AVA
[ ] AVQXQV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nes JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Botucatu
Instituto de d

Biociéncias

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Jalio de Mesquita Filho”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

ALTERACOES COMPORTAMENTAIS E FISIOLOGICAS
CAUSADAS PELA EXPOSICAO A BAIXAS DOSES DE
RADIACAO IONIZANTE DURANTE O DESENVOLVIMENTO
INTRAUTERINO

Rodrigo Sanchez Giarola

Orientador Dr. Ney Lemke
Co-orientador Dr. Joel Mesa Hormaza

Co-orientador Dr. Marcio Luis Acencio

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias, Campus
de Botucatu, UNESP, para obtencdo do titulo de
Doutor no Programa de Pés-Graduacdo em Biologia
Geral e Aplicada, Area de concentracdo Biologia de
Processos e Sistemas.

BOTUCATU - SP

2019

Instituto de Biociéncias — Secdo Técnica de P6s-Graduacédo
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18.618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacdo@ibb.unesp.br



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRB 8/7500

Giarola, Rodrigo Sanchez.

AlteracGes comportamentais e fisioldgicas causadas pela exposicdo a baixas doses
de radiagdo ionizante durante o desenvolvimento intrauterino / Rodrigo Sanchez
Giarola. — Botucatu, 2019

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Instituto de Biociéncias de Botucatu

Orientador: Ney Lemke

Coorientador: Joel Mesa Hormaza

Coorientador: Marcio Luis Acencio

Capes: 20904002

1. Protegdo Radioldgica. 2. Radiologia. 3. Ratos Wistar. 4. Desenvolvimento Fetal. 5.
Avaliacdao Comportamental.

Palavras-chave: Protecdo Radioldgica; Radiologia; Testes Comportamentais; Wistar;
Programacao Fetal.




“nanos gigantum humeris insidentes ”

(“Andes sentados em ombros de gigantes” — Bernardo de Chartres)

Dedico este trabalho a minha familia.



Agradecimentos

Agradeco a todos que ajudaram na elaboracéo desta tese:

Ao professor Doutor Ney Lemke pelo incentivo, discussdes produtivas, pela amizade e

orientagéo;

Ao professor Doutor Joel Mesa Hormaza pela coorientacdo, pelos “cafés filosoficos” e

pela amizade e conversas sobre a fisica medica;

Ao Doutor Marcio Luis Acencio que mesmo a milhares de quildmetros de distancia me

coorientou e mostrou muitas vezes o caminho a ser tomado no mundo académico;

Aos meus pais, Luis Carlos e Maria Cecilia, a minha irma, Carolina, e a minha tia
Rosangela, por todo amor, incentivo, companheirismo e valorizacdo de todos os esforcos da

vida académica;
A minha namorada, Marina, pelo companheirismo, encorajamento e compreensio;

A todos funcionarios do Departamento de Fisica e Biofisica, 0os quais em diversos

momentos me apoiaram tecnicamente;

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo apoio
financeiro recebido durante a realizacédo deste trabalho;

A todos amigos e companheiros do laboratério de Bioinformatica e Biofisica
Computacional do Departamento de Fisica e Biofisica, especialmente a Tahila e o Rafael, pelas

conversas cientificas e da vida de pos-graduando;

A todos os companheiros de p6s-graduacdo do Departamento de Fisica e Biofisica, em
especial ao Fabio Florenca, Guilherme Salvador e Luiz Bovolenta com os quais tive importantes

conversas sobre a area académica e pessoal;

Aos professores Marcos Roberto Mattos Fontes, Vladimir Eliodoro Costa, Roberto
Morato Fernandez, Paulo Roberto Rodrigues Ramos, Mario de Oliveira Neto e José Luiz
Rybarczyk Filho pela oportunidade de ministrar aulas durante meu doutorado além da

convivéncia e conversas sobre a ciéncia;

Ao professor Marco Anténio Rodrigues Fernandes pelos diversos momentos em que me
acompanhou e guiou pelo mundo da fisica médica, além da amizade e as diversas oportunidades

de ministrar aulas na p6s-graduacéo;



Ao professor Helton Carlos Delicio do Departamento de Fisiologia pela participagéo ativa

no projeto com os animais, além da amizade;

Ao professor Luiz Carlos Vulcano da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

pelo apreco com a ciéncia;

Ao professor Antdnio Francisco Godinho do Centro de Assisténcia Toxicologica
(CEATOX) pela disposi¢do em ensinar um fisico médico os métodos de pesquisa que envolvem

aspectos comportamentais de animais;

Por fim, a todos meus amigos que se fizeram presentes.



Resumo

Os efeitos bioldgicos da radiacdo ionizante sdo causados pela deposicdo de energia no
tecido. Efeitos de baixas doses de radiacdo ionizante induzem consequéncias de longo alcance,
especialmente durante desenvolvimento intrauterino. Os riscos de exposi¢cdo in utero
permanecem controversos na literatura e nenhum efeito bioldgico € relatado em doses abaixo
de 50 mGy. Modelos animais sdo frequentemente utilizados para investigagdo dos efeitos
bioldgicos das radiacfes ionizantes pois permitem a manipulacdo de diversas configuracfes
experimentais. Esse trabalho investigou o impacto da exposicao intrauterina a baixa dose de
radiacdo ionizante no desenvolvimento pos-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 hole board. Avaliou-se o ganho de peso de todos
o0s animais ao longo de todo experimento. Atravées dos resultados das avaliacGes identificou-se
menor ganho de peso dos ratos expostos durante o desenvolvimento fetal quando adultos.
Foram encontradas fortes evidéncias de alteracbes comportamentais e prejuizos no sistema
nervoso central, também, observou-se comprometimento da coordenacdo 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. Introducéao

1.1 Consideragdes iniciais e objetivos

O uso da radiacdo ionizante para diagnostico médico por imagem deu-se no fim
do século XIX e, através de constante incorporacdo tecnoldgica, trouxe beneficios
impactantes na area médica. Entretanto, 0s riscos inerentes da técnica e a crescente
demanda por esse tipo de exame requerem que a protecdo radioldgica seja efetivamente
aplicada & rotina clinica, para mitigacdo dos riscos. Os efeitos bioldgicos das radiacdes
ionizantes sdo estudados desde o inicio de seu uso e sabe-se que 0s riscos dependem de
fatores relacionados ao tipo de radiacao 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 avaliagdo. Orgaos
internacionais e nacionais estabelecem recomendacOes, guias e instrugdes normativas
sobre 0 uso de equipamentos, valores maximos permitidos e valores de referéncia para os

exames.

As exposi¢des médicas para diagndstico apresentam, de maneira geral, baixos
valores de dose e como consequéncia 0 meio médico acaba por ndo desenvolver muitas
pesquisas na area; um caso especifico, mas de extrema importancia, é 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 radiacdo

ionizante, existem situacdes nas quais podem haver a exposicao.

Devido a condigdes maternas e fetais, nas quais pode haver risco para a saude da
mée, ou ainda se o quadro clinico da paciente demandar, pode haver indicacdo de se
realizar imagens radiologicas. Vale ressaltar que a irradiacdo de gestantes para fins
diagndsticos demanda pleno acordo entre os profissionais envolvidos, a prépria paciente
e deve-se aplicar medidas efetivas para prote¢do radioldgica, visando a maior reducédo
possivel da dose. Muitas gestantes também ndo sabem ou escondem a gestacao da equipe
médica e técnica por diversos motivos, situacdo que pode levar a exposicdo indesejada.
Também, quando a gestante é paciente de trauma (maior causa ndo 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
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conceito de “Advanced Trauma Life Support” (ATLS). O ATLS é um guia padronizado
para atendimento de pacientes de trauma, o qual preconiza que médicos radiologistas
procedam protocolos de exames radiolégicos em pacientes que sofreram traumatismo,
incluindo imagem radioldgica da regido pélvica 2. Finalmente, tém-se as mulheres que
trabalham com radiacdo 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 ndo
facam uso das radiacGes ionizantes, como, por exemplo a ultrassonografia (US) e a
ressonancia nuclear magnética (RNM). No entanto, apesar da recomendacao, € comum a
indisponibilidade desses equipamentos em parte da rede de salde no pais, acarretando

por vezes na impossibilidade de acesso.

Enquanto os efeitos bioldgicos associados a altas doses de radiacdo ionizante (>
100mGy) em humanos durante exposi¢do pré-natal tém sido amplamente investigados 3,
estudos relatando os efeitos biologicos para baixas doses de radiacédo ionizante (< 100
mGy ou taxa de dose inferior a 5 mGy/h- segundo National Radiological Protection
Board) sdo escassos e a interpretacdo de seus resultados geralmente é controversa *-1°, O
estudo pioneiro conduzido pela médica epidemiologista Alice Stewart, em 1958, buscava
descobrir o0 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 céancer infantil foram irradiadas por raios X durante o
desenvolvimento intrauterino " 1°, Esta primeira publicacio inspirou e conduziu outras
pesquisas a realizarem estudos com o objetivo de estabelecer uma correlacdo sélida entre
as baixas doses de radiacdo ionizante, provindas de procedimentos de diagndstico por
imagem durante a gestacao, e a ocorréncia de efeitos adversos a salde no crescimento e

desenvolvimento infantil.

Eventos que podem levar a redefinicdo de parametros fisiologicos importantes
durante o desenvolvimento intrauterino sdo chamados de programacéo fetal, e
geralmente, esses efeitos negativos séo esperados devido ao estresse oxidativo induzido
pela radiacdo ionizante. A radiacdo ionizante pode produzir ionizacdo 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 alteracdes fenotipicas celulares que
podem predispor o feto a certos fendtipos pds-natais. Portanto, para evitar esses possiveis
efeitos de programacao fetal negativos, é preferivel ndo expor os tecidos do embrido e do

feto a radiacdo ionizante.

N&o é 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 declaragéo 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 populacdo que sofreu o bombardeio de Hiroshima e
Nagazaki 1> 13, por extrapolacdo de resultados experimentais realizados através de células
in vivo e in vitro, além dos dados obtidos atraves de ferramentas computacionais e de

pesquisas que utilizam animais.

Diversos estudos foram realizados sobre a irradiagdo de ratas prenhas, mas,
geralmente, o intervalo de radiodiagndstico (<50 mGy) ndo esta relacionado ao risco
aumentado de anomalias congénitas ' 1°. De Santis et al. 1* discutem que as doses
utilizadas em estudos com animais sdo geralmente superiores as doses utilizadas em

procedimentos diagndsticos humanos.

A pesquisa de D'ippolito e Medeiros * relata que a exposicéo a doses de radiagdo
abaixo de 50 mGy ndo esta associada ao risco aumentado de aborto, anomalias
congénitas, retardo mental ou mortalidade neonatal. Também, Cohen et al. 1® estudando
grupos de gestantes expostas a procedimentos diagndsticos radiolégicos durante a
gestagdo, 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 gestacdo) do que no
grupo de alta dose. Adicionalmente concluem que o limite para efeitos como retardo de
crescimento e teratogénese é de 200 mGy 1°, enquanto o relatério nimero 174 do National
Council on Radiation Protection (NCRP) estabelece como limite de dose 50 mGy durante
a gestacdo 7. Ndo ha atualmente disponivel nenhum limite bem estabelecido para valor
de baixas doses que induzem efeitos negativos na prole > . A radiacio ionizante pode

induzir efeitos negativos de programacéo fetal em niveis de exposicao 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 radiacdo ionizante (15 mGy) durante duas fases do
desenvolvimento intrauterino. A dose de exposicéo foi definida em 15 mGy, porque é um
valor, na faixa de diagnostico, que pode ser alcancado em um unico exame radiologico
pelo embrido e feto. Foram estabelecidos 0 8° e 0 15° dia de gestacdo para investigacao
neste trabalho, pois, nos ratos Wistar esses dias representam, respectivamente, o inicio e
o final da organogénese, periodo mais sensivel da gestacéo a efeitos da radiacdo ionizante
18, Também, objetivou-se avaliar se os efeitos teratogénicos das baixas doses de radiacio
ionizante podem levar a restricdo de crescimento intrauterino, além de efeitos letais,
malformacdes, alteracdes estruturais e retardo mental. Para tanto, foi necessaria uma
anélise aprofundada dos dados ja existentes na literatura, incluindo efeitos bioldgicos e

0s riscos inerentes de uma gestacao.

O apéndice 1 apresenta o trabalho submetido para publicacédo na revista Scientific

Reports em 2018 que esta em fase de reviséo.

2. Fundamentos Tedricos

Atualmente a radiologia médica é uma area bem estabelecida, importante e
difundida mundialmente. Os exames diagnosticos que utilizam radiacdes ionizantes estdo
cada vez mais presentes em diversas praticas médicas, e o desenvolvimento tecnolégico
aliado a melhor compreenséo da pratica permite que as imagens tenham cada vez melhor

qualidade com o uso de menores doses.

2.1 Aspectos histdricos das Radiagdes lonizantes

Ao serem descobertos os raios X no fim de 1895 pelo fisico Wilhelm Conrad
Roentgen, através de um tubo de Crookes modificado, houve uma euforia mundial e um
esforco de confeccdo de aparelhos por todo o mundo. Curiosamente, Roentgen ao

apresentar seu trabalho em um congresso na Franga no ano seguinte, apresentado na



Figura 1, levou Henry Becquerel a descobrir também a radioatividade de elementos

quimicos *°.
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Figura 1: Capa do artigo publicado por Roentgen no “Tratado da sociedade de Fisica Médica para
Wuzburg — Um novo tipo de raios” em 1896 e o registro da primeira radiografia, obtida em
22/12/1895, da mao esquerda de Anna Bertha Roentgen.

Inicialmente, a aplicacdo técnica das radiacdes ionizantes era precaria e muitos
dos conceitos fisicos da produgéo dos raios X eram desconhecidos; por exemplo, ainda
ndo se conhecia os elétrons, protons e néutrons. Os efeitos deletérios inerentes do uso das
radiacdes ionizantes também eram desconhecidos e a facilidade tecnoldgica necesséria
para a confec¢do dos tubos de raios X permitiu que em um curto espaco de tempo o
equipamento que “permitia olhar o corpo humano sem abri-l0” fosse difundido

mundialmente.

No final do seculo XIX nédo havia tratamento efetivo para as doencas prevalentes,
métodos precarios e pouco eficientes geravam angustia nos médicos e familiares. O uso
da radiacdo ionizante para fins tanto diagnosticos quanto terapéuticos levou a uma
perspectiva esperancosa; tentou-se tratar tuberculose, melanomas, gripe entre outras
doengas. A penicilina ainda ndo havia sido descoberta por Alexander Fleming, fato que
ocorreria somente em 1928, sendo disponibilizada para a populacdo em 1941, portanto, o

risco de morte por infecgo cirdrgica era prevalente .

As primeiras décadas de uso mostraram os efeitos deletérios do uso desenfreado

das radiacOes ionizantes. Esses efeitos foram amplificados pela precariedade dos



aparelhos, pela falta de protecdo e pelo total desconhecimento das doses que estavam
sendo ministradas. O controle do tempo, por exemplo, era realizado pelo proprio
operador, ja que as valvulas (1920) e os transistores (1950) ainda ndo tinham sido
inventados. Uma coisa era 0 dominio da tecnologia da confeccao de tubos de vacuo para
a producao de raios X, outra era a utilizacdo desta tecnologia para a exposicao deliberada
de seres humanos a radiacdo. Além dos pacientes, radiologistas e fabricantes de aparelhos,
também sofriam exposicdes exageradas e danosas 2. Com o desenvolvimento da area
foram criados 6rgdos para investigacao desses efeitos, limites de dose e também houve a
evolucdo tecnoldgica que levou ao desenvolvimento de equipamentos cada vez mais

especificos para cada tipo de exame permitindo uma menor exposi¢éo.

2.2 Radiacdo lonizante

A radiacdo ionizante recebe essa nomenclatura, pois é capaz de ionizar o meio em
que interage, promovendo a ejecéo de elétrons e produzindo ions. Podem ser classificadas
em corpusculares e eletromagnéticas, a energia da radiacdo € diretamente proporcional a

sua capacidade de penetracdo na profundidade dos tecidos 2.

As radiacdes ionizantes eletromagnéticas, como os raios X, possuem diferentes
comprimentos de onda e a velocidade da luz. Quanto menor o comprimento de onda,
maior sua frequéncia e energia, tendo consequentemente maior capacidade de penetragédo
na profundidade dos tecidos. Sdo consideradas indiretamente ionizantes porque a maior
parte das alteracGes quimicas e bioldgicas ocorrem apds a absor¢do da energia liberada

no meio, produzindo alteracdes 3.

As radiagOes ionizantes podem ser oriundas de fendmenos naturais ou de
fendmenos artificiais. O interesse nesse trabalho é a energia na faixa de radiodiagnostico,
utilizada para producdo de imagens radiologicas. A tabela 1 apresenta como s&o
classificados os equipamentos emissores de raios X conforme a diferenca de potencial

(DDP) entre o catodo e 0 anodo no tubo 23,



Tabela 1: Classificagdo dos feixes de raios X em termos de tensdo de aceleracéo dos elétrons que os

produzem.
Baixa energia ou raio X mole 0,1-20 kv
Diagnostico 20 - 120 kV
Ortovoltagem 120 - 300 kV
Energia Intermediaria 300 - 1000 kV
Megavoltagem >1 MV

2.2.1 Equipamentos Emissores de Raios X

Os aparelhos emissores de radiacdo ionizante utilizados no radiodiagndstico
médico também sao chamados de “equipamentos de quilovoltagem” porque demandam
para seu funcionamento a energia na ordem de quilovolt (kV). Para tanto, esses
equipamentos possuem componentes que retificam e transformam a energia da rede
elétrica > 24, S&o compostos, também, pela mesa de exames, colimador - responsavel pelo
alinhamento e posicionamento da estrutura anatbmica com o receptor de imagem -,
comando do equipamento — componente que permite a selecdo dos pardmetros fisicos
tempo de exposi¢cdo [milissegundos (ms)], corrente elétrica [miliamperes (mA)] e tensdo

nominal [quilovolts (kV)] - e o tubo de raios X 242,

A alta DDP aplicada entre o anodo e o catodo do tubo aquecem o filamento
(catodo) e ocorre a emissdo termibnica dos elétrons em direcdo ao anodo (ou alvo),
criando uma corrente elétrica. Durante o tempo de aplicacdo de carga ao tubo ocorrem
diversas interacdes que transformam a energia cinética dos elétrons em calor e producéo
de fétons de raios X. Através de dois processos fundamentais ha a producao dos raios X:
a transicdo eletrbnica (radiacdo caracteristica) e a radiagdo de freamento
(Bremsstrahlung) % %6,



2.2.2 Radiacdo Natural

A radiacgéo ionizante conhecida como radia¢do natural ou “de fundo” (em inglés
background) esta presente no meio ambiente e nos organismos. Os componentes da
radiacdo natural podem ser de procedéncia cosmica, da crosta terrestre, provenientes da
agua, provenientes do ar e radiagdo dos componentes internos do organismo . A

contribuicdo no valor de dose varia com o local e habitos de cada ser humano.

A radiagdo coOsmica primaria € originada no espago distante, consistindo
principalmente de fotons e algumas particulas o, dentre outras; a interacdo dessas
radiacbes com a atmosfera terrestre acaba por produzir uma radiacdo secundaria e a
intensidade dos raios cosmicos varia diretamente com a elevacao do nivel do mar e €

inversamente proporcional a latitude geomagnética 2’

A crosta terrestre emite radiacdo natural devido a presenca de elementos quimicos
naturalmente radioativos (isétopos radioativos), a maior contribuicdo vem das séries do
Uranio e do Torio, podendo-se, no entanto, constatar uma pequena parcela oriunda do C*

e K4O 27

A radioatividade natural existente no ar é devida a presenca dos gases Radonio e
Torio. Esses gases fazem parte das cadeias radioativas do Uranio e do Torio, sendo entdo
formados na crosta terrestre e difundidos posteriormente para a atmosfera. Os produtos
de decaimento destes elementos sdo solidos, portanto, permanecem na atmosfera por
deposicao nas particulas de poeira existentes. No Brasil, os materiais empregados para a
construcdo sdo normalmente ricos em Torio (por exemplo: pedras, alvenaria, cimento)
por isso € comum que a atividade do ar cresca gradativamente sempre que as condi¢cdes

de ventilacdo dos ambientes se tornem precarias 2.

Universalmente a &gua apresenta radioatividade, as dguas de chuva adquirem
radioatividade do ar e as aguas subterrdneas e superficiais podem adquiri-las das
substancias presentes nas rochas e no solo. O rad6nio é o maior constituinte entre os
materiais radioativos da agua e sua contribuicdo na dose € devida ao alto teor de

composic¢do dos seres vivos, que podem incorpora-lo.

