorrer principalmente
no campo elétrico dos nucleos dos atomos que constituem o elemento alvo, devido a atracao
coulombiana. Desta forma, os elétrons convertem sua energia cinética em radiacao
eletromagnética (raios X) por interacdo com o campo nuclear (Figura 2). Este processo é
chamado perda de energia por freamento ou bremsstrahlung, e resulta na producao de fétons de
alta energia. A diferenca das forgas coulombianas e da energia de aceleracao dos elétrons vai
determinar a energia dos fétons de raios X por bremsstrahlung. Quanto mais proxima do nucleo
for a interagdo com o elétron, maior sera a probabilidade de emissao de fétons de alta energia. O
espectro total dos fotons de raios X mostrado na Figura 3 ilustra a distribuicao de possiveis
energias dos fétons, entre elas as energias provaveis por radiacdo bremsstrahlung (espectro
continuo) e por radiagdo caracteristica (espectro de raias), proveniente da interagdo do elétron

com alvo de tungsténio ou outro metal.

Atomo-alvo .

£ e
Elétrons incidentes ; 7
; £ Ndcleo
196 —
32 . < ! Interagao préxima:
® & N energia moderada

Interacdo distante:
baixa energia

1

Impacto com o ntcleo:
energia maxima

Figura 2 — Geragao de raios X por bremsstrahlung (Bitelli, 2006).
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Picos de
radiacao
caracteristica

Intensidade relativa

O 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Energia (keV)

Figura 3 — Espectro total do feixe de raios X gerado com alvo de tungsténio para tensao do tubo de 90 kVp

(Bitelli, 2006).

O espectro de energia dos fotons gerados em um equipamento radioldgico é resultado
nao so de desaceleracao e integragao dos elétrons no alvo, mas também de como este processo é
influenciado pelas caracteristicas do equipamento responsavel pela intensidade do feixe de raios
X utilizado para fins de diagnostico (Johns e Cunningham, 1983).

Quando um elétron é acelerado sob uma diferenca de potencial V, adquire uma energia
cinética Ve, sendo e a sua carga elétrica, que vale 1,6:10"° coulombs. Ao incidir em um alvo, essa
energia € principalmente transferida aos atomos e elétrons constituintes do elemento alvo, o que

a transforma parcialmente em quanta de radiagao X e eleva a temperatura do alvo (Biral, 2002).
3.3 FATORES QUE MODIFICAM A INTENSIDADE DO FEIXE DE RAIOS X

A intensidade de um feixe de raios X é funcao do numero total de fotons de raios X e da
energia que estes transportam. A energia dos fétons de raios X resultante da desaceleracao dos
elétrons dependera da distancia entre o elétron e o nucleo, da sua energia e da carga no ntcleo.
Assim, a intensidade do feixe de raios X produzido pelos equipamentos radioldgicos depende
de quatro parametros: material do alvo, tensdao no tubo, corrente no tubo e filtracao (Bitelli,

2006).
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3.3.1 O TUBO DERAIOS X

O tubo representado na Figura 4 consiste em uma ampola de vidro que contém dois
eletrodos (anodo e catodo) dispostos de modo que os elétrons liberados pelo efeito térmico no
catodo possam ser acelerados por uma diferenca de potencial fornecida por um gerador de alta
tensdo. A medida que ocorre o choque dos elétrons com os 4&tomos do elemento metdlico do
anodo, estes elétrons liberam a maior parte de sua energia na forma de calor.

Para condicdes rotineiras de exposi¢ao em radiografia médica, apenas cerca de 1% da
energia cinética dos elétrons é convertida em raios X. Para dissipar o calor gerado por estas
colisdes, o material do alvo deve possuir elevado ponto de fusdo e alta capacidade de ceder
calor, como ¢ o caso do tungsténio. Além disso, este alvo € incrustado numa haste de cobre que
contribui para a evacuagao do calor para o exterior do tubo, que por sua vez é refrigerado a 6leo,

agua ou ar (Bitelli, 2006).

Soguetes de cabo

Tubo de raios X

Fole de expansao
1|

: 7 Rotor do anodo
Oleo do

sransformador Enrolamento do estator

Cétodo Anodo
Portal de saida

Figura 4 — Tubo de raios X e montagem da carcaga (Bitelli, 2006).

3.3.2 MATERIAL DO ALVO

Quanto maior o numero atomico do elemento utilizado como alvo, maior sera a
probabilidade do elétron perder energia cinética por radiagao bremsstrahlung, proporcionando

mais intensidade de fétons de raios X devido ao maior niimero de fétons produzidos.
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O numero atomico do alvo também determina a qualidade dos fétons produzidos a
partir das interagdes dos elétrons por colisdes. Por exemplo, para o tungsténio (Z = 74), além de
fétons caracteristicos de 59 keV, sao gerados fotons de cerca de 9 keV, correspondentes a

diferenca das energias de ligacao das camadas L (11,5 keV) e M (2,5 keV) (Bitelli, 2006).

3.3.3 TENSAO NO TUBO (KVP)

A tensdo de pico no tubo (kVp) determina a energia maxima no espectro bremsstrahlung,
afeta a qualidade da saida do espectro e a eficiéncia da produgao de raios X. Um aumento de
kVp aumenta a eficiéncia da producao dos raios X e da quantidade e qualidade dos feixes de
raios X.

Exposigao € aproximadamente proporcional ao quadrado da tensdo no tubo na faixa de
energia de diagndstico: Exposigao a (kVp)2.

Mudangas na tensao (kVp) devem ser compensadas por mudangas correspondentes na

corrente-tempo (mAs) para manter a mesma exposicao (Johns e Cunningham, 1983).

3.3.4 CORRENTE NO TUBO (MA)

A corrente do tubo (mA) é igual ao niimero de elétrons fluindo do catodo para o anodo
por unidade de tempo. A exposicao do feixe para um dado kVp e para uma dada filtracao ¢
proporcional a corrente do tubo de raios-X (Bushberg et al., 2002).

A corrente do tubo é controlada pelo grau de aquecimento do filamento (catodo). Quanto
mais aquecido for o filamento, mais elétrons serao emitidos pelo mesmo, e maior serd a corrente
que fluird entre anodo e catodo. Assim, a corrente de filamento controla a corrente entre anodo e

catodo (Johns e Cunningham, 1983).

3.3.5 FILTRACAO

Filtros modificam o espectro da radiacdo quando adicionados na saida do feixe de raios
X, e portanto modificam também a intensidade da radiacao (Mendoza, 2010). Filtros de aluminio
(Z = 13) e de cobre (Z = 29) geralmente sao utilizados em equipamentos convencionais, com o
objetivo de absorver os fétons de menor energia presentes no feixe de raios X e que sdo

absorvidos na superficie da pele. O cobre é geralmente usado em combinag¢do com o aluminio
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como filtro composto para absor¢ao dos fotons de maior energia. A filtragdo ocorre
principalmente no cobre. O aluminio ¢ utilizado para absorver a radiagao caracteristica (de
aproximadamente 8 kV) produzida pela interagdo dos fotons no cobre que, se nao fossem
atenuados, aumentariam significativamente a dose na pele do paciente. Ja a radiagao
caracteristica produzida no aluminio de 1,5 keV ¢é absorvida no ar existente entre paciente e
filtro. Este processo é¢ comumente utilizado para “endurecer” o feixe, aumentando a sua energia
média e, portanto, a sua penetragao. Além dos filtros metalicos, fotons de baixa energia sao
filtrados pelo vidro existente na janela por onde emerge o feixe ttil de raios X, e pelo dleo
utilizado no resfriamento da ampola. Esta filtragao inerente ¢ medida em espessura equivalente
de aluminio, usualmente entre 0,5 e 1,0 mm de Al equivalente, sendo o vidro o maior
responsavel pela filtragem.

A intensidade de radiacao X produzida nao é linearmente proporcional a tensao de
aceleragao dos elétrons (kVp), mas proporcional ao quadrado ou até ao cubo dessa tensao, uma
vez que o efeito da filtragdo sobre os fdétons gerados com energia mais baixa ¢é
proporcionalmente maior. Dessa forma, para tensOes altas, a intensidade pode aumentar
aproximadamente com o cubo da tensao aplicada no tubo.

A taxa de dose de um feixe de raios X ndo é prontamente calculavel devido as
caracteristicas de espectro do feixe, decorrente da conversao da energia cinética em radiagao
eletromagnética. Além disso, a filtragdo pode variar e modificar estas caracteristicas (Shapiro,
1990). A filtracao do feixe modifica a quantidade e qualidade do feixe de raios X removendo
seletivamente fotons de baixa energia. Isto reduz o niimero de fotons e desloca a energia média

para valores mais altos, aumentando a qualidade (Bushberg et al., 2002).

