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Resumo

Os efeitos bioldgicos da radiagdo ionizante sdo causados pela deposi¢do de energia no
tecido. Efeitos de baixas doses de radiagdo ionizante induzem consequéncias de longo alcance,
especialmente durante desenvolvimento intrauterino. Os riscos de exposicao in utero
permanecem controversos na literatura e nenhum efeito bioldgico ¢ relatado em doses abaixo
de 50 mGy. Modelos animais sdo frequentemente utilizados para investigacdo dos efeitos
biologicos das radiagdes ionizantes pois permitem a manipulacao de diversas configuragdes
experimentais. Esse trabalho investigou o impacto da exposi¢do intrauterina a baixa dose de
radiagdo ionizante no desenvolvimento pds-natal de ratos. Ratas Wistar foram expostas a 15
mGy de raios X nos dias gestacionais 8 e 15, respectivamente o inicio e o fim da fase
organogénese. Quatro animais machos foram selecionados de cada ninhada para o estudo. Nos
recém-nascidos foram realizados o teste de abertura dos olhos e o teste de geotaxia negativa.
Nas idades pos-natais de 30 e 70 dias, jovens e adultos, os animais foram testados no teste de
campo aberto, no labirinto em cruz elevado e /ole board. Avaliou-se o ganho de peso de todos
os animais ao longo de todo experimento. Através dos resultados das avaliagdes identificou-se
menor ganho de peso dos ratos expostos durante o desenvolvimento fetal quando adultos.
Foram encontradas fortes evidéncias de alteracdes comportamentais € prejuizos no sistema
nervoso central, também, observou-se comprometimento da coordenagdo motora em ratos
expostos durante o desenvolvimento intrauterino. O presente estudo constatou que um valor de
exposicdo considerado seguro produz efeitos deletérios na prole exposta durante o

desenvolvimento intrauterino.



Abstract

Low-dose ionizing radiation may induce far-reaching consequences in human,
especially regarding intrauterine development. Many studies have documented that the risks of
in utero irradiation remain controversial and no effect is reported at doses below 50 mGy.
Animal models are often used to clarify the non-fully understood impact of intrauterine
irradiation and allow the manipulation of several experimental setups, making possible the
analysis of a wide range of end points. We investigated the impact of in utero low-dose X-ray
irradiation on postnatal development in rat offspring through a set of well-established
behavioral parameters and weight gain. We exposed pregnant Wistar to 15 mGy of X-rays,
which is a low-dose value into diagnostic range that can be achieved in a single radiological
exam, on gestational days 8 and 15 and control. Four male animals were select from each litter.
At infant age, eye-opening test and negative geotaxis tests were performed. Animals were tested
at postnatal ages 30 and 70 days in open field, elevated plus-maze, and hole board tests. We
evaluated the weight gain of all animals throughout the experiment. Our results present
difference between irradiated and non-irradiated: lower weight gain when adults, impairments
in the central nervous system since infant phase, behavioral changes persisting later into life
and impairment of motor coordination in irradiated animals. The present study found that even
low-doses exposure, considered safe, during pregnancy were able to induce behavioral

impairment and lower weight gain in rat’s offspring.
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1. Introducao

1.1 Consideracdes iniciais e objetivos

O uso da radiagdo ionizante para diagnostico médico por imagem deu-se no fim
do século XIX e, através de constante incorporacdao tecnoldgica, trouxe beneficios
impactantes na area médica. Entretanto, os riscos inerentes da técnica e a crescente
demanda por esse tipo de exame requerem que a protegdo radioldgica seja efetivamente
aplicada a rotina clinica, para mitigacdo dos riscos. Os efeitos bioldgicos das radiagdes
ionizantes sao estudados desde o inicio de seu uso e sabe-se que os riscos dependem de
fatores relacionados ao tipo de radiagdo ionizante utilizada e do meio biologico exposto.
Mesmo com os diversos estudos na area da radiobiologia ainda ha lacunas e muitas
incertezas sobre os reais efeitos das baixas doses devido a sua dificil avaliacio. Orgaos
internacionais e nacionais estabelecem recomendagdes, guias € instrugdes normativas
sobre 0 uso de equipamentos, valores maximos permitidos e valores de referéncia para os

€xames.

As exposi¢coes médicas para diagnostico apresentam, de maneira geral, baixos
valores de dose e como consequéncia o meio médico acaba por ndo desenvolver muitas
pesquisas na area; um caso especifico, mas de extrema importancia, € a exposicao de fetos
e embrides durante o desenvolvimento intrauterino. Apesar de amplamente aceito pela
comunidade cientifica que mulheres gravidas ndo devem ser expostas a radiagdo

ionizante, existem situacdes nas quais podem haver a exposi¢ao.