O corpo humano apresenta pequena quantidade de material radioativo, devido

principalmente aos elementos radioativos presentes nos vegetais e materiais minerais com



gue a pessoa se alimenta e se hidrata. Os isGtopos mais importantes para essa contribuicédo

sd0 0 K*0, C1* e Ra?%6 77,

Todo organismo além de estar exposto as radiacGes ionizantes contem em sua

composi¢ao materiais radiativos.

2.2.3 Exposicdo do ser humano

O ser humano tem sido cada vez mais exposto as baixas doses. De acordo com o

Report nimero 160 do National Council on Radiation Protection and Measurements

(NCRP) do ano de 2009, no ano de 2006 a populacdo dos Estados Unidos foi exposta a

um valor de dose anual proveniente de procedimentos médicos mais de sete vezes maior

que a populacdo do mesmo pais em 1980 26, Também, nesse documento, estima-se que

metade do total da dose anual de exposicdo a radiacdo de todas as fontes provém de

exposi¢des médicas, conforme apresentado na Figura 2.

& i
Fontes de Exposiciao a Radiacdo Ionizante
. Industrial < 0,196 0,003mSv/ano
Ocupacional < 0,1% Consumidor 2% 0.13mSy/ano
0,005mSv/ano - Terrestre 3% 0,21mSv/ano
Interna 5% 0,29mSv/ano
Tomografia 506 0.233m S/
Computadorizada 24% Fopacs S20.033m /e
1,47mSv/ano
Médica Fundo
Medicina
Nuclear 12% Radénio e Torio
0,77mSv/ano 37% 2,28mSv/ano
Intervencionismo/
3mSv/
LSl Fluoroscopia 7% e
Radiolografia convencional/
Fluoroscopia 5% 0,33mSv/ano *Media de dose anual de radiacao
3 {Adaptado de "National Council on Radiation Protection & Measurements, Report No. 160) P

Figura 2: Grafico adaptado da distribuicdo de doses a que 0 ser humano esté exposto.

Consequentemente, as exposi¢cGes médicas, mesmo apresentando baixos valores

de exposigéo, tem grande importancia para a dose efetiva coletiva. O aumento da dose
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coletiva incita a compreensdo de niveis seguros de exposicdo em toda populagdo,

especialmente para as gestantes.

2.3 Grandezas Fisicas das Radiag6es lonizantes

O estabelecimento das grandezas fisicas das radiacBes ionizantes aconteceu
inicialmente devido a preocupacdo com os efeitos bioldgicos e protecdo radiologica; a
quantificacdo era necessaria para se relacionar a dose (termo oriundo da farmacologia)

com os efeitos causados. Cada grandeza esta associada a uma ou mais unidades.

2.3.1 Exposicao (X)

A exposicdo (X) foi a primeira grandeza a ser definida e é utilizada para
radioprotecdo, serve para quantificar as ionizagdes produzidas por radiagdo X ou y no ar.

E definida como o quociente de dQ por dm 2226,

X =2 (1)

T dm
onde dQ é o valor absoluto da carga total de ions de um mesmo sinal produzidos no ar
quando todos os elétrons produzidos pelos fétons numa determinada massa de ar dm sdo
completamente freados no ar. No Sistema Internacional (SI) a unidade da exposicao é o

Coulomb por quilograma (C/kg).

2.3.2 Dose Absorvida (D)

Dose Absorvida (D) é definida como a quantidade de energia depositada pela
radiacio ionizante em um volume conhecido de determinado elemento de massa. E valida
para quase todos os tipos de radiacdo ionizante (X, vy, a, B) e para qualquer tipo de material
absorvedor, suprindo as limitacbes da grandeza exposicdo 2> ?6. E definida como o

quociente de dE por dm:

p=%£ @)

dm
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onde dE € a energia média depositada pela radiacdo ionizante num material de massa dm
no volume. No Sistema Internacional (SI) a unidade da dose absorvida é o Gray (Gy),

sendo a dose definida em joule por quilograma.

E possivel relacionar a dose absorvida (D) com a exposicio (X) aplicando-se um
fator de converséo (f1), cujo valor depende da energia da radiacdo utilizada e do material

irradiado 2% %:

D=X.fA 3

2.3.3 Kerma (K)

Em situacdes em que ndo é possivel medir a Dose Absorvida mede-se a grandeza
Kerma, do inglés “Kinetic Energy Released per unit Mass”, sendo a energia cinética

liberada na matéria por unidade de massa.

Essa grandeza somente € valida para radiacdo ionizante indiretamente ionizante
(raios X, raios y e néutrons), ¢ o quociente da soma das energias cinéticas de todas as
particulas ionizantes carregadas liberadas por particulas ndo carregadas (dEr) pela massa

(dm) de um material 2> ?°. O céalculo pode ser realizado pela equacio 6:

K =12 (4)

dm

O Kerma esta definido no SI em J/kg (1 J/kg = 1 Gy). Em situacdes onde a
radiagdo de freamento (“bremsstralhung”) ¢ desprezivel e ha o equilibrio eletronico o
Kerma serd igual a Dose Absorvida (D) no ar, em situacdo inversa o Kerma no ar pode

ser relacionado a Exposicao (X) através da seguinte equacao:

_ XM

Kar = 72 ©)

onde War € aenergia média necessaria para produzir um par de ions no ar (33,97 eletrons
Volt por par de ions com incerteza de 0,15%), e € a carga eletronica e g é a fracdo de

energia do elétron perdida por bremsstrahlung.
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2.3.4 Dose Equivalente (H)

A grandeza Dose Equivalente (H) foi definida para prote¢do radioldgica, ja que
permite avaliar o dano bioldgico causado pela radiagéo ionizante. H considera o poder de
dano para cada tipo de radiag&o e é definida como a dose absorvida média por um tecido
ou 6rgdo ponderada pela qualidade da radiacdo 2%, A dose equivalente H é calculada

pela seguinte expressdo:
H=D.Q (6)
onde D ¢ a dose absorvida e Q € um fator de qualidade da radiacdo (adimensional e

constitui um fator de peso da Eficacia Bioldgica Relativa, dependente do tipo de radiagédo

ionizante).

Também, para o calculo de dose equivalente em tecidos e 6rgdos (Hr) € possivel

utilizar a expressao:

Hy =Yg Wg . Drg (7
onde Dtr € a dose absorvida no tecido ou 6rgdo e Wr é o fator de peso da radiacao.

A dose equivalente é aplicada somente para valores de até 1 Sievert, valor
correspondente a ocorréncia de reacdes teciduais. Quando se trata de valores de dose para
a regido correspondente a efeitos deterministicos a dose € avaliada em Gray, uma vez que
o fator de qualidade da radiagdo ndo pode ser usado para avaliar os efeitos de exposi¢cdes

acidentais com altos valores de dose nem para experimentos de Radiobiologia.

2.3.5 Dose Efetiva (E)

A radioprotecdo também utiliza a grandeza Dose Efetiva (E) para estabelecimento

de limites de exposicdo do corpo todo 2% %, Através da seguinte expressio é calculada:
E =YrWr .Hy (8)

onde Ht é a soma das doses equivalentes nos tecidos multiplicada pelo fator de
ponderagé&o do tecido ou 6rgdo Wr. O fator W+ é relacionado a radiossensibilidade de um
dado tecido ou 6rgdo no que esta relacionado a probabilidade de inducdo de céncer e
efeitos hereditarios. Os valores sdo constantemente atualizados e sdo apresentados por
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guias de recomendacBes internacionais, sendo baseados em pesquisas sobre
radiobiologia. Grande parte dos valores atuais foram obtidos do estudo epidemiolégico

dos sobreviventes de Hiroshima e Nagasaki 2> %6,

2.3.6 Equivalente de Dose

A grandeza operacional definida para monitoracdo € o Equivalente de Dose.
Existem dois tipos dessa grandeza: equivalente de dose pessoal (Hp(d)) e equivalente de
dose ambiente (H*(d)). O célculo dessas grandezas depende dos fatores de qualidade da
radiacdo (Q) como ponderacdo; esses fatores sao dados em funcao da transferéncia linear

de energia.

O equivalente de dose pessoal, Hp(d), é utilizado para monitoracdo individual,
sendo equivalente ao produto da dose absorvida em um ponto (tecido mole), na
profundidade d do corpo, pelo fator Q nesse ponto. No Sl é utilizada a unidade Sievert
(Sv) e o valor de dose apresentado fornece uma estimativa da dose efetiva; o

monitoramento mensal de IOEs através da dose acumulada é apresentado em Hp(d) %% 2,

O equivalente de dose ambiente, H*(d), é utilizado para monitoracdo de ambientes
onde ha exposi¢do. Obtém-se o valor do H*(d) através da multiplicacdo da dose absorvida
em um ponto pelo fator de qualidade Q, sendo equivalente ao efeito produzido em uma
esfera de tecido equivalente de 30 cm de didametro (definida pela International
Commission on Radiation Units and Measurements - ICRU) e profundidade d.

2.4 Detectores de Radiagdo lonizante

Existem diversos modelos de detectores de radiagdes ionizantes com propriedades
especificas que permitem a detec¢do e quantificacdo dos distintos tipos de radia¢Ges
ionizantes. A camara de ionizacdo (C.1.) é um dos detectores de radiacdo ionizante
existentes, sendo o principal instrumento para detec¢cdo e mensuracdo de raios X devido

sua alta sensibilidade, reprodutibilidade e estabilidade.
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2.4.1 Céamara de lonizacao

As C.l. desenvolvidas por Attix em 1930 e aperfeicoadas por Sievert s&o
acopladas ao eletrémetro - dispositivo eletrbnico que apresenta um display e fornece
energia as C.1.s ¥, A C.I. é constituida por um volume sensivel que contém dois eletrodos
[parede (catodo) e coletor central (anodo)] e esta preenchido por um géas, que pode ser o
ar ambiente 223!, Quando ha ionizagao desse gas os ions sdo coletados e, com a aplicagdo
de um campo elétrico entre os eletrodos, sdo coletadas as cargas elétricas, sendo a
intensidade da radiacio ionizante proporcional ao fluxo de ions no volume sensivel 23!,
A geometria da C.1I. é variavel, a espessura da parede e 0 gas sao decisivos na resposta de

cada instrumento.

Quando se utiliza instrumentos com ar ambiente no volume sensivel é necessario

fazer a corregdo para a temperatura e pressdo, através da equagao 2:

Py (273,154T)
Krp ===
P (273,15+T,)

(8)

onde Po e To sdo, respectivamente, os valores de pressdo atmosférica e de temperatura de
referéncia utilizados em Laboratorios Padrdo autorizados pela Comissdo Nacional de
Energia Nuclear (CNEN) para garantia de qualidade em suas medicdes *°, e P e T s0 0s

valores de pressao atmosférica e de temperatura obtidos durante as medicdes.

A C.1., sendo um equipamento de precisdo, demanda uma calibragéo bianual.

2.5 Interacdo da Radiacdo com a matéria

A radiacdo ionizante ao interagir com um material pode provocar além da
ionizacgdo a excitacdo atbmica e a ativacao do nucleo. No processo de ionizagdo quando
ha quebras de liga¢bes quimicas os elétrons retirados do orbital, livres e com alta energia,
podem ser nomeados radicais livres. A excitagdo atdmica é caracterizada pela mudanca
de Orbita dos elétrons, que ao regressarem emitem luz ou radiacdo caracteristica. A
ativacdo do nucleo ocorre quando a radia¢do que interage tem energia superior a energia

nuclear de ligacao.

H4, portanto, niveis de ionizacdo que levam a probabilidade de interacdo da

radiacdo com a matéria, esses niveis dependem da secéo de choque da radiagcdo em relacdo
14



ao material utilizado. A transferéncia de energia das radiacdes que tem carga se da
principalmente pelo campo elétrico e sdo denominadas de radiacbes diretamente
ionizantes. Por outro lado, radia¢cdes que ndo tem carga, como os fétons, depositam sua
energia de maneira dispersa e interagem individualmente transferindo suas energias para
os elétrons, que levam a novos processos de ionizacdo, sendo intituladas de radiacdo

indiretamente ionizante 2% 32-34,

As ondas eletromagnéticas ionizantes, como os raios X, podem desencadear uma
ionizacdo priméria na qual o elétron, depois da interacdo na trajetéria inicial, é ejetado do
atomo através de diferentes processos. Esse elétron ejetado pode ter a energia igual a do
féton incidente levando a novas ionizacGes, que sdo chamadas de ionizagdes secundarias.
A probabilidade de ionizacdes secundarias ocorrer € maior do que a de primarias,
portanto, a maior ocorréncia em ionizacOes através de raios X é a producdo de radicais

livres.

Os principais modos de interacdo dos fétons de raios X sdo o efeito fotoelétrico,
o efeito Compton e a producéo de pares. A energia do foton incidente e a composicdo

quimica do meio determinam a ocorréncia desses processos.

2.5.1 Efeito Fotoelétrico

O efeito fotoelétrico é descrito como a transferéncia total da energia dos raios X
ou y a um elétron orbital das camadas internas € com maior energia de ligagdo do atomo
(camadas K, L e M) levando a ejecdo desse elétron. H& entdo a producdo de um ion
excitado que ao ter o espago vago preenchido por um elétron de uma camada mais externa
retorna a seu estado fundamental, essa perda de potencial de energia é balanceada pela

emissdo de um féton caracteristico 2> 3% 34 conforme apresentado na Figura 3.

Esse efeito € predominante para baixas energias e para elementos quimicos de
elevado niimero atdmico 2% **. Nos tecidos moles essa radiacio caracteristica é de baixa
energia, cerca de 5,0 kV e com minima repercussao biolégica. O efeito fotoelétrico ocorre
em baixas energias, depende do nimero de prétons e é importante especialmente para a

radiologia diagnostica 3.
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Fotoelétron

Radiacio Caracteristica

Foton Incidente
™~

Figura 3: Representacao do Efeito Fotoelétrico.

2.5.2 Efeito Compton

No efeito Compton o foton interage com um elétron de baixa energia de ligacao -
camada mais externa-, que recebe apenas parte da energia, desviando sua trajetoria,
conforme ilustrado na Figura 4. Um f6ton de baixa energia pode gerar elétrons com
energia variavel, de zero a um valor maximo, porque a transferéncia de energia se da de
maneira aleatoria, variando com a direcdo do elétron. A energia cinética do elétron
espalhado depende do angulo de espalhamento e como o féton ndo é absorvido pode
continuar interagindo com outros elétrons. O efeito Compton tem maior probabilidade de
ocorrer quando aumenta o valor da energia da radiacéo ionizante incidente ou quando a
energia de ligacdo do elétron que recebe a energia € menor (camadas de valéncia mais

externas) 2> 3234,

O efeito Compton é predominante para energias acima de 40 keV no ar, e a
probabilidade de ocorréncia depende do niimero de elétrons disponiveis no material 2234,
Esse efeito € importante para a radiologia diagndstica e independe do nimero atdmico do
meio absorvedor. Independente do processo de absorcao, se fotoelétrico ou Compton, a

energia dos fotons é convertida em energia cinética para os elétrons 2.
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Elétron ejetado
Foton incidente

Faton Espalhado

Figura 4: Representacao do Efeito Compton.

2.5.3 Producéo de Pares

A producdo de pares elétron-positron ocorre quando fétons com a energia superior
a duas vezes a massa de repouso do elétron (1,022 MeV) passam proximos de nucleos de
atomos de elementos com elevado nimero atdbmico. Toda a energia do féton é transferida
para um par de particula [elétron (B7)] e anti-particula [pésitron ()], como ilustrado na

Figura 5.

O par de particulas formado transfere sua energia cinética para 0 meio; o pésitron
pode se aniquilar com um elétron livre dando origem a dois fétons (em sentidos opostos

com energia de 511 keV) e o elétron voltara para uma camada de valéncia 22 3% 34,

Elétron

Foton

Pdsitron

Figura 5: Representacdo da Producédo de Pares.
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Os trés mecanismos descritos anteriormente estdo relacionados a energia dos

fotons incidentes e ao Z do material absorvedor na Figura 6.

100 - .
,zf \
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80 —+ / \ )
5 / \  Produgdo de
° . i / \\ pares
S o0 Efeito foicoeletnco / \ " dominante
o dominante / \
\
G \
S a0 / Efeito Compton \
_O 4
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’./ \‘\
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Figura 6: Grafico da prevaléncia dos processos de absor¢do dos fétons de raios X com a matéria em

fungéo da energia do foton em MeV e do nimero atdmico Z do material absorvedor.

2.5.4 Efeito Rayleigh

O efeito Rayleigh ou espalhamento Compton coerente ocorre com a interagdo de
um féton incidente de baixa energia com elétrons que possuem alta energia de ligacéo.
Nessa interacdo o atomo todo pode absorver o recuo e o féton ndo perde energia, apenas

é reemitido em uma direcéo diferente — conservacdo de momento 3034,

2.5.,5 Transferéncia Linear de Energia

A transferéncia linear de energia, do inglés Linear Energy Transfer (LET), €
definida como a quantidade de energia depositada ou transferida pela radiagdo ionizante
por unidade de comprimento do trajeto percorrido em um material absorvedor (KeV por
micron de unidade de densidade do material), conforme apresentado na tabela 2.

Considera-se que toda energia da radiacdo ionizante perdida por particulas carregadas em
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processos de colisdo é absorvida pelo meio, para fétons a LET refere-se aos elétrons
liberados nos processos de interacdo com o material. Os efeitos biologicos produzidos
pela radiagéo ionizante sdo dependentes da LET e estima-se que 2/3 dos efeitos causados

por radiagdes de baixa LET, como os raios X, se dao por acdo indireta: radiélise da agua
22

Tabela 2: Valores de LET para alguns tipos de radiagdo e energia, em agua.

Particula Energia (MeV)  keV.um
raios gama do Co-60 1,25 0,2
raios X produzidos com 250 kV até 250 keV 2,0
Prétons 10 4,7
Protons 150 0,5
alfa 2,5 166
jons de Fe 2.000 1.000

Fonte: Okuno, E., Yoshimura, E.M.. “Fisica das Radiacdes”. Sao Paulo: Oficina de Textos, 2010.

2.6 Efeitos Biologicos das Radiagdes lonizantes

A radiobiologia estuda a agédo das radia¢Oes ionizantes em organismos vivos. Os
efeitos deletérios inerentes da radiagdo ionizante comecaram a ser estudados e registrados
concomitantemente com a aplicacdo dessa. Os efeitos imediatos e tardios em tecidos
humanos passaram a ser evidentes 2%; porém, devido & grande dificuldade em avaliar as
respostas individuais e os fatores externos relativos ao meio, o0 que se sabe atualmente
provém de estudos sucessivos de grupos humanos que foram expostos a doses
relativamente elevadas de radiacdo, em decorréncia de acidentes radiologicos, e de
extrapolacGes de resultados experimentais: realizados com células in vivo e in vitro, com
animais e métodos computacionais. O estudo epidemioldgico sobre efeitos tardios da
radiacdo ionizante mais importante do mundo, pela duracdo da pesquisa, tamanho da
populacéo atingida e dados registrados anualmente, desde 1950, foi o dos sobreviventes

das bombas atémicas de Hiroshima e Nagasaki 1% 133,
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Os efeitos biologicos das radiacBes ionizantes em células, tecidos e organismos
podem ser classificados quanto ao seu mecanismo, se direto ou indireto, e quanto a sua

natureza, se reagdes teciduais ou efeitos estocasticos 2% %,

O mecanismo direto se d& quando a radiacdo ionizante age diretamente em
macromoléculas importantes da célula com efeitos bioldgicos observaveis; como quando
ha interacdo com o acido desoxirribonucleico (DNA). O DNA contém informactes
genéticas da célula e € uma molécula grande que possui uma estrutura de dupla hélice em
espiral, composta por dois filamentos com séries de nucleotideos. Os nucleotideos
possuem uma base nitrogenada ligada a uma molécula de agUcar (pentose) e a um grupo
fosfato. As cinco bases nitrogenadas sdo adenina (A), guanina (G), citosina (C), timina
(T) e Uracila [(U) presente apenas na constituicdo do RNA]. Essas bases (ACTG no
DNA) se organizam em pares, ou fitas, unidas por pontes de hidrogénio, séo classificadas
em purinas (A e G) e pirimidinas (C e T). As ligacdes se ddo entre A/T e C/G.