3.3.6 ATENUACAO DOS FEIXES DE RAIOS X

A quantidade de radiagao atenuada para uma dada espessura do absorvedor é medida
pelo coeficiente de atenuagdo linear ou coeficiente de absor¢do de massa, especifico para a
energia dos fétons que constituem o feixe e o tipo de material absorvedor. A medida que a
energia do feixe aumenta, menos fotons sao absorvidos por uma mesma espessura do meio

atenuador (Bitelli, 2006). No caso da preparagao com células in vitro utilizada neste trabalho, a
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espessura do meio celular é praticamente zero, assim como sua massa.

3.3.7 GERADORES

Os tubos de raios X necessitam baixa tensao para alimentar o filamento do catodo, e alta
tensao para o anodo. Ambas sao providas pelo gerador, que também possui um circuito para
controlar o tempo de exposigao (temporizador), instalado no comando do equipamento.

Os diferentes niveis de tensdo sao obtidos por transformadores e circuitos retificadores,
que podem ser monofasicos, trifasicos, de alta e média frequéncia, e ainda de meia onda ou onda

completa (Johns e Cunningham, 1983).
3.4 MAMOGRAFIA

A mamografia ¢ um exame radiografico destinado a detectar patologias na mama.
Fornece informagdes sobre morfologia, anatomia e patologias gerais da mama por meio de
imagens radiograficas (mamograma). A mamografia € principalmente utilizada na deteccao e
diagndstico do cancer de mama, como também para avaliar massas, palpaveis ou nao, de lesdes.

Deve ser realizada a cada dois anos em mulheres entre 50 e 69 anos, ou segundo
recomendacao médica. E realizada em um aparelho de raios X dedicado, chamado mamégrafo.
Nele a mama é comprimida de forma a fornecer melhores imagens, e, portanto, melhor

capacidade de diagnostico (INCA, 2007).

3.41 QUALIDADE DA IMAGEM MAMOGRAFICA

A qualidade da imagem de um exame radiografico, relacionada a informacao contida no
exame, estd diretamente ligada a quantidade de radiacao ionizante que é emitida do
equipamento radioldgico. Portanto existe um compromisso entre qualidade do exame
radiologico e quantidade de radiagdao ionizante. Se for necessario diminuir a quantidade de
radiacao emitida pelo equipamento radiologico por motivo de seguranga do paciente, se faz
necessario um estudo da qualidade da imagem, para que se tenha o conhecimento do limiar
entre uma imagem satisfatoria para detectar anomalias em um exame diagnostico, e um nivel

mais seguro de radiacao ao paciente.

19



Capitulo 3 — FUNDAMENTOS TEORICOS

A garantia de qualidade € essencial na mamografia, tanto para programas de
rastreamento quanto para o diagnostico. Para isso, o exame deve ser planejado na geragao da
imagem para que a qualidade do diagndstico seja boa o suficiente, mas com um menor risco
para a paciente. O nivel de radiacdo ionizante necessario para visualizar uma massa grande em
mama gordurosa pode nao ser a mesma daquela que pretende mostrar microcalcificagdes em
tecido glandular denso. O sucesso da mamografia depende da producao de imagens de alta
qualidade e de baixa dose, que resultardao no aumento da detecgao precoce do cancer, confianga

no método e reducao do nimero de exames desnecessarios.

3.4.2 CONSIDERACOES TECNICAS

A mamografia é um exame radiologico com particularidades e limitag¢des fisicas inerentes
ao processo de obtengao de imagem. Quando energia mais baixa é utilizada, o tecido adiposo e o
parénquima mamario tém coeficientes de atenuagao que variam por um fator de 2, e o contraste
da imagem ¢é melhorado (Bitelli, 2006). Regides de contraste pobre devido a pequenas diferencas
de atenuagao podem dificultar a deteccdo de estruturas na mama densa, uma vez que neste caso
€ necessario utilizar energia mais baixa. Para minimizar perdas de deteccao, faz-se uma
adequacao do espectro dos raios X as mamas densas por meio da sele¢ao do alvo (anodo) e filtro

no ponto de geragao dos raios X.

3.5 PARAMETROS FisIicoOs

3.,5.1 QUALIDADE DA RADIACAO

Os mamografos atuais possibilitam usar diferentes conjuntos de alvo e filtro (ex.:
molibdénio e rédio; rédio e rédio) que modificam o espectro da radiacdo (Bitelli, 2006).

Em mamografia sao utilizadas técnicas de baixa tensdao para garantir que as interagdes
fotoelétricas produzam o contraste anatomico desejado. Para tal, o tubo deve possuir alvo de
molibdénio ou de rédio para a producdo de raios X caracteristicos entre 15 e 22 keV (Bitelli,
2006). As interagdes em uma regidao do corpo dependem dessa energia dos fotons (qualidade da
radia¢do), além do niimero atdmico efetivo (a absor¢ao varia com Z3 para energias baixas) e da

densidade do tecido (nimeros de elétrons existentes na espessura correspondente a area do
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tecido irradiado). A Tabela I apresenta alguns desses valores.

Tabela I - Propriedades fisicas de alguns elementos que compdem os tecidos (Bitelli, 2006).

Meio  |Niimero atéomico (Z)| Densidade (g/cm?) Nitmero de elétrons/kg
Ar 7,6 1,29 3,01-10%
Agua 7,4 1 3,34-102
Tecido Leve 7,4 1 3,36-102
Gordura 59a6,3 0,93 3,34 a 3,48-102%
Osso 11,6 a13,8 1,65a1,85 3,00 a 3,19-10%

As densidades dos tecidos fibroglandular (1,04 g/cm?) e adiposo (0,9 g/cm?) refletem a
diferenga de absor¢ao e espalhamento dos fotons que dependem da energia efetiva do feixe de
raios X. A Figura 5 mostra as pequenas diferengas de atenuagdo linear (cm™) para diferentes
energias dos fétons. Como pode ser observado, a diferenga torna-se sutil com o aumento da
energia efetiva do feixe (Tabela II).

M (cm™)
0.9 7

B Carcinoma de duto
[ Tecido fibroso ‘
] Tecido gorduroso |

0.8

0.7 |

0.4

03 |

0,2 -

0.1 -

0

Figura 5 — Diferencas de atenuagao dos raios X em funcao da energia dos fétons para diferentes tecidos

que podem estar presentes na imagem mamografica (Bitelli, 2006).
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Tabela II - Coeficientes de absor¢do de massa para diferentes tecidos em fung¢ao da energia ou qualidade

da radiagdo utilizada nos exames mamograficos (em m?/kg — Bitelli, 2006).

keV| Ar |Agua|Osso Miisculo

10 10,466/0,489 1,900 0,496

20 10,052/0,052|0,251| 0,054

30 10,015/0,015/0,074| 0,015

3.6 DESEMPENHO DO SISTEMA MAMOGRAFICO

Neste trabalho procurou-se quantificar o nivel de radiagdo que seria menos arriscado
para a mulher, mas que ainda forneca um exame de qualidade. Por isso ¢ importante conhecer
os parametros de qualidade necessarios a um bom exame.

Sao quatro os parametros fisicos que devem ser considerados na avaliagdao da qualidade
da imagem mamografica: contraste, nitidez ou definicdao, dose e ruido. A interdependéncia
destes fatores pode alterar a qualidade da imagem. O valor da dose da mamografia esta
diretamente relacionado a estes fatores, e é por isto que nao se pode simplesmente diminuir a
dose da mamografia, porque neste caso, os fatores técnicos da qualidade da mamografia nao
estariam sendo considerados, a qualidade poderia ficar prejudicada e o risco da radiacdo nao
compensaria a informacao do exame mamografico.

A dose glandular média é o indice utilizado para avaliagao das doses de radiagdo. Ha
muitas varidveis na determinacdo da dose e por isso considerou-se a redugao de contraste o
parametro limitante na otimizacao das doses. O contraste da imagem est4 diretamente associado
a energia da radiagao e é altamente influenciado pelo espalhamento da radiagao e pelos fatores
técnicos de exposicao. Sabe-se que a tensdo (kVp) tem um efeito significativo na deteccao de
lesdes de baixo contraste. Quanto menor a tensao, maior o contraste e maior a possibilidade de

deteccao.
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Capitulo 4. Interacao da Radiacao
Ionizante com a Matéria

4.1 ABSORCAO DE ENERGIA

QUANDO um feixe de raios X passa através de um meio como o tecido vivo, parte da sua
energia é transferida para o tecido, e essa energia pode provocar alteragdes bioldgicas
(Johns e Cunningham, 1983). A energia transferida por unidade de massa do meio absortivo é
conhecida como dose absorvida, ¢ um valor bastante util para prever possiveis efeitos
bioldgicos.

Alguns dos elétrons de alta velocidade (que foram postos em movimento pelos foétons)
podem interagir com um nucleo e produzir radiagao espalhada por bremsstrahlung, que por sua
vez pode provocar interagdes da mesma forma que o foton inicial.

