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RESUMO 
As alterações cromossômicas são utilizadas na estimativa de dose absorvida por indivíduos envolvidos em 
exposição à radiação ionizante a partir da interpretação de uma curva de calibração dose-resposta. O Laboratório de 
Dosimetria Biológica do Centro Regional de Ciências Nucleares do Nordeste (CRCN-NE/CNEN), estabeleceu a 
curva de calibração referente à radiação Gama (60Co). Sendo assim, este trabalho objetivou iniciar a validação da 
referida curva a partir de amostras de sangue de três diferentes doadores que foram irradiadas com uma única dose 
absorvida conhecida de 1 Gy. As amostras foram expostas à fonte de 60Co (Gammacel 220) localizada no 
Departamento de Energia Nuclear da UFPE. Após fixação e coloração, as frequências das alterações cromossômicas 
foram estabelecidas a partir da leitura de 500 metáfases por amostra e as doses foram estimadas pelo programa Dose 
Estimate. Os resultados obtidos mostraram que, utilizando a curva de calibração dose-resposta para dicêntricos, a 
dose absorvida estimada para os três indivíduos variou entre 0,891 – 1,089Gy, levando-se em conta o intervalo de 
confiança de 95% . Ao utilizar a curva dose-resposta para dicêntricos somados a anéis e para o mesmo intervalo de 
confiança, as doses variaram entre 0,849 – 1,081Gy. Sendo assim, as estimativas englobaram a dose absorvida 
conhecida para os três indivíduos no intervalo de confiança de 95%. Estes resultados preliminares parecem 
demonstrar que as curvas de dose-resposta de dicêntricos e de dicêntricos mais anéis estabelecidas pelo CRCN-
NE/CNEN são válidas para estimativa de dose em indivíduos expostos. Esta validação continuará com amostras de 
diferentes indivíduos em diferentes doses. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A Probabilidade da ocorrência de acidentes ocupacionais tem crescido proporcionalmente ao 
aumento da aplicação de fontes de radiação ionizante [1]. Estes acidentes têm se mostrado 
significativos como fontes de estudos referentes aos efeitos da radiação no ser humano. Visto 
que os mesmos podem ser de origem nuclear ou radiológica, torna-se de grande importância a 
estimativa de dose absorvida por métodos biológicos, seja para confirmação dos dados obtidos 
pela Dosimetria física ou até mesmo na ausência desta. A estimativa de dose absorvida 
influencia no tipo de tratamento médico que será adotado no indivíduo exposto [2].  
 
Na Dosimetria Biológica, há uma série de técnicas que podem ser utilizadas na estimativa de 
dose, porém, atualmente, o ensaio considerado “padrão ouro” refere-se à análise das alterações 
cromossômicas radioinduzidas. Nesta técnica a dose absorvida é relacionada com a frequência 
dessas alterações em sangue humano irradiado por diferentes fontes, passando a ser denominada 
de Dosimetria Citogenética.  
 
A maioria dos incidentes em que ocorrem sobre-exposição à radiação ionizante envolvem fontes 
de radiação gama, radiações de baixa Transferência Linear de Energia (LET), e, por isso, 
qualquer dose absorvida pelo indivíduo será randomicamente distribuída entre as células. Como 
as lesões de DNA se comportam da mesma forma, as alterações cromossômicas são então, 
distribuídas aleatoriamente entre as células. Tal fato foi demonstrado em irradiações com raios X 
e gama, onde as alterações genéticas seguem a distribuição de Poisson [3].  
 
Há pré-requisitos básicos para que um sistema dosimétrico citogenético seja empregado: a 
alteração cromossômica escolhida para a estimativa de dose deve ser específica para a radiação 
ionizante; este tipo de alteração deve ser detectável para doses absorvidas tão próximas quanto 
possível dos valores de dose devido a radiação ambiental e apresentar boa resposta para uma 
série relevante de doses; e o processo para estimar a dose deve ser relativamente rápido, 
reprodutível e exibir uma relação dose – resposta que possa ser avaliada experimentalmente. 

 
Visando a interpretação da relação entre frequência das alterações cromossômicas nos linfócitos 
humanos e dose absorvida faz-se necessário a construção de uma curva de calibração dose-
resposta, onde a dose absorvida é definida como a quantidade de energia depositada pela 
radiação ionizante num meio qualquer, por unidade de massa do material absorvedor. No 
Sistema Internacional de unidades (SI) a unidade utilizada é o J/kg, que é denominada Gray (Gy) 
[4]. 
 