Devido a condi¢des maternas e fetais, nas quais pode haver risco para a saude da
mae, ou ainda se o quadro clinico da paciente demandar, pode haver indicagdo de se
realizar imagens radioldgicas. Vale ressaltar que a irradiagdo de gestantes para fins
diagnodsticos demanda pleno acordo entre os profissionais envolvidos, a propria paciente
e deve-se aplicar medidas efetivas para protecdo radiologica, visando a maior redugdo
possivel da dose. Muitas gestantes também nao sabem ou escondem a gestagao da equipe
médica e técnica por diversos motivos, situacdo que pode levar a exposi¢ao indesejada.
Também, quando a gestante ¢ paciente de trauma (maior causa nao obstetricia de morte
materna !, pode ocorrer de estar impossibilitada de informar sua gestagdo ou mesmo

desconhecé-la, o que acaba sendo um fator de risco, ja que em 1978 foi implementado o

1



conceito de “Advanced Trauma Life Support” (ATLS). O ATLS ¢ um guia padronizado
para atendimento de pacientes de trauma, o qual preconiza que médicos radiologistas
procedam protocolos de exames radioldgicos em pacientes que sofreram traumatismo,
incluindo imagem radioldgica da regido pélvica 2. Finalmente, tém-se as mulheres que
trabalham com radiacao ionizante (individuos ocupacionalmente expostos - IOEs) que,

mesmo com as normas vigentes, podem acabar sendo expostas quando gravidas.

E recomendado que mulheres com suspeita de gravidez, ou gestantes, que
necessitem exames de diagndstico por imagem utilizem métodos alternativos que nao
facam uso das radiacdes ionizantes, como, por exemplo a ultrassonografia (US) e a
ressonancia nuclear magnética (RNM). No entanto, apesar da recomendagao, ¢ comum a
indisponibilidade desses equipamentos em parte da rede de satde no pais, acarretando

por vezes na impossibilidade de acesso.

Enquanto os efeitos bioldgicos associados a altas doses de radiag¢do ionizante (>
100mGy) em humanos durante exposi¢do pré-natal tém sido amplamente investigados >,
estudos relatando os efeitos bioldgicos para baixas doses de radiacdo ionizante (< 100
mGy ou taxa de dose inferior a 5 mGy/h- segundo National Radiological Protection
Board) sio escassos e a interpretacdo de seus resultados geralmente é controversa *-19. O
estudo pioneiro conduzido pela médica epidemiologista Alice Stewart, em 1958, buscava
descobrir o aumento da incidéncia de morte devido ao cancer infantil em jovens de classe
alta. A fim de explicar essa disparidade, ja que grande parte das doencas infantis sdo mais
difundidas em classes baixas, ela investigou padrdes e notou que metade das criangas que
haviam morrido de cancer infantil foram irradiadas por raios X durante o
desenvolvimento intrauterino ” '°. Esta primeira publicagio inspirou e conduziu outras
pesquisas a realizarem estudos com o objetivo de estabelecer uma correlagdo solida entre
as baixas doses de radiacdo ionizante, provindas de procedimentos de diagnostico por
imagem durante a gestacdo, e a ocorréncia de efeitos adversos a satide no crescimento e

desenvolvimento infantil.

Eventos que podem levar a redefinicdo de pardmetros fisiologicos importantes
durante o desenvolvimento intrauterino sao chamados de programacgao fetal, e
geralmente, esses efeitos negativos sdo esperados devido ao estresse oxidativo induzido
pela radiagdo ionizante. A radiagdo ionizante pode produzir ionizagdo direta no DNA
afetando sua funcionalidade ou até mesmo destruir o DNA, pode também produzir efeitos

por mecanismo indireto depositando energia no ambiente biologico e desencadear a



producdo de radicais livres reativos que, por sua vez, aumentam o estresse oxidativo
celular. O estresse oxidativo celular pode causar alteragdes fenotipicas celulares que
podem predispor o feto a certos fenotipos pos-natais. Portanto, para evitar esses possiveis
efeitos de programacao fetal negativos, ¢ preferivel ndo expor os tecidos do embrido e do

feto a radiacdo ionizante.

Nao ¢ possivel realizar experimentos controlados para investigar os efeitos de
baixas doses de radiacdo ionizante em gestantes por razdes éticas, morais e cientificas,
descritas inclusive pelo cédigo internacional de Nuremberg (1947) e pela declaragao de
Helsinki (1964), que apresentam preceitos para pesquisas médicas envolvendo seres
humanos !!. Existem, no entanto, metodologias alternativas que provém dados confiaveis,

reprodutiveis e que podem servir como referéncia para dados em seres humanos.

Esses valores sdo, entdo, estimados através de estudos epidemioldgicos de grupos
de humanos expostos, como a populagdo que sofreu o bombardeio de Hiroshima e
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, por extrapolagdo de resultados experimentais realizados através de células
in vivo ¢ in vitro, além dos dados obtidos através de ferramentas computacionais ¢ de

pesquisas que utilizam animais.

Diversos estudos foram realizados sobre a irradiagdo de ratas prenhas, mas,
geralmente, o intervalo de radiodiagnostico (<50 mQGy) ndo estd relacionado ao risco
aumentado de anomalias congénitas '* !°. De Santis et al. '* discutem que as doses
utilizadas em estudos com animais sdo geralmente superiores as doses utilizadas em

procedimentos diagnosticos humanos.