A produgao de elétrons de alta velocidade a partir da interagao com fotons de raios X se
da por trés mecanismos, que normalmente ocorrem simultaneamente: efeito fotoelétrico,
espalhamento incoerente Compton, e producao de pares.

Os mecanismos de interagio com a matéria e os efeitos bioldgicos sdao explicados
dependendo do tipo de radia¢dao que foi irradiada, e dos mecanismos de producao de elétrons
citados acima. E através destes que se sabe mais sobre os efeitos que a ionizagio pode causar na

matéria.
4.2 MEDICAO DE RADIACAO: DOSIMETRIA

Alguns conceitos referentes a dosimetria serdo descritos a seguir. Deve ficar claro que

ndo se pode medir dose em células, pois estas praticamente ndo possuem massa; neste caso
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deve-se falar em exposi¢ao de radiagao. Quando células sdo irradiadas, estd-se fazendo uma
exposigao de radiagao (o conceito de exposi¢ao serd dado mais a frente).
Existem duas consideragoes diferentes em dosimetria: descrever o feixe de radiagdo e

descrever a quantidade de energia que o feixe poderia depositar em algum meio.

42,1 QUANTIDADES PARA DESCREVER UM FEIXE DE RADIACAO
v" Fluéncia:

A radiacao proveniente de um gerador de raios X ou uma fonte radioativa consiste em
um feixe de fotons, normalmente com quantidades de energia diferentes. Considerando um
feixe monoenerggético, um meio de descrever o feixe seria especificar o nimero de fétons N deste
feixe que atravessa a area a, em certo angulo (Johns e Cunningham, 1983). Esta razao é o que a

ICRU (International Commission on Radiological Units) chamou de fluéncia (ou fluéncia de foton),

representada por @:

_dN

o=
da

(M

O ntimero de fotons que passa por uma unidade de 4drea em uma unidade de tempo é

chamada razao de fluéncia e é representada por ¢:
dd
== 2
T @
Uma forma alternativa para descrever o feixe é quantificar o fluxo de energia por

unidade de area. Esta quantidade é chamada fluéncia de energia e é representada por W, com #h

sendo a constante de Planck e v a frequéncia:

dN-hv
da

W= 3)

A energia carregada através de uma unidade de area por uma unidade de tempo € a
densidade de fluxo de energia ou intensidade. E representada por 1:

aw

p==" 4

Esses conceitos sao simples, mas a representacao real de um feixe de radiagdao por
qualquer um destes conceitos nem sempre € possivel, porque feixes quase sempre contém fotons

de diferentes energias. Para descrever um feixe real usando essas quantidades deve-se saber o
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numero e a energia de todos os foétons do feixe, e esta informacao nao é trivial. A distribuicao do
numero de fotons que possuem determinadas quantidades de energia é chamada espectro
(Johns e Cunningham, 1983).

Como citado acima, ndo se deve falar em dose de radiacdo quando o tecido irradiado é

composto por uma fina camada de células, e sim exposi¢ao, como definido a seguir.
4.3 EXPOSICAO

A grandeza exposigao foi concebida de modo a ser de medigao relativamente simples,
através da carga elétrica coletada entre duas placas metdlicas sob a agdo de um potencial
elétrico, com ar seco entre elas (Biral, 2002). Esta grandeza, cuja unidade é o roentgen (R), foi
definida pela ICRU visando a padronizacdo da medi¢ao de uma irradiacdo de raios X. Ela
quantifica o total de cargas elétricas produzidas em ar seco por unidade de massa.

Desse modo, conforme a defini¢ao, 1 R equivale a exposig¢ao de raios X (ou raios gama)
tal que a emissao corpuscular associada (elétrons, frutos das ionizagdes produzidas pelos fétons
de alta energia no meio) em uma massa de 0,001293 g de ar (1 cm® de ar seco, a 0°C e al
atmosfera) produza uma quantidade de ions carregados e elétrons livres de 1 esu (unidade de
carga elétrica padrao = 2,082:10° ions ou 3,333-10-° coulombs) de cada sinal. Assim, 1R =
1 esu/cm? de ar seco (Biral, 2002).

Uma razdo importante para usar o ar como meio padrao € a sua similaridade com a
composigao do tecido humano. Apesar de apresentarem densidades diferentes, os nimeros
atOmicos efetivos de uma mistura tipica de ar e de tecido mole sao muito préximos (7,75 e 7,9
respectivamente). Isto faz com que, para efeitos de producdo de ionizagdes por unidade de
massa, o numero de ionizag¢des a ser produzido seja relativamente semelhante (Biral, 2002).

A grandeza exposicao é¢ normalmente usada para medicao de irradiagao em células, uma
vez que o calculo de dose para células ndo é trivial devido a sua baixa massa (no caso de um
glébulo vermelho a massa é da ordem de 9-10'4 kg).

Um feixe de raios X pode ser entdo descrito em termos de exposigao (R) pela sua

capacidade de ionizar o ar.

25



Capitulo 4 — INTERAGAO DA RADIAGAO IONIZANTE COM A MATERIA

4.4 TRANSFERENCIA DE ENERGIA: UM PROCESSO DE DOIS ESTAGIOS — DOSE

ABSORVIDA E KERMA

4.41 DOSE ABSORVIDA

A grandeza dose absorvida D é a quantificacdo da energia de um feixe de radiacao
ionizante absorvida por unidade de massa de um material bioldgico. E dada em rad ou 100 erg/g
(ICRU, 1980).

_ dEub
dm

D ()

onde dE, é a energia média transferida pela radiagao ionizante a massa dm da matéria.

A dose absorvida € a energia retida no meio que é causada pelas ionizagdes e excitagdes
que ocorrem ao longo do percurso do elétron nesse meio. Em 1975 foi adotada outra unidade, no
sistema internacional, denominada gray (Gy) ou joule/kg:

1 rad =100 erg/g

1Gy=1]/kg=10"erg/10° g =100 rad

1R =876 mGy

4.4.2 KERMA

A transferéncia de energia de um feixe de fétons para um meio se da em dois estagios. O
primeiro estagio envolve a interacdo de um foéton com um atomo, que pde em movimento um
ou mais elétrons. O segundo estdgio envolve a transferéncia de energia de elétrons de alta
energia para um meio através de excitagdo e ionizagdo. A quantidade chamada Kerma (Kinetic
Energy Released in the Medium) foi introduzida pela ICRU para descrever a interagao inicial de
um foton com o atomo, pondo elétrons em movimento (Johns e Cunningham, 1983).

Kerma = 9Lt ©

dm

onde dE, é a energia cinética média transferida dos fotons para os elétrons em um elemento de

volume cuja massa é dm.
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Kerma é um conceito util para descrever a dosimetria da radiacdo. Ao invés da medigao
direta da energia depositada pelo feixe de fétons, mede-se a diferenca entre a energia dos fotons
incidentes e emergentes de uma determinada profundidade do meio considerado (Johns e
Cunningham, 1983).

Kerma €, no entanto, uma grandeza tedrica, que ndo pode ser medida diretamente, pois
se refere a energia disponivel para as ionizagdes que ainda irdo ocorrer. Por exemplo, logo na
interface do material o Kerma é maximo. Nesta regido, um grande namero de fotons do feixe de
alta energia ja interagiu, colocando energia nos elétrons livres que somente entdo comegarao

uma trajetdria de dissipacao dessa energia no meio material considerado (Biral, 2002).

4.4.3 DIFERENCA ENTRE KERMA E DOSE ABSORVIDA

Pode-se considerar, como uma aproximagao, que a parte da energia que nao emergir na
forma de fotons foi realmente convertida em energia cinética dos elétrons pelos processos de
interacdo com a matéria. Isto é, a diferenga entre o fluxo de fétons incidentes e emergentes em
uma dada profundidade (conceito de Kerma definido acima) ficou no meio sob a forma de
energia depositada (Johns e Cunningham, 1983).

Na pratica, uma vez que a transferéncia de energia é um processo em duas etapas,
havera (espacialmente) uma diferenca entre os locais de transferéncia e de deposito de energia.

Outro aspecto a ser destacado € que nos cdlculos de Kerma supde-se que a energia
transferida aos elétrons seja completamente depositada no meio, e ndo torne a ser irradiada sob
forma de fétons (por bremsstrahlung). No entanto, como os niimeros atomicos efetivos da agua,
do ar, ou do tecido vivo sdao baixos, considera-se que a fracdo da energia perdida por
bremsstrahlung seria muito pequena. Nesses casos os cadlculos de Kerma e dose absorvida seriam

aproximadamente iguais.

