CAPITULO |
INTRODUCAO

As operacgdes de preservacdo ambiental sdo partes integrantes de varios estudos
em todo o Brasil e no mundo. Por isso, a orientacdo permanente das autoridades
governamentais, € conduzir as operagdes procurando evitar impactos e agressdes ao meio
ambiente. Apesar das novas tecnologias que surgem a cada ano para a manutengéo e o
cuidado com o meio ambiente, a contaminacdo deste, € uma preocupacao constante dos
Orgdos governamentais que, procuram novas metodologias de deteccdo de falhas
“deixadas” por inddstrias ou de monitoracdo, para que estes possam ser utilizados de
maneira a produzir um beneficio ao homem. Para essa busca de controle e manutengéo
ambiental, tém surgido, ao longo dos anos, formas de monitoramento e de controle para o

meio ambiente.

Uma das questdes polémicas que envolve o cuidado com o meio ambiente e a saude
humana é a questdo relacionadas as baixas doses de radiacdo ionizante. Nas primeiras
décadas do século XX, quando as radia¢des ionizantes ja faziam parte das praticas médicas
rotineiras, partiu-se da premissa da existéncia de um limiar de dose abaixo do qual o risco
de dano a saude do individuo irradiado era improvavel. A premissa estendia-se a inducéo
de leucemias e de cancer, visto que, até entdo, s6 haviam sido observados, apenas apds a

exposicao de individuos a altas doses de radiacao (Bond,1981;Calabrese,1994).
1.1 — Estudos Iniciais: Radia¢6es lonizantes versus Efeitos Genéticos

Em 1927, Herman J. Muller estudando o efeito de raios-X em Drosophila, colocou
em evidéncia que os mesmos eram mutagénicos. Com a ajuda de Nikolai Timofeff-
Ressovsky, observou a existéncia de uma relacdo linear entre a dose de radiacdo a qual o
organismo era exposto e o numero de mutacdes produzidas. Timofeff notou, a partir dos
resultados obtidos, a auséncia de uma dose limiar, isto €, uma dose minima abaixo da qual
ndo fossem observadas mutagfes. O fato causou profundo impacto na comunidade

cientifica da época e contribuiu significativamente para a formulacdo da hipotese da



linearidade entre a dose e o efeito e da auséncia de um limiar para esses efeitos
(Hendee,1996; IAEA,1978).

Outros trabalhos realizados com Drosophila, envolvendo diferentes autores,
confirmaram as observagdes de Muller e Timofeff. De acordo com os artigos da época,
ficava entendido que mesmo pequenas exposi¢cdes poderiam aumentar a probabilidade de
mutacdes e, consequentemente, a incidéncia de canceres e de doencas hereditarias, em uma
populacdo exposta a radiacdo (Okono,1988; Kondo,1993).

A hipétese da linearidade entre a dose e o efeito e da auséncia de um limiar de dose
(LNT - Linear Non Threshold ) se manteve, em sua forma original, por aproximadamente
uma década, quando W. Russell, do Oak Ridge National Laboratory, se prop6s a testar sua
validade, em ratos. Em seus resultados, notou que a observacdo de Timofeff, referente a
linearidade do fenémeno, ndo se confirmava para baixas taxas de dose (Russel,1956)
quanto menor a taxa de dose, maior a dose necesséria para a producdo de um mesmo efeito.
O extremo do fendémeno foi observado em fémeas de rato, nas quais nenhum efeito
genético era detectavel, se as taxas de dose fossem mantidas suficientemente baixas.

Os resultados obtidos por Russel, permitiam vislumbrar a existéncia de mecanismos
aos quais a célula recorre para se proteger contra a acdo das radiacfes ionizantes e,
provavelmente, contra outros agentes agressores do material genético. Esses recursos foram
pouco visiveis, quando da exposicdo a altas doses e altas taxas de dose, e ndo foram
considerados, quando se estabeleceu a hipotese LNT. A relacdo linear observada entre a
dose e a indugdo de individuos mutantes, a partir da irradiacdo de esperma maduro de
Drosophila, foi justificada pelo alto nivel de diferenciagdo celular sofrido pelo esperma
que, praticamente sem citoplasma e sem atividade celular qualquer, perde a capacidade de
reparo do material genético que transportam (Sparrow et al,1972).

O fato de ter sido colocada em evidéncia a existéncia de mecanismos de reparo para
danos introduzidos no material genético das células e a discrepancia observada entre as
previsdes de incidéncia de efeitos genéticos, elaboradas a partir de modelos baseados na
LNT e em resultados experimentais, abriu, junto aos organismos internacionais
responsaveis pelas diretrizes de protecdo radioldgica, a discussdo de como, sem abandonar
a LNT, levar em consideracdo as novas evidéncias (Bond,1981; Hendee,1996).

Na década de 1960, a Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos criou um



comité com a incumbéncia de promover o levantamento de todos os dados da literatura
relativos as relagcdes “dose-resposta”. O resultado dessa iniciativa foi o Relatorio do "BEIR
I", Biological Effects of lonizing Radiation I, em 1972. Para se posicionar sobre a inducao
de efeitos genéticos por acdo das radiacdes, o comité se embasou em estudos envolvendo
animais. Estudos envolvendo seres humanos ndo foram localizados. Para seu
posicionamento em relacdo a carcinogénese, o Comité se baseou, principalmente, em
estudos envolvendo seres humanos. O efeito resultante da diminuicdo da taxa de dose na
relacdo dose-resposta foi admitido no corpo do relatorio, porém, ndo foi incorporado aos
“coeficientes de risco” gerados pelo Comité (NAS 70,1970).

Para 0 UNSCEAR, United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic

Radiation, (Comité Cientifico para os Efeitos da Radiacdo Atdmica das NacGes Unidas), o

coeficiente de risco, considerados todos os canceres, é de 1 x 10-4/rem-ano (1x102 /Sv-
ano). Esse coeficiente foi utilizado nas Publicagbes 26 e 27 da ICRP, International
Commission on Radiological Protection, (Comisséo Internacional de Protecdo Radiol6gica)
(ICRP/7T7A, ICRP/77B,1977).

Segundo o IAEA, International Atomic Energy Agency, (Agéncia Internacional de
Energia Atomica) em 1978, os ataques nucleares as cidades de Hiroshima e Nagasaki
proporcionaram uma oportunidade Unica para o entendimento dos efeitos da exposicao de
uma populagdo humana a baixas e altas doses de radiacdo. Até entdo, os estudos relativos
aos efeitos genéticos das radiaces se limitavam a exposicdo de pequenos animais a altas
doses. Os estudos realizados nas populacdes de Hiroshima e Nagasaki contribuiram para
confirmar a hipotese da LNT, apesar de ndo terem sido identificados, nos descendentes das
populacdes irradiadas, efeitos hereditarios passiveis de serem imputados as explosdes
nucleares. O aumento significativo da incidéncia de leucemia e tumores sélidos nas
populaces irradiadas e a relagdo dose/efeito observada, mesmo para doses consideradas
baixas, confirmavam a hip6tese LNT; também confirmava a inducdo de leucemias e de
canceres, como 0s principais efeitos produzidos nas populagbes sobreviventes
(IAEA,1978).