A pesquisa de D'ippolito e Medeiros *relata que a exposi¢do a doses de radiacio
abaixo de 50 mGy ndo estd associada ao risco aumentado de aborto, anomalias
congénitas, retardo mental ou mortalidade neonatal. Também, Cohen et al. '° estudando
grupos de gestantes expostas a procedimentos diagndsticos radioldgicos durante a
gestacdo, mostraram que a taxa de nascidos vivos foi maior e a taxa de abortos
espontaneos menor no grupo de baixa dose (< 1,0 mGy durante a gesta¢do) do que no
grupo de alta dose. Adicionalmente concluem que o limite para efeitos como retardo de
crescimento e teratogénese é de 200 mGy '®, enquanto o relatério namero 174 do National
Council on Radiation Protection (NCRP) estabelece como limite de dose 50 mGy durante
a gesta¢do 7. Ndo h4 atualmente disponivel nenhum limite bem estabelecido para valor
de baixas doses que induzem efeitos negativos na prole > 8. A radiacdo ionizante pode

induzir efeitos negativos de programacao fetal em niveis de exposi¢ao diagndsticos?



O objetivo principal deste trabalho foi exatamente responder essa questdo. Para
tanto, foram examinadas as alteracdes fisioldgicas e comportamentais de ratos Wistar
expostos a baixa dose de radiagdo ionizante (15 mGy) durante duas fases do
desenvolvimento intrauterino. A dose de exposicao foi definida em 15 mGy, porque ¢ um
valor, na faixa de diagnostico, que pode ser alcangado em um Unico exame radiolégico
pelo embrido e feto. Foram estabelecidos o 8° ¢ 0o 15° dia de gestagao para investigacao
neste trabalho, pois, nos ratos Wistar esses dias representam, respectivamente, o inicio
o final da organogénese, periodo mais sensivel da gestagdo a efeitos da radiag@o ionizante
¥ Também, objetivou-se avaliar se os efeitos teratogénicos das baixas doses de radiagio
ionizante podem levar a restricdo de crescimento intrauterino, além de efeitos letais,
malformagdes, alteragdes estruturais e retardo mental. Para tanto, foi necessaria uma
analise aprofundada dos dados jé existentes na literatura, incluindo efeitos biologicos e

os riscos inerentes de uma gestacao.

O apéndice 1 apresenta o trabalho submetido para publicag@o na revista Scientific

Reports em 2018 que esta em fase de revisao.



6. Conclusoes

Esse trabalho apresenta uma forte evidéncia de que a exposi¢do intrauterina
desencadeia efeitos deletérios mesmo para um valor de dose considerado seguro. Nao
havia sido reportado nenhum efeito para exposi¢des intrauterinas com valores de dose
abaixo de 50 mGy. Nesse trabalho, uma exposi¢do de 15 mGy de radiagdo ionizante X
induziu menor ganho de peso dos animais quando adultos, houve prejuizo no sistema
nervoso central desde a fase infantil, as alteragdes comportamentais persistiram na fase
adulta e houve perda de coordenagdo motora dos animais expostos. O grande nlimero de
animais acompanhado desde a prenhez das maes até a fase adulta permitiu uma avaliacdo

precisa dos animais irradiados, dos animais controle e a comparagdo entre ambos.

Os animais irradiados no inicio da fase de organogénese apresentaram efeitos mais
severos do que os animais irradiados na fase final da organogénese, corroborando com a
literatura que descreve que o inicio da organogénese apresenta maior radiossensibilidade,
entretanto, todos os animais irradiados apresentaram alteragdes. Possivelmente houve

uma reprogramagao fetal dos animais.

E importante o estudo dos efeitos causados por baixas doses de radiacio ionizante,
os efeitos deletérios produzidos e a verificagdo do potencial nocivo para seres humanos.
Especialmente porque ha um aumento na dose coletiva devido principalmente ao maior
nimero de exposi¢des para diagnostico médico. A falta de informacdo em relacdo aos
efeitos bioldgicos deletérios para baixas doses pode levar a uma percepgao erronea do
risco; portanto, deve-se aperfeicoar e implementar de maneira efetiva a protecdo
radioldgica mesmo para baixos valores de dose.
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As informagdes obtidas em pesquisas de baixas doses podem ajudar os
profissionais da area da saude a avaliar os riscos da exposi¢ao aos raios X diagndsticos
durante uma gestacdo dada uma situacao clinica devido a condi¢des maternas e fetais. As
informagdes instruem quanto a correta tomada de decisdo para a escolha do melhor
procedimento diagndstico em uma dada situacdo clinica, garantindo a seguranga da

paciente e do feto.

Esse trabalho apresenta dados que corroboram com a recomendagdo de nao
realizacdo de exames diagnosticos que utilizem raios X em gestantes e também das IOE.
E mandatério que novos estudos sejam realizados para baixos valores de doses,
principalmente para a compreensdo dos mecanismos que desencadeiam os efeitos

descritos.
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