As curvas de calibração são produzidas utilizando diversos protocolos que, por ventura, acabam 
sendo distintos entre os laboratórios, tanto no momento do cultivo das células quanto na leitura 
das lâminas por diferentes analisadores. Este fato justifica a convenção de que cada laboratório 
que preste ou pretende prestar o serviço de dosimetria biológica tenha sua própria curva de 
calibração, sendo inclusive uma indicação da própria Agência Internacional de Energia Atômica 
[3]. 
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O Laboratório de Dosimetria Biológica do CRCN-NE/CNEN em trabalhos prévios desenvolveu 
sua própria curva de calibração dose-resposta para feixe gama de uma fonte de 60Co. Todavia, 
tornou-se necessária a validação da referida curva para maior segurança no seu uso posterior, 
minimizando, assim, possíveis erros. 
 
 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

A pesquisa foi realizada no Laboratório de Dosimetria Biológica do Centro Regional de Ciências 
Nucleares do Nordeste – CRCN-NE/CNEN, Brasil, e faz parte de um projeto aprovado pelo 
Comitê de Ética da Universidade Federal de Pernambuco sob o número de CAAE 
09186813.7.0000.5208 e do parecer consubstanciado 269.483. 
 
2.1 Coleta e Irradiação das amostras 
 
As amostras de sangue periférico (10 ml) foram coletadas por punção venosa, em seringas 
estéreis descartáveis contendo heparina sódica na concentração de 5000 U/ml, de três voluntários 
selecionados aleatoriamente, após assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
Cada amostra de sangue foi separada em duas alíquotas de 5 mℓ, sendo uma, considerada o 
controle, não irradiada e mantida à temperatura ambiente e outra irradiada num campo de 
radiação gama. 
 
A irradiação foi realizada no Laboratório do Departamento de Energia Nuclear da Universidade 
Federal de Pernambuco – DEN/UFPE com uma fonte de 60Co (Irradiador Gammacel 220) com 
uma taxa de Kerma no ar de 2,842± Gy/h. As três amostras foram irradiadas com a mesma dose 
absorvida de 1 Gy. 
 
2.2  Cultivo de células 
 
As preparações citológicas para as análises cromossômicas foram obtidas a partir de cultura de 
linfócitos, onde foram adicionadas 0,5 ml de sangue total nos frascos de cultura contendo 4 ml 
de meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 1 ml de soro bovino fetal (Biological Industries) 
e 0,2 ml de fitohemaglutinina (Biological Industries). Em seguida, os frascos foram mantidos na 
estufa a 37 °C, por 48 horas. Após 46 horas foi adicionado 0,1 ml de colcemid 0,0016% 
(Biological Industries). Ao completar 48 horas de cultivo, o material foi centrifugado por 6 
minutos a 1800 rpm, o sobrenadante desprezado e adicionado 8 ml de KCl previamente aquecido 
a 37 °C, para que ocorresse o choque hipotônico. Após a hipotonia, os tubos foram colocados em 
banho-maria a 37 °C por 15 minutos.  Em seguida, os tubos foram novamente centrifugados por 
6 minutos a 1800 rpm, o sobrenadante foi retirado e adicionado o fixador metanol:ácido acético 
(3:1) até completar 8 ml. Para a preparação de lâminas teste foram realizadas tantas 
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centrifugações e trocas de fixador quanto o necessário para que o conteúdo da cultura estivesse 
transparente.  
 
Após o processo de fixação foram confeccionadas lâminas a partir do precipitado de células 
ressuspenso em 1 ml de solução fixadora. O precipitado de células ressuspenso foi gotejado em 
dois pontos na lâmina e esta colocada para secar a temperatura ambiente durante 24h. Em 
seguida, as lâminas foram coradas com Giemsa a 5% durante 7 min para posterior análise 
cromossômica. 
 
2.3  Análise Microscópica 
 
A contagem de alterações cromossômicas instáveis (dicêntricos, fragmentos acêntricos e anéis) 
foi realizada diretamente no microscópio óptico (Leica DM500).  

 
A lâmina foi examinada na sua totalidade e ao menos 500 metáfases viáveis foram analisadas. 
Entende-se por viáveis aquelas metáfases que não mostram nenhuma sobreposição de 
cromossomos e com 46 centrômeros (Figura 1).  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
Vale ressaltar que a análise microscópica foi realizada por dois observadores, cada um 
responsável por 250 metáfases de cada amostra irradiada. 
 