Nesse contexto e para fins de protecdo contra o efeito das radiacdes, numa atitude
reconhecidamente de prudéncia, ficou estabelecido que qualquer dose, por menor que fosse,

representava um risco para a saude do individuo irradiado (auséncia de um limiar de dose)
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e que esse risco poderia ser estimado com base nas observacdes realizadas para altas doses
(Hipdtese da Linearidade Dose-Efeito).

O Comité do Conselho Nacional de Protecdo Radioldgica e de Medidas - NCRP,
também envolvido com a questdo da validagdo da LTN para cancer em seres humanos,
frente a inexisténcia de dados conclusivos sobre a questdo, se propOs a realizar um
levantamento bibliogréafico exaustivo, na area da radiobiologia, de modo a verificar a
possibilidade de serem estabelecidas algumas generalidades ou levantados alguns fatos que
viessem a reforcar uma confiabilidade na adog¢do da LNT, nesse caso especifico (Calabrese,
1994).

Nos relatorios em que algum crédito foi dado para o efeito “taxa de dose”, 0s
questionamentos se relacionavam com a forma de introduzi-lo nas estimativas dos
coeficientes de risco e na estimativa de respostas para taxas de dose extremamente baixas
(Jaworowski,1995 e 1997).

Em suma, a questdo da LNT, embora tenha sido tratada, nesta introducdo, de
maneira bastante superficial, deixa elucidado que a questdo dose-resposta, para o0 caso das
baixas doses, permanece aberta, sendo seus efeitos para a salde ambiental de interesse
mundial, e, em decorréncia, a salde humana. Evidencia-se a falta de respaldos
experimentais técnicos-cientificos consistentes que permitam as autoridades pertinentes
uma tomada de decisbes especificas de protecdo radioldgica. Sendo assim, torna-se de
crucial importancia o desenvolvimento de projetos de pesquisa voltados especificamente
para as doses baixas e de sua ligacdo com as questdes da protecdo contra possiveis efeitos

danosos das radiagdes ionizantes a salde humana e aos seres vivos em geral.

O biomonitoramento vem a cada ano tomando espaco na comunidade cientifica,
principalmente os ensaios com plantas que tornam o trabalho mais facil do ponto de vista
da legislacdo, em contrapartida aos ensaios com animais. A pesquisa com a Vicia Faba
(Grant, 1999; Savage, 1990) tem sido bastante aplicada em estudos sobre genotoxidade e
poluicdo ambiental, tanto com testes de micronucleos como os “comet assay”(Gichner,
2003). No Laboratorio de Neutrongrafia em Tempo Real, LNRTR/COPPE/UFRJ, estuda-se
a possibilidade de avaliar a planta sensitiva (Mimosa debilis), vulgarmente conhecida como
“Dormideira” como um novo bioindicador, em uma outra linha de pesquisa, que visa 0

levantamento de seu potencial sensitivo a agentes genotoxicos. Esses estudos demonstram



que o biomonitoramento vem sendo amplamente explorado, surgindo novas metodologias e

novos tipos de biomonitores, de forma a contribuirem com as pesquisas cientificas.

Visando esta contribuicdo, ou seja, o estudo sobre o biomonitoramento de areas
controladas ou supervisionadas, que tenham grande relevancia para a avaliagcdo dos efeitos
mutagénicos em baixas taxas de doses sobre 0 meio ambiente, a Tradescantia € uma planta
que demonstra ser uma boa alternativa. Ela apresenta caracteristicas peculiares, sendo
também considerada uma planta 6tima para a ornamentacdo, sendo facilmente manipulada
e identificada, fornecendo respostas confidveis para avaliagdo experimental (Suyama,
2002).

1.2. Objetivo

O estudo proposto refere-se ao desenvolvimento de uma pesquisa
cientifica, de suma importancia para o Brasil e de interesse internacional, sobre a
questdo da disposicdo de rejeitos radioativos e as fregiientes discussdes sobre as
baixas doses de radiacdo nas proximidades de depdsitos de rejeitos radioativos e seu
impacto no meio ambiente. Assim, esse estudo tem o objetivo de avaliar o potencial
mutagénico de depdsitos de rejeitos radioativos, fazendo uso de bioindicadores
vegetais e dessa forma colaborar com a comunidade cientifica. Para tal, seguiu-se
0s itens:

1) Avaliar, experimentalmente, dados que contribuam com as
comunidades cientificas, visando subsidiar o entendimento do comportamento
desse sistema bioldgico (Tradescantia), quando submetidos a baixas taxas de doses
de radiagdes (< 200uGy/h), em torno de dep6sitos de rejeitos radioativos;

2) Estabelecer uma escala de efeitos mutagénicos para as diferentes
taxas de doses de radiagéo;

3) Realizar medidas comparativas entre as diferentes regides
proximas aos DRR escolhidos, para a avaliacdo dos efeitos mutagénicos;

4) Avaliar o impacto genotoxico nos bioindicadores produzidos
pelas taxas de doses de radiacdo ionizantes encontradas nos DRR.



1.3. Relevancia

Visando contribuir com resultados que possibilitem algum esclarecimento
sobre as frequentes discussfes que envolvem projetos de implantacdo de depoésitos de
rejeitos radioativos, o estudo realizado em pontos estratégicos podera, através da
metodologia, fornecer um embasamento experimental que contribua significativamente
para a pesquisa dos efeitos bioldgicos provenientes da exposicdo de organismos Vivos
frente a baixas taxas de dose nesses locais.



CAPITULO II
BIOINDICADORES

A utilizacdo de plantas como bioindicadores tem tido cada vez mais um papel
importante nas pesquisas relacionadas ao controle de poluentes atmosféricos e a presenca
de radionuclideos naturais ou artificiais. Em regides de clima tropical, o biomonitoramento
com o emprego de plantas ainda é pouco utilizado, ao contrério dos paises desenvolvidos,
onde essa metodologia e vista como uma forma rapida e segura de se obter informacdes e

ainda de se prever os riscos a que a populacdo humana esta submetida.

Por vérias razdes, 0 nosso ecossistema emite alarmes que irdo sinalizar os danos
ambientais e garantir a seguranca de seus habitantes, transformando-se em um étimo sensor
para a saude ambiental. De uma forma geral, as plantas s&o membros essenciais do
ecossistema e oferecem uma maior sensibilidade aos estresses ambientais do que outros

seres disponiveis para bioensaios (Fritsch et al, 2000).

No projeto EuroBio, realizado durante 0os meses de agosto e setembro de 2000, as
plantas utilizadas mostraram um gradiente de impacto de ozonio, do Norte para o Sul e
Centro da Europa, com efeitos leves, na Escdcia e Dinamarca, e fortes, nas plantas expostas
na Italia, Franca, Austria e Sul da Alemanha. Foram utilizadas plantas de: tabaco, em dez
cidades européias; Choupo; Tradescantia; Azevém e couve, para completar os estudos
(Klumpp et al, 2001).