Os danos da radiacéo ionizante podem causar uma mudanca de uma base, perda
de uma base, quebra de pontes de hidrogénio, quebra de uma Unica fita, quebra das duas
fitas, ligacdo cruzada dentro da hélice de uma molécula de DNA, entre duas moléculas
de DNA ou entre uma molécula de DNA e uma proteina. A ruptura das pontes de
hidrogénio é reconstituida corretamente em dezenas de minutos, por enzimas, porém, 0s
danos irreversiveis aparecem quando ha um nimero alto de danos simultaneamente, ou
quando uma das pontas da fita ficar em estado reativo, podendo ocorrer a peroxidagéo.
Os mecanismos de reparo de danos causados pela radiacdo podem reparar o dano,
entretanto, quando ndo ha o reparo podem ocorrer aberracdes cromossémicas 2% 23 34,
Através da estimativa de aberracGes cromossémicas é possivel realizar a dosimetria de
pessoas irradiadas, uma vez que para a dose absorvida de 1 a 2 Gy de raios X produz
cerca de 500 a 1.000 quebras de uma unica fita, 1.000 a 2.000 alteragdes de bases e 40
quebras de duas fitas em uma tnica célula de mamifero 2. A fundagio japonesa Radiation
Effects Research Foundation (RERF), utiliza esse método de dosimetria bioldgica para
avaliacdo de dose individual estimada de toda populagéo atingida pelas bombas nucleares
de Hiroshima e Nagasaki, trabalho realizado desde 1960 3¢. Acredita-se que o erro no
reparo celular, principalmente pela quebra de duas fitas da molécula de DNA, seja a

principal causa de morte celular e induc&o de efeitos mutagénicos e cancerigenos 2.

O mecanismo indireto ocorre quando os fotons interagem com as moléculas de

agua do organismo. A agua é a molecula predominante nos organismos vivos e compde
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em média 80% da massa. Portanto, a energia depositada na agua é de grande importancia
para os danos biologicos quando se trata de baixas energias. Essa interacdo leva a
excitacdo e ionizagdo das moléculas de agua, possivelmente levando a uma quebra
(radidlise), que desencadeia a producdo de componentes reativos: elétron aquoso, atomo
de hidrogénio e radical hidroxila. Esses componentes sdo capazes se difundir e danificar
alvos criticos. Os radicais livres, quando em excesso, reagem ou oxidam com outras
moléculas gerando reacGes em cadeia. Para os fotons de raios X estima-se que 70% dos
efeitos biologicos sdo causados pelo mecanismo indireto. Radiagdes ionizantes com alta
LET produzem uma grande quantidade de radicais livres em uma pequena area, a
proximidade pode levar a recombinacéo, e essa produz peroxido de hidrogénio, que é

altamente oxidante 2% 34,

Dados de efeitos causados pelas radiacdes ionizantes sdo analisados e coletados
por dois comités: Biological Effects of lonizing Radiation (BEIR) e United Nations
Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation (UNSCEAR). Esses dois comités
publicam periodicamente estimativas de riscos para radia¢cdes induzirem cancer e efeitos
hereditarios. Também, o ICRP € responsavel por desenvolver guias de recomendacao e

desenvolvimento no campo da protegéo radioldgica 3.

2.6.1 Natureza dos efeitos bioldgicos

Os efeitos bioldgicos das radiacdes ionizantes podem ocorrer tanto no individuo
(efeitos somaticos) quanto nos seus descendentes (efeitos hereditarios). Os efeitos
somaticos sdo classificados como reacdes teciduais (ou efeitos deterministicos) e efeitos
estocasticos, enquanto todos os efeitos hereditarios (ou genéticos) sdo de origem

estocastica .

As reacdes teciduais sdo efeitos que resultam de um alto grau de morte ou dano
celular causado pela radia¢do, quando esse grau ndo é compensado pela reposi¢do ou
reparo celular podem haver prejuizos detectaveis no funcionamento do tecido ou érgao.
Para esse limiar de dose a severidade dos efeitos necessariamente aumenta com o aumento
da dose *4. O Report da International Commission on Radiological Protection (Comissao
Internacional de Protecdo Radioldgica — ICRP) de nimero 103 (2007), estipula que para

radiacOes de baixa LET, como os raios X, o valor de dose para surgimento de reacdes
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teciduais estaria entre 0,15 e 0,5 Gy, variando o tecido exposto *’. As reacdes teciduais
podem ocorrer algumas horas ou dias apds a exposi¢do, como as lesdes de pele (eritema),
por exemplo, ou também anos apds o evento. Estudos epidemiolégicos dos sobreviventes
das bombas atdmicas no Japdo mostram evidéncias de que hé efeitos tardios que resultam
de danos nos tecidos: como doencas vasculares cardiacas e cerebrais, além da

opacificacio do cristalino (catarata) .

Os efeitos estocasticos sdo probabilisticos que surgem de alteracfes em células
normais, a probabilidade de ocorréncia, mas ndo sua severidade, aumenta com a dose.
Esses efeitos ndo apresentam limiares de dose e as recomendagbes de protecdo
radiologica consideram que qualquer valor de dose pode induzir o efeito, inclusive as
doses provindas da radiacdo natural e doses abaixo dos limites estabelecidos por normas
e recomendacgdes. A maior preocupacdo com os efeitos estocasticos para energia do
diagndstico esta no desenvolvimento de cancer e efeitos hereditarios, que ocorrem nas

células sexuais e podem ser repassadas aos descendentes 33 34,

2.6.2 Lei da Radiossensibilidade

A lei da radiossensibilidade, ou lei de Bergonie e Tribondeau, descreve que a
sensibilidade de células vivas a radiacdo ionizante é diretamente proporcional a sua
atividade proliferativa e inversamente proporcional ao seu grau de especializagio *.
Seguindo esses preceitos, o feto e 0 embrido sdo extremamente suscetiveis a apresentarem
efeitos teratdgenos em decorrencia da exposi¢do intrauterina aos raios X. Os principais
efeitos teratogénicos, nesse caso, sdo as malformacdes, alteracdes estruturais e de

crescimento, o retardo mental, a inducéo de cancer e a morte.

2.6.3 Eficéacia Bioldgica Relativa

Efeitos bioldgicos causados por doses iguais de diferentes tipos de radiagdo
ionizante podem ser comparados através da Eficacia Biologica Relativa (EBR). A EBR ¢
definida como a relacdo entre os diferentes tipos de radiagao ionizante e a radiagéo padrdo

de referéncia — raios X de 250 keV e atualmente os raios y de ®°Co. Portanto, através da
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EBR pode-se estimar o valor de dose de um tipo diferente de radiacdo ionizante para
produzir o mesmo efeito bioldgico que a radiacdo padrdo. A EBR varia de acordo com o
ciclo celular, dose utilizada, fracionamento da dose, taxa de dose e qualidade da radiacdo
(LET). A EBR é menor para altas doses unicamente fracionadas que para baixas doses
multiplamente fracionadas. A andlise dos efeitos € dada por testes em sistemas biologicos
e 0 ICRP descreve que a eficacia dos diferentes tipos de qualidade de radiacdo ionizante

através de fatores de peso de radiacdo (Wr) 233,

2.6.4 Estagios da acéo

Os estdgios da acdo da interacdo das radiacGes ionizantes com 0 organismo
humano sdo: fisico, fisico-quimico, quimico e biolégico. Inicialmente ha o estégio fisico,
no qual ocorre a ionizacdo de um atomo em cerca de 10 s. O estagio fisico para os
radicais livres produzidos por mecanismo indireto demora mais tempo para ocorrer em
relacdo ao mecanismo direto: cerca de 10°° s, Em seguida, no estagio fisico-quimico
ocorrem as quebras das ligacbes quimicas das moléculas que sofreram ionizacdo, com
duracdo de 10 s. Entdo, o estagio quimico acontece e os fragmentos da molécula se ligam
a outras moléculas, com duracdo de poucos segundos. Finalmente ocorre o estagio
bioldgico, que pode durar dias, semanas e até dezenas de anos para que aparegam 0S

efeitos bioquimicos e fisiologicos com alteragcbes morfoldgicas e funcionais dos 6rgaos
22,34

2.6.5 Ciclo celular

O ciclo celular é o conjunto de fases que uma célula realiza para duplicar o DNA,
existem dois periodos: a mitose (M) e a sintese (S). Entre a mitose e a sintese existem
fases no ciclo celular: G1 e G2; e para células altamente especializadas ha também uma
fase onde a célula permanece indefinidamente na intérfase (GO), conforme ilustrado na
Figura 7. Células em processo de duplicacdo sdo mais radiossensiveis, a replicacdo do
genoma ocorre na fase S e a mitose para células-filhas ocorre entre as fases G2/M. O

tempo para geracdo de células costuma ser de 10 a 40 horas; a fase G1 gasta cerca 30%,
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a fase S 50%, a fase G2 15% e a fase M 5% do tempo do ciclo celular. Existem pontos de

verificagdo para garantir a qualidade dos processos entre as fases G1/S e G2/M 3,

\

Figura 7: Representacdo das fases do ciclo celular.

A radiossensibilidade da célula difere para cada fase do ciclo celular, geralmente
a fase mais resistente € no final da fase S, a mais sensivel € G2/M e entre elas a fase G1.
A fase de sintese é a menos sensivel a radiacdo possivelmente devido a duplicidade do
contetdo informacional, que poderia tornar mais eficiente a atuacdo dos mecanismos de
reparo, e devido a maior proporcao de reparo celular. A transigdo de fases G2/M € muito
sensivel a radiacdo ionizante devido a compactacdo do DNA, que aumenta a
probabilidade de interacdo e inducdo de aberracdes cromossdémicas, também de morte
celular. A compactacdo da cromatina torna as lesdes inacessiveis as enzimas reparadoras.
Na transicdo G1/S ocorre a atividade maxima de enzimas importantes para o reparo das
quebras duplas do DNA 2334 As células em repouso, ndo envolvidas no ciclo celular, sdo

ainda mais resistentes a radiagdo quando comparadas com as células da fase S 3.

A irradiacdo de células retarda a progressao do ciclo celular e ativa os genes de
reparo. Os mecanismos de reparo celular sdo fundamentais para recuperacao das células
a agentes prejudiciais, mecanismos enzimaticos detectam e reparam os danos das
radiacOes ionizantes no DNA 2 3% Através de um processo de clivagem da cadeia
polinucleotidica da fita de DNA danificada retira-se a regido danificada e a DNA
polimerase consegue, utilizando a fita oposta ndo danificada, preencher a lacuna extraida.
O reparo das lesbes em células de mamiferos ocorre em 1 hora e pode ser maior em tecido
normal de resposta lenta in vivo 2. Se o reparo ndo ocorrer, pode haver transformagéo

celular com aparecimento de cancer ou apoptose celular.
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2.7 Protecdo Radioldgica

A protecdo radiologica, ou radioprotecdo, é definida pela Norma da Comissao
Nacional de Energia Nuclear (CNEN) NN 3.01, “Diretrizes Basicas de Protegdo
Radiologica” de 2005 3°, como o conjunto de medidas que visam a proteger o ser humano
e seus descendentes contra possiveis efeitos indesejados causados pela radiacdo ionizante.
Os requisitos que regem a protecdo radioldgica sdo: justificativa, otimizacéo da préatica e

limite de dose.

2.7.1 Justificativa

O principio da Justificativa estabelece que o uso de radiacdes ionizantes deve
produzir beneficios para os individuos expostos ou para a sociedade. Esses beneficios
devem ser suficientes para compensar o detrimento correspondente causado pela radiacéo
ionizante, tendo-se em conta os fatores sociais e econdmicos, assim como outros fatores
pertinentes °. Requer, também, que para exposicdes médicas de pacientes deve haver
justificativa, ponderando-se os beneficios diagndsticos ou terapéuticos que venham a
produzir em relacdo ao detrimento correspondente, levando-se em conta 0s riscos e
beneficios de técnicas alternativas disponiveis, que ndo envolvam os riscos da exposicao

a radiagGes ionizantes *°.

2.7.2 Otimizacao da Pratica

Todas as exposicOes a radiacdes ionizantes, excetuando-se as préaticas de terapia
médica, devem ser otimizadas de maneira que a magnitude das doses individuais, o
numero de pessoas expostas e a probabilidade de ocorréncia de exposicdes seja tdo baixa
quanto razoavelmente exequivel — principio ALARA (do inglés, As low as Reasonably
Achievable) %. O processo de otimizagio deve observar a restricio de dose por valores
determinados tanto para individuos do publico quanto individuos ocupacionalmente
expostos.
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2.7.3 Limite de Dose

A limitacdo de dose, estabelecida na norma CNEN-NN-3.01, restringe os limites
de dose que individuos ocupacionalmente expostos (IOEs) e individuos do publico podem
ser expostos em decorréncia de préaticas autorizadas pela CNEN . Esses limites

primarios anuais estabelecidos na norma séo apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Limites Primarios Anuais de Doses (CNEN-NE-3.01), para fins de controle
administrativo efetuado pela CNEN, o termo dose anual deve ser considerado como dose no ano

calendario, isto ¢, no periodo decorrente de janeiro a dezembro de cada ano.

DOSE EQUIVALENTE IOE Individuo do Publico
Dose equivalente efetiva (corpo todo) 20 mSy @ 1mSy ®

Dose equivalente para o6rgéo ou tecido T 500 mSv 1 mSv/wr
Dose equivalente para pele © 500 mSv 50 mSv

Dose equivalente para o cristalino 20 mSv 15 mSv

Dose equivalente para extremidades 500 mSv

(a) Média ponderada em 5 anos consecutivos, desde que ndo exceda 50 mSv em qualquer ano.

(b) Em circunstancias especiais, a CNEN podera autorizar um valor de dose efetiva de até 5 mSv em
um ano, desde que a dose efetiva média em um periodo de 5 anos consecutivos, ndo exceda a 1 mSv
por ano.

(c) Valor médio em 1 cm? de érea, na regido mais irradiada.

A Norma também determina que gestantes ocupacionalmente expostas devem ter
suas tarefas controladas de maneira que seja improvavel que, a partir da notificacdo da
gravidez, o feto receba dose efetiva superior a 1 mSv durante o resto do periodo de
gestacdo. Menores de 18 anos de idade ndo podem ser trabalhadores sujeitos a exposicao
ocupacional e estudantes ou estagiarios menores de 18 anos nao devem receber doses
superiores aos limites primarios estabelecidos para o publico, nem devem ultrapassar 1/10
daqueles limites em uma unica exposi¢do *°. No caso de acompanhantes e voluntarios,

que eventualmente assistem pacientes, as doses devem ser restritas de maneira que estes
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ndo recebam mais de 5 mSv durante o periodo de diagndstico ou tratamento do paciente
39

E imprescindivel para o emprego das técnicas que utilizam radiaces ionizantes
que todos os IOEs tenham conhecimento dos riscos radioldgicos associados ao seu
trabalho, além de estarem devidamente treinados para o desempenho seguro de suas
funcdes “°. As normas nacionais sio guiadas por recomendagcdes de 6rgaos internacionais,
como os limites de dose equivalente apresentados pela Comissdo Internacional de

Protecdo Radioldgica (ICRP- International Commission on Radiological Protection) *'.

2.7.4 Controle de Exposicéo

O uso de radiacGes ionizantes demanda o conhecimento basico de trés fatores
importantes para a garantia do controle de exposi¢do as radiacdes ionizantes: o tempo de

exposicéo, a distancia da fonte e a blindagem.

A dose acumulada € proporcional ao tempo de exposi¢éo, portanto, quanto menor
0 tempo de exposicdo menor serd a dose, portanto, € fundamental que o tempo de

permanéncia em areas controladas seja 0 menor possivel.

Claramente, quanto maior a distancia entre uma fonte de radiacéo ionizante e o
individuo menor sera a exposi¢do; em caso de fontes consideradas puntiformes é valida

a Lei do Inverso do Quadrado da Distancia.

A interacdo da radiacdo ionizante com o individuo é minimizada quando se utiliza
blindagem por meio de anteparos com alto indice de atenuacdo da radiacdo. Deve-se
empregar dispositivos para diminuir o risco de exposi¢do, tais como acessorios
plumbiferos - que incluem aventais, saiotes, luvas e oculos-, biombos, colimadores,

visores plumbiferos e paredes com aplicacdo de argamassa baritada “°.

E de suma importancia para o controle de exposicdo, também, que os
equipamentos emissores de raios X e suas instalagdes atendam as legislagdes sanitarias
descritas pela portaria n® 453 de 01 de junho de 1998 da ANVISA. Séo realizados, entre
outros, o Controle de Qualidade do equipamento, o teste Levantamento Radiométrico da

sala e a avaliagdo dos acessorios plumbiferos °. Quando atendidas as exigéncias dos
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testes ha garantia de reducédo de dose no publico, pacientes e IOES no que esta relacionado

ao equipamento.

2.8 Riscos Inerentes da Gestacdo Humana

Toda gestacdo apresenta um risco aproximado de 3% a 5% de retardamento
mental ou defeito congénito no recém-nascido, ndo importando a historia familiar, médica
ou de outras gestagdes “. E fundamental a promoc&o, implantagdo e sistematizag&o do
atendimento no pré-natal; através de politica pablica devem ser realizadas com frequéncia
consultas pré-natal em parturientes, especialmente no 1° trimestre da gestacdo “2. A
gestacao ndo é classificada com um estado de normalidade fisiolégica, mas também néo
pode ser classificada como um estado patolégico, sendo entdo tratada como um estado
especial, onde a gestante e o feto estdo sujeitos a riscos fisicos, psiquicos e sociais,

condi¢do nomeada de estado gravidico .

A ferramenta da ultrassonografia obstétrica, desde 1960, € consolidada para
acompanhamento da gravidez, permitindo a identificagdo de grande parte das
anormalidades fetais. A medida de transluscéncia nucal, realizada com ultrassom
morfoldgico, deve ocorrer entre a 112 e a 142 semana de gestacdo (contadas a partir do
primeiro dia da ultima menstruacgéo) **, observando-se a regifo da nuca do feto. Uma
medida aumentada pelo acimulo de fluido da nuca do feto pode significar um risco a
salde do feto. Esse aumento esta relacionado com diversas anomalias cromossémicas,
sindromes genéticas, malformacbGes e cardiopatias congénitas. A medida de

transluscéncia nucal define grupos de alto e baixo risco *°.

Através da ultrassonografia obstétrica também é possivel avaliar o crescimento
intrauterino do feto e alguns distrbios cromossémicos que séo associados a restricdo de
crescimento intrauterino, em inglés IntraUterine Growth Restriction (IUGR) 4 %,
Agentes como drogas, pressdo alta, desnutricdo e a exposi¢do a radiacao ionizante podem

influir negativamente no desenvolvimento fetal ao longo da gestacéo.

Alguns agentes teratdgenos, como o raio X, sdo também mutagénicos, e a
distincdo fundamental entre teratogénicos e agentes mutagénicos € que 0s agentes
mutagénicos causam lesdo atraves da criacdo de alteracBes hereditarias no material

genetico, enquanto os teratdgenos atuam direta e transientemente nos tecidos
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embrionarios em desenvolvimento. Desse modo, a exposi¢ao fetal a agentes mutagénicos
pode causar um risco aumentado de defeitos congénitos ou outras doengas (como cancer)
ao longo da vida do individuo exposto e até mesmo nos seus descendentes, enquanto a
exposicao a teratdgenos aumenta o risco de defeitos congénitos na gestacdo atual, mas

ndo nas préximas.

2.9 Normas para uso de radiacGes ionizantes

Algumas das principais organizagbes de importancia internacional para
sistematizacdo de recomendacOes de uso das radiagOes ionizantes sdo: a Comissédo
Internacional de Unidades e Medidas da Radiacdo (International Commission on
Radiation Units and Measurements - ICRU), a Comissdo Internacional de Protecéo
Radioldgica (International Commission on Radiation Protection - ICRP) e a Agéncia

Internacional de Energia Atdmica (International Atomic Energy Agency — IAEA).

A ICRU foi instituida em 1925 durante o 1° Congresso Internacional de
Radiologia em Londres através de um esforco internacional para o estabelecimento de
grandezas e unidades de radiacdo e radioatividade. Também, estabelece os procedimentos
adequados para a realizacdo de medidas e aplicacdo das grandezas em radiologia clinica
e radiobiologia 4 47,

Em 1928, durante o 2° Congresso Internacional de Radiologia em Estocolmo, foi
criado o International X-ray and Radium Protection Committee; em 1950 passou por uma
reestruturacéo e passou a ser chamado de ICRP, tendo como objetivo a sistematizacao de

recomendagdes em radioprotegdo 46 47

No ano de 1954, seguindo a proposta do entdo presidente dos Estados Unidos da
América, Dwight D. Eisenhower, foi criada uma organizacdo internacional voltada aos
usos pacificos da energia atbmica: a IAEA. Através de um forum intergovernamental ha

cooperagéo cientifica e técnica do uso pacifico da tecnologia nuclear %647,

Esses trés 0rgdos internacionais trabalham juntamente a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) e a UNSCEAR, dentre outros 6rgdos, para o estabelecimento de normas e
recomendacfes para 0 uso de radiacOes ionizantes. Os estudos cientificos, projetos e

recomendacOes desses Orgaos sdo constantemente atualizados e cabe a cada pais a
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aplicacdo e utilizacdo dessas recomendacdes. O 6rgado responsavel no Brasil é a Comissao
Nacional de Energia Nuclear (CNEN) *°.