4.5 O FATOR ROENTGEN-RAD

A defini¢ao de roentgen implica no uso de ar como meio a ser irradiado. Porém espera-se

que o numero de ioniza¢des produzidas por fétons em tecido humano seja diferente.
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Uma estimativa da energia depositada em tecido humano pode ser obtida a partir do
fator chamado “fator roentgen-rad” (também chamado “fator f”), que € o coeficiente de absorgao

(ab) de massa (puav/p) do material dividido pelo coeficiente de absor¢ao do ar (Tabela III).

( Hab
material

Fatorfsz 7)
( ‘() )ar

Tabela III — Fator f para varios tecidos (NIST — National Institute of Standards and Technology).

pav/p (ar) Fatorf Fatorf  Fatorf Fatorf

Energia do féton (cm?g)  (dgqua) (miisculo) (gordura) (0sso)

30 keV 0,1540 1,0130  1,0510 0,6180  6,9620
200 keV 0,0267 11,1100  1,1010 1,1070  1,1240
1,25 MeV 0,0267  1,1120  1,1020 1,1140  1,0300

Quando se trata de dose absorvida, os valores se mostrarao independentes da densidade
do material considerado (Bitelli, 2006). Através do fator f pode-se notar que, sem levar em conta
as diferencas de densidades, para energias de feixe de fétons de 30 keV (tipicas de raios X de
mamografia) o 0sso absorve quase 7 vezes mais energia do que o tecido humano mole. Por outro
lado, para feixes de fétons com energia de 200 keV, o osso e o tecido mole apresentam absorg¢oes
de energia praticamente semelhantes — embora, devido as diferentes densidades (1,92 e
1,06 g/cm?® respectivamente), a energia absorvida por uma mesma espessura de 0sso acabe sendo
maior.

No ar, a dose absorvida por um feixe de 1 R equivale a 8,76 mGy. Para outros meios, a
dose absorvida pode ser aproximada através da multiplicagdo do fator f pela dose absorvida no

ar.
4.6 MEDICOES COM CAMARA DE IONIZACAO

Em uma camara de ionizagao o processo de medigao para exposigoes e doses absorvidas
parte do mesmo principio. Primeiramente o valor de exposi¢do correspondente ¢ inferido
através da quantidade de cargas elétricas produzidas em ar, apds a passagem de um feixe de
radiacdo ionizante. Posteriormente, a exposi¢ao medida pode ser apresentada em unidade de

dose absorvida (energia por unidade de massa), através do emprego de fatores de conversao.
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Uma camara de ionizagao pressupde um espago de ar confinado entre dois eletrodos,
entre os quais se encontra aplicada uma diferenga de potencial de algumas centenas de volts. O
feixe de radiagado ionizante produz ionizagoes nas moléculas desse espago de ar e o sinal elétrico
produzido, que é independente da tensao elétrica aplicada entre os eletrodos e depende apenas
do ntimero de ions produzidos, fornece o valor de exposi¢ao correspondente.

A camara de ionizagao pode ser pensada como um capacitor, tendo o ar como meio
dielétrico. A indugdo de cargas elétricas no meio proporcionard uma mudanga no valor da
capacidade do meio que é relacionada com valores de exposi¢ao ou dose. Cuidados com relagao
a remogao da umidade do ar, ou da aplicagao de fatores de corregao para as condigdes normais
de temperatura e pressao (0 °C e 1 atm) dependem de especificagdes do fabricante. Um maior
volume sensivel de gds na camara proporcionara uma maior sensibilidade da mesma. Para
maior precisao da medida, existem modelos especificos onde até mesmo a massa de ar do
volume sensivel é cuidadosamente deduzida (Biral, 2002).

Outro tipo de material que ndo o ar provavelmente possuird uma energia média de
ionizacdo diferente, e um regime de deposi¢ao de energia proprio. A medi¢ao da dose pode ser
feita por inferéncia através da aplicagdo de uma correcdo como a do fator roentgen-rad
explicado acima. Porém, tal medida sempre se verd sujeita, na pratica, a imprecisdes (Biral,

2002).
4.7 EFEITOS BIOLOGICOS DAS RADIACOES IONIZANTES

4.7.1 RADIACAO IONIZANTE: MECANISMO DE ACAO

A radiagao ionizante pode interagir diretamente com componentes celulares como DNA,
proteinas, lipidios, provocando alteragdes estruturais. E o chamado efeito direto e constitui cerca
de 30% do efeito bioldgico das radiagdes.

Podem também interagir com o meio onde os constituintes celulares e as proprias células
estao imersas, a dgua, produzindo radicais livres. Radicais livres sdao atomos com um numero
impar de elétrons, ou seja, possuem elétrons de valéncia desemparelhados, o que os torna

altamente reativos. Neste caso tem-se o efeito indireto que corresponde a cerca de 70% do efeito
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biolégico produzido pelas radiagdes. A maior probabilidade de ocorréncia do efeito indireto se
deve ao fato da dgua ocupar parcela substancial da composigao celular. Além disto, os radicais
livres também podem ser produzidos devido a ionizagao de outros constituintes celulares,
particularmente os lipidios (CNEN).

A radiacdo pode interagir com os atomos da matéria, arrancando elétrons. O elétron
arrancado pode ser capturado por outra molécula de dgua. Os ions assim formados H-0* e H2O-
interagem com moléculas vizinhas e geram no balanco final radicais livres H* e OH-. A
recombinacdo dos radicais livres leva a formagao de outros componentes, como o peroxido de
oxigénio (H202). Quando os radicais livres reagem com moléculas organicas, sao formados
radicais livres organicos (Bitelli, 2006).

A presenca de oxigénio induz a formagao de radicais livres peroxidantes, os quais
impedem a recombinagao para a molécula original e levam ao aumento de radicais livres no

meio, com maior potencial lesivo.

4.7.2 RESPOSTA DAS CELULAS A RADIACAO

v DNA

O DNA ¢é um dos alvos mais importantes para os efeitos citotoxicos da radiagao. A
quebra da dupla hélice do DNA ¢ a mais prejudicial, podendo levar a célula a morte. Considera-
se que as células apresentam, aproximadamente, a mesma quantidade de quebras duplas por
gray de radiagdo, ou seja, se as células tiverem o mesmo dano, o que diferencia a sensibilidade
ou a resposta das diferentes células é a capacidade de reparo das quebras duplas. O reparo das
lesdes radioinduzidas ocorre entre 4 e 6 horas apos a irradiagao (Bitelli, 2006).

As consequéncias clinicas de uma mudanca no DNA dependem de uma série de
variaveis. Contudo, se o dano acontecer no DNA em um gene que é responsavel pela taxa de
divisdo celular, a consequéncia clinica seria a formag¢dao de um tumor ou cancer, como € o caso

de um dano no gene BRCA, que é supressor de tumor (Bushberg et al., 2002).
v Cromossomos

As radiagOes ionizantes podem induzir quebras cromossomicas e, consequentemente, os

respectivos rearranjos (Bifulco et al., 2010). Sdo formados fragmentos acéntricos, dicéntricos e
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anéis (mutagOes instaveis), e translocacdoes e inversdes (mutacOes estaveis). As radiac¢Oes
aumentam principalmente a quantidade de mutagoes estruturais instaveis, como os dicéntricos e
anéis, cuja contagem ¢ usada como parametro de dosimetria bioldgica apds exposigdes
acidentais a radiagao (Bitelli, 2006).

v" Membranas

As membranas constituem importantes locais de intera¢do com a radiagdo. Nas
membranas a radiagdo interage com as proteinas estruturais e com os lipidios, provocando a
peroxidacao lipidica. Sugere-se que, como consequéncia da peroxidagao lipidica, a membrana
apresente enfraquecimento em sitios especiais, enquanto a maior parte dela apresenta aumento

da rigidez, prejudicando assim a sua funcao (Bitelli, 2006).

v Mutacoes

A radiagao ionizante pode ocasionar mutagdes (Shapiro, 1990). Mutagoes sao alteragoes
na sequéncia de DNA que podem levar a alteracdo na estrutura de proteinas ou a sua
diminuigao, ou até mesmo a perda completa de sua expressao. Como a mudanga na sequéncia
do DNA resulta em alteragdo de todas as copias da proteina que ele codifica, as mutagdes sao
bastante prejudiciais ao organismo.

As mutagoes podem envolver pequenas ou grandes porgoes do DNA. Aquela que ocorre
em um par de bases é chamada de mutagao pontual, ou a delecao de alguns pares de bases,
geralmente afeta a fungdo de um gene. Podem ocorrer, no entanto, grandes alteragdes na
estrutura dos cromossomos e um grande nimero de genes serem afetados (CNEN).

As mutagdes podem ocorrer espontaneamente em baixa frequéncia devido a
instabilidade quimica das bases purinas e pirimidinas e a erros durante a replicagio do DNA
(Bitelli, 2006). A exposicao natural dos organismos a certos fatores ambientais como radiacao e
agentes carcinogénicos quimicos, também causa mutagao (Shapiro, 1990). Quando as mutagoes

ocorrem em células germinativas, sao transmitidas a geragao futura.