 

b 

a 

Figure 1.  Metáfase observada no microscópio óptico (aumento total: 
1600x), mostrando um dicêntrico (seta a) e um fragmento acêntrico 
(seta b) após o processo de irradiação por campo misto nêutron-gama 
no microscópio óptico. 
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2.4 Análise dos dados 
 
A dose absorvida foi estimada por meio dos coeficientes da curva dose-resposta de dicêntricos e 
dicêntricos somados a anéis para raios gama (60Co) do Laboratório de Dosimetria Biológica do 
CRCN-NE/CNEN utilizando o software DOSE ESTIMATE [6] que vem sendo usado por grupos 
de pesquisa em dosimetria biológica, no sentido de uniformizar a análise dos dados e possibilitar 
melhores intercomparações. 

Ambas as curvas foram ajustadas em estudos anteriores no DOSE ESTIMATE pelas 
equações quadráticas 1 e 2, respectivamente, para dicêntricos e dicêntricos somados a anéis. 

 
YDic = 0,0454D2 + 0,0072D + 0,0015                                                                                (1) 
 
YDic+Anel = 0,0488D2 + 0,0089D + 0,0013                                                                         (2) 
 

onde, Y é a frequência de alterações e D é a dose absorvida (Gy). 
 

 
 
3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

As frequências de dicêntricos e dicêntricos somados a anéis observadas e as estimativas de dose 
absorvida nas três amostras estudadas podem ser vistos nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Vale 
ressaltar que as alterações cromossômicas observadas em sangue humano periférico resultaram 
da exposição  a feixes gama durante 19 minutos para se atingir a uma dose absorvida de 1 Gy. 
 
 

Tabela 1: Dose estimada e intervalo de confiança de 95% nas três amostras estudadas 

analisando a frequência de dicêntricos por células. 

 

Indivíduo Dose  Total de 
metáfases  

Número de 
dicêntricos 

Frequência de 
dicêntricos 
por célula 

Dose estimada Intervalo de 
confiança de 

95% 

Amostra 1 1 Gy 500 22 0,044 0,891 ± 0,118 0,683 - 1,121 
Amostra 2 1 Gy 500 27 0,054 0,999 ± 0,120 0,791 - 1,226 
Amostra 3  1Gy 500 29 0,058 1,039 ± 0,120 0,831 - 1,265 

 
Observa-se que, usando a curva de calibração dose-resposta de dicêntricos para estimar as doses 

dos três indivíduos cujo sangue foi irradiado com 1 Gy, os resultados variaram entre 0,891 e 

1,039, estando o valor de dose conhecida inclusa no intervalo de confiança de 95% para os três 
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casos. Os dicêntricos são considerados o “padrão ouro” para a dosimetria citogenética, sendo sua 

curva a mais utilizada na literatura, devido principalmente a sua elevada radioespecificidade e 

baixa incidência na população (1-2 dicêntricos/1.000 células) [5].  

 

 
Tabela 1: Dose estimada e intervalo de confiança de 95% nas três amostras estudadas 

analisando a frequência de dicêntricos mais anéis por células. 

 

Indivíduo Dose  Total de 
metáfases  

Número de 
dicêntricos 

Frequência de 
dicêntricos 
por célula 

Dose estimada Intervalo de 
confiança de 

95% 

Amostra 1 1 Gy 500 22 0,044 0,849 ± 0,114 0,648 - 1,069 
Amostra 2 1 Gy 500 28 0,056 0,971 ± 0,116 0,771 - 1,190 
Amostra 3  1Gy 500 34 0,068 1,081 ± 0,118 0,882 - 1,298 
 

Quando utilizada a curva dose-resposta para dicêntricos somados a anéis, as doses variaram entre 

0,849 – 1,081Gy, sendo, portanto, para todos os três indivíduos uma dose verdadeira dentro do 

intervalo de confiança de 95%. 

Em linfócitos humanos, como os anéis cromossômicos são muito mais raros do que dicêntricos, 

aumentando assim a margem de erro, alguns pesquisadores utilizam os anéis somados aos 

dicêntricos enquanto outros optam por ignorá-los para a estimativa da dose absorvida [3]. 

 

4. CONCLUSÕES 

 
As curvas de calibração dose-resposta para dicêntricos e para dicêntricos mais anéis, a princípio, 

são válidas para utilização em estimativas de doses em indivíduos expostos à radiação. 

Entretanto, serão realizados mais testes com amostras de diferentes indivíduos irradiadas com 

diferentes doses absorvidas para avaliar a curva em toda a sua extensão. 
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