A CNEN é desde 1999 uma autarquia federal vinculada ao Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovacdo (MCT]), foi criada em 1956 e suas fungdes principais sdo: regular
0 uso da energia nuclear no Brasil, pesquisar e desenvolver a aplicacdo de técnicas
nucleares. Possui trés diretorias: Diretoria de Radioprotecdo e Seguranca Nuclear,
Diretoria de Pesquisa e desenvolvimento e Diretoria de Gestdo Institucional. Para a
realizacdo de suas tarefas conta com institutos de pesquisa que, além de buscarem novas
técnicas nucleares, auxiliam no licenciamento e controle do setor nuclear. A CNEN
possui 9 grupos de normas aplicadas, das quais o grupo 3 dispde de itens de protecéo
radiologica; no qual estd publicada a norma CNEN-NN-3.01 “Diretrizes Basicas de
Protecdo Radiologica” de 2011, que apresenta através de posi¢des regulatdrias os niveis
de restrices de dose apresentados na tabela 4 3. No relativo a protecdo radioldgica de
gestantes, segundo a Norma Experimental CNEN-NE-3.01 a dose no abddémen em
mulheres com capacidade reprodutiva ndo deve exceder 10 mSv, em qualquer periodo de
trés meses consecutivos. E a dose acumulada no feto durante o periodo de gestacdo ndo
deve exceder a 1 mSV *,

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), agéncia
reguladora vinculada ao Ministério da Saude (MS), exerce o controle sanitario de servigos
de salde; que inclui o uso de radia¢fes ionizantes para fins diagnosticos. Essa autarquia
criada em 1999 tem a missdo de “promover e proteger a salde da populacgdo e intervir
nos riscos decorrentes da producdo e do uso de produtos e servicos sujeitos a vigilancia
sanitaria, em acao coordenada com os estados, municipios e o Distrito Federal, de
acordo com os principios do Sistema Unico de Saude, para a melhoria da qualidade de
vida da populagéo brasileira”. Dentre os direitos fundamentais previstos na Constitui¢éo
da Republica Federativa do Brasil de 1988 esta o direito a saide, sendo reconhecido como
um direito de todos e dever do Estado. Garantido mediante politicas sociais e econémicas
que visam a reducdo do risco de doenca e de outros agravos e ao acesso universal e
igualitario as acOes e servigos para sua promogao, protecao e recuperacao, entdo, em 1990
foi criado, através de lei federal, o Sistema Unico de Sadde (SUS).

Em dezembro de 1994 a resolucdo SS-625 aprovou a norma técnica que dispde
sobre 0 uso, posse e armazenamento de fontes de radiacdo ionizante no Estado de S&o

Paulo. A resolucdo SS-625 foi substituida em junho de 1998, quando foi aprovado o
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regulamento técnico do Mistério da Saude, junto ao Servico de Vigilancia Sanitaria, a
portaria n° 453; que estabelece as diretrizes basicas de protecdo radiologica em
radiodiagnostico médico e odontoldgico, dispondo sobre o uso de raios X diagndsticos

em todo territério nacional.

A portaria 453/98, em seu item 4.29, preconiza que deve ser evitada exposi¢édo de
abddémen ou pelve de mulheres gravidas ou que possam estar gravidas, a menos que
existam fortes indicacGes clinicas. As informacdes sobre possivel gravidez devem ser
obtidas da prépria paciente, sendo que se a mais recente menstruagdo esperada ndo
ocorreu e ndo houver outra informacéo relevante, a mulher deve ser considerada gravida
0. Outro objetivo deste conjunto normativo é garantir a qualidade de imagens
radiograficas evitando-se a reexposicdo desnecessaria a radiacdo de pacientes e
profissionais “°. A tabela 4 apresenta os valores de niveis de referéncia de dose de
radiodiagnostico por radiografia para um paciente adulto tipico. E importante frisar que
0s niveis de referéncia servem como uma orientacao, nao sendo valores de restricdo de

dose .

Tabela 4: Niveis de referéncia de radiodiagnoéstico por radiografia para paciente adulto tipico

(disponivel no Anexo A — Niveis de referéncia de radiodiagnéstico da portaria 453/98).

EXAME PROJECAO DEP (mGy)®
Coluna lombar AP 10

LAT 30

JLS 40
Abdbmen, AP 10
urografia e

colecistografia

Pelve AP 10
Bacia AP 10
Térax PA 0,4

LAT 1,5
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Coluna Toracica AP 7

LAT 20

Odontolégico Periapical 3,5
AP 5

Cranio AP 5
LAT 3

Mama CC com grade 10
CC sem grade 4

(a) DEP, dose de entrada da pele.
(b) Notas: PA: projecdo postero-anterior; AP: projecdo antero-posterior; LAT: projecdo lateral; CC:

projecdo crénio-caudal; JLS: juncdo lombo-sacro.

Na portaria 453/98, também sdo descritos os niveis de dose de referéncia para
exames de tomografia computadorizada (CT). A tabela 5 apresenta os valores de niveis
de referéncia de dose de radiodiagnostico em CT para um paciente adulto tipico. Vale

ressaltar que esse tipo de exame é amplamente utilizado para pacientes de traumatismo.

Tabela 5: Niveis de referéncia de radiodiagnostico em CT para paciente adulto tipico (disponivel no

Anexo A — Niveis de referéncia de radiodiagnostico da portaria 453/98).

Exame Dose média em cortes maltiplos (mGy)®
Cabeca 50

Coluna 35

lombar

Abdbémen 25

(a) determinada no eixo de rotagdo em fantoma de 4gua, com comprimento de 15 cm e didmetro de 16 cm

para cabeca e com comprimento de 30 cm e didmetro de 30 cm para coluna e abdémen.

Além dos valores de referéncia para diversos tipos de exame a legislacao sanitéria,
descrita pela Portaria 453/98 da ANVISA, estabelece que para IOEs gestantes devem ser

observados alguns requisitos adicionais: a gravidez deve ser notificada ao titular do
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servico tdo logo seja constatada e as condi¢BGes de trabalho devem ser revistas para
garantir que a dose na superficie do abdémen nédo exceda 2 mSv durante todo o periodo
restante de gravidez, tornando pouco provavel que a dose no embrido ou feto exceda cerca
de 1 mSv neste periodo “°. Visto que, na portaria n° 453/98, o feto deve ser tratado como
individuo do publico, é imprescindivel durante o periodo pré-natal a aplicacdo de todos
os fatores de protecdo radiologica, ja que os principais efeitos da irradiacdo no embrido e
no feto incluem os efeitos letais no embrido (morte intrauterina), as malformacoes e

alteracdes estruturais e de crescimento, o retardo mental e a inducéo de cancer.

No Brasil, além do controle de exposicao e 0 uso dos equipamentos emissores de
raios X serem controlados pelo MCTI e MS ha também o Ministério do Trabalho e
Emprego (MTE) que através da Norma Regulamentadora 32 (NR 32 — Seguranca e Saude
no Trabalho em Servigos de Salde) trata da seguranca e saude no trabalho em servicos
de saude; estabelecendo que toda trabalhadora com gravidez confirmada deve ser afastada
das atividades com radiacBes ionizantes, devendo ser remanejada para atividade

compativel com seu nivel de formacéo (item 32.4.4).

Né&o hé estabelecido nas normas do Brasil um consenso para o valor de limite de
dose para gestantes e fetos. Enquanto a ANVISA e a CNEN tém estipulados valores
baixos, que podem ser alcangados com a realizacdo de um Unico exame com raios X na
regido pélvica, a NR32 demanda que a IOE gestante deve ser afastada. Provavelmente,
essas normas déo a entender que ndo se deve irradiar gestantes e para tanto apresentam

valores muito baixos de dose absorvida.

2.10 Equipamentos emissores de raios X no Brasil

No Brasil existem, segundo dados da Secretaria de Atencdo a Salde- SAS/MS,
em janeiro de 2019, 132.249 equipamentos para obtencdo de imagem médica, distribuidos

pelas regides do pais conforme a tabela 6 .
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Tabela 6: Distribuicdo dos equipamentos médicos para imagem no Brasil, dados obtidos do
Cadastro Nacional de Estabelecimentos de Salide (CNES-DATASUS) em janeiro de 2019.

) ) ) ) Regiéo
Regido | Regido | Regido | Regido )
Centro- | Brasil
Norte | Nordeste | Sudeste Sul
Oeste
Mamdgrafos @ 368 1.324 2.826 936 507 5.961
Raios X diagndstico ® 1.599 5.257 13410 | 4.119 2.369 | 26.754
Raios x procedimento ©) 113 352 1.527 479 186 2.657
Raios X odontoldgico 2.256 8.386 28.141 | 11475 | 3.316 | 53.574
Tomografia
) 292 867 2.316 839 500 4.814
Computadorizada
Ultrassom @ 2.418 9.210 18.865 | 6.927 3.491 | 40911
Ressonancia Nuclear
- 154 430 1.285 464 245 2.578
Magnetica
(@) Inclui: “mamografo com comando simples”, “mamoégrafo com estereotaxia” e “mamografo
computadorizado”.
(b) Inclui: “raio X até 100mA”, “raio X de 100 a 500 mA”, “raio X mais de 500 mA” e “raio X para

(©)
(d)

densitometria dssea”.
Inclui: “raio X com fluoroscopia” e “raio X para hemodindmica”.

LLINNT3

Inclui: “ultrassom doppler colorido”, “ultrassom ecografo” e “ultrassom convencional”.

A projecéo da populacéo do Brasil e das unidades da federacédo, de acordo com o

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em janeiro de 2019 é apresentada

na tabela 7 *°:

Tabela 7: Projecdo da populagédo brasileira para cada regido do pais de acordo com o IBGE em

janeiro de 2019 (disponivel em: https://www.ibge.gov.br/apps/populacao/projecao/).

Populacéo estimada (Jan/19) | Porcentagem da Populacéo
Regido Norte 18.316.551 8,75%
Regido Nordeste 56.934.011 27,19%
Regido Sudeste 88.066.218 42,06%
Regido Sul 29.870.516 14,27%
Regido Centro-Oeste 16.197.492 7,74%
Brasil 209.384.788 100%
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A comparagdo da porcentagem do nimero de equipamentos e da populacdo por

regido do pais € apresentada na tabela 8.

Tabela 8: Porcentagem da populacdo, equipamentos de raios X diagndstico e ultrassom para cada
regido do pais em janeiro de 2019.

Porcentagem da Raios X
Populacéo diagndstico Ultrassom
Regido Norte 8,75% 5,98% 5,91%
Regido Nordeste 27,19% 19,65% 22,51%
Regido Sudeste 42,06% 50,12% 46,11%
Regido Sul 14,27% 15,40% 16,93%
Regido Centro-Oeste 7,74% 8,85% 8,53%
Brasil 100% 100% 100%
2.11 Uso de Animais em Pesquisas com Radiacdes lonizantes

A pesquisa cientifica com animais tem um papel vital no desenvolvimento de
conhecimentos na area da saude; no século XX, a compreensdo de diversos tipos de
doencas foi possivel através desse tipo de pesquisa. O uso de animais pode apresentar
dados fundamentais de parametros bioldgicos e comportamentais através de técnicas bem
estabelecidas. A escolha do animal utilizado no experimento depende da pesquisa, das

instalacdes do local da pesquisa e da disponibilidade de animais.

Os ratos sdo amplamente utilizados em pesquisa com radia¢Ges ionizantes devido
a seu tamanho reduzido, alta taxa reprodutiva, rapido desenvolvimento corpéreo, facil
manipulacdo, boa capacidade de aprendizado e menor tempo de vida em relagdo aos
humanos, permitindo investigar efeitos a longo prazo °. Ainda, é possivel com ratos a
manipulacdo de todos os fatores ambientais influentes no desenvolvimento e bem-estar

do animal °.

Os modelos experimentais de avaliagio comportamental em roedores
selecionados neste estudo sdo amplamente utilizados na avaliacdo de risco e evidenciam

danos aos efeitos do sistema nervoso central. O comportamento pode ser descrito como a
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resposta da interacdo de um organismo com o ambiente em que vive ou a ligacdo de seu
sistema nervoso com o ecossistema ao seu redor *°. O estudo do comportamento pode

relacionar aspectos moleculares e fisiologicos aos estimulos incondicionados *°.

Em pesquisas comportamentais que utilizam roedores estuda-se a resposta desses
animais quando expostos a novos ambientes. Trés caracteristicas comportamentais de
roedores que sdo exploradas em experimentos ansioliticos sdo: aversdo natural a areas
iluminadas, tigmotaxia (comportamento caracteristico que 0s leva a permanecer em
contato com superficies verticais) e neofilia (comportamento de explorar espagos novos,
mesmo que com estimulos ameacadores). A ansiedade € uma emog¢do humana
caracterizada por um estado de agitacdo desagradavel, motivada pela inquietacdo e
preocupacao, que pode levar a transtornos. Em animais, a ansiedade é o resultado dos
impulsos conflitantes entre a tigmotaxia e a neofilia; a diminui¢do da ansiedade leva ao
aumento do comportamento exploratério e, de forma antagbnica, o aumento da ansiedade
leva a uma menor exploracéo e tendéncia a permanecer em contato fisico com superficies
verticais 1. O termo emocionalidade também é utilizado para animais, advindo da
psicobiologia, denotando um aumento geral do estado emocional ou uma condigdo

excitada do animal 2.

Através da habilidade do animal para adquirir e utilizar informacdes espaciais,
bem como a habituacdo a atividade exploratoria ao longo do tempo em que esta sendo
testado, é possivel avaliar, entdo, a ansiedade dos ratos através das respostas
comportamentais. Aliado aos testes comportamentais existem testes de reflexo do
desenvolvimento neuroldgico que permitem a determinacdo de mudancas causadas por

lesdo cerebral e anormalidades no desenvolvimento da prole 3.

A correspondéncia entre 0s estagios embrionarios de humanos e ratos € descrita
por Hill >, possibilitando extrapolar ao homem as observagdes feitas em ratos quanto ao
periodo de irradiacdo. A radiacdo ionizante tem seu efeito diretamente sobre o feto,
diferindo dos farmacos; portanto, ndo ha preocupacgdes com diferencas no metabolismo,

absorcao ou transferéncia placentaria entre 0 modelo animal e o humano *°.

A exposicdo a baixas doses de radiacdo ionizante durante o periodo de maturacédo
no desenvolvimento intrauterino pode desencadear nos animais expostos alteracdes
comportamentais >°. Foram relatados danos cerebrais no periodo pds-natal em ratos
expostos durante o desenvolvimento intrauterino 8, esses efeitos deletérios no
comportamento pos-natal alterado podem ser relacionados a danos no coértex cerebral
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durante o desenvolvimento fetal ® %6, Estudos com criancas expostas durante o
desenvolvimento intrauterino pela bomba atémica de Hiroshima identificaram

clinicamente retardo mental com escores reduzidos de quociente de inteligéncia (QI) & %2,

2.11.1 Ratos Wistar

Em 1906 foi estabelecida uma coldnia de ratos no Instituto Wistar na Filadélfia
da qual origina-se grande parte das linhagens de ratos Wistar utilizados mundialmente.
Os ratos Wistar sdo uma linhagem albina da espécie Rattus norvegicus e sua importancia
na pesquisa mundial se deve, em parte, ao fato de seus dados fundamentais terem sido
muito bem detalhados através de diversas pesquisas, estando bem descritos na literatura
desde 1915 °. S&o caracterizados pelas orelhas alongadas, cabeca grande e comprimento
da cauda sempre menor que o comprimento corporal. A Figura 8 apresenta a foto de um

rato Wistar com 20 dias de idade utilizado no experimento dessa tese.

Figura 8: Foto de um rato Wistar macho com 20 dias de idade.
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A gestacdo dura de 20 a 22 dias e 0 desmame ocorre com 17 a 19 dias de idade.
S8o considerados animais doceis, de facil manipulacdo e tem boa capacidade de
aprendizado. Apresentam, em geral, baixa incidéncia tumoral e a partir da linhagem

Wistar foram desenvolvidas as linhagens Sprague Dawley e Long-Evans.

3. Materiais e Métodos

O experimento dessa tese foi desenvolvido e realizado na Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP — Campus de Botucatu). Os ratos Wistar
foram obtidos junto ao Biotério Central e, ap0s autorizacéo e aprovacdo do Comité de
Etica em Uso de Animais (protocolo 887/2016-CEUA), ficaram alocados no Biotério do
Departamento de Fisiologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB UNESP-
Botucatu). Os animais foram irradiados no Setor de Radiologia Veterindria do
Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia (FMVZ UNESP - Campus de Botucatu), os estudos
comportamentais foram realizados no Centro de Assisténcia Toxicologica (CEATOX —
Unidade Auxiliar do IBB — UNESP) e as analises estatisticas foram realizadas no
Departamento de Fisica e Biofisica do IBB -UNESP. Todos os experimentos foram
realizados entre maio de 2016 e janeiro de 2017 e durante a realizacdo desse trabalho

nenhum animal morreu em decorréncia dos testes utilizados.

Foram analisados dados fisioldgicos de ratos irradiados durante o
desenvolvimento intrauterino e suas genitoras durante o pré e pés-natal, também, estudos
comportamentais foram realizados na prole. Em estudos comportamentais de ratos Wistar
utiliza-se apenas os ratos machos, que tendem a apresentar comportamento menos
disperso que as fémeas, e foi estabelecido um nimero ideal de 4 filhotes (F1) por rata
genitora (F0) °8. Durante o delineamento desse projeto respeitou-se todos os principios
éticos do uso de animais em pesquisa, com enfoque no bem-estar animal e aplicando a

reducéo no nimero de animais utilizados e o refinamento da pesquisa *°.
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3.1Principios éticos para o0 uso de animais

Esta pesquisa esta de acordo com os principios éticos em pesquisa animal
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
Todos os procedimentos para experimentos animais foram pré-aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (887/2016-CEUA) e todas as experiéncias e métodos
empregados no uso de animais desta pesquisa foram realizados de acordo com as

diretrizes e regulamentos.

3.2 Animais e selecdo dos grupos

Foram utilizados 45 ratas e 15 ratos Wistar, albinos e virgens, com idade média
de 85 dias e peso médio de 150 e 230 g, respectivamente. Esses animais foram
ambientados por vinte dias antes do inicio dos experimentos no biotério. Os animais
ficaram alojados em grupos de cinco animais do mesmo sexo em gaiolas de polipropileno
(40 x 50 x 20 cm), com a temperatura ambiente controlada (23 + 2 ° C), em um ciclo
claro/escuro de 12 horas comecgando as 6:00 e estavam disponiveis ad libitum durante
todo o experimento ragio padrdo em pellets propria para ratos (Marca Presence@,Brasil)
e agua da torneira. Na Figura 9 é possivel ver a disposi¢do dos animais no biotério do

departamento de Fisiologia.

Figura 9: Disposicéo das caixas de animais alocados durante o experimento.

O acasalamento ocorreu durante o periodo noturno, em cada caixa que continha

fémeas (total de 9 caixas) foi colocado um rato macho no inicio da noite e retirado logo
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pela manhd, realizou-se um sistema de rodizio para os ratos. As fémeas, pela manha,
foram examinadas através do teste de esfregaco vaginal para averiguar o acasalamento.
A presenca de espermatozoides no conteudo do esfregaco vaginal, avaliada na
visualiza¢do de 1amina com o uso de um microscopio, confirmou o acasalamento. E
apresentado na Figura 10 o processo de avaliacdo do teste de esfregaco. Apos a
confirmacéo, as fémeas foram alojadas individualmente e este momento foi designado

como o dia gestacional um (DG1).

Figura 10: Microscopio utilizado para visualizagdo e imagem da Iamina obtida com teste de

esfregaco.

Das 45 ratas FO, 6 tiveram resposta falso positivo para prenhez, 1 sofreu aborto
com 18 dias de prenhez e 2 ndo tiveram filhotes suficientes para a selecdo de 4 machos.
Sendo assim, as 36 ratas com confirmacdo de prenhez e condi¢Bes necessarias foram
divididas aleatoriamente em trés grupos experimentais (N = 36): controle (CTL, N = 12),
irradiado no oitavo dia de prenhez (IR8d, N = 12) e irradiado no décimo quinto dia de
prenhez (IR15d, N = 12).

3.3 Irradiacdo e acompanhamento pds-natal

A irradiacgdo das ratas prenhas foi realizada utilizando um equipamento de raios X

da marca Shimadzu Corporation, modelo EZy-Rad, fabricado em janeiro de 2008, com o
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numero de série do equipamento 0662P42407, niumero de série do tubo 7M0282, niUmero
de registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria 10369010031 e numero de
patriménio da FMVZ 020354. Esse equipamento é alimentado por uma tensdo de 220 V
com gerador de alta frequéncia multi-pulso, a energia do feixe do aparelho varia de 40 a
125 kV, o tempo de exposicdo varia de 2,5 milissegundos a 2 segundos e a corrente do
tubo varia de 63 a 200 miliamperes. O equipamento possui filtracdo total inerente de 2,5
mmAl (1,5 mmAl do tubo somado a 1,0 mmAl do colimador) e foco Gnico de 1,2 mm.
Esse equipamento apresentava conformidade em todos os testes do relatério de controle
de qualidade no periodo das irradiaces.