4.7.3 MORTE CELULAR RADIOINDUZIDA: CLONOGENICA E APOPTOSE

A radiacao ionizante pode levar as células a morte de duas maneiras: apoptose e morte

clonogénica (Bushberg et al., 2002).

31



Capitulo 4 — INTERAGAO DA RADIAGAO IONIZANTE COM A MATERIA

A apoptose ¢ um mecanismo de morte celular ativo, que ocorre em situagoes fisiologicas
em oposi¢ao a mitose. Pode também ser induzida por agentes agressores, como radiagao. A
célula apoptotica apresenta caracteristicas morfoldgicas proprias, como condensagao,
marginalizagao e fragmentagao da cromatina. Posteriormente, sofre fragmentacao em corpos
apoptoticos que contém partes da cromatina e organelas citoplasmaticas e sdo envolvidos por
uma membrana. Tais corpos sao rapidamente fagocitados pelas células vizinhas (Bitelli, 2006).

A morte clonogénica ou faléncia reprodutiva caracteriza-se pela perda da capacidade de
divisao celular, isto é, a célula fica estéril, porém morfologicamente integra. Tais células que
perderam a capacidade de se dividir e que sdo resistentes a apoptose desenvolverao necrose.
Aquelas que sao suscetiveis a apoptose podem morrer por necrose ou apoptose, dependendo da
dose de radiagao (Bushberg et al., 2002): doses baixas induzem a apoptose; doses altas, a necrose
(Shapiro, 1990). Observou-se que em linfdcitos, doses baixas e moderadas (0,05 a 5 Gy) levam a
morte por apoptose, enquanto apds doses altas (20 Gy) ocorre a morte nao-apoptotica. Explica-
se que doses altas de radiacdo inibem qualquer processo ativo na célula, inclusive a apoptose
(Bitelli, 2006).

Quando algum componente essencial da célula estd danificado ou algum de seus sitios
de controle estd desregulado, a célula entra em apoptose ou morte celular programada (Borges-
Osdrio, 2001). Por exemplo, dano ao DNA, ativa¢do de um oncogene ou inativagdo de um gene
supressor de tumor, sao fatores que podem desencadear a apoptose. A destrui¢ao de uma célula
pode ser um evento positivo para o organismo, pois mutagdes carcinogénicas podem gerar
tumores, que surgem de uma célula geneticamente anormal, e que escapa da apoptose (Borges-
Osdrio, 2001). Se apds a irradiacdo das células houver diminui¢ao da populagdo celular, poderia

significar que as células sofreram algum dano e entraram no processo de apoptose.

4.74 RESPOSTA DOS TECIDOS A RADIACAO

A resposta radiobiologica varia nos diferentes tecidos, normais e/ou patologicos, em
relacdo a lesdo. A resposta estd relacionada com a capacidade da célula reparar ou nao as lesoes
radioinduzidas. Os tecidos responsaveis pelas manifesta¢des clinicas de lesdo em curto periodo

de tempo depois da irradiagao sao os de resposta rapida, por exemplo: pele, mucosas, tecidos
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hematopoiéticos, tecido linfoide, aparelho digestivo, ovario e certos tumores. Associa-se a
resposta rapida destes tecidos a alta atividade mitdtica (fase bastante radiosensivel do ciclo
celular) e a grande suscetibilidade desses tecidos a apoptose (Bushberg et al., 2002). Nos tecidos
de resposta rapida, as células morrem rapidamente apds irradiagao, e estes praticamente nao
reparam as lesoes radioinduzidas. No entanto, devido a alta capacidade mitdtica e dependendo
da dose de radiagao, as células precursoras que escaparam da morte possuem grande chance de
se dividir e repopular, mantendo assim a homeostase do tecido (Bitelli, 2006).

Os tecidos que apresentam alteracdes em tempo mais prolongado ap6s irradiacao sao os
de resposta lenta: tecido dsseo, conjuntivo, muscular e nervoso, que possuem baixa atividade
proliferativa. Associa-se a resposta lenta a morte clonogénica das células e a menor
suscetibilidade a apoptose (Shapiro, 1990). Estes tecidos podem reparar as lesdes
radioinduzidas, também dependendo da dose de radiacdo. Porém, esta capacidade ¢ limitada, e
quando ultrapassada, a lesao sera estabelecida, uma vez que tais tecidos tém pequena atividade
mitdtica. A resposta dos tecidos a radiacao depende ainda do tipo de exposigao, se em pequenas
regides ou em corpo inteiro. Em exposi¢oes acidentais a altas doses de radiacdo em corpo
inteiro, ocorrerd a sindrome aguda das radiagdes, e apds doses baixas poderao ocorrer mutagoes

e neoplasias (Bitelli, 2006).

4.75 AVALIACAO DOS EFEITOS DA RADIACAO

O crescimento celular deve ser acompanhado na avaliagao dos efeitos da radiacao, pois a
proliferacao sem limites das células é indicativa de cancer (Varella, 2009). O cancer é um termo
abrangente para designar um disturbio genético no qual o controle normal do crescimento
celular se perde (Pasternak, 2002; Thompson et al., 1993). De modo geral, uma célula cancerosa é
uma célula somatica com mutagdes acumuladas em diferentes genes, resultando em perda do
controle da proliferacao celular. Como consequéncia formam-se massas celulares, tumores
(Pasternak, 2002).

A taxa de crescimento inalterada das células apds a irradia¢ao seria um indicativo que o
nivel de radia¢ao recebido ndo foi suficiente para causar danos nas células, ou seja, uma taxa

inalterada sugere imunidade das células a este nivel de radiacao da exposigao.
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As células cujo material genético foi alterado passam a receber instrugdes erradas para
suas atividades. As alteracdes podem ocorrer em genes especiais, denominados proto-
oncogenes, que promovem o crescimento e a diferenciacao nas células normais, sendo expressos
em momentos especificos do ciclo celular, mantendo-se inativos em células normais. Quando
ativados, os proto-oncogenes transformam-se em oncogenes, responsaveis pela malignizagao
das células normais. Essa ativa¢ao pode ocorrer por diferentes mecanismos que incluem erros na
sequéncia genética (mutagdo), rearranjo no material genético (translocagdao), perdas de
informagdes contidas em alelos de alguns cromossomos (dele¢dao) e duplicagdo repetitiva de
fragmentos de genes que causam alongamento dos cromossomos (amplificagao) (Alberts et al.,

2002).

4.7.6 CARIOTIPO

Cada espécie viva tem um conjunto cromossomico tipico (cariotipo) em termos de
numero e morfologia dos cromossomos. Os genes estaio em ordem linear ao longo dos
cromossomos, cada gene possuindo uma posi¢ao precisa ou locus. O mapa génico, grafico da
localizagdo cromossomica dos genes, também é tipico de cada espécie, sendo, até onde se sabe,
idéntico a todos os individuos da mesma espécie (Thompson et al., 1993).

A andlise cromossomica ou caridtipo pode ser realizada em cromossomos obtidos a
partir de células nucleadas originadas de diferentes tecidos, submetidos a métodos de
preparagao citoldgica direta ou a técnicas de cultivo em laboratério (Pasternak, 2002). Tal
procedimento pode ser extremamente util para a detec¢do de pequenos rearranjos

cromossOmicos, tanto constitucionais, como adquiridos, como no cancer (Borges-Osdrio, 2001).
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5.1 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

ﬁ POS a revisao bibliografica, dois experimentos in vitro foram realizados com o objetivo de
detectar o nivel de exposig¢ao de radiacao ionizante produzida por mamografo, que
poderia causar mutagdo nas células de mama de paciente com predisposi¢ao genética ao cancer
de mama. Foram utilizadas células vivas cultivadas de uma paciente portadora de uma mutacgao

no gene BRCA.
Os experimentos receberam aprovagio do Comité de Etica em Pesquisas com seres

humanos da UNICAMP.

5.1.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Foi realizada bidpsia de mama de paciente de 34 anos portadora da mutacao 185delAG
(mutacao localizada no exon 2 do cromossomo 17) no gene BRCA1l em heterozigoze, por
suspeita de cancer hereditario. As células retiradas desta biopsia foram cultivadas e preparadas
conforme a técnica de cultivo descrita em Beiguelman (1982), que é o mesmo método usado para
cultura de fibroblastos. A biopsia foi subdividida em fragmentos menores, cultivados em meio
de cultura Ham F-10 com soro fetal bovino a 20% (meio de cultura completo) em tubo de
Leighton. Um antibidtico foi acrescentado para impedir a contaminagao bacteriana das
amostras, que poderia comprometer a sobrevivéncia das células.