Bioensaios com plantas sdo adequados porque elas funcionam como monitores
ambientais e, portanto, sensores de risco para 0 meio ambiente. Sendo assim, a maioria dos
ensaios com plantas vém sendo promovidos pelo Programa Internacional de Seguranga
Quimica, IPCS (International Programme on Chemical Safety), juntamente com o
Programa Ambiental das Nagdes Unidas, UNEP (United Nations Environment
Programme), a Organizacdo Internacional do Trabalho, ILO (International Labour
Organization) e a Organizacdo Mundial de Saude do Trabalho, WHO (World Health

Organization). Atualmente, eles sdo usados também pelo Programa Internacional de
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Bioensaios com Plantas, IPPB(International Programme of Bioassay with Plants), sob a
supervisdo da UNEP (Grant, 1994; Grant, 1999; Gopalan, 1998).

Os bioensaios genéticos com plantas, para a deteccdo de aberracdes
cromossémicas e mutacdes de genes, comecaram a receber o reconhecimento de que eram
sensiveis e seguros, somente na década de 1970. Porém, a maioria desses sistemas ja havia
sido empregada em experimentos com radiagdo anteriormente. (Hall et al, 1964; Savage,
1967; Underbrink et al, 1970; Brewen et al, 1971; Sparrow et al, 1972; Underbrink et al,
1973a; Underbrink et al, 1973b; Nawman et al, 1975. Underbrink et al, 1975a; Underbrink
et al, 1975b; Nawman et al,1976; Sparrow et al;1976; Nawman et al,1977; Ma,1979). A
Tradescantia, a Allium e o Cripis, por exemplo, eram usados em estudos de radiacao, desde
1930. Ha especulacdes de que a Vicia Faba ja teria sido utilizada em ensaios com radiagdes
ionizantes, em 1913 (Grant,1999) .

Em 1970, os bioensaios foram recomendados pela Real Academia Sueca de
Ciéncias, Comité de Mutagénese Ambiental e Sociedade de Mutagénese Ambiental,
juntamente com a Organiza¢do Mundial da Saude, para monitorar e verificar as mutacoes,
visando o estudo da genotoxidade no meio ambiente. Muitas espécies de plantas foram
utilizadas, algumas por analises em suas raizes, como no teste com a Allium. A maioria das
especies utilizadas foi da cepa de Allium, da Tradescantia, da Vicia Faba e da Zea Mays.
Algumas plantas foram usadas para o estudo das mutagdes de genes e das aberracOes
cromossomicas (Savage,1990).

Em 1978, um seminario patrocinado pelos EUA, através do Instituto Nacional de
Ciéncias Ambientais da Saude, organizado por Fred de Serres e intitulado “Higher Plant
Systems as Monitors of Environmental Mutagens”, mostrava as caracteristicas peculiares
de sistemas com plantas, que apresentaram resultados positivos por apontar e monitorar
atividades de mutagéneses. Esse seminario teve alto éxito, por focalizar, pela primeira vez,
a importancia de bioensaios com plantas para testar e monitorar mutagéneses ambientais
em larga escala pela comunidade cientifica. Como resultado, esse seminario foi responsavel

por conduzir ao préximo passo, o programa “Gene-Tox” (Grant,1999).

Em 1979, no escritorio de Substancias Toxicas dos EUA, a Agéncia de Protecao
Ambiental iniciou o programa “Gene-Tox”, amplamente focalizado para os bioensaios

microbiano, animal, e com planta, cuja finalidade era avalia-los em termos da toxicologia



genética. O Programa “Gene-Tox” reunia 24 grupos de trabalho, onde um deles, o “Plants
Working Group”, era composto de 10 socios: M. Constantin (o lider de grupo), W.F.
Conceda, Te-H. Ma, R. Nilan, M. Plewa, G. Rédei, S. Sandhu, L. Schairer, J. Van't Hof e
B. Vig. As metas do programa Gene-Tox consistiam em avaliar os principais organismos e
0s bioensaios usados para a descoberta de mutagénese/carcinogénese (Ma,1982).

Na década de 80, aconteceu a conferéncia, “Pollen Systems to Detect Biological
Activity of Environmental Pollutants”, patrocinada pelo Instituto Nacional de Ciéncias de
Saude Ambientais dos EUA e pela Agéncia de Protecdo Ambiental. Nessa conferéncia,
varias espécies foram identificadas, nas quais poderiam ser usados 0s sistemas de pdlen
para a descoberta e monitoramento de genotoxidade ambiental. Na ocasido, T. H. Ma
descreveu detalhadamente os bioensaios com a Tradescantia Microndcleos para a
monitoracdo “in situ” da mutagénese (Ma,1981; Ma et al,1982; Delone et al, 1981). A partir
de entdo, vérios cientistas, em diversas partes do mundo, comecaram a utilizar esses
ensaios (Delone,1981; Ichikawa,1981; Ma et al, 1984; Tano;1989).

Em 1984, o Programa Internacional em Seguranca Quimica (IPCS) iniciou o
estudo de Sistemas de Bioensaios com Plantas, em cooperacdo com a UNESP e a
Organizacdo Mundial de Saude (WHO). Os objetivos do estudo eram: (1) a calibracdo dos
bioensaios com plantas selecionadas para o potencial mutagénico, como detector de
substancias quimicas ambientais e (2) avaliagdo comparativa entre laboratdrios “e de
variabilidade dentro de cada laboratdrio, para cada ensaio, de forma que eles pudessem ser
usados sobre uma base mundial. Um relatdrio preliminar do IPCS/WHO sobre este sistema
de planta foi publicado em 1991. O estudo foi finalizado, em uma reunido em Saint
Petersburg, RUssia, em 1992, e os detalhes técnicos e objetivos dos estudos foram
publicados no periédico Research Mutation, em 1994. Infelizmente, o Programa
Internacional em Seguranca Quimica ndo foi consolidado para continuar esse projeto,
visando ampliar os testes e 0 monitoramento numa escala global”
(Ichiwaka,1992;Grant,1994;Cebuska,1994).

Em 1994, Te-Hsiu Ma iniciou o Programa International de Bioensaios com
Plantas, onde reuniu varios resultados e divulgou seu protocolo de bioensaios. (Ma et al,
1982,1994 e 1998).



Em 1995, realizou-se o Seminario Internacional, “Workshop on Plant Bioassays
for Global Environment”, sob o patrocinio do Programa Ambiental das Nacfes Unidas, na
Ocean University, Qingdao, na Republica da China, que foi altamente prdspero, com
participantes de 14 paises (excluindo os delegados chineses), onde foram avaliadas seis
categorias de contaminacdo ambiental (ar, solo, &guas superficiais e &guas profundas,

pesticidas, radiacdo) atraves de testes com plantas (Gopalan,1998; Ma,1998).