A contencdo dos animais durante a exposicao se deu por um dispositivo de lucite,
circular (9 cm de altura por 19 cm de didmetro), que acomodava um animal por vez sem
imobiliza-lo. Esse dispositivo garantiu que todo o corpo do animal foi irradiado e que o
animal estava no feixe primario de raios X, conforme apresentado na Figura 11. A Figura
12 apresenta uma imagem radioldgica de uma das ratas prenhas do grupo irradiado no
15° dia de gestacdo, ndo é possivel quantificar o nimero de filhotes e devido ao

movimento da cabeca ha falta de definicéo nessa regido da imagem..

Figura 11: Posicionamento dos animais durante a exposicdo, detalhe do dispositivo de contencéo

para irradiacdo do animal.
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Figura 12: Imagem radiolégica de uma das ratas durante o 15° dia de gestagéo.

Para garantir que o valor de exposic¢ao nas ratas prenhas fosse de 15 mGy foram
realizadas medidas de leitura com uma cdmara de ionizacdo com certificado de calibracéo
atualizado e o valor de leitura foi corrigido pelo fator de calibracdo, temperatura e pressao
da camara de ionizacdo. A Figura 13 mostra o procedimento para conferéncia e
determinacédo da dose utilizada. Para as medidas foi utilizado um conjunto composto por
uma camara de ionizagdo (modelo 90x5-6) acoplada a um eletrémetro (modelo 9010),
ambos da marca Radcal Corporation. Durante as medidas a cAmara de ionizacéo foi
inserida no dispositivo de contencéo e os parametros definidos para obtencdo de 15 mGy
em uma Unica exposicdo foram: 81 kVp, 110 mAs, 0,71 segundos, com distancia fonte-
objeto de 83 centimetros e campo de colimacdo totalmente aberto.
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Figura 13: Medidas de Kerma no ar do aparelho de raios X.

E de suma importancia ressaltar que as fémeas prenhas do grupo controle (CTL)
foram submetidas aos mesmos procedimentos experimentais que as irradiadas; foram
transportadas ao Setor de radiologia, foram posicionados individualmente dentro do
dispositivo de contencdo e também no equipamento emissor de raios X, porém durante
todo o periodo o equipamento permaneceu desligado, ou seja, sem nenhuma produgdo de

raios X. Foi um processo de irradiacdo sham.

Todas as fémeas (FO) puderam dar a luz e nutrir seus descendentes (F1)
normalmente. No dia seguinte ao parto todas as ninhadas foram examinadas, anotou-se
guantos animais de cada sexo havia, o nimero total de filhotes, e, quando ocorreu, o
numero de animais natimortos. No terceiro dia pds-parto as ninhadas foram reduzidas
para quatro machos em cada. O desmame foi realizado quando os animais tinham 21 dias
de idade, ficando 4 machos F1 por caixa. Todos os animais foram identificados em suas
caudas com canetas coloridas para rastreamento nas avaliacdes de desenvolvimento fisico
e comportamental, essa marcagdo ocorreu duas vezes por semana ou eram refeitas quando

necessario.
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3.4 Avaliagéo de resposta fisiologica e desenvolvimento fisico

O ganho de peso, resposta fisiol6gica estudada neste trabalho, foi avaliado e serviu
para comparacdo do desenvolvimento dos animais irradiados com os controles. As fémeas
FO foram pesadas a cada trés dias desde o dia que foram alocadas no biotério até 12 dias
apos o parto, os animais F1 foram pesados individualmente do dia 1 ao dia 91; com
intervalo diario até os 15 dias de idade e apds os 15 dias de idade a cada dois dias.
Utilizou-se para as medidas dinamdmetros (“balancas”) calibrados e foram respeitados
os limites de peso. A Figura 14 mostra fotos dos procedimentos de pesagem para recém-
nascidos e adultos, respectivamente.

Figura 14: Dinamémetros utilizados para pesagem de animais recém-nascidos (esquerda) e adultos
(direita).

O desenvolvimento fisico e neuroldgico dos recém-nascidos foi avaliado por dois

testes: o tempo de abertura dos olhos e o teste de geotaxia negativa.

3.4.1 Teste de Abertura dos Olhos

O Teste de Abertura dos Olhos (TAO) pode indicar anormalidades no
desenvolvimento neuroldgico 3. Neste teste de observagao direta se compara o tempo de
laténcia para a ocorréncia da primeira fresta dos dois olhos, e os filhotes foram observados
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diariamente desde o dia de nascimento. Todos 0s animais abriram os olhos e o dia em que
os quatro filhotes da mesma ninhada abriram os olhos foi anotado, comparou-se entéo a
diferenca de dias levados para a abertura entre os dois grupos irradiados e o controle. Esse
teste avalia sinais do desenvolvimento do reflexo de roedores neonatais. A Figura 15

mostra o procedimento de checagem de abertura dos olhos.

&t k.

LS

Figura 15: Checagem do Teste de Abertura de Olhos, animal com 6 dias de idade e olhos ainda

fechados.

3.4.2 Teste de Geotaxia Negativa

O Teste de Geotaxia Negativa (TGN) é utilizado para avaliar o desenvolvimento
sensorio-motor durante os primeiros dias da vida pos-natal em roedores. Comegou a ser
realizado no dia 3 ap6s o0 nascimento dos animais. Nesse teste os filhotes foram
posicionados individualmente com a cabeca apontada para baixo em uma rampa de
superficie inclinada em relagdo a bancada em 45° e o tempo necessério para que o filhote
virasse pelo menos 90° foi anotado. Antes de conseguir virar no dispositivo é normal que
os filhotes néo realizem a virada com a subida ou caiam do dispositivo de teste, portanto,
foi estabelecido o tempo de duracdo em 60 segundos para cada animal. Foram registradas
as ndo conclusdes de teste e quando os animais conseguiram realizar a virada foram
anotados: 0 numero de dias que o animal levou para realizar o teste (em dias) e o tempo

necessario para realizar a virada (em segundos). O tempo de primeira virada, em nimero
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de dias, foi considerado quando os quatro filhotes (F1) da mesma ninhada conseguiram
realizar o teste ®°. A Figura 16 apresenta fotos da realizacio do Teste de Geotaxia
Negativa com os ratos Wistar.

Figura 16: Animal recém-nascido no Teste de Geotaxia Negativa e uma sequéncia de fotos na qual o

animal realiza a virada.

3.4.3 Formacéao de ninhos

Durante o periodo de 21 dias em que os filhotes estiveram com as mées antes do
desmame, foi anotado diariamente a posi¢ao do ninho nas gaiolas em relagdo a iluminagéo
da sala. A formacdo de ninhos é um reflexo materno que pode refletir em alteracGes
maternas devido a estimulos ambientais %% A Figura 17 ilustra como eram anotadas as

posi¢Oes de ninho em relacdo a luz da sala e a parede onde a gaiola estava encostada.

PAREDE
1A|1B | 1C

2A|2B| 2C

3A|3B|3C
LUZ DA SALA

Figura 17: Modelo utilizado para marcar o posicionamento do ninho durante avalia¢do diéria das

ratas FO com os filhotes F1.
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3.5 Avaliagéo neurocomportamental

As avaliacdes neurocomportamentais relacionadas a ansiedade dos animais foram
realizadas atraves da avaliacdo por trés testes consecutivos: Teste de Arena de Campo
Aberto (ACA), Teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e o Teste de Hole Board (HB).
A avaliagéo foi realizada nos animais em duas idades diferentes: animais jovens com 30
dias de vida e adultos com 70 dias de vida. As respostas comportamentais dos animais s
podem ser testadas sem habituacdo prévia, uma vez que devem capturar o conflito natural

entre a exploracdo e a tendéncia de evitar novos ambientes 2 3,

3.5.1 Consideracg0es gerais e condi¢des experimentais

As salas de avaliagdo comportamental sdo a prova de som, com temperatura
controlada e iluminadas por [ampadas infravermelhas. Ha em todas as salas uma camera
que permite a gravacdo do teste de cada animal. Devido ao fato de as fémeas terem
emprenhado em dias diferentes ndo foi possivel realizar os experimentos todos em um
Gnico dia, portanto, o procedimento de deslocamento dos animais do biotério ao
CEATOX foi padronizado: mesma rota, sem conversa entre pessoas que carregavam as
caixas, animais de todos os grupos eram levados, e o transporte ocorria no fim de tarde
anterior ao periodo das observa¢des comportamentais, assim 0s animais passavam a noite
no biotério do CEATOX. Todos os testes ocorreram entre as 9:00 e as 11:00 horas, afim
de evitar diferentes respostas devido a diferenca de atividade relacionada a hora do dia.
Os animais foram submetidos aos trés testes subsequentemente: ACA, LCE e HB. A
selecdo do conjunto de testes serve para mitigar a interpretacdo erronea de resultados
obtidos por um dnico teste 54 %, Geralmente, uma combinagéo de testes ¢ utilizada para
melhorar a analise das respostas dos animais a estimulos que podem desencadear

ansiedade, que é uma condic&o transitoria percebida apenas em determinado momento %3,

As imagens obtidas com as cameras possibilitaram que pelo menos trés
avaliadores visualizassem e avaliassem todos os testes para cada animal. Com a finalidade
de evitar viés observacional na avaliacdo comportamental gravada em video, 0s
avaliadores ndo tinham na hora da analise acesso as informagdes do grupo ao que o animal

pertencia; foram testes cegos. Apos a passagem de cada um dos animais pelo dispositivo
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as fezes e a urina foram retiradas com papel toalha e os dispositivos de teste foram
cuidadosamente limpos com solucédo de etanol a 5% antes da introducdo de outro animal.
Todos os cuidados necessarios para 0 manuseio dos animais foram tomados para que nao
houvesse estresse e possivel influéncia nas respostas obtidas. Os animais foram
acostumados a aceitar 0 manuseio e contencdo desde o nascimento, familiarizando-se
com os manipuladores; principalmente pela alta frequéncia em que eram pesados. O
manuseio adequado evita alteragdes de humor, desconforto e aumento da excitacao;

fatores que podem influenciar os resultados °°.

Os testes de ACA e HB séo construidos de maneira a ndo permitir a saida nem a
gueda de nenhum animal, entretanto, no dispositivo de teste LCE ha dois bragos abertos
e ndo € incomum a queda de animais. Os animais que cairam tiveram todos os dados

comportamentais desconsiderados para analise posterior.

Esses trés testes comportamentais sdo bem estabelecidos e amplamente utilizados
em pesquisas com roedores, os dispositivos dos testes utilizados sdo localizados no
CEATOX.

3.5.2 Teste de Arena de Campo Aberto

O teste de Arena de Campo Aberto (ACA), descrito pelo psicélogo americano
Calvin S. Hall na década de 1940, é um experimento desenvolvido para analisar os niveis
de atividade motora geral, emocionalidade e o comportamento de roedores usados em
pesquisa cientifica ®. O dispositivo de teste é constituido por uma arena circular de
madeira com 100 cm de didmetro cercada por paredes com 32 cm de altura, que impedem
a fuga do animal. A arena é demarcada com tinta preta e possui areas demarcadas. S&o
demarcados trés circulos concéntricos: central, médio e externo (com diametros de 18, 57
e 100 cm, respectivamente), e hd quadrantes de subdivisdo da area, também pintados, para
cada um dos circulos pintados: 6, 6 e 12, respectivamente. Essas demarcacfes servem
para contabilizar a movimentacdo do animal testado e sua preferéncia por determinadas
areas. A Figura 18 apresenta fotos com a disposi¢cdo da camera e o dispositivo de teste

com suas demarcacgdes no CEATOX.
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Figura 18: Dispositivo de teste da Arena de Campo Aberto.

Para realizacdo dos testes na ACA cada rato foi colocado individualmente no
centro da arena e 0s movimentos foram registados com uma camara montada 135 cm
acima da arena durante trés minutos. Através da analise dos videos gravados foi
contabilizada a atividade locomotora (numero de espacos demarcados que o animal
entrou com quatro patas), o niamero de levantamentos nas patas traseiras (levantamentos
nas patas traseiras sem considerar quando os animais estavam com as patas dianteiras
apoiadas nas paredes laterais), o tempo gasto para atravessar o centro pela primeira vez
(o tempo que o animal levou para atravessar o circulo central com as quatro patas desde
0 inicio do testes) e 0 numero de cruzamentos pelo circulo central da arena (nimero de

vezes que o animal cruzou o centro do campo da arena com as quatro patas) 8.

3.5.3 Teste de Labirinto em Cruz Elevado

O teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE), desenvolvido em 1984, é utilizado
para investigar a ansiedade de roedores ®°. O dispositivo consiste de dois bragos abertos
e dois bracos fechados de igual comprimento e largura (com dimensdes de 50 x 10 cm
cada) ligados por um centro - local onde os bracos se juntam (com dimensdes de 10 x 10
cm). O LCE ¢ elevado do chdo em 50 cm, os bragos abertos tém uma borda de acrilico

com 1 cm de altura e os bracos fechados do dispositivo tém paredes com 40 cm de altura
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em madeira. A avaliacdo comportamental no LCE baseia-se no principio de que o rato
pode explorar livremente os bragos abertos, que podem ser perigosos devido a altura, mas
também pode permanecer protegido e em contato com uma superficie vertical
(tigmotaxia) nos bragos fechados. Esse conflito permite medir a ansiedade e a atividade
exploratéria normal — que pode ser diminuida pela indugdo do medo. O alto nimero de
entradas em bracos fechados associado ao longo tempo passado nesses bragos pode
indicar aumento na ansiedade ®. O niimero de entradas em ambos os bragos é usado como

uma medida da atividade locomotora "°. A Figura 19 apresenta o dispositivo do teste de
Labirinto Arena em Cruz Elevado e imagem obtida pela cdmera localizada a cima do aparelho

durante o teste de um rato adulto, localizado no CEATOX.

LCE-10/11/2016 10:46:40

Figura 19: Dispositivo de teste do Labirinto Arena em Cruz Elevado.

A avaliacdo dos animais no LCE foi realizada com o posicionamento individual
de cada animal no centro do dispositivo de frente para um braco fechado, o animal pode
explorar livremente o dispositivo por cinco minutos. Foram contados através da analise
dos videos gravados pela cdmera montada acima do aparelho: o nimero de entradas no
centro ou nos bracos do dispositivo com todas as patas do animal e o tempo que o animal
explorou cada setor do dispositivo (em segundos) "*. Nos casos de queda dos animais do
dispositivo houve registro dos eventos, descarte da analise do video e dos dados obtidos

no teste de ACA e os animais ndo foram testados no HB; o animal depois que sofre a
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gueda esta provavelmente com o nivel de ansiedade afetado e os dados do teste de HB

ndo seriam confiaveis 2.

3.5.4 Teste de Hole Board

O teste de Hole Board (HB), projetado em 1970, é um método experimental que
mede ansiedade, comportamento exploratério e atividade locomotora em roedores. O
dispositivo é uma arena de madeira quadrada com 57 cm de arestas (piso) e uma parede
circundante de 30 cm de altura. A base do dispositivo tem 81 (9 x 9) furos redondos, cada
um com 2,5 cm de diametro, distribuidos uniformemente pelo piso e separados uns dos
outros por uma distancia de 3,5 cm "3. A Figura 20 apresenta a vista superior do
dispositivo e a vista inferior do dispositivo obtida pela camera no teste de Hole Board,
localizado no CEATOX.

Figura 20: Dispositivo de teste do Hole Board.

Cada um dos animais testados foi colocado individualmente no centro do
dispositivo e, durante os 5 minutos seguintes, a movimentacao foi registrada por uma
camera posicionada abaixo da linha dos furos do dispositivo de teste. Os ratos puderam
se locomover livremente durante o teste e 0 nimero de enfiadas de cabega e de patas foi
contado através da visualizagdo dos videos. A curiosidade do rato faz com que ele cheire

as bordas dos furos do dispositivo, enfiando por vezes a cabeca totalmente no buraco. As
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enfiadas de cabeca somente foram contabilizadas quando ambos os olhos transpassaram
o nivel do orificio. E normal que os animais caiam nos buracos com as patas, porém um
numero aumentado de quedas pode demonstrar perda de coordenacdo motora. As enfiadas

de pata somente foram contadas quando houve passagem de todos os dedos pelo orificio
74

3.6 Analise estatistica

A grande quantidade de dados analisados demandou a retirada de outliers (valores
atipicos com grande afastamento dos demais valores da série) com o método baseado na
amplitude interquartil. Para determinar a significancia das diferencas fisioldgicas e
comportamentais entre os grupos irradiados e de controle utilizou-se a Analise de
Variancia Unidirecional (ANOVA) em conjunto com o teste de Tukey da diferenca
honestamente significativa (Honestly Significant Difference - HSD). Todas as anélises
estatisticas foram realizadas utilizando o software STATISTICA . Os resultados foram

considerados significativos para valores com p < 0,05.

4. Resultados

4.1 Avaliagéo das fémeas FO

Todas as ratas prenhas ganharam peso normalmente e ndo houve diferenca
significativa entre o peso das ratas (F0) irradiadas (15 mGy nos dias gestacionais 8 e 15)
e controle (P > 0,48). A duracdo da gestacdo (P > 0,7) e o tamanho da ninhada (P > 0,3)
também ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos irradiados e o
controle. Além disso, ndo foi observada mortalidade em decorréncia da gestacdo em
nenhum grupo. Os dados de peso corporal médio de ratas antes e depois do parto, tamanho da
ninhada e duracdo da gestacdo, descritos para animais irradiados (8° dia de gestacdo [IR8d] ou
15° de gestacdo [IR15d]) e controle (CTL — ndo irradiados) sdo apresentados na tabela 9 (Os
valores sdo representados como a média + erro padrdo, n=36). A Figura 21 apresenta a
evolucéo dos pesos médios das ratas FO 4 dias antes do parto até o 3° dia pos-parto.
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Tabela 9: Peso corporal médio de ratas antes e depois do parto, tamanho da ninhada e duragéo da

gestacdo, descritos para animais irradiados e controle.

CTL (n=12) IR8d (n=12) IR15d (n=12)

Peso corporal FO antes do parto (g) 321,7+9,6 332,3+135 3421+134
Peso corporal FO depois do parto (g) 260,4 +£6,3 276,1 £8,7 266,6 +8,9
Tamanho da ninhada 10,1 +0,5 10,2 +£0,7 10,9+0,8
Tempo de gestacéo (dias) 22001 21,7+£0,2 218+0,3

Evolucéo dos pesos das ratas FO
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340

@ 320
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200
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Dia Gestacional, DGO = dia do parto

0 1 2 3

e CTL IR8d e |R15d

Figura 21: Evolugéo do peso das ratas FO antes e depois do parto (n = 36, 12 fémeas por grupo).

O padrdo de formagdo de ninhos para as fémeas FO de todos os trés grupos esta

apresentado na Figura 22. A gaiola esta representada de maneira que a parte proxima a

legenda é a frente da gaiola (voltada para a luz).
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CTL IR8d

=05% =510% =1015% -1520% =20.25% =2530%
5% 510% =1015% =15.20% =20.25% = 2530% =30-35% - 3540%

IR15d
46,4%

=5% =510% 10-15% =1520% =20.25% =2530% =30.35% =3540% ~4045% =45.50%

Figura 22: Distribuicdo percentual dos ninhos das fémeas FO dos grupos Controle (CTL),
Irradiadas no 8° dia de gestacéo (IR8d) e Irradiadas no 15° dia de gestagédo (IR15d) durante o
periodo antes do desmame (total de 720 anotages, ninhos de 12 fémeas por grupo anotados
durante 20 dias).

4.2 Efeitos da exposicdo intrauterina no peso corporal pés-natal

N&o houve diferenca significativa entre os pesos dos filhotes (F1) irradiados (IR8d
e IR15d) e controles (CTL) para 96 horas de idade (P > 0,75) e para 30 dias de idade (P
> 0,6); no entanto, os pesos corporais dos animais F1 com idades a partir dos 70 dias de
idade até os 91 dias foram significativamente diferentes (P < 0,05) entre os animais do
grupo controle (CTL) e dos grupos irradiados (IR8d e IR15d). Os ratos IR8d e IR15d
tiveram menor ganho de peso quando comparados aos animais do grupo controle a partir
dos 70 dias de idade. A tabela 10 apresenta 0 peso corporal médio de animais F1 irradiados
(IR8d e IR15d) comparados aos pesos de animais F1 controle (CTL), os valores séo representados
como a média + erro padrdo. A Figura 23 apresenta a curva de evolucdo da média dos pesos

desde o nascimento até os 91 dias de idade para os animais F1 dos trés grupos.
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Tabela 10: Peso corporal medio de animais F1 irradiados (IR8d e IR15d) comparados aos pesos de

animais F1 controle (CTL).