Estas células, divididas em 16 aliquotas, foram entdao congeladas em nitrogénio liquido.
Para que as amostras pudessem ser irradiadas, uma aliquota das células foi descongelada e
langada em 11 tubos com meio de cultura completo para o primeiro experimento.

Para o segundo experimento, realizado alguns meses ap6s o primeiro, 0 mesmo processo
foi adotado. Entao uma segunda aliquota das células foi descongelada e lancada em 16 tubos

com meio de cultura completo para o segundo experimento.
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Uma vez lancadas as amostras, acrescentado o meio de cultura e o antibiotico, os tubos
foram colocados em uma estufa a temperatura de 37 °C por sete dias para promover a
multiplicagdo das células. A cada 48 horas foi realizada a troca do meio, e o crescimento celular
foi acompanhado por andlise microscopica.

O preenchimento celular total da parede do tubo demorou cerca de 7 dias durante os
quais as células foram observadas e o crescimento registrado em tabelas para cada tubo de
cultura, com a verificagao da velocidade da divisao celular. O crescimento celular foi feito por
contagem ao microscopio. Para isso cinco areas de contagem foram demarcadas, na forma de
circulos desenhados a caneta na parede externa dos tubos, antes do lancamento da cultura,

como mostrado na Figura 6.

Figura 6 — Tubo de cultura (Leighton) com as areas de contagem demarcadas na face posterior.

Apos os 7 dias, todos os tubos de cultura foram acondicionados em recipiente
termoestavel fechado, de isopor. Papel toalha foi colocado entre as camadas de tubos para
diminuir os choques mecanicos durante o transporte do recipiente, no trajeto de ida e volta do
Laboratorio de Citogenética da FCM/UNICAMP até o mamodgrafo do CAISM (Centro de

Atencao Integral a Satde da Mulher)/UNICAMP, onde receberam as exposi¢des de raios X.
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5.1.2 EXPOSICAO DAS AMOSTRAS

Cada tubo de cultura recebeu uma unica exposi¢ao de radiagao, e a distribuigao das
doses de cada tubo variaram de 3 mGy a 100 mGy no primeiro experimento, e de 2 mGy a
35 mGy no segundo experimento, conforme aparece nas Tabelas [V e V.

A dose média que uma paciente recebe durante um exame de mamografia de rotina é
3 mGy, e na faixa de 5 mGy para um exame de diagnostico. Para a investigagao da dose capaz
de promover mutagado foi definido um protocolo com doses escalonadas de 3 a 100 mGy (0,31 a
10,54 R de exposi¢ao) em 11 niveis (Tabela IV). Tal extensao de doses foi definida para que com

certeza contivesse a dose de gatilho para a mutagao (trigger) investigada.

Tabela IV — Protocolo de exposi¢ao de radiagao do experimento 1.

Niimero | Dose Exposicdo Intensidade Tensdo
do tubo | (mGy) (R) (mAs) (kVp)
1 3 0,316 28,5 28
2 10 1,141 95 28
3 20 2,283 190 28
4 30 3,424 284 28
5 40 4,218 380 28
6 50 5,272 475 28
7 60 6,327 570 28
8 70 7,381 660 28
9 80 8,436 760 28
10 90 9,490 854 28
11 100 10,545 950 28

O ajuste dos parametros do mamografo para as diferentes exposigoes foi feito através da
corrente (mA) e do tempo (s). Foi mantida a tensdao constante em 28 kVp.

A andlise dos resultados desse primeiro experimento através de microscopia revelou
haver diferenciagao celular, com variagdo na morfologia celular e apoptose, como sera visto no
proximo capitulo. Concluiu-se que neste experimento foram usados niveis muito altos de
radiacdo para as células. Por este motivo foi necessario realizar um segundo experimento, com

doses menores, para tentar estabelecer uma correlagao entre dose de radiagao e variagao na taxa
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de crescimento celular, sem altos indices de apoptose e diferenciagao celular, e tentar identificar
se esta mutacao ocorreu no gene BRCA.

O segundo experimento contou com um numero maior de amostras (16 tubos) e o
protocolo de exposicoes foi feito em uma faixa de doses mais estreita, dentro dos valores onde o
comportamento das células no primeiro experimento foi sugestivo das mutacdes investigadas:
comegou com niveis de radiacdo inferiores aos que uma pessoa recebe em um exame de
mamografia (2 mGy ou 0,23 R), e seguiu com doses escalonadas até um valor maximo de

35 mGy (3,99 R), conforme aparece na Tabela V.

Tabela V — Protocolo de exposi¢ao de radiagao do experimento 2.

Niimero | Dose Exposicdo Intensidade Tensdo

do tubo | (mGy) (R) (mAs) (kVp)
1 2 0,23 36 28
2 3 0,34 45 28
3 5 0,57 80 28
4 6 0,68 100 28
5 8 0,91 141 28
6 10 1,14 174 28
7 13 1,48 236 28
8 15 1,71 271 28
9 17 1,94 296 28
10 20 2,28 340 28
11 23 2,62 400 28
12 25 2,85 436 28
13 27 3,08 477 28
14 30 3,42 524 28
15 33 3,76 580 28
16 35 3,99 616 28

Antes e ap0s a irradiagao, o crescimento celular foi registrado diariamente e realizado o
exame de cariotipo no Laboratério de Citogenética da FCM/UNICAMP, para verificar a
ocorréncia de quebras ou outras alteragdes cromossomicas.

As exposigOes foram realizadas da seguinte maneira: cada tubo de cultura foi colocado

no eixo principal do feixe de raios X do mamdgrafo, posicionado na mesa de apoio para a mama
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(no local onde ficaria a mama de uma paciente em um exame mamografico), diretamente sobre a
camara de ionizagao do dosimetro, como mostrado nas Figuras 7 e 8.

O equipamento escolhido para os ensaios foi o mamdgrafo do CAISM/UNICAMP
(Siemens, modelo Mammomat 3000), utilizado para exames de rotina e de diagnéstico em

pacientes da regiao de Campinas.

MAMMOMAT

Termdmetro

Sensor do termOmetro

Camara de ionizagao

Dosimetro

Figura 7 — Mamografo do CAISM e a montagem utilizada nos experimentos.

O Mammomat 3000 possui anodo de molibdénio (Mo), controle de tempo de exposicao
automatico (AEC — Automatic Exposure Control) que faz uso de uma célula fotoelétrica para
controlar o tempo de exposicdao. Pode-se também realizar o controle manual da exposigao,
variando a tensao (kVp) ou a corrente (mA) e o tempo (s) (Siemens, 2004).

A tensao usada para mamografia varia de entre 28 e 32 kVp, para a maioria dos exames,
valor que depende normalmente da espessura da mama. Geralmente, depois de comprimidas,

as mamas ficam com espessura entre 3 e 8 cm (Siemens, 2004).
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Para a medicdo das exposigdes foi utilizados um dosimetro (Keithely, modelo 35050A), e
uma camara de ioniza¢do de 15 cm?, calibrada a pressao atmosférica (Keithely, modelo 96035),
pertencentes ao Centro de Engenharia Biomédica (CEB)/UNICAMP. A temperatura do ambiente
proxima a camara de ionizagdo foi monitorada com termometro eletronico, e a pressao
atmosférica do dia foi obtida junto ao Centro de Pesquisas Meteoroldgicas e Climaticas
Aplicadas a Agricultura (CEPAGRI)/UNICAMP. Este monitoramento € necessario para verificar

se as condi¢des de medicao diferem das de calibracao da camara de ionizagao.

Termdmetro

Sensor do termdmetro

Figura 8 — Dosimetro da camara de ionizagdao na mesma posi¢do da mama em um exame de mamografia.

A direita aparece o sensor do termometro.

Depois de realizadas todas as exposi¢des, os tubos de cultura foram novamente
acondicionados no recipiente de isopor e levados de volta a estufa no Laboratdério de
Citogenética da FCM/UNICAMP. As células foram entdo observadas por mais 7 dias, para

avaliagdo do seu estado e crescimento em cada tubo. Os resultados aparecem na Tabela VI.

5.1.3 ANALISE DAS AMOSTRAS IRRADIADAS

Apbs as irradiagdes os tubos de cultura foram analisados no Laboratério de Citogenética

da FCM/UNICAMP. A andlise constou de avaliacdo de alteragGes citologicas perceptiveis por
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microscopia Optica (alteragdo no padrao citoplasmatico, cariétipo), além de observacao do
padrao e velocidade de crescimento das células. Para esta observagao, uma nova cultura foi feita
a partir das células irradiadas.

Um crescimento celular reduzido ou nulo € sugestivo de dano celular e apoptose; uma
taxa de crescimento inalterada apds a irradiagao é indicativo que o nivel de radiagao recebido
nao foi suficiente para causar danos nas células, sugerindo imunidade das células ao nivel de
radiacdo da exposicao. Por outro lado, o crescimento acelerado ou desordenado € indicativo de

alteracao no metabolismo celular, e pode ser associado ao desenvolvimento de tumor.
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NESTE capitulo sdo apresentados os resultados dos dois experimentos in vitro realizados.
Na Tabela VI aparecem os resultados do primeiro experimento, acrescidos aos dados da
Tabela IV.