Apesar de todo o progresso alcancado na protecdo do meio ambiente durante as
ultimas décadas, a poluicdo gerada representa um dos principais problemas ambientais no
mundo inteiro. A concentracdo elevada de poluentes, tanto no ar, no solo, como na agua,
representa um risco para a satide humana. E fundamental que se tenha um método réapido e

sensivel capaz de antecipar qualquer dano ao meio ambiente, de maneira facil e eficaz.

Com o avanco da tecnologia, 0 homem busca a todo 0 momento novas formas de
energia e meios para facilitar sua vida. Com isso, ao utilizar a tecnologia nuclear, cresce a
producéo de rejeitos radioativos no mundo inteiro. A cada ano, toneladas deles séo gerados
e armazenados em depositos. A grande preocupacao reside nos efeitos que eles podem
causar no meio ambiente e, por conseqliéncia, na interferéncia deles na salide humana.
Assim, pesquisas sédo feitas para o controle e monitoramento do meio ambiente, sendo fruto
crescente de discussbes e focando sempre a preocupacdo com os efeitos bioldgicos

decorrentes de baixas doses de radiacdo sobre 0 homem e sobre seu habitat.

1.1 Levantamento historico de um bioindicador

Alteragbes morfologicas em plantas sdo sintomas usados na bioindicacdo, em
funcdo da facilidade do trabalho e da descomplicacdo na identificacdo e avaliacdo das
alteracBes, ndo sendo necessarios laboratdérios especializados. Diferentes indicadores
morfolégicos, para diferentes fatores de estresse, ja foram testados, de forma que é possivel
se realizar uma indicacéo, a longo ou curto prazo, para concentracdes baixas ou elevadas de

poluentes, ou de exposicdo a radiacdo, como visto anteriormente.
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O desenvolvimento na &rea do monitoramento biolégico provocou o surgimento
de inUmeras designacdes para métodos e enfoques que se desenvolveram em conexao com

diferentes linhas de pesquisas e aplicacdes praticas.

A utilizagdo de um sistema bioindicador com plantas vem apontando uma série de
vantagens ao longo do tempo, principalmente, em se tratando das plantas superiores, que
sdo organismos eucaridticos cuja complexidade genética (em termos de quantidade total de
DNA por nucleo, genes estruturais, organelas, morfologia cromossémica, etc.) é similar a
do homem; s&o multicelulares com complexa organizacdo sistémica; possuem
desenvolvimento embrionério, onde também ocorrem a determinagdo, a competéncia e a
hereditariedade celular (Sant’Anna, 2003; Constantin, 1982).

11.2 Bioensaios

Dentre os bioensaios mais utilizados, destacam-se os que utilizam a planta
Tradescantia. Por apresentar um ciclo de vida curto, suas respostas biologicas ao
estresse a que for submetida, podem ser avaliadas em um intervalo curto pos-exposicao
(de forma aguda ou crénica). Sua exposicao direta permite a avaliagdo da contaminacéo
de solos, agua, atmosfera e de substancias especificas. A maioria dos bioensaios com
vegetais apresenta uma Otima sensibilidade (baixa ocorréncia de respostas falsas-
negativas) (Ennever et al, 1998). A Tradescantia é uma planta ornamental de pequeno
porte com algumas caracteristicas que a torna um material extremamente Gtil para a
conducgdo de experimentos envolvendo danos no material genético de suas células, em
se tratando de exposi¢cOes tanto em baixas como em alta doses de radiacdo ionizante,
apresentando respostas bastante satisfatorias.

Do uso intenso da Tradescantia em estudos genéticos, encontrou-se uma série de
caracteristicas que permitem a deteccdo de agentes que afetam a estabilidade do
genoma. Pelo menos, quatro dessas caracteristicas foram selecionadas como indicadores
em bioensaios de avaliacdo de toxicidade genética, sendo os mais utilizados: 1) o ensaio
de mutagdo para célula cor de rosa em pélos estaminais, com a espécie Trad-SHM
(Tradescantia Stamen Hair), que é um teste de mutacdo mitética pontual e se baseia na

expressao de um gene recessivo para a cor da flor em plantas heterozigotas; 2) o teste
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citogenético, que se baseia na formagdo de micronucleos (Trad-MCN) e resulta de uma
quebra cromossémica nas células meidticas geradoras do polen.

A propagacdo da Tradescantia é feita vegetativamente, através de estacas, o que
permite a obtencdo de clones originarios de uma Unica planta, que sdo cultivados e
mantidos em vasos comuns de mesmo tamanho. Os cuidados a serem tomados séo 0s
mesmos para qualquer planta ornamental, sendo proibido o uso de qualquer tipo de
agrotdxico; no entanto, deve haver um suprimento metodico de fertilizante a base de
NPK (nitrogénio, fosforo e potassio), em proporg¢des iguais. O ideal é que o cultivo
dessa planta seja feito em cémaras climaticas, sob controle de luz, umidade e
temperatura. Quando isso ndo € possivel, uma casa de vegetacdo oferece condicOes

razoaveis.

11.2.2. Tradescantia Stamen Hair (Trad-SHM):

Na Tradescantia, as flores surgem na forma de inflorescéncias sendo que cada
uma é constituida de varios botdes florais de tamanhos e idades diferentes, o que garante
a abertura de, no minimo, uma flor, diariamente. Cada flor possui seis estames, trés
petalicos e trés sepélicos, sendo que o numero de pélos estaminais pode variar,
conforme a linhagem, de 50 a 120 pélos. Cada pélo é constituido por uma cadeia linear
de células, todas originarias de uma mesma célula epidérmica do filamento estaminal. O
namero de células, por pélo, varia de 20 a 50.

A Tradescantia, clone 4430, tem a cor de suas flores definida por um par de genes
que pode ser AA, Aa ou aa. Clones AA séo puros para a cor azul; clones aa sao puros
para a cor rosa. Clones Aa sdo azuis, porém, apresentam o gene para rosa. No caso dos
clones utilizados na investigacdo de mutagdes, o par de genes responsavel pela cor das
células é o par Aa. O gene “a” € responsavel pela substituicdo da cor azul dominante,
pela cor rosa, quando o gene A deixa de se manifestar. A ndo manifestacdo do gene
dominante (A) indica que o mesmo foi danificado. Consequentemente, a presenca de
células rosas em um universo de celulas azuis indica a presenca de mutacdo do gene A e
a alteracdo no material genético da célula que se observa. Como os pélos estaminais

crescem, através de divisdes sucessivas de células, as freqliéncias de mutagdes, bem
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como os dados de sobrevivéncia celular, podem ser razoavelmente comparados com 0s
dados de uma cultura de células ou de microorganismos (Ichikawa,1992).

Sparrow e colaboradores (1972) estudaram o efeito da exposicao da Tradescantia
aos néutrons e aos raios-x e encontraram uma relagao linear dose-resposta, para ambos

0s agentes, para altas doses.