CTL (n=48) IR8d (n=48) IR15d (n=48)
Peso corporal de F1 com 96 horas de vida (g) 122+0,1 124+0,1 124 +0,3
Peso corporal de F1 com 30 dias de vida (g) 100,0+£2,.2 102,2+1,.2 1006 £1,5

Peso corporal de F1 com 70 dias de vida (g) 383,8+5,9 331,7 £2,0*%* 355,1 + 2,8**

Peso corporal de F1 com 91 dias de vida (g) 4745 +48 4125 £ 4,7** 4412 + 2,6**

**P < (.01, ANOVA seguido de teste HSD de Tukey, comparado ao controle (CTL).
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0 10 20 30 40 50 B0 70 30 90
Dias de vida

Figura 23: Gréfico do peso corporal médio de animais F1 irradiados (IR8d e IR15d) e controle

(CTL) em relacdo a idade em dias.

4.3 Desenvolvimento neuroldgico precoce

A avaliacdo inicial do desenvolvimento neurolédgico serviu para verificar se a
exposicdo a baixas doses de radiacdo ionizante intrauterina foi capaz de alterar
permanentemente o desenvolvimento do sistema nervoso. Para tanto, foram analisados

os resultados obtidos pelos testes de abertura dos olhos e geotaxia negativa.
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Os animais do grupo IR8d abriram os olhos significativamente depois dos animais
CTL (P < 0,01), fato que ndo ocorreu para os animais do grupo IR15d, conforme
apresentado na tabela 11. Este foi o primeiro fator indicativo de que a irradiacéo pré-natal,
especificamente no 8° dia gestacional, poderia prejudicar o desenvolvimento sensério-

motor e a capacidade de resposta do sistema nervoso em animais recém-nascidos.

No teste de geotaxia negativa foram analisados: 0 nimero médio de dias em que
cada grupo realizou sua primeira subida ap6s o nascimento e o tempo em segundos que
0s animais realizaram a virada com 15 dias de idade. Observou-se que os animais IR8d e
IR15d fizeram suas primeiras viradas significativamente mais tarde (P < 0,05) do que os
animais CTL. Os dados apresentados na tabela 11 sdo dos testes de neurodesenvolvimento
em ratos recém-nascidos dos grupos controle (CTL) e irradiados (IR8d e IR15d), os valores sdo
representados como a média + erro padrdo. De forma marcante, os animais do grupo IR8d
precisaram de um tempo maior para a primeira virada. No entanto, o tempo médio de

subida, aos 15 dias de idade, ndo apresentou diferenca estatistica.

Tabela 11: Testes de neurodesenvolvimento em ratos recém-nascidos dos grupos controle (CTL) e
irradiados (IR8d e IR15d).

Tratamento CTL (n=48) IR8d (n=48) IR15d (n=48)
Abertura de olhos (dias) 12,8+0,2 152 +0,7** 123+0,2
Primeira virada (dias) 9,4+04 14,4 +056** 12,2 +0,2**
Tempo para virada aos 15 dias de idade (s) 54+0,3 6,2+0,3 59+0,2

**P < 0.01, ANOVA seguido de teste HSD de Tukey, comparado ao controle (CTL).

4.4 Ansiedade dos animais F1

O comprometimento do desenvolvimento neuroldgico induzido pela exposicdo a
baixas doses de radiacdo ionizante intrauterina, especialmente no 8° dia gestacional, €
uma evidéncia de que a responsividade do sistema nervoso esta alterada. Procurou-se
investigar se a exposicdo pré-natal também poderia gerar ansiedade ao longo do
desenvolvimento dos animais e se seus efeitos seriam amenizados ou agravados com a
idade. Para tanto, os testes de Arena de Campo Aberto (ACA), Labirinto em Cruz Elevado

(LCE) e Hole Board (HB) foram realizados para a idade jovem (30 dias de idade) e adulta
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dos ratos (70 dias de idade). Esse conjunto de testes mede indiretamente a ansiedade e a

coordenacdo motora através de medidas de atividades exploratorias e locomotoras.

No teste de ACA quatro pardmetros comportamentais foram analisados: nimero
de espacos demarcados que o animal cruzou com as quatro patas, numero de
levantamento nas patas traseiras, tempo para primeira travessia do centro e numero de
cruzamentos pelo centro . O nimero de espagos demarcados cruzados por ratos jovens
do grupo IR8d (ratos com 30 dias de idade) foi significativamente maior que os cruzados
por ratos jovens do grupo CTL (P < 0,01) e nenhuma diferenca significante foi detectada
na comparacéo de ratos jovens do grupo IR15d com o grupo CTL. Para ratos adultos (70
dias de idade), o nimero de espacos atravessados por ratos irradiados (IR8d e IR15d) foi
significativamente menor (P < 0,01) do que os cruzados por ratos adultos do grupo CTL
com a mesma idade. O numero de levantamentos nas patas traseiras também foi
significativamente diferente entre os grupos irradiados e o controle: os animais IR8d
apresentaram mais levantamentos do que o grupo controle (P < 0,01) e, inversamente, 0S

animais IR15d apresentaram menor nimero de levantamentos (P < 0,01).

O tempo para primeira travessia do centro e o nimero de cruzamentos pelo centro
para ratos jovens e adultos dos grupos irradiados e do controle ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa. Portanto, ndo houve, para esses dois parametros do teste,
sensibilidade a mudancas de atividades exploratorias. A tabela 12 apresenta os dados da

avaliacdo do comportamento no teste de Arena de Campo Aberto para animais irradiados durante
desenvolvimento intrauterino (IR8d e IR15d) e animais controle (CTL), para ratos jovens (30 dias

de idade) e adultos (70 dias de idade), os valores apresentam a média + erro padrao.
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Tabela 12: Comportamento no teste de Arena de Campo Aberto para animais irradiados durante
desenvolvimento intrauterino (IR8d e IR15d) e animais controle (CTL), para ratos jovens (30 dias
de idade) e adultos (70 dias de idade).

Jovens Adultos
Parametro CTL IR8d IR15d CTL IR8d IR15d
Comportamental (n=48) (n=48) (n=48) (n=47) (n=40) (n=47)

Numero de
87609 1029+14** 838x1,6 76,217 549%25* 658+0,9**
guadrados andados

Levantamento nas
. 53+0,1 76+01*> 31+02**| 33+03 65+x04** 27403
patas traseiras

Tempo para
primeira passagem 163,1+59 1724+46 166,8+3,9 | 176,8+16 1754+22 1759+25

pelo centro (s)

NUmero de
cruzamentos pelo 0,7+0,2 06+0,1 0,8+0,1 0,8+0,3 0,8+0,2 0,6£0,1

centro

**P < 0.01, ANOVA seguido de teste HSD de Tukey, comparado ao controle (CTL).

Em seguida, o comportamento dos animais foi testado através do teste de LCE.
Os dados obtidos com a avaliacdo do teste de Labirinto em Cruz Elevado para animais
irradiados durante desenvolvimento intrauterino (IR8d e IR15d) e animais controle (CTL), para
ratos jovens (30 dias de idade) e adultos (70 dias de idade), sdo apresentados na tabela 13 e 0s
valores apresentam a média + erro padrdo. Os animais IR8d jovens e adultos permaneceram
significativamente menos tempo em bracos fechados (P < 0,01) do que os animais do
grupo CTL. Em relacdo ao numero de entradas em bragos abertos, os ratos jovens IR8d
entraram significativamente mais vezes do que os ratos CTL (P < 0,01) enguanto os ratos
adultos IR8d entraram significativamente (P < 0,01) menos vezes nos bracos abertos do
que os animais CTL. Os animais IR15d apresentaram diferencas significativas (P < 0,01)
em relacdo ao grupo controle apenas no nimero de entradas nos bragos fechados. Dados
relevantes foram obtidos nesse teste através do nimero de quedas de animais dos bragos
abertos do dispositivo de testes: nenhum animal jovem caiu, um animal adulto do grupo
IR15d, um animal adulto do grupo CTL e oito animais adultos do grupo IR8d cairam. Os
pardmetros de medicao obtidos para animais que cairam foram descontados em todos 0s
testes de adultos.
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Tabela 13: Comportamento no teste de Labirinto em Cruz Elevado para animais irradiados
durante desenvolvimento intrauterino (IR8d e IR15d) e animais controle (CTL), para ratos jovens
(30 dias de idade) e adultos (70 dias de idade).

Jovens Adultos
CTL IR8d IR15d CTL IR8d IR15d
Tratamento
(n=48) (n=48) (n=48) (n=47) (n=40) (n=47)
Ndmero de
124+05 17,7+x05** 126+0,3 105+£0,3 76+04** 6,3+04**
Bragos entradas
Abertos Tempo
121,3+35 152,3+2,3** 122, 7+1,7 1024+2,1 183,2+3,6** 923+39
gasto (s)
Ndmero de
11,2+£0,3 12,1 +£0,3 11,2+0,2 75+0,3 6,8 +0,3 8,3+0,3
Bragos entradas
Fechados Tempo
0 ) 113,5+53 808+19** 120,7+18 1182+29 945+3,0** 120,1+3,1
gasto (s

**P < (.01, ANOVA seguido de teste HSD de Tukey, comparado ao controle (CTL).

Uma maneira complementar de avaliar os dados do teste de LCE é através da
comparagdo da porcentagem do tempo gasto pelos animais nos bragos abertos, a
porcentagem de entradas nos bragos abertos e o nimero total de entradas em todos 0s
bragos ’®. As porcentagens para parametros avaliados em ratos jovens (30 dias de idade) e
adultos (70 dias de idade) no teste de LCE para animais irradiados durante desenvolvimento
intrauterino (IR8d e IR15d) e animais controle (CTL) estdo apresentados na tabela 14, os

valores apresentam a média.
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Tabela 14 : Porcentagens para parametros avaliados em ratos jovens (30 dias de idade) e adultos
(70 dias de idade) no teste de LCE para animais irradiados durante desenvolvimento intrauterino
(IR8d e IR15d) e animais controle (CTL).

Jovens Adultos

CTL IR8d IR15d CTL IR8d IR15d

Tratamento
(n=48) (n=48) (n=48) (n=47) (n=40) (n=47)

% tempo gasto em bragos

51,7 65,3 50,4 46,4 66,0 435
abertos
% entradas em bracos
52,5 59,4 52,9 58,3 52,8 43,2
abertos
Ndmero total de entradas
23,6 29,8 23,8 18,0 14,4 14,6

em bracos

Finalmente, foi avaliado o comportamento dos animais no teste de HB. Os animais
IR8d jovens e adultos tiveram o numero de enfiadas de cabeca significativamente menor
(P < 0,05 para animais jovens e P < 0,01 para adultos) que os animais do grupo controle,
enguanto o numero de enfiadas de patas foi significativamente maior (P < 0,01) para 0s
IR8d em relacdo ao CTL. Animais jovens do grupo IR15d nédo apresentaram alteracfes
no teste de HB quando comparados aos animais de controle, porém, quando adultos
tiveram o numero de enfiadas de cabeca e de patas significativamente maior (P <0,05)
quando comparados aos animais do grupo controle. Os dados de comportamento no teste
de Hole Board para animais irradiados durante desenvolvimento intrauterino (IR8d e IR15d) e
animais controle (CTL), para ratos jovens (30 dias de idade) e adultos (70 dias de idade) estdo

dispostos na tabela 15, os valores apresentam a média + erro padréo.
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Tabela 15: Comportamento no teste de Hole Board para animais irradiados durante
desenvolvimento intrauterino (IR8d e IR15d) e animais controle (CTL), para ratos jovens (30 dias
de idade) e adultos (70 dias de idade).

Parametro comportamental CTL (n=48) IR8d (n=48) IR15d (n=48)

Numero de enfiadas de

155+1.2 8,8 £0,3** 134+0/4

cabeca
Jovens
Numero de enfiadas de
8,0+04 11,4 +0,5** 94+04
patas
Parametro comportamental CTL (n=47) IR8d (n=40) IR15d (n=47)
Numero de enfiadas de
42+04 2,6+0,2* 56 +0,4*
cabeca
Adultos
Numero de enfiadas de
1,8+0,2 3,7 +0,3** 2,6 £0,2*

patas

*P < 0.05, ANOVA seguido de teste HSD de Tukey, comparado ao controle (CTL).

**P < (.01, ANOVA seguido de teste HSD de Tukey, comparado ao controle (CTL).

5. Discussao

5.1 Efeitos da irradiacédo nas fémeas FO

Nenhum efeito foi observado para as ratas FO; ndo houve alteracdo no nimero de
animais nascidos, na duragéo da gestacao e no peso. O padréo de formagao de ninhos ndo
pode ser relacionado a outros trabalhos, entretanto, estudos futuros poderdo esclarecer

melhor esse aspecto.

5.2 Peso corporal pos-natal em animais expostos

Trabalhos que analisam os efeitos causados pela exposicdo a baixas doses de

radiacao ionizante durante a gestacdo de animais geralmente utilizam doses superiores as
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doses utilizadas em procedimentos diagndsticos humanos *, portanto, este estudo
corrobora a busca por efeitos em doses baixas. Os pesos corporeos dos animais F1
irradiados e controle ndo diferiram estatisticamente até a idade de 70 dias, no entanto, a
partir dessa idade o ganho de peso dos animais irradiados foi menor que o dos animais de
controle. Esse fato é interessante porque caso ocorra programacdo fetal em resposta a
estresses, como a desnutricdo, o resultado € um menor peso no nascimento dos animais,
ja que a capacidade metabdlica no Gtero diminui, e ap6s 0 nascimento, na auséncia de
estresse, 0 metabolismo animal tende a aumentar como resposta compensatoria > /. No
entanto, os dados obtidos sugerem que as baixas doses de radiagdo ionizante produzem
um efeito diferente, ja que ocorre a diminuicdo de ganho de peso na fase adulta. A
diferenca no peso corpéreo médio aos 70 dias de idade em relacdo ao grupo controle foi
de 13,57% para IR8d e 7,47% para IR15d, aos 90 dias de idade a diferenca foi de 13,06%
para IR8d e 7,01% para IR15d. Em estudos relacionados ao estresse cronico de
intensidade leve [em inglés, Chronic Mild Stress (CMS)] os animais que sdo expostos a
uma condicdo ambiental cronica estressante e moderada podem ter o ganho de massa
reduzido ® 7. Os ratos desse trabalho apresentaram comportamento alterado de
ansiedade e a perda de ganho de massa pode estar relacionada a essa alteragéo. Os estudos
de Jensh et al. 8 8 utilizando ratos irradiados com doses variando de 100 a 400 mGy nos
dias gestacionais 9 e 17 ndo resultaram em alteracOes significativas do desempenho
comportamental de animais adultos, entretanto, um déficit de crescimento apareceu na

idade jovem persistindo na idade adulta.

5.3 Desenvolvimento neuroldgico e motor de recém-nascidos

As anormalidades causadas no Sistema Nervoso Central (SNC) pelas radiagdes
ionizantes parecem ser diversas em estudos de baixas doses; o trabalho de Jensh e Brent
8 sobre o desenvolvimento neurofisiol6gico usando ratos Wistar irradiados com dose de
200 mGy no dia gestacional 17 ndo apresenta diferenca significativa no teste de abertura
dos olhos. Entretanto, no presente trabalho, os animais do grupo IR8d atrasaram a
resposta do reflexo de abertura dos olhos e o tempo para primeira virada no teste de
geotaxia negativa em compara¢do aos animais do grupo controle. Esses dados indicam

comprometimento do desenvolvimento sensorio-motor e atraso na responsividade do
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sistema nervoso em recém-nascidos irradiados, especialmente para animais irradiados no

8° dia de gestacao.

5.4 Transtornos comportamentais em animais expostos

O individuo ansioso ndo é sempre ansioso, porém é ansioso mais frequentemente
que o0s outros, apresentando comportamento desproporcional a estimulos,
consequentemente, a melhor maneira de se avaliar transtornos de ansiedade é medindo a
frequéncia e a intensidade em que esse individuo exibe estados ansiosos %. Através do
procedimento de testes sequenciais adotado nesse trabalho fortes evidéncias
experimentais mostram que, mesmo para a dose Unica de 15 mGy durante o
desenvolvimento intrauterino de ratos Wistar, hd uma diminuic¢do na funcdo do Sistema
Nervoso Central. Como esperado, o0s efeitos no desenvolvimento e comportamento dos
animais que sofreram exposicao intrauterina aos raios X variam dependendo da idade
gestacional em que ocorreu a irradiagdo. Nos estudos com roedores, a emotividade e a
exploragdo estdo inversamente relacionadas, uma vez que a alta emocionalidade inibe a
exploracdo, enquanto a baixa emocionalidade facilita ®. Os resultados obtidos nos testes
de ACA, LCE e HB sdo consistentes em demonstrar que ha efeitos deletérios relacionados

a ansiedade de animais expostos durante o desenvolvimento intrauterino.

Os resultados do teste de ACA sugerem que as baixas doses de radiagdo ionizante
modificam os comportamentos relacionados a ansiedade em ratos, especialmente para 0s
expostos no 8° dia de gestacdo. Comparando a atividade locomotora e 0 comportamento
exploratério dos ratos jovens IR8d com os animais do grupo controle houve um aumento
que indica excitabilidade. Ratos jovens IR15d, por outro lado, apresentaram menor
comportamento exploratério que os ratos jovens CTL. E esperado que tanto a atividade
locomotora quanto a exploracdo diminuam com a idade, j que os animais mais velhos
apresentam niveis de ansiedade menores. A pesquisa de Minamisawa e Hirokaga ® relata
uma diminuicdo de alteracdes comportamentais ao longo da vida adulta; essa pesquisa
utilizou camundongos expostos a 100 mGy de raios y durante o0 DG 14 que sofreram
alteracBes comportamentais mais notaveis quando jovens se comparados ao grupo
controle. Como esperado, os ratos IR8d adultos apresentaram menor atividade

locomotora quando comparados aos jovens IR8d e, de maneira interessante, notou-se que
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os ratos IR8d adultos apresentaram menor atividade locomotora quando comparados aos
ratos adultos do grupo controle, indicando um comportamento normo-ansioso. O
comportamento exploratério de animais adultos IR8d foi menor que o de IR8d jovens,
mas maior que o de animais adultos CTL. Animais adultos IR15d apresentaram a
esperada diminuicdo de atividade locomotora e exploragdo com a idade, mas também
apresentaram diminuicdo na deambulacdo quando comparados aos animais adultos do

grupo CTL.

Os resultados do teste de LCE também indicaram que os animais jovens IR8d
apresentaram excitabilidade quando comparados aos animais do grupo CTL, enquanto os
IR15d ndo apresentaram diferencas estatisticas em relacdo ao grupo CTL. Como
esperado, os animais adultos tiveram diminuidas a atividade locomotora e a exploracao
comparadas aos jovens. Para adultos, foi marcante que os IR8d tiveram uma grande queda
nos valores de ambulancia (nimero total de entradas em bragos) e um grande nimero de
animais que cairam do dispositivo em relacdo ao grupo CTL, provavelmente devido ao
comprometimento da coordenagdo motora. Os animais adultos IR15d apresentaram
menor niimero de entradas nos bragos abertos, indicando uma alta ansiedade. E necessario
analisar o conjunto de todos os dados obtidos no teste de LCE porque o nimero de
entradas em ambos os bragos ndo deve ser considerado o unico indicador de ansiedade
alterada, o aumento de entradas pode ser influenciado pelo aumento das atividades

locomotoras e exploratdrias 8.

No teste HB, a enfiada de cabega esté correlacionada com a atividade exploratoria.
De acordo com Adzu et al. ®, a diminuicio da atividade exploratéria indicada por um
menor numero de enfiadas de cabeca é uma medida da depressdo da atividade do SNC,
enquanto um maior nimero de enfiadas de cabeca sugere alta estimulacdo da atividade
do SNC. A enfiada de patas esta correlacionada com a coordenacdo motora, portanto os
animais com maior nimero de enfiadas de patas tém comprometimento da coordenacgéo
motora. No presente estudo, os dados dos animais IR8d jovens e adultos sugerem
comprometimento da coordenagdo motora e do SNC; ja que os animais exploraram menos
o dispositivo ao passo que tiveram um maior numero de enfiadas de patas que os animais
do grupo CTL — corroborando com os dados, principalmente o nimero de quedas, do teste
de LCE. Os dados dos animais do grupo IR15d jovens ndo apresentam diferenca em

relacdo ao grupo controle, para os animais adultos do grupo IR15d néo se pode confirmar

64



comprometimento de coordenacdo motora em relacdo ao grupo controle porque ha um

numero aumentado de exploracdo que pode levar ao maior numero de enfiadas de patas.