Como o protocolo de exposicao de radiagdo neste experimento envolveu niveis de
radiacao mais altos do que no segundo experimento, pode-se observar que na maioria das
amostras ocorreu dano celular e diminui¢do do indice mitdtico. Quando este processo ocorre,

cessa a divisao e as células passam a apresentar caracteristicas diferenciadas e especializadas.

Tabela VI — Resultados do primeiro experimento.

Niimero | Dose Exposicio Intensidade Tensdo Dano

do tubo | (mGy) (R) (mAs) (kVp)  celular
1 3,08 0,35 56 28 Nao
2 9,36 1,07 140 28 Nao
3 19,38 2,21 300 28 Sim
4 27,56 3,15 432 28 Sim
5 38,11 4,35 622 28 Nao
6 45,11 5,15 740 28 Nao
7 55,59 6,35 850 28 Sim
8 64,08 7,31 1.000 28 Sim
9 73,84 8,43 1.040 28 Sim
10 82,92 9,46 1.280 28 Sim
11 91,95 10,49 1.432 28 Sim

Através da contagem celular durante a andlise microscdpica foram observadas as taxas
de crescimento e feita a comparagdo antes e depois da irradiacao.

Os resultados do segundo experimento sdo um pouco diferentes, pois o protocolo de
exposicao foi desenvolvido para niveis menores de radiagao. Os dados da Tabela VII mostram a
correspondéncia entre o valor da exposicao e a variagao da taxa de crescimento em células por

hora e em porcentagem do aumento do ntimero de células, depois da radiagdo em rela¢ao ao
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crescimento anterior a radiagao.

Tabela VII - Resultados do segundo experimento.

Numero | Dose Exposicdo Intensidade Vurzuguoida taxa Variacdo da taxa
do tubo | (mGy) (R) (mAs) de t:'resczmento de crescimento
(células/hora)

1 2 0,23 36 0,8 12,3%

2 3 0,34 45 1,0 18,0%

3 5 0,57 80 1,53 25,8%

4 6 0,68 100 1,39 23,0%

5 8 0,91 141 2,78 42,7%

6 10 1,14 174 4,17 80,6%

7 13 1,48 236 5,55 219,1%

8 15 1,71 271 5,6 121,7%

9 17 1,94 296 3,23 198,3%

10 20 2,28 340 4,05 218,4%

11 23 2,62 400 4,61 240,7%

12 25 2,85 436 4,78 253,5%

13 27 3,08 477 4,77 286,3%

14 30 3,42 524 5,0 433,3%

15 33 3,76 580 4,95 433,5%

16 35 3,99 616 7,44 540,6%

Com esses dados foi possivel estabelecer uma linearizacdo do conjunto de pontos do
crescimento celular observado em cada tubo de cultura. Estes pontos foram aproximados por
retas, para cada taxa de crescimento de cada tubo de cultura, gerando graficos que representam
o numero de células contados em cada tubo ao longo do tempo, antes e depois da radia¢ao. Para
cada grafico foi calculada a equacao da reta e o seu coeficiente angular. A taxa de crescimento
médio de cada amostra é representada por este coeficiente angular. Os graficos das taxas de cada
tubo de cultura sao apresentados no Apéndice.

Foi entao feita a comparagao entre os coeficientes angulares destas retas, antes e depois
das irradiagdes, o que permitiu estabelecer a forma como cada nivel de radiacao contribuiu para

modificar a taxa de crescimento celular. As diferengas sdo representadas no grafico da Figura 9.
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Variagdo Percentual da Taxa de Crescimento das Células em Fun¢ao da
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Figura 9 — Variacao da taxa de crescimento (%) versus exposigao (R).
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S resultados do primeiro experimento (Tabela VI) indicam alteracdo na maioria das

amostras (em sete das onze amostras). Nao foram encontradas altera¢des no cariotipo das
células pos-irradiagao, em nenhum dos dois experimentos. O caridtipo mostra apenas alteragoes
maiores no DNA, grandes perdas, pedagos, ganhos, trocas; as mutagdes pequenas nao sao
visualizadas neste exame. No entanto, apesar de nenhuma alteragao visivel ter sido encontrada,
ndo se pode descartar a ocorréncia de mutagdes génicas em fungao das alteragdes nas taxas de
crescimento celular observadas. Outro fato importante é que no primeiro experimento houve
um alto indice de apoptose (morte celular) em decorréncia do acimulo de alteragoes
desencadeadas pela radiagao, o que impossibilitou especificar a(s) mutagao(oes).

Estas constatagoes foram tteis para a definicao do segundo experimento, dentro de uma
faixa de doses mais estreita e centrada em valores menores de radiagao, para que fosse possivel
verificar se haveria variagao na velocidade de divisao celular sem a ocorréncia de apoptose. O
protocolo de exposicao foi apresentado na Tabela V para 16 amostras de células, onde os niveis
de radiagdo das exposi¢des variaram desde metade da dose de um exame de mamografia

diagnostica tipico, até para seis vezes este valor.

Os resultados deste segundo experimento foram analisados através do crescimento
celular, uma vez que o crescimento desordenado é indicativo de alteracao no metabolismo
celular, e pode ser associado ao desenvolvimento de tumor. Inicialmente foi contabilizado o
numero de células desde o seu langamento nos tubos de cultura, até apds a irradiacdao. Esta
contabilizagao permitiu estabelecer a taxa média de crescimento celular em cada tubo de cultura
antes e apds as exposigdes a radiacdo, e a variagao percentual do crescimento em fungao da

exposicao. Os resultados sao mostrados na Tabela VI e Figura 9.

Na maioria das amostras de células, o crescimento e multiplicagao celular foram maiores
apos a exposicao das amostras a radiagao. No ultimo tubo de cultura, a taxa de crescimento foi

consideravelmente maior do que a taxa de crescimento das células antes da radiagao, sugerindo
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que nesta faixa de dose a radiacao efetivamente promoveu alteracao no crescimento celular, o
que é um forte indicativo de mutagao celular. O tubo de cultura n® 7 apresentou um crescimento
celular superior a 200% apds irradiacdo equivalente a 13 mGy. Este resultado sugere

modificacao do caridtipo, crescimento desordenado, indicando principio de tumor.

Tal valor de dose (cerca de 13 mGy) equivale a radiacdo de trés exames de mamografia
diagnostica seguidos em uma paciente. Em uma avaliacao diagnodstica, duas incidéncias em cada
mama sao necessarias: uma visao lateral ou obliqua e uma cranio-caudal (Siemens, 2004). Assim,
se a paciente receber trés incidéncias consecutivas em cada mama, pode-se afirmar que esta
sujeita a um risco de sofrer alteragdes no crescimento celular, que podem degenerar para a

formacao de um cancer de mama.

Nas condigdes experimentais deste trabalho, além das andlises de taxa de crescimento in
vitro nao serem especificas para o gene BRCA, todos os mecanismos de protecao contra a

proliferacao de células mutantes existentes in vivo estao ausentes.

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que houve alteracao no controle da
divisdao celular na maioria dos tubos de cultura dos dois experimentos, relacionado aos
respectivos protocolos de exposigao, ou seja, a radiacdo. Conseguiu-se estimar uma dose de
radiacdo acima da qual o comportamento reprodutivo das células é indicativo de risco
aumentado de desenvolvimento de tumor em paciente portadora da primeira mutagao. Este
valor de dose, que é de aproximadamente 13 mGy, equivalente a dose de trés exames

diagnosticos de mamografia, ou mais de quatro exames de mamografia de rotina.

As principais limita¢gdes do presente estudo dizem respeito a impossibilidade atual de
determinar o efeito da dose irradiada precisamente no gene BRCA. Somente uma avaliagdo em
nivel molecular (sequenciamento do gene) permitird determinar os danos sofridos neste gene,

de forma seletiva.

Outro protocolo experimental pode representar uma forma alternativa de antecipar estes
resultados: realizar uma bateria de exposi¢des semelhantes as realizadas no experimento 2, mas

com trés conjuntos de amostras:
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1) células cultivadas de portador de uma mutagdo nos gene BRCA (semelhante ao

presente estudo);

2) células cultivadas pelo mesmo processo, porém sem mutacao diagnosticada no gene
BRCA (paciente sem predisposi¢ao genética);
3) células cultivadas de paciente portador de outra forma de predisposicao ao cancer, que

nao o BRCA ou o cancer de mama.