A frequéncia de mutacbes espontaneas de varios clones e hibridos de
Tradescantia foram determinados com base em uma sequéncia de investigacdes
realizadas no Brookhaven National Laboratory (BNL) (Underbrinck et al, 1970). Os
clones BNL 4430 e BNL 02 apresentaram frequiéncias inferiores aquelas dos clones
puros da espécie, sendo, por isso, considerados o0s mais adequados para a
experimentacdo (Underbrinck et al,1973a; Underbrinck et al,1973b e; Underbrinck et
al,1975a;Underbrinck et al,1975b).

Dentre os bioensaios realizados em curtos intervalos de tempo, alguns sdo de
interesse particular, porque respondem a uma exposi¢cdo ambiental em dose com tanta
sensibilidade quanto possivel a resposta de células humanas, o que torna viavel a
comparacdo de dados em pesquisas, para fins de prevencdo (Sparrow et al, 1972). O
bioensaio pela Trad-SHM tem varias caracteristicas intrinsecas, sendo muito indicado
para estudos ambientais. Em 1984, Ma apresentou em seu trabalho alguns dos
resultados sobre a genotoxidade dos agentes ambientais estudados em céelulas somaticas
da Tradescantia e apontou 0 método de microndcleos como altamente eficaz e seguro

para avaliar a genotoxidade ambiental (Ma, 1994).

11.2.2. Tradescantia Micronucleus (Trad-MCN):

Mais de 30 anos ap0s a observacao de micronucleos, a partir da deteccdo de danos
a meiose, Steinitz, Ma e colaboradores, desenvolveram o ensaio do micronucleo-na-
tétrade (Trad-MCN) no Laboratério Nacional de Brookhaven. Empregando a espécie
hibrida 4430, eles compararam a producdo de micronucleos nas células mées do polen
com as células cor de rosa dos pélos estaminais da Tradescantia, quando exposta ao 1,2
dibromoetano (DBE) (Steinitz,1944;Ma et al,1978). Naquela época, os ensaios da
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mutacdo em pélos estaminais vinham sendo amplamente empregados, tornando-se um
teste reconhecido para a mutagénese radiobiologica e quimica. O ensaio do microndcleo
demonstrou ser altamente eficiente com uma sensibilidade extraordinéria, dada a
especificidade de ser necessario um dano muito menor para produzir 0os micronucleos,
quando comparada a do ensaio envolvendo a mutagdo dos pélos estaminais (Underbrink
et al,1973b).

A sensibilidade e a simplicidade do ensaio Trad-MCN foram ainda demonstradas
em experimentos nos quais se empregaram baixas doses de raios-X e dois agentes
mutagénicos: metanossulfonato de etila (SEM) e azida sodica (NaN3) em ambas as
formas: gasosa e liquida. Uma dose de raios-X de 20 rad (200mGy) induziu alta
frequéncia de micronucleos (23 MCN/100 tétrades), enquanto uma frequéncia de 1,8
MCN/100 células foi induzida por 50 rad (500mGy) de raios-X, em linf6citos humanos,
e de 2,5 MCN/100 entroblastos de camundongo, em cultura de medula dssea, quando
exposta a 35 rad (350mGy)de raios-X. Enquanto ocorria 0,2% de mutagdes por rad, no
ensaio de pélo estaminal (Trad-SHM), ocorria 1,6% MCN por rad, no ensaio Trad-
MCN. A relacdo dose efeito no ensaio Trad-MCN com raios-X mostrou-se mais
sensivel que a Trad-SHM (Rodrigues, 1999).

Uma vantagem adicional no ensaio Trad-MCN é o curto periodo de exposicdo (6h)
necessario para se completar um teste, seguido de uma recuperacdo de 24 horas, para
permitir que as células expostas na profase atinjam o estagio de tétrade, apropriado para
a contagem de micronucleos. Essa periodicidade da meiose foi testada em um estudo da
sensibilidade dos estagios, usando raios-X em Tradescantia paludosa. Grupos de
inflorescéncias receberam uma dose de 35 rad (350mGy)de raios-X, ap0s 0 que as
inflorescéncias foram removidas e fixadas em intervalos de 3h, durante 48 h, apos a
irradiacdo (Ma et al,1982).

O emprego do ensaio Trad-MCN para 0 monitoramento de agentes clastogénicos
ambientais foi primeiramente proposto, apds estudos envolvendo agentes poés-
mutagénicos em localidades poluidas. Uma vantagem percebida é que nenhuma
atividade enzimatica externa é necessaria para ativar os agentes pro-mutagénicos, dado
que 0 aparato enzimatico continuava totalmente funcional nas inflorescéncias extraidas

das plantas e expostas aos tratamentos (Ma, 1979; Ma, 1981; Rodrigues,1999).
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O bioensaio da Tradescantia Microndcleos (Trad_MCN) foi um dos testes usados
no Programa Internacional de Bioensaios com Plantas (IPPB) e do Programa de Meio
Ambiente das Nagdes Unidas (UNEP). Usando os danos sobre o cromossoma como o
bioindicador das propriedades carcinogénicas de agentes ambientais, em formas
gasosas, liquidas e sélidas, esse ensaio demonstrou ser uma ferramenta rapida e eficiente
para selecionar células carcinogénicas. Em 1981, um protocolo padrdo foi apresentado
(Ma,1981) e foi divulgada uma lista de resultados de testes de carcinogénese e
genotoxidade compilados nos anos posteriores (Ma, 1982; Ma 1983; Ma,1984). Sob a
coordenacdo do IPPB/UNEP, mais de quarenta institui¢des, incluindo as pesquisas
publicas, relacionadas ao estudo do cancer nos paises desenvolvidos, que executam
tarefas de monitoramento do ar, da agua e de solo poluidos. Assim, o sistema
Trad_MCN pode ser usado em uma escala global como método preventivo para detectar

carcinogénese (Ma, 1998).

15



CAPITULO III
CONSIDERACOES TEORICAS

I11.1. Rejeitos radioativos no Brasil.

"Lixo atbmico" é o termo popular empregado para designar o "material” radioativo
gerado nos reatores nucleares e nas usinas de reprocessamento de elementos combustiveis
usados. Contudo, o termo s utilizado pela comunidade cientifica é 'rejeitos radioativos"',
que abrange todos os materiais que ndo podem ser reaproveitados e que contém substancias
radioativas em quantidades tais que ndo podem ser tratados como lixo comum (CNEN -
NE-6.05,1985).

Os rejeitos originam-se nas instalacdes radioativas, instituicbes de pesquisa,
laboratérios de andlises clinicas, hospitais, indUstrias e universidades. Os materiais mais
comuns que constituem essa categoria sao: rejeitos solidos (compostos de luvas, papéis,
algodéo, vidros e mais uma série de materiais comumente utilizados em laboratério que,
através de contacto com substancias radioativas, acabam contaminados); e 0s rejeitos
liguidos (constituidos principalmente da &gua utilizada na descontaminacdo de
instrumentos e das solugbes que sdo utilizadas nas analises de laboratério), devera estar
incorporado em matriz, homogeneamente distribuido e com um minimo de material
segregado, formando um produto monolitico (CNEN — NE-6.09,2002).