O uso de uma combinacdo de testes permite uma observacdo mais precisa da
ansiedade do animal. Os dados obtidos pelos testes de ACA, LCE e HB se sustentam,
sugerindo um aumento no comportamento exploratorio e uma diminuicdo na ansiedade
geral dos animais do grupo IR8d com 30 dias de idade; entretanto, ocorre 0 oposto quando
examinados aos 70 dias de idade. Nenhum efeito foi observado nos animais do grupo
IR15d quando testados com 30 dias de idade, havendo aumento da ansiedade aos 70 dias
de idade. Os testes de LCE e HB também demonstraram um comprometimento da

coordenacdo motora em animais irradiados, especialmente para animais IR8d.

5.5 Efeitos da irradiagéo intrauterina em ratos Wistar

No presente estudo, apos a irradiacdo com baixas doses de radiacao ionizante em
dois estagios diferentes do desenvolvimento intrauterino de ratos Wistar (IR8d e IR15d),
representando, respectivamente, o inicio e o fim da fase organogénese (sabidamente a
mais radiossensivel), foram analisados os efeitos comportamentais na prole e nas maes.
Os resultados obtidos estdo de acordo com o descrito na literatura em relagdo ao aumento
de efeitos deletérios quando a irradiagdo ocorre no inicio da organogénese, sendo esse, 0
estagio de desenvolvimento fetal com maior radiossensibilidade. O trabalho de Baskar e
Devi 8 mostra que a exposicdo intrauterina de camundongos durante a organogénese e
inicio do periodo fetal (DG 11,5; DG 12,5 e DG 14,5), com 350 mGy, diminuiu
significativamente o comportamento exploratério e locomogdo em camundongos adultos;
sendo que os animais expostos no DG 11,5 apresentaram maior radiossensibilidade. O
trabalho de Werboff et al. 8 apresenta diminuicdo significativa da atividade locomotora
de ratos com 55 dias de idade que foram irradiados no DG10 com dose de 220 mGy (raios
X), no entanto, esse efeito ndo foi detectado em animais irradiados no DG15 que, de
maneira oposta, tiveram um aumento do nivel de atividade locomotora em comparacao
com os animais ndo irradiados. Nesse mesmo trabalho de Werboff et al. 8 também foi
demonstrado que a irradia¢do de corpo inteiro de ratas prenhas pode gerar depressao da
atividade da prole no tempo de primeira virada (teste de geotaxia negativa) para animais

expostos a dose de 220 mGy no DG15.
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Embora existam poucos dados disponiveis sobre os efeitos comportamentais da
exposicdo intrauterina em ratos, é sugerido que ndo ha efeitos observaveis para doses
abaixo de 50 mGy > 15 O limiar para efeitos deletérios comportamentais detectaveis
descrito na literatura seria para um valor de dose entre 100 a 300 mGy, esse limite foi
estabelecido em um trabalho de Wang e Zhou & com base no estudo realizado com
camundongos irradiados com radiacdo beta de agua tritiada (HTO). Vale ressaltar que 0s
dias em que ocorrem os estagios de gestacdo de ratos e camundongos diferem, a pré-
implantacdo em camundongos ocorre nos primeiros 5 dias de gestacdo, a organogénese
entre 8 e 15 dias e o desenvolvimento fetal entre os 14 e 20 dias de gestagdo °. Os trés
principais estadgios do desenvolvimento intrauterino em ratos Wistar sdo a pré-
implantacdo, que ocorre durante os sete primeiros dias da gestacao, a organogénese, entre

os dias 8 e 15 de gestacéo e o desenvolvimento fetal, do dia 16 ao 22 da gestagéo.

A responsividade alterada do sistema nervoso pds-natal, observada
principalmente em animais IR8d, se da provavelmente devido ao efeito da exposicdo a
baixas doses de radiacdo ionizante no inicio da organogénese. A diferenciacéo celular,
que ocorre com bastante frequéncia na organogénese, amplia o processo em que células
menos especializadas se tornam mais especializadas através da expressao de um conjunto
especifico de genes; ha, entdo, uma cascata de sinalizacdo celular em que o sinal inicial é
amplificado. Segundo a Lei de Bergonie e Tribondeau a alta vascularizacao e a alta taxa
de proliferacdo celular levam a uma maior radiossensibilidade, também, a
radiossensibilidade é inversamente proporcional ao grau de diferenciacdo celular e
diretamente proporcional ao numero de divisdes necessarias para a célula atingir sua
forma; consequentemente, a organogénese é a fase do desenvolvimento embrionario em

que ha uma maior probabilidade de efeitos deletérios na prole.

Experimentos que investigam os efeitos de baixas doses em animais geralmente
utilizam doses superiores as utilizadas em procedimentos de diagndstico humano #;
assim, o presente estudo corrobora com a busca de efeitos para doses de radiodiagndstico.
E importante ressaltar que, mesmo para a exposicao intrauterina de 15 mGy, houve efeitos
notaveis na prole, em especial para os animais irradiados no DG8: reducdo do ganho de
peso quando adulto, comprometimento da coordenacdo motora e comportamento de
exploracdo afetado. Os efeitos observados nos animais do grupo IR15d foram mais
brandos quando comparados ao grupo CTL, mas apresentaram alteracbes na

emocionalidade dos animais . Uma hipotese crivel € que a exposicdo intrauterina a 15
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mGy tenha levado a programacao fetal. A programacdo fetal ocorre quando parametros
fisioldgicos importantes sdo redefinidos durante o desenvolvimento intrauterino pela
influéncia de eventos externos, como o estresse oxidativo induzido pela exposi¢do as
radiagGes ionizantes . O conceito “desenvolvimento de origens de satde e doenga” (do
inglés Developmental Origins of Health and Disease - DOHaD) sugere que padrbes
epigenéticos poderiam explicar a ocorréncia de programacao fetal induzida pelas baixas
doses de radiacdo ionizante afetando a responsividade do sistema nervoso pés-natal em

animais do grupo IR8d %.

6. Conclusoes

Esse trabalho apresenta uma forte evidéncia de que a exposi¢cdo intrauterina
desencadeia efeitos deletérios mesmo para um valor de dose considerado seguro. Nao
havia sido reportado nenhum efeito para exposic¢des intrauterinas com valores de dose
abaixo de 50 mGy. Nesse trabalho, uma exposicao de 15 mGy de radiacao 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 numero de
animais acompanhado desde a prenhez das maes até a fase adulta permitiu uma avaliacdo

precisa dos animais irradiados, dos animais controle e a comparagao 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 alteracdes. Possivelmente houve

uma reprogramacao fetal dos animais.

E importante o estudo dos efeitos causados por baixas doses de radiagdo ionizante,
os efeitos deletérios produzidos e a verificagdo do potencial nocivo para seres humanos.
Especialmente porque hd um aumento na dose coletiva devido principalmente ao maior
namero de exposicdes para diagndstico médico. A falta de informacéo em relagdo aos
efeitos bioldgicos deletérios para baixas doses pode levar a uma percepcdo erronea do
risco; portanto, deve-se aperfeicoar e implementar de maneira efetiva a protecdo

radiologica mesmo para baixos valores de dose.
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As informacgdes obtidas em pesquisas de baixas doses podem ajudar 0s
profissionais da area da saude a avaliar os riscos da exposi¢do aos raios X diagnésticos
durante uma gestacdo dada uma situacdo clinica devido a condi¢cdes maternas e fetais. As
informacgOes instruem quanto & correta tomada de decisdo para a escolha do melhor
procedimento diagnéstico em uma dada situacdo clinica, garantindo a seguranca da

paciente e do feto.

Esse trabalho apresenta dados que corroboram com a recomendacdo de nao
realizacdo de exames diagnosticos que utilizem raios X em gestantes e também das I10E.
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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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
mothers. 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 statistically significant 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.

Introduction

It is widely accepted that ionizing forms of diagnostic imaging should not be used in pregnant
women due to the potential harmful biological effects of ionizing radiation (IR) on the embryo
and fetus 1. The IR can produce direct ionization in the DNA affecting its functionality or even
destroying the DNA, IR can also produce indirect effects by the energy deposited in a biological
environment and then trigger the production of reactive free radicals which, in turn, increase
cellular oxidative stress . Oxidative stress may cause cellular phenotypic changes that can
predispose the fetus to certain post-natal phenotypes 2, negative effects are usually expected due
to IR-induced oxidative stress 3. Therefore, to avoid these possible negative effects, it is preferable
not to expose embryo and fetus tissues to IR. However, ionizing radiation induce negative effects
at all exposure levels in humans?
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While the biological effects associated with prenatal exposure to high-dose (> 100mGy) ionizing
radiation in humans have been widely investigated 4, studies reporting the biological effects of
low-dose (< 100 mGy) ionizing radiation (LDIR) are scarce and the interpretation of its results is
often controversial >0, A pioneering study of childhood cancers following irradiation during
fetal life was conducted by Dr. Alice Stewart in 1956 719, This first report inspired further research
to conduct studies aiming to establish a strong correlation between LDIR from diagnostic imaging
procedures during pregnancy and adverse health effects on growth and development. For
example, D’ippolito and Bitelli ! reported that exposure to radiation doses below 50 mGy is not
associated with increased risk of miscarriage, congenital anomalies, mental retardation or
neonatal mortality. In addition, Cohen et al. * studying pregnant women exposed to radiographic
diagnostic procedures during pregnancy, showed that the rate of live births and miscarriages was,
respectively, higher and lower in the low-dose group (< 1.0 mGy during pregnancy). In addition,
they argued that ionizing radiation has its effect directly on the fetus, differing from drugs, so
there are no concerns about differences in metabolism, absorption, or placental transfer between
the animal and the human model. However, the Cohen et al. report concludes that the threshold
for effects such as growth retardation and teratogenesis is 200 mGy %, while National Council on
Radiation Report (NCRP) No. 174 established the threshold level of 50 mGy 2. No solid
correlation could be established from the available literature that LDIR results in an increased risk
of stochastic and deterministic effects to the offspring >8. Therefore, there is no currently solid
evidence based on well-controlled studies that LDIR induces deleterious effects in humans.

As it is not possible to perform controlled experiments to investigate the effects of LDIR in
humans for ethical and moral reasons, model organisms, such as rats, should be used instead.
Rodent models allow precise manipulation of all influencing factors ° and provide fundamental
biological and behavioral data. Furthermore, due to it the high reproductive rate, rapid body
development, easy manipulation, good learning ability, and a shorter life span compared to
humans, it is possible to investigate long-term effects °. The correspondence between the
embryonic stages of rat and human is described by Hill 3, making it possible to carry the
observations made in rats to the human in relation to the irradiation period.

Exposure to LDIR during pregnancy can lead to behavioral alterations, and animals exposed in
utero may exhibit behavioral changes during maturation 4. Some studies recognize brain damage
in the post-natal period '°, the available literature describes harmful effects on the developing
cerebral cortex and altered post-natal behavior 6. Several studies have been conducted on the
irradiation of pregnant rats, but generally, the radiodiagnostic range (<50 mGy) is not related to
the increased risk of congenital anomalies 1718, De Santis et al. 1" discuss that doses used in animal
studies are generally higher than doses used in diagnostic procedures in humans, therefore, the
present study aims to search for effects at low-doses. Behavioral tests and neurodevelopmental
reflexes are tools for determining changes that could have been caused by brain injury, and
abnormalities in the developmental of the offspring 1°. Otake et al. reported that children exposed
in utero to the Hiroshima atomic bomb were clinically identified to be mentally retarded with
reduced intelligence quotient (1Q) scores 820,

The experimental models of behavioral assessment selected in the present study are widely used
in risk assessment and evidence damage to the central nervous system. Rodents, such as the Wistar
rat, exhibit a natural aversion to lighted areas and a characteristic behavior that leads them to
remain close to vertical surfaces (thigmotaxis), these animals also tend to exploit the threatening
stimuli (neophilia). The result of these conflicting impulses is anxiety. The decrease of anxiety
leads to an increase in exploratory behavior and, in an antagonistic way, the increase of anxiety
leads to lesser locomotion and the tendency to remain at the edges of the field 1. Thus, the tests
allow evaluating the behavior of rats in relation to anxiety in terms of their abilities to acquire and
use spatial information as well as habituation to exploratory activity over time.

We examined the effects of in utero ionizing radiation exposure on postnatal physiological,
behavioral and locomotor outcomes in infant, young (30 days old) and adult (70 days old) Wistar
rats. Pregnant Wistar were exposed to 15 mGy in two distinct stages of development:
organogenesis (gestational day 8 [GD8], considered the onset of the organogenesis phase) and

2
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fetal development (gestational day 15 [GD15], considered the end of organogenesis phase) °. The
teratogenic effects of LDIR during organogenesis can lead to intrauterine growth restriction
(IURG) Y7, such as lethal effects, malformations, structural alterations, mental retardation and
cancer induction 222, As pregnancy has its inherently associated risks, it is difficult to measure
the effects of LDIR during intrauterine exposure. Therefore, the present study was designed to
avoid any external interference that could negatively influence pregnancy in rats.

Materials and Methods

Animals and breeding

Adult female (FO, 85 days of age, 150g, n = 36) and male (85 days of age, 230g, n = 15) virgin
albino Wistar rats were obtained from breeding colony housed at the Sao Paulo State University
(UNESP). Twenty days before the beginning of the experiment the rats were housed in groups of
five in polypropylene cages (40 x 50 x 20 cm) at controlled room temperature (23 + 2°C), on a
12 h light/dark cycle starting at 6 a.m., standard rat pellet chow (Presence@, Brazil) and tap water
were available ad libitum during the whole experiment.

Matings were conducted during overnight, by placing a male breeder in female housing, on the
next morning females were checked for evidence. Mating was confirmed by the presence of
spermatozoa in the contents of the vaginal smear. After pregnancy confirmation, females were
housed singly, and this moment was designated as gestational day 1 (GD1). All animals were
weighed every three days.

Statement

All experiments and methods were performed in accordance with relevant guidelines and
regulations. This research agrees with the Ethical Principles in Animal Research adopted by
Brazil’s National Council for the Control of Animal Experimentation. All procedures were
approved by the Committee of Ethics on the Use of Animals (887/2016-CEUA), Institutional
Ethical Committee of UNESP at Botucatu, Brazil.

Irradiation and postnatal follow-up

The pregnant rats were randomly divided into three experimental groups (n = 36): sham-irradiated
control (CTL, n = 12), irradiated on the eighth day of pregnancy (IR8d, n = 12) and irradiated on
the fifteenth day of pregnancy (IR15d, n = 12). The pregnant Wistar were whole-body irradiated
in a circular lucite chamber with 15 mGy of X-rays, with a dose rate of 18 mGy per second, this
value was defined because is it a low-dose value into diagnostic range that can be achieved in a
single radiological exam and is within the reference dose levels adult abdomen exam 2,

The irradiation was performed by a Shimadzu EZy-Rad Radiodiagnostic machine operating at 81
kVp and 110 mAs, with single 1.2 mm focus, 1.5 mm Al of permanent filtration plus 1.0 mm Al
collimator filtration (focus tissue distance = 83 cm). The sham-irradiated control group underwent
a similar experimental procedure to those irradiated, except that the machine was turned off. A
calibrated Radcal Corporation ionization chamber (model 90x5-6) connected to a Radcal
Corporation electrometer (model 9010) was used to determine the dose delivery parameters (15
mGy), the equipment was placed inside the circular lucite chamber at the central position where
the rats were irradiated. After a whole-body single-dose exposure to X-rays, the FO body weights
were measured every three days until the birth of the offspring.

Dams were allowed to give birth and nurture their offspring (F1) normally, and on the day after
delivery all the litters were examined externally and sexed. Litters were culled to four males in
each litter on post-natal day 3 2. Weaning was performed when animals were 21 days old. All
animals were marked twice a week with colored pens to track all the physical and behavioral
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developmental evaluations. F1 animals were weighed individually every two days from postnatal
day 1 to day 91.

Assessment of reflex development and physiological and behavioral responses

The reflex development was evaluated by eye-opening and negative geotaxis tests in infant rats.
The physiological response evaluated in the present study was weight gain. The anxiety-related
behavior responses were evaluated by open field, elevated plus maze and hole board tests. Rat
behavioral evaluations were performed, firstly at a young age, with 30 days of life, and secondly
at an adult age, with 70 days of life, using open field, elevated plus maze and hole board tests.
Animals were tested without prior habituation in order to avoid adaptation since these tests should
capture the natural conflict between the exploration and the tendency to avoid new environments
and behavioral responses can only be observed before habituation occurs 2525, The experiments
were conducted between May 2016 and January 2017.

Eye-opening test

Eye-opening (EO) test indicates abnormalities in neurodevelopmental reflex in neonatal rodents.
All pups were checked daily since birth, and the number of days that the four pups of the same
litter opened their eyes was considered *°.

Negative geotaxis test

Negative geotaxis (NG) test is used for sensorimotor development during the early days of post-
natal development. Beginning on day 3 after the birth, the pups were individually positioned face
down on a 45° inclined surface ramp and the time required for the pup to rotate at least 90°, not
exceeding 60 seconds per trial, was recorded. Animals that were unable to perform the task were
counted as unrealized until they were able. The first climb was considered the number of days in
which all the pups of the same litter in each group turned around at least 90° %6,

Behavioral tests
General considerations and experimental conditions

The room for behavioral assessment was sound-proof, temperature-controlled and illuminated by
dim red lights. The period of behavioral observations was defined between 9 a.m. and 11 a.m.
The animals were submitted to three behavioral tests to indicate anxiety, in the following order
and sequentially: the open field (OF), elevated plus-maze (EPM) and hole board (HB). All these
tests indirectly measure anxiety by measuring exploratory and locomotor activities. We opted to
perform the three tests to mitigate misinterpretation of the results obtained by an individual test
2829 Usually, a combination of tests is used to improve the analysis of the animal’s anxiety, as it
is a transient condition that is only noticed at given moment 26. All the behavioral tests were
performed on the same day, during two phases: when the animals were 30 and 70 days of age, all
pups in each litter (F1 animals) underwent the subsequential behavioral tests. Animals that fell on
the elevated plus-maze test had their data disregarded for further analysis, but the number of falls
was counted. To prevent observational bias in behavioral assessment, the three testers were blind
to the treatment group. The apparatus used was thoroughly cleaned with a 5% ethanol solution
before each animal was introduced. The maximum care in handling was taken to not influence
the responses obtained, the animals were familiarized with manipulation of the handlers. The
proper handling may avoid changes of mood, discomfort, and increasing excitation, factors that
may influence the outcomes, including rearing behavior %,

Open field test

The open field (OF) test is an experiment used to analyze the levels of general locomotor activity,
emotionality and exploratory behavior in rodents used for scientific research 3. The test device
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consists of a round wooden arena (100 cm in diameter) surrounded by walls (32 cm high walls)
that prevent the animal from escaping. The round area is demarcated by painted black stripes into
three concentric circles: central, medium and external (diameters of 18, 57 and 100 cm,
respectively), and there are also subdivision quadrants painted in which circle: 6, 6 and 12,
respectively, these demarcations serve to account for the movement of the animal. The tested
animal is subjected to an unknown new environment from which it is not able to escape.

During open field observations, each rat was individually placed in the center of the arena and for
the next three minutes, the rat movements were recorded by a camera mounted above the arena.
Through the analysis of the recorded videos, locomotor activity (number of demarcated spaces
that the animal entered with the four paws), rearing (the frequency animals rise up on its hind
limbs), time spent to cross the center for the first time (the time spent for the first time that the
animal crossed the center circle of the arena), and the number of crossings by the arena central
circle (number of times that the animal crossed the arena center) were counted.

Elevated plus-maze test

The elevated plus-maze (EPM) is a test used to investigate rodent anxiety *2. The apparatus
consists of two open arms crossed with two closed arms of equal length and width (50 x 10 cm
each) and the center — the place where the arms join (10 x 10 cm). The EPM is 50 cm elevated
above the floor and the open arms have a plexiglass edge 1 cm high while the enclosed arms have
wooden walls that extend 40 cm high. This test is based on the principle that the rat can freely
explore the open arms but may also remain protected (thigmotaxis) in the closed arms, normally
rats tend to avoid open areas. This conflict allows to measure anxiety or fear-induced decrease in
normal exploratory activity; in addition, the number of entries in both arms is used as a measure
of locomotor activity and exploratory behavior 2. Anxiolytic drugs led the rats to spend more
time on open arms, while anxiogenic does the opposite 3.

Each animal was individually placed in the center of the EPM facing a closed arm and allowed to
explore freely for five minutes. Total entries with all the paws and the time that each animal spent
exploring (seconds) were counted through the analysis of recorded videos using a camera
mounted above the apparatus %. Sometimes animals can fall off the device’s open arms, although
it is not common to happen. We recorded these events, but we disregarded them for further
analyses because the anxiety levels of animals that experienced falls were likely to be affected,
and therefore the results of the following test, the hole board test, for these animals could not be
reliable 3.