Com este novo protocolo experimental sera possivel estabelecer com mais certeza o nivel
de radiacdo que promove alteragdes em células com predisposi¢do genética ao cancer,
comparando-o ao de células sem esta predisposi¢ao (uma vez que o limiar de alteragao pode ser
diferente no caso da célula predisposta). Ao mesmo tempo, o nivel de radiacao que promove
alteracoes em células com a predisposicao a outros tipos de cancer permitirad conhecer se o limiar

de dose é caracteristico de um determinado tipo de cancer.

Outra preocupacao a ser adotada nos proximos experimentos é o levantamento do
“histérico mamografico” da paciente doadora das células. Quantas mamografias foram ja
realizadas com certeza antes do presente protocolo experimenta? Ha alguma forma de “efeito

acumulativo” nas modificagoes celulares causadas pelas radiacdes ionizantes?

Neste sentido, apesar de ainda inconclusivo em relagdo ao objetivo inicial (determinacao
do limiar de exposicao para promover alteracoes no gene BRCA), este trabalho deu passos
importantes nesta direcdo, e confirmou resultados da literatura de que as radia¢des ionizantes
de baixas doses sdao responsaveis pela alteracdo nos mecanismos de reprodugao celular, e que

doses excessivas podem determinar a morte celular (Cardoso, 2000; Martinou, 2011).

Como ganho suplementar, este trabalho possibilitou o desenvolvimento de uma
metodologia para experimentos in vitro que nao havia sido encontrada na literatura atual, para a
determinagdo de possivel dose limiar de alteragao no comportamento celular. A descricao da
manipulacdo das amostras, dos protocolos de exposicao e a andlise dos resultados se mostraram

bastante tteis para a continuidade das pesquisas nesta area.
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ETERMINAR uma dose de raios X que traga menos riscos a satide de pacientes portadores
de uma predisposigao genética ao cancer, em particular nos genes BRCA1 e BRCA2, é de
grande importancia para guiar médicos e técnicos dentre as diferentes alternativas diagnosticas

e terapéuticas.

Os resultados deste trabalho sugerem que o exame de diagnostico da mamografia,
quando significar uma exposigdo em cada mama por trés vezes seguidas, pode promover
alteracdo no comportamento celular, e portanto este exame talvez devesse ser substituido,
quando possivel, por tecnologias nao ionizantes de diagndstico por imagem, como a
ultrassonografia ou a ressonancia magnética, que sdo tecnologias menos lesivas e bem

consolidadas nos dias atuais, além da moderna tecnologia de espectroscopia Raman.

O risco da radiacao ionizante da mamografia ¢ maior em mulheres jovens, e este exame
ndo traz o mesmo beneficio que traria para mulheres com mais de 50 anos, pois as mamas de
mulheres pré-menopausa sao mais densas, o que torna mais dificil distinguir microcalcificagdes
ou outras anomalias em tecido glandular mais denso, além de exigirem niveis mais elevados de

radia¢do para uma visualiza¢do com um minimo de qualidade na imagem.

Este trabalho resultou na determinag¢ao de um nivel de dose de risco de alteracao celular
para células in vitro, que pode ser transposto para doses de mamografias in vivo e, portanto a ser
evitado na rotina médica. Por outro lado, o desenvolvimento da metodologia de ensaios foi

importante para a continuidade das pesquisas nesta area.

A realizagao deste trabalho também evidenciou a necessidade de mais experimentos
como forma de responder as novas hipdteses e questionamentos que surgiram ao longo dos
experimentos: a dose limiar para promover alteracdes perceptiveis nas células é a mesma no
caso de células sadias, ou em células de portadores de outros tipos de mutagdes? Em outras

palavras, o valor de dose limiar encontrado é proprio das portadoras da mutagdo no gene
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BRCA? Qual a participagao do “histérico mamografico” da paciente portadora da mutagao no

gene BRCA no valor desse limiar? Ha efeito cumulativo de dose?

Estas e outras questoes serao respondidas nos estudos que sucederao a este, e constituem

0s proximos passos desta pesquisa.
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Apeéndice

Graficos das Taxas de Crescimento dos

Tubos de Cultura

I zste apéndice apresenta os graficos de crescimento celular nos tubos de cultura do
experimento 2. As linhas azuis representam as taxas de crescimento antes da radiagao, as
linhas vermelhas representam as taxas de crescimento depois da radiacao, com as respectivas

equagdes de reta.

E possivel observar que em todos os tubos, as retas vermelhas possuem uma inclinagao
maior do que as retas em azul, evidenciando que as células cresceram mais rapidamente depois

da irradiacao.
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Apéndice — GRAFICOS DAS TAXAS DE CRESCIMENTO DOS TUBOS DE CULTURA

Taxas de Crescimento Tubo 1
Diferen¢a Angular 1,20°
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Figura 10 — Taxa de crescimento 1 antes e depois da irradiagao das células, variacao angular entre as duas

retas 1,20°.

Taxas de Crescimento Tubo 2
Diferenca Angular 1,05°
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Figura 11 — Taxa de crescimento 2 antes e depois da irradiagao das células, variagao angular entre as duas

retas 1,05°.
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Apéndice — GRAFICOS DAS TAXAS DE CRESCIMENTO DOS TUBOS DE CULTURA

Taxas de Crescimento Tubo 3
Diferen¢a Angular 1,61°
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Figura 12 — Taxa de crescimento 3 antes e depois da irradiagao das células, variacdo angular entre as duas

retas-1,61°.

Taxas de Crescimento Tubo 4
Diferenca Angular 1,68°
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Figura 13 — Taxa de crescimento 4 antes e depois da irradiagao das células, variagao angular entre as duas

retas 1,68°.
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Apéndice — GRAFICOS DAS TAXAS DE CRESCIMENTO DOS TUBOS DE CULTURA

Taxas de Crescimento Tubo 5
Diferen¢a Angular 2,56°
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Figura 14 — Taxa de crescimento 5 antes e depois da irradiagao das células, variacdo angular entre as duas

retas 2,56°.

Taxas de Crescimento Tubo 6
Diferenca Angular 4,83°
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Figura 15 — Taxa de crescimento 6 antes e depois da irradiagao das células, variacdo angular entre as duas

retas 4,83°.
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Apéndice — GRAFICOS DAS TAXAS DE CRESCIMENTO DOS TUBOS DE CULTURA

Taxas de Crescimento Tubo 7
Diferen¢a Angular 6,29°
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Figura 16 — Taxa de crescimento 7 antes e depois da irradiagao das células, variacdo angular entre as duas

retas 6,29°.

Taxas de Crescimento Tubo 8
Diferenca Angular 6,50°
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Figura 17 — Taxa de crescimento 8 antes e depois da irradiagao das células, variagao angular entre as duas

retas 6,50°.
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Apéndice — GRAFICOS DAS TAXAS DE CRESCIMENTO DOS TUBOS DE CULTURA

Taxas de Crescimento Tubo 9
Diferenca Angular 8,22°
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Figura 18 — Taxa de crescimento 9 antes e depois da irradiagao das células, variagdo angular entre as duas

retas 8,22°.

Taxas de Crescimento Tubo 10
Diferen¢a Angular 8,79°
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Figura 19 — Taxa de crescimento 10 antes e depois da irradiagao das células, variacao angular entre as duas

retas 8,79°.
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Apéndice — GRAFICOS DAS TAXAS DE CRESCIMENTO DOS TUBOS DE CULTURA

Taxas de Crescimento Tubo 11
Diferenca Angular 9,74°
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Figura 20 — Taxa de crescimento 11 antes e depois da irradiagdo das células, variagao angular entre as duas

retas 9,74°.

Taxas de Crescimento Tubo 12
Diferenca Angular 10,59°
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Figura 21 — Taxa de crescimento 12 antes e depois da irradiagao das células, variacao angular entre as duas

retas 10,59°.
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Apéndice — GRAFICOS DAS TAXAS DE CRESCIMENTO DOS TUBOS DE CULTURA

Taxas de Crescimento Tubo 13
Diferen¢ca Angular 12,91°
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Figura 22 - Taxa de crescimento 13 antes e depois da irradiagao das células, variagao angular entre as duas

retas 12,91°.

Taxas de Crescimento Tubo 14
Diferen¢a Angular 23,98°
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Figura 23 — Taxa de crescimento 14 antes e depois da irradiagao das células, variacdao angular entre as duas

retas 23,98°.
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Apéndice — GRAFICOS DAS TAXAS DE CRESCIMENTO DOS TUBOS DE CULTURA

Taxas de Crescimento Tubo 15
Diferenca Angular 24,12°
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Figura 24 - Taxa de crescimento 15 antes e depois da irradiagao das células, variagao angular entre as duas

retas 24,12°.

Taxas de Crescimento Tubo 16
Diferen¢a Angular 26,01°
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Figura 25 — Taxa de crescimento 16 antes e depois da irradiagdo das células, variagao angular entre as duas

retas 26,01°.
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