No Brasil, a CNEN, Comissdo Nacional de Energia Nuclear, é o 6rgdo federal
responsavel pelo licenciamento e fiscalizacdo das instalagdes nucleares e radioativas. Ela
exerce controle sobre todo o material nuclear, de forma a garantir a seguranca da
populacdo, trabalhadores e 0 meio ambiente, e, na area de rejeitos radioativos, estabelece
normas de controle que cobrem todas as atividades concernentes ao gerenciamento desses

rejeitos, desde a sua origem até o armazenamento final.

As substancias radioativas utilizadas nessas instalacbes sdo produzidas

artificialmente, a partir de substancias ndo radioativas, em aceleradores de particulas ou,
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principalmente, em reatores nucleares, os quais, para funcionar, necessitam de combustivel
nuclear, como, por exemplo, o urénio. Para poder ser utilizado nos reatores, o uranio €
extraido de minérios, concentrado, purificado e processado. Devido ao processo de
mineracdo, hd uma enorme quantidade de rejeitos, com volumes e atividades muito maiores
que os rejeitos institucionais e tém, além disso, uma variedade grande de composig&o.
Tanto podem ser as milhares de toneladas de material com baixa radioatividade das sobras
do minério, como os poucos litros de liquido com altissima radioatividade, que resultam do

reprocessamento do combustivel nuclear, apds seu uso no reator.

H& ainda um terceiro grupo, constituido dos rejeitos radioativos que sdo gerados,
quando as instalacbes do ciclo do combustivel sdo desmontadas, no fim da sua vida util.
Sdo compostos na maior parte de metais e materiais da construcdo que estdo contaminados.

A maior parte vem do descomissionamento dos reatores nucleares.

111.2 — Tratamento e Disposicédo dos Rejeitos Radioativos

Os rejeitos radioativos precisam de tratamento especializado, para evitar danos ao
homem e ao meio ambiente, da mesma forma que qualquer residuo convencional. Para
tanto, deve-se seguir um protocolo especifico, desde a coleta dos rejeitos nos pontos de
origem até seu ponto de destino e armazenamento, obedecendo aos requisitos de protecao
aos trabalhadores, aos individuos do publico e ao meio ambiente. Esse protocolo € descrito
pela Gestdo de Rejeitos Radioativos, constantes da norma CNEN-NN-6.09,2002, estando
de acordo com as recomendagdes da IAEA (IAEA,1991; IAEA,1992). A norma CNEN-
NN-6.09 estabelece as regras para: a coleta; a segregacdo dos diversos tipos de rejeitos; o
tratamento; o armazenamento e a disposicdo final. As Figuras I111.1 e I11.2 mostram a

disposicao dos rejeitos radioativos no DRR/Usina Nuclear de Angra I.
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Figura I11.2. Viséo geral do armazenamento de rejeitos radioativos dentro do

depdsito da Usina Nuclear Angra I.
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111.3 Depositos de Rejeitos Radioativos.

Por enquanto, os rejeitos radioativos de média atividade gerados no Brasil
compreendem os elementos combustiveis queimados, que estdo sendo armazenados na
propria central nuclear, pois ainda ndo foi definida uma politica nacional sobre o seu
reprocessamento para o reaproveitamento do plutonio e do urénio nele contidos. N&o ha,

portanto, previsdo sobre o gerenciamento desses rejeitos.

O Governo, apés o acidente radiologico de Goiania, com a disseminacdo do
radionuclideos Ceésio-137, decidiu construir um repositorio permanente para o material
gerado pelo acidente, denominado Repositério da Abadia de Goias (GO). Porém, ainda se
faz necessaria a criacdo de outros depdsitos, para os rejeitos de atividades baixa e média,
gue estdo sendo gerados rotineiramente no Pais. Esses rejeitos estdo sendo armazenados em
depdsitos provisorios, o que leva a discussdes politicas e a questdes de seguranca. Os locais
de armazenamento estdo localizados nos institutos de pesquisa subordinados a Comissao
Nacional de Energia Nuclear, onde sédo tratados os rejeitos gerados nos proprios institutos e
aqueles recolhidos em hospitais, clinicas, industrias e outras instituicdes, nos quais estima-
se que:

» No Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, em Sao Paulo, estdo cerca de

1200 tambores, ocupando um volume de 250 m*, e tendo uma atividade de
220 TBq.”

» No Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear, em Belo Horizonte,
estdo cerca de 150 tambores, que ocupam um volume de 30 m* o que resultou
numa atividade de 100 TBq."

» No Instituto de Engenharia Nuclear, no Rio de Janeiro, ha aproximadamente 35

tambores com volume de 7m®. ~

> Na Central Nuclear Angra I, onde estdo armazenados os rejeitos de atividade
baixa e média gerados na propria usina, estdo cerca de 5.000 tambores de 200 £
totalizando 3.000 toneladas, aproximadamente, com volume de 1000 m® e
atividade de 4,5 TBq."

19



» No Complexo Industrial de Pogos de Caldas, onde estdo armazenados 0s
rejeitos gerados na purificacdo de concentrados de uranio e tério, estdo 12700
toneladas de um concentrado chamado Torta I, com volume de 7250 m® e
atividade de 120 TBq.”

» Nos depositos da antiga Usina Santo Amaro, onde estdo armazenados oS
rejeitos gerados na purificacdo de terras raras extraidas da monazita, estdo 540
toneladas de Torta 11, com volume de 325 m® e atividade de 5 TBg, em S&o
Paulo, 3500 toneladas e atividade de 30TBq em Botuxim (SP).

» Os rejeitos decorrentes do acidente radiol6gico de Goiania constituem-se em um
caso particular, ja definitivamente solucionado. Foi construido um repositorio
em Abadia de Goias (GO) para receber cerca de 4.000 toneladas de rejeitos,
com atividade de 40 TBq, que foram gerados na descontaminacdo das areas
atingidas pelo acidente. Os tambores contendo os rejeitos estdo colocados
dentro de blocos de concreto, cobertos com terra e vegetacdo, de modo a evitar
seu contacto com a biosfera. Apesar dos riscos ambientais insignificantes
associados a solucdo adotada, a Comissao Nacional de Energia Nuclear mantém

um controle constante do repositério e do meio ambiente préximo ao local. *

Nas Figuras 111.3 e 111.4 tem-se uma visdo geral do armazenamento de rejeitos
radioativos em um repositorio permanente do Brasil. Apesar de todos cuidados serem de
fundamental importancia na elaboracdo e implementacdo de um repositério permanente,
ainda se faz necessario um monitoramento constante nessas areas, de tal maneira que este
ndo represente um risco as popula¢cdes humanas. A metodologia proposta se enquadra dessa
maneira, N0 monitoramento e no controle dessas regides, de forma a favorecer o controle

dessas areas, através do biomonitoramento.

“(Fonte:http://www.ipen.br)
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Figura 111.3 — Esquema de armazenamento em um deposito permanente. (a) temos o
confinamento do rejeito radioativo em tambores;( b) varios tambores sdo colocados
envoltos em um bloco de concreto; (c)camada mais espessa de concreto sobre todos 0S
blocos e em (b) lacrados; (d) camadas de terra e vegetacdo sobre a camada de concreto em

(c).
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Figura 111.4: Repositério da Abadia de Goias (GO)

111.4. Efeitos Bioldgicos das Radiagdes

A radiagdo pode causar a ionizacdo dos atomos, afetando as moléculas,
células, tecidos, orgdos e até todo o corpo. As células, quando expostas a radiagcdo
ionizante, sofrem a acdo de fendbmenos fisicos, quimicos e bioldgicos. Assim, é de suma
importancia avaliar os efeitos da radiacdo sobre elas. O corpo humano é constituido de
cerca de 5 x 10%? células, muitas das quais altamente especializadas para o desempenho
de determinadas fung¢bes. Quanto maior o grau de especializagdo, isto é, quanto mais
diferenciada for a célula, mais lentamente ela se dividird. Uma excec¢do significativa a
essa lei geral é dada pelos linfocitos, que, embora sé se dividam em condi¢des
excepcionais, sdo extremamente radiosensiveis. A Figura I11.5 mostra a comparacdo da

radiosensibilidade de alguns seres vivos, em funcéo da dose letal aguda recebida.

Um organismo complexo, quando exposto as radiagdes, esta sujeito aos efeitos

somaticos, que lhe sdo restritos, e aos genéticos, transmissiveis as geracdes posteriores.
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Os fendmenos fisicos que intervém sdo a ionizacdo e/ou excitacdo dos atomos, 0s quais
sdo responsaveis pelo compartilhamento da energia da radiacdo entre as células. Os
fendmenos quimicos sucedem aos fisicos e provocam rupturas das ligacdes entre 0s
atomos, formando radicais livres, num intervalo de tempo muito pequeno. Os fenbmenos
bioldgicos da radiacdo sdo uma conseqliéncia dos fenémenos fisicos e quimicos. Eles
constituem as primeiras reaces do organismo a acao das radiacOes, inclusive, para doses
relativamente baixas. Além dessas alteracbes funcionais, os efeitos bioldgicos
caracterizam-se também pelas variagdes morfoldgicas. Entendem-se como variagdes
morfoldgicas, aquelas alteracBes em certas fungfes essenciais ou a morte imediata da
célula, isto €, dano na estrutura celular. Assim, as funcdes metabdlicas podem ser
modificadas, a ponto da célula perder sua capacidade de efetuar as sinteses necessarias a

sua sobrevivéncia.

RADIO-RESISTENCIA DOS SERES UIUOS
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Figura I11.5 Esquema experimental da radiosensibilidade de alguns seres vivos.
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As células vivas podem ser classificadas segundo suas taxas de multiplicacéo,
que também indicam sua relativa sensibilidade a radiagéo. Isso significa que diferentes

sistemas celulares tém sensibilidades diferentes, tais como:

»  Os linfécitos (globulos brancos) e as células que produzem sangue estdo em
constante reproducdo e sao as mais sensiveis.

» As células reprodutivas e gastrintestinais ndo se replicam tdo rapidamente e,
portanto, s80 menos sensiveis.

»  As células nervosas e musculares sdo, nesse caso, as mais lentas e, portanto, as
menos sensiveis.

Por outro lado, algumas células tém uma incrivel capacidade de reparar esses danos.
Por isso, nem todos os efeitos da radiacdo sdo irreversiveis. Em muitos casos, as células
sdo capazes de reparar um determinado dano e de funcionar normalmente. Em alguns
casos, no entanto, o dano é severo levando a morte celular. Em outros casos, a célula
pode ser danificada e, ainda que consiga se reproduzir, suas células filhas terdo falta de
algum componente e morrerdo. Finalmente, a célula pode ser afetada de tal forma que néo
morre, mas € modificada. As células modificadas se reproduzem e perpetuam a mutagéo,
0 que podera significar o come¢o de um tumor maligno. O esquema apresentado na
Figura 111.6 resume os diversos comportamentos bioldgicos, quando células sdo afetadas

por radiagdes ionizantes.
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Efeito biologico das radiacbes ionizantes
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Figura 111.6 Esquema dos efeitos bioldgicos da radiagdo ionizante.

Pela Figura I11.7, observa-se que os efeitos somaticos classificam-se em imediatos e
retardados, em funcdo de um intervalo de tempo convencionado como sendo de 60 dias.
O mais importante dos efeitos imediatos das radiacdes, ap6s exposic¢do do corpo inteiro a
doses relativamente elevadas, é a Sindrome Aguda de Radiacdo (SAR). O efeito
retardado de maior relevancia € a cancerizacao radioinduzida, que s6 aparece varios anos
apos a irradiacdo. Curva de resposta da probabilidade de Inducéo ao cancer em funcéo da
dose absorvida é expressa por p= a D + oyD?, onde oy é a inclinacdo da reta de ajuste

para altas doses e o € a inclinacdo da reta de ajuste para baixas doses.
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Probabilidade de indugao de cancer (p)

Dose Absorvida (D)

Figura 111.7 — Probabilidade de inducdo ao cancer em funcdo da dose absorvida: (a)
efeitos Imediatos e exposicdes a altas doses (efeitos determiniscos); (b) para efeitos em
longo prazo e exposicdes a baixas doses, podendo causar cancer e danos hereditarios

(efeitos probabilisticos).

Para se quantificar a radiacdo utilizam-se trés tipos de grandezas dosimétricas:

exposicdo, dose absorvida e dose equivalente.

A exposicao representa o poder de ionizagédo da radiagdo no ar e pode ser medida
por uma camara de ionizacdo. A exposicdo é utilizada para descrever, por exemplo: a
radiacdo de uma ampola radiografica a uma determinada distancia. A unidade de exposi¢édo
no sistema Internacional (S.1.) é o Coulomb por quilograma (C/kg). O Roentgen (R) era a
unidade utilizada, mas que ainda é referida com freqiiéncia em muitos documentos, sendo 1
R, correspondente a 2,58 x 10 C/kg.

A dose absorvida utilizada para descrever a quantidade de radiacéo absorvida por
um organismo vivo pode ser definida pela energia, medida em Joules (J), depositada por

unidade de massa (kg) no decurso da exposic¢do. A unidade no S.I. é o Gray (Gy), onde
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1Gy corresponde a 1J/kg. Anteriormente, a unidade utilizada era o rad, sendo 1 Gy
equivalente a 100 rad. Doses muito elevadas, da ordem de centenas de Grays, provocam
a morte em poucos minutos, possivelmente em decorréncia da destruicdo de
macromoléculas e de estruturas celulares indispensaveis & manutengdo de processos
vitais. Doses da ordem 10* Gy acarretam a sindrome hematopoiética, decorrente da
inativacdo das células sanguineas (hemadcias, leucocitos e plaquetas) e, principalmente,
dos tecidos responsaveis pela producao dessas células (medula 6ssea)( Jaworowski, 1997;
Kondo,1993).

Para uma mesma quantidade de radiacdo, os efeitos bioldgicos resultantes podem ser
muito diferentes. Assim, se, ao invés de fracionada, a dose aplicada num paciente em
tratamento de cancer fosse dada de uma vez, a probabilidade de morte seria muito grande,
ou seja, o percentual de sobrevivéncia de células, quando irradiadas de uma s6 vez, é muito
pequeno. Na esterilizacdo de frutas, especiarias, peixes e carnes, com radiacdo vy, as doses
aplicadas atingem 0,3 kGy. Em radioterapia, a dose atinge 2 Gy por aplicacdo. S&o feixes
intensos e capazes de induzir a morte uma pessoa, se aplicados de uma Unica vez no corpo
todo. Em radiologia, os feixes atingem alguns miligrays e ndo devem ser recebidos por uma
pessoa com muita freqliéncia. A radioatividade natural induz no homem doses de radiacao

de 1 mGy em 1 ano.

Inquestionavelmente, as radiacGes ionizantes sdo agentes mutagénicos, conclusdo
essa valida para as espécies animais e vegetais, com base nos resultados obtidos ao longo
de seis décadas de experimentacdo. Na espécie humana, a deteccdo de tais alteracdes é
bastante dificil. Mesmo entre os sobreviventes de Hiroshima e Nagasaki, a maior
populacdo irradiada até hoje e também a mais intensamente estudada, a ocorréncia de

mutacdes radioinduzidas néo foi satisfatoriamente demonstrada (IAEA,1992).

Para valores muito baixos de doses, da ordem de mGy, ndo existem estudos
epidemioldgicos suficientes para estabelecer, com seguranca, o formato da curva
dose/resposta ou a existéncia de um limiar de dose, por isso, supde-se que a probabilidade
de incidéncia de cancer seja proporcional a dose absorvida. Porém, a falta de respaldo

cientifico vem sendo questionada, ao longo dos anos, existindo, hoje, a necessidade de
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experimentos cientificos para se avaliar o efeito das baixas doses de radiacdo e se

desmistificar a questao dose/efeito.

A dose equivalente H é definida é expressa por Hr = DtW; , onde Dt é a dose
absorvida média no 6rgdo ou tecido e W, é o fator de ponderacdo da radia¢do. A unidade

no sistema internacional é o Joule por quilograma, denominada Sievert (Sv).
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CAPITULO IV
MATERIAIS E METODOS

V.1 Selecéo do bioindicador

Em principio, seria utilizada somente a Tradescantia clone 4430, para ensaios
Trad-SHM e para ensaios Trad-MCN. Durante o desenvolvimento da tese de mestrado
(Santos, 2001), uma limitagéo foi detectada em decorréncia da suscetibilidade do clone
4430 as influéncias do clima tropical (temperatura, umidade e chuva), que se manifestam
pela inibicdo de seu crescimento e florescimento. Além disso, quando mantida ao ar livre
por periodos prolongados de tempo, a Tradescantia clone 4430 é atacada frequentemente
por parasitas e insetos, 0 que tornou seu uso também limitado a determinadas regiées com
clima mais ameno. Somente um ensaio foi realizado anteriormente, na regido de Pocos de
Caldas, MG, que é o local préximo ao local de cultivo estando sob as mesmas condi¢des

climaticas em que sao cultivadas.

Para se desenvolver o estudo em regibes de clima quente, procurou-se um
bioindicador similar, que se adaptasse as condi¢des ambientais variadas encontradas no
Brasil. Optou-se por uma planta de mesma familia das Comelindceas, a Tradescantia
Pallida (Rosa) Hunt. Var. purpurea Boom (Sumita, 2003), facilmente encontrada nas ruas
e jardins de varias cidades do pais, que pode ser observada nas Figuras I1V.1 (detalhe) e
IV.2. Essas espécies sdo tetrapdides, com resisténcia notavel a parasitas e insetos,
propagando-se facilmente, através de estacas. Florescem o ano todo e tém poucas
exigéncias de crescimento. A Tradescantia Pallida, somente pode ser utilizada como
bioindicador para avaliacdo do impacto das radiacdes ionizantes em analise pelo método
Trad-MCN; por ndo possuirem pélos estaminais, o ensaio Trad-SHM ndo pode ser

realizado.
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Figura IV.1 — Fotografia de uma flor da Tradescantia Pallida (Rose) var. Purp.

Para fins de comprovacdo de uso para biomonitoramento e estudo de mutagéneses
a baixas taxas de doses de radiacdo, foram comparadas as respostas de dose-efeito
fornecidas pela Tradescantia clone 4430 e Tradescantia Pallida, objetivando-se relacionar
a sensibilidade de ambas, para um modelo bem definido de dano ambiental. Concluiu-se
que essas espécies de Tradescantia sdo igualmente sensiveis as doses de raios-X (10 a 50
cGy). Esses resultados reforcaram a possibilidade da utilizacdo da T. Pallida em estudos de

mutagenicidade ambiental (Suyama et al, 2002; Sumita et al, 2003).

IVV.2 Delineamento Experimental

1V.2.1. Ensaio realizado com a Tradescantia clone 4430.

O experimento foi desenvolvido na Coordenacédo de Laboratdrio de Pocos de Caldas -
COLAB, em um deposito de minério, a Caldasita, que agora faz parte do ambiente natural
ao redor do laboratério. A COLAB é uma unidade da Comissdao Nacional de Energia
Nuclear, CNEN, com faculdade de unidade administrativa ou gestora, vinculada e
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subordinada a superintendéncia de licenciamento e controle da diretoria de radioprotecao e
seguranca nuclear, instalada em zona do municipio de Pogos de Caldas — Minas Gerais.

O laboratdrio, especializado no desenvolvimento e otimizacdo de processos de
beneficiamento de minérios de uranios e/ou torio, assim como de minérios aos quais 0s
dois radionuclideos (e respectivas familias) se encontram associados, dispdem, como
resultados de suas atividades, de diferentes fontes de radiagdo, na forma de fracdes
minerais e de rejeitos de processo, neste contexto, encontram-se |4, armazenados, a
Caldasita e a Torta Il. A Caldasita foi beneficiada na COLAB até 1961, é proveniente da
regido de Pocos de Caldas, sendo um minério rico em zircénio ao qual se encontram
associados uranio e torio. A Torta Il € um subproduto do beneficiamento da monazita que,
por sua vez, € um mineral obtido a partir do beneficiamento fisico das areias monaziticas.
A monazita é beneficiada para a obtencdo de elementos terras raras, utilizadas em
tecnologias de ponta como cerdmicas e semicondutores.  por apresentar teores
significativos de uranio e de torio, a Torta Il é classificada como material estratégico e
como tal é armazenada em depositos, aguardando processamento para a retirada do uranio
e do torio.

Por incorporarem, na sua composi¢do quimica, uranio e tério, a Caldasita e a Torta
Il foram utilizadas, no experimento aqui conduzido, para simular um aumento da

radioatividade ambiental.

Os uranio 238 e 235 assim como o torio-232 sdo 0s unicos elementos radioativos
que ainda permanecem na natureza, na forma em que se encontravam, desde o inicio dos