Hole Board

The Hole Board (HB) test is an experimental method that measures anxiety, exploratory behavior,
and locomotor activity. The device is a square wooden arena with 57 cm of edges (floor) and a
surrounding wall of 30 cm high, the floor has 81 (9 x 9) round holes (2.5 cm diameter) distributed
throughout the floor and separated from each other by 3.5 cm %', The rats were individually placed
in the center of the apparatus and, for the next 5 minutes, the movement was recorded by a camera
placed under the device. During the test the rats could move freely. The number of head and legs
dip were counted. The rat’s curiosity causes it to poke his nose into a hole, so the head dip was
only considered when both eyes were in the low level of the hole. The leg dip was only counted
when all the fingers passed through the hole %,

Statistical analysis

To determine the significance of physiological and behavioral differences between the irradiated
and control groups, we used One-way Analysis of Variance (ANOVA) in conjunction with
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Tukey’s honestly significant difference (HSD) post-hoc. All statistical analyzes were performed
using the STATISTICA software 3°. Results were considered significant at p-values < 0.05.

Results

Postnatal development of animal weight

In our study, following irradiation with 15 mGy of X-ray on gestational days 8 and 15, pregnant
rats gained weight normally and their weights were not significantly different from pregnant rats
in the unirradiated control (Table 1). Pregnancy duration and litter size were also not significantly
different between irradiated and control groups (P > 0.7 for pregnancy duration and P > 0.3 for
litter size). Moreover, mortality was not observed in any group.

There was no significant difference between the irradiated and control pups body weights (F1
animals at 96 hours of age) (P > 0.75) and between body weights of irradiated and control F1
animals aged 30 days; however, body weights of F1 animals aged 70 to 91 were significantly
different (P < 0.05) between control and irradiated animals (irradiated on gestational days 8
[IR8d] and 15 [IR15d]) (Table 2). IR8d and IR15d rats had lower weight gain when compared to
control (Table 2).

Early sensorimotor development is impaired by in utero LDIR

To check whether prenatal LDIR was able to permanently alter the responsiveness of the postnatal
nervous system, we first assessed the early sensorimotor development. To this end, the results
obtained by the eye-opening and negative geotaxis tests were analyzed.

In the eye-opening test, we evaluated the mean number of days each group opened their eyes after
birth. IR8d animals, but not IR15d animals, delayed eye-opening significantly in relation to CTL
animals (Table 3; P < 0.01). This was the first indicative factor that prenatal irradiation,
specifically on GD8, could impair sensorimotor development and prenatal nervous system
responsiveness.

In the negative geotaxis test, we analyzed the mean number of days each group performed its first
climb after birth. We observed that IR8d and IR15d animals made their first climbs significantly
later (P < 0.05) than CTL animals (Table 3). Markedly, IR8d animals presented higher latency
for the first climb. However, the mean time to climb did not present statistical difference.

In utero LDIR at gestation day 8 generates anxiety in rats

The impairment of sensorimotor development by in utero LDIR, especially LDIR on the GDS8, is
an evidence that postnatal nervous system responsiveness is altered due to prenatal LDIR. To
reinforce this, we sought to investigate whether prenatal exposure to LDIR could also generate
postnatal anxiety.

We firstly performed the OF test and four behavioral parameters were analyzed: the number of
squares crossed, rearing frequency, time to first cross the center and number of crossings by the
center — indicators of locomotor and exploratory activities “°. The number of squares crossed by
young IR8d rats (30 days old rats) was significantly higher than the crossed by young CTL rats
(P < 0.01) and no significant difference could be detected when comparing young IR15d rats to
CTL ones, summarized in Table 4. For adult rats (70 days old), on the other hand, the number of
squares crossed by IR8d and IR15d rats were significantly lower (P < 0.01) than those crossed by
adult CTL rats of the same age. The rearing frequency was also significantly different between
the irradiated groups and the control group: IR8d animals presented a higher rearing frequency
than the control group (P < 0.01) and, contrarily, IR15d animals had a lower rearing behavior
than the control group (P < 0.01) (Table 4). Regarding the time to first cross the center and the
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number of crossings by the center, there were no statistically significant differences for both adults
and young rats when we compared irradiated with sham-irradiated control animals (Table 4),
suggesting that these two parameters did not detect changes in exploratory activities in the present
study.

We evaluated next anxiety by the EPM test 2. In this test, high number of entries in closed arms
associated with a long time spent in these arms indicate anxiety 28, The evaluation of the EPM
test is summarized for irradiated and sham-irradiated control young and adult rats in Table 5.
Young IR8d animals entered on the open arms significantly more times than CTL mice (P <0.01)
while adult IR8d rats entered significantly (P <0.01) less times than CTL animals. Regarding the
number of entries into open arms, young IR8d rats entered significantly more times into open
arms than CTL rats (P < 0.01) and adults IR8d rats entered statistically significant fewer times
into open arms than CTL animals (Table 5). When we compare the number of entries into closed
arms, we can observe significant differences (P < 0.01) only for adult IR15d rats: these animals
entered significantly fewer times into closed arms than CTL animals (Table 5). Relevant data
were obtained with the number of animals that fell off the device’s open arms, none of the young
animals fell off the open arms, while for adult control and IR15d one animal fell off for each
group, and IR8d eight animals fell off from open arms. Another way to assess the data of EPM
test is by calculating the percentage of time on open arms, percentage of entries in open arms and
the total number of entries in both arms, this data is shown in Table 6 34,

Finally, we also evaluated anxiety-related behavior using the HB test, as shown in Table 7. For
the young and adult IR8d animals, the number of head dips was significantly lower (P < 0.01 for
adult and P < 0.05 for young animals) than that for CTL animals, while the number of leg dips
was significantly higher (P < 0.01) (Table 7). Young IR15d animals showed no alterations in the
HB test when compared to CTL animals, but the numbers of head and leg dips in adult IR15d
animals were significantly higher (P < 0.05) than in control animals (Table 7).

Discussion

Physiological development of the animal

In our study, body weights of irradiated and control F1 were not statistically different until the
postnatal age 70; however, from that age decreased relative to controls. This is interesting because
fetal programming due to stress response, such as undernutrition, results in lower birth weight
because the metabolic capacity in the uterus decrease, followed by a catch up growth and increase
weight gain as adults as a compensatory response > 4'. Our data, however, suggest that LDIR
induces a different outcome as the body weight decrease happens only at adult age. At age of 70
days, the difference in mean body weight in relation to CTL group was IR8d = 13.57% and IR15d
= 7.47%. At age of 90 days, the difference remained almost the same value: IR8d = 13.06% and
IR15d = 7.01%. In several studies related to chronic mild stress (CMS), in which animals are
exposed to a chronic and moderate stressful environmental condition, the body weight gain in
adult life is reduced #4243, The rats of our study presented anxiety behavior and this characteristic
body weight loss might be related to the animal’s stress level. For ionizing radiation, Jensh et al.
4445 researches using Wistar adult rats irradiated at doses ranging from 100 to 400 mGy on the
GD9 or GD17 did not result in significant alterations in adult behavioral performance, and both
Jensh’s studies and our growth retardation persists postnatally.

Newborn Reflexes and early motor development impairment

Abnormalities on the central nervous system (CNS) appear to be diverse on LDIR studies, Jensh
and Brent # neurophysiologic development study using Wistar rats irradiated with 200 mGy dose
on the GD17 dose reported no significant difference in eye-opening test. However, in our study
IR8d animals delayed the reflex response of eye-opening and the first climb on the negative
geotaxis test compared to CTL animals, IR15d only delayed the first climb in relation to CTL.
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Our data indicate impairment in sensorimotor development and prenatal nervous system
responsiveness, especially for IR8d animals.

Behavioral disorders in exposed animals

An anxious individual is not always anxious but is anxious more often than others, presenting
disproportionate behavior to a stimulus, consequently, the best way to assess anxiety is by
measuring how often and how intensely he exhibits anxious states 26. In our study, through a
sequence of tests, strong experimental evidence shows that even for 15 mGy exposure during
pregnancy there is a decrease in central nervous system function. As expected, the effects of X-
ray irradiation exposure in utero on rat development and behavior varied depending on gestational
age at which irradiation occurred. In rodent studies “¢, emotionality (or fear) and exploitation are
inversely related since high emotionality inhibits exploration and low emotionality facilitates it.
The results obtained from OF, HB and EPM tests are consistent in showing that there are
deleterious effects related to the anxiety of the exposed animals.

The OF test results suggest that the prenatal LDIR modifies anxiety-related behaviors, especially
in rats exposed during GD8. In comparison to young CTL animals, locomotor activity and
exploratory behavior were higher in young IR8d rats, indicating excitability. Young IR15d rats,
on the other hand, presented lower exploratory behavior than young CTL rats. Both locomotor
activity and exploration are expected to decrease with age, as older animals present lower levels
of anxiety, as well as in the present study, and it has been reported by Minamisawa and Hirokaga
47 that mice exposed to 100 mGy of y rays during 14" day of gestation results in behavioral effects,
but these effects decrease at late adulthood, as irradiated adult rats presented less difference than
irradiated young rats when compared to control. Adult IR8d animals presented lower locomotor
activity when compared to young IR8d, which was expected. Interestingly they also presented a
lower locomotor activity when compared to adult CTL, indicating a normo-anxious behavior. The
exploratory behavior of adult IR8d animals was lower than in young IR8d animals but higher
when compared to adult CTL animals. Adult IR15d animals presented the expected decrease in
locomotor activity and exploration with age but also presented a decrease in ambulation frequency
when compared to adult CTL.

Following OF tests, the EPM results also indicated that young IR8d animals presented excitability
when compared to CTL group, while young IR15d did not present any statistical differences. As
expected, adult animals had a decrease in locomotor activity and exploration, but also in EPM
tests IR8d animals had a more pronounced drop in ambulance values and adult IR15d animals
presented a lower number of entries in open arms, indicating a higher state of anxiety.

In the HB test head dip is correlated to exploratory activity and according to Adzu et al. *, the
decrease in exploratory activity indicated by lower numbers of head dips is a measurement of
depression of central nervous system (CNS) activity, whereas higher numbers of head dips
suggest stimulation of CNS activity. Leg dip is correlated with motor coordination, therefore
animals with a higher number of leg dips have motor coordination impairment. In the present
study, young and adult IR8d data suggested depression on CNS and motor coordination
impairment; as animals less exploited the device while presented a higher number of leg dip than
CTL animals. The young IR15d animals did not present statistical difference to control group,
adult IR15d data could not confirm motor coordination impairment in relation to control group
because there is an increased exploration that can lead to the greater number of leg dip. A further
intriguing aspect was the number of animal falls on the EPM test from the open arms of the device
showing clear evidence of the motor coordination impairment of irradiated animals, especially
IR8d.

The use of a combination of tests allows a more accurate observation of the animal’s anxiety. The
OF, EPM and HB generated data support each other, suggesting IR8d had higher exploratory
behavior and decreased general anxiety when tested at 30 days old, however, the opposite occurs
when examined at 70 days old. No effects were observed in the IR15d when tested at 30 days old,
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with increased anxiety at 70 days old. The EPM and HB tests also demonstrated a motor
coordination impairment in irradiated animals, especially for IR8d animals.

Final considerations

To the best of our knowledge there are no studies showing biological effects for doses below 100
mGy. According to Wang and Zhou #°, the threshold for behavioral deleterious effects can only
be detected from 100 mGy to 300 mGy, based on their study using mice irradiated with beta
radiation from tritiated water (HTO). It is worth mentioning that gestation day stages of rat and
mice differ, pre-implantation in mice occurs for the first 5 days of gestation, organogenesis
between days 8 and 15 and fetal development between days 14 and 20 of gestation °.

The three major stages of development in rats can be described as preimplantation, occurring
during the first seven days of gestation, organogenesis, between days 8 and 15 of gestation, and
fetal development, between days 16 and 22 of gestation. Therefore, the altered responsiveness of
the postnatal nervous system observed mainly in IR8d animals is due to the effect of LDIR at the
onset of organogenesis, when differentiation leads a process that less-specialized cells become
more-specialized through the expression of a specific set of genes, by a cell signaling cascades,
in which the initial signal is amplified. According to the “Law of Bergonie and Tribondeau™ *° or
“Radiosensitivity Law” the high vascularization and high cellular proliferation rate lead to greater
radiosensitivity, also radiosensitivity is inversely proportional to the degree of cell differentiation
and directly proportional to the number of divisions required for the cell to reach its shape, so
organogenesis is the phase of embryonic development in which there is a greater probability of
deleterious effects.

Animal experimentation that analyzes the effects of LDIR generally uses doses higher than those
used in human diagnostic procedures 7, therefore, the present study corroborates the search for
effects in low-doses. However, it is important to note that even for 15 mGy exposure during the
GD8 effects were observed: reduction of the weight gain, motor coordination impairment and
affected sense of exploration. We think that probably fetal programming occurred in the irradiated
animals, the “development origins of health and disease” (DOHaD) concept suggests that
epigenetic patterns could explain the occurrence of LDIR-induced fetal programming affecting
the responsiveness of the postnatal nervous system in IR8d animals 5. The effects observed in
IR15d animals were mild in relation to IR8d animals when compared to CTL group but showed
affected emotionality without changing animal’s anxiety °2.

In the present study, two different stages (IR8d and IR15d) of development were used to analyze
behavior effects caused by irradiation during pregnancy, and the results agree with those reported
elsewhere regarding that the begging of fetal development is the more sensitivity stage. Baskar
and Devi %2 showed that 350 mGy mice exposure during organogenesis and early fetal period
(11.5, 12.5, 14.5 days old) can decrease significantly locomotion and exploratory behavior in
adult mice and, on day 11.5, embryos presented the highest radiosensitivity. Early studies of
Werboff et al. > presented a significant decrease in locomotor activity in rats aged 55 days old
that were prenatally irradiated with 220 mGy X-rays exposure on gestational day 10. However,
this effect was not detected in animals irradiated on the gestational day 15 that, oppositely, showed
an activity level increased as compared to the non-irradiated animals. Werboff et al. *, also
demonstrated that irradiation of whole-body pregnant rat can generate depression of activity in
offspring first climb to animals exposed to 220 mGy dose in late gestation (day 15). On the other
hand, although there is a limited literature data on behavioral effects of prenatal irradiation of rats,
it is suggested that nonsignificant effects were observed at lower doses of 50 mGy 51718,

Our results present a piece of evidence that even lower doses led to lower weight gain when adults,
impairments in the central nervous system since infant phase, behavioral changes as activity and
emotionality alters, persisting later into life and altered motor coordination. Animals irradiated
early in organogenesis presented adverse and more severe effects on irradiated animals at the end
of organogenesis, however, both groups had weight gain reduction and permanent behavioral
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changes evidencing fetal programming. We looked for following even lower doses than available
data, as well as to use a considerable number of animals for a long time, in order to provide
reliable data.

It is important to have more information about undesirable effects, further studies with low-doses
are necessary to verify deleterious potential in human. Lack of information may lead to a
misperception of the risk; therefore, an attempt should be made to increase and adopt effective
radiation protection to low-doses, thus, information can help the radiologist to evaluate the best
diagnostic procedure in a given clinical situation, ensuring the safety of the patient and the fetus.
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Tables

Table 1

Mean body weights of rats after and before parturition, litter size and pregnancy duration for
irradiated (on gestational day 8 [IR8d] or 15 [IR15d]) and sham-irradiated control (CTL) rats.
Values are mean = SE, n=36.
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CTL (n=12)  IR8d (n=12) IR15d (n=12)
Body weight FO before parturition (g) 321.7+9.6 3323+135 3421+134
Body weight FO after parturition (g) 260.4 £6.3 276.1+£8.7 266.6 £ 8.9
Litter size 10.1 0.5 10.2 0.7 109+0.8
Pregnancy duration (days) 22.0+0.1 21.7+0.2 21.8+£0.3

Table 2

Mean body weights of F1 irradiated (on gestational day 8 [IR8d] or 15 [IR15d]) and sham-
irradiated control (CTL) rats at four different ages. Values are mean + SE, n=144.

CTL (n=48) IR8d (n=48) IR15d (n=48)
Body weight F1 pups 96 h after birth ()  12.2+0.1 124+0.1 124 +0.3
Body weight F1 aged 30 days old (g) 100.0+£2.2 1022+1.2 100.6 £1.5
Body weight F1 aged 70 days old (g) 383.8+59 331.7 £2.0** 355.1 +2.8**
Body weight F1 aged 91 days old (g) 4745+4.8 4125+ 4.7%*  441.2 £2.6**

**P < 0.01, ANOVA followed by post-hoc Tukey’s honestly significant difference test,
compared with control (CTL).

Table 3

Neurodevelopmental reflex tests in sham-irradiated control (CTL) and irradiated (on gestational
day 8 [IR8d] or 15 [IR15d]) newborn rats: eye-opening, first climb and time to climb at 15 days
old in negative geotaxis test. Values are mean + SE, n=144.

Treatment CTL (n=48) IR8d (n=48) IR15d (n=48)
Eye-opening (days) 128+0.2 152+0.7** 123+0.2
First climb (days) 9.4+04 14.4 £0.5** 122 +0.2**
Time to climb at 15 days old (5) 54+0.3 6.2+0.3 59+0.2

**pP < 0.01, ANOVA followed by post-hoc Tukey’s honestly significant difference test,
compared with control (CTL).

Table 4

Open field behavior of prenatally irradiated (on gestational day 8 [IR8d] or 15 [IR15d]) and sham-
irradiated control (CTL) young (30 days old) and adult (70 days old) rats. Values given as means
+ SE, n=144 (young) and n= 134 (adult).

Young Adult

CTL IR15d CTL IR15d
Behavioral parameter (n=48) IR8d (n=48) (n=48) (n=47) IR8d (n=40) (n=47)
Number of squares
entered 876+£09 1029+14** 838+16 76.2+17 549+25** 658+0.9**

3.1+

Rearing 53+01 7.6+0.1** 0.2** 33+£03 65+£04** 27x03
Time to first cross the 163.1 + 166.8 £ 176.8 £
center 5.9 1724+ 4.6 3.9 1.6 1754+22 175925
Number of crossings
by the center 0.7+£02 06+0.1 08+01 08+03 0.8z%0.2 06+0.1

**P < 0.01, ANOVA followed by post-hoc Tukey’s honestly significant difference test,

compared with control (CTL).
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Table 5

The behavior of young and adult rats in the elevated plus-maze test prenatally irradiated (on
gestational day 8 [IR8d] or 15 [ IR15d] and sham-irradiated control (CTL) young (30 days old)
and adult (70 days old) rats. Values given as means + SE, n=144 (young) and n= 134 (adult).

Young Adult
Treatment CTL (n=48) IR8d (n=48) 25:123) CTL (n=47) IR8d (n=40) 25:12%
Open Oﬁ'ir:t?gs 124+05 17.7+05% 126+03 105+03 7.6 £04%% 6.3 +04%*
arms spTeInT?s) 121.3+35 1523+23* 1227+17 1024+21 1832+36* 92339
Closed Oﬁ'ir:t?gs 112+03  121+03 112%02 75+03  6.8+03  83+03
arms spTeInT?s) 1135+53 808+19% 1207+18 1182+29 945+3.0* 1201+3.1

**P < 0.01, ANOVA followed by post-hoc Tukey’s honestly significant difference test,
compared with control (CTL).

Table 6

The percentages of young and adult rats in the elevated plus-maze test prenatally irradiated (on
gestational day 8 [IR8d] or 15 [ IR15d] and sham-irradiated control (CTL) young (30 days old)
and adult (70 days old) rats. Values given as means, n=144 (young) and n= 134 (adult).

Young Adult
Treatment CTL IR&d IR15d CTL IR8d IR15d
(n=48) (n=48) (n=48) (n=47) (n=40) (n=47)
% time on open arms 51.7 65.3 50.4 46.4 66.0 435
% open arms entries 52.5 59.4 52.9 58.3 52.8 43.2
Total number of entries 23.6 29.8 23.8 18.0 144 14.6
Table 7

The behavior of young and adult rats in the Hole board test prenatally irradiated (on gestation day
8 [IR8d] or 15 [IR15d]) and sham-irradiated control (CTL) young (30 days old) and adult (70
days old) rats. Values given as means = SE, n=144 (young) and n= 134 (adult).

Behavioral parameter CTL (n=48) IR8d (n=48) IR15d (n=48)
Young Number of head dip 155+1.2 8.8 +0.3** 13404
Number of legs dip 8004 11.4 £ 0.5** 94+04
Behavioral parameter CTL (n=47) IR8d (n=40) IR15d (n=47)
Adult Number of head dip 42+04 2.6 £0.2* 5.6 +0.4*
Number of legs dip 1.8+£0.2 3.7+£0.3** 2.6 +0.2*

*P < 0.05, ANOVA followed by post-hoc Tukey’s honestly significant difference test, compared
with control (CTL).

**p < (.01, ANOVA followed by post-hoc Tukey’s honestly significant difference test,
compared with control (CTL).
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Figure 1

The mean body weight in grams on the three groups: prenatally irradiated (on gestation day 8
[IR8d] or 15 [IR15d]) and sham-irradiated control (CTL). Values given as means + SE, n=144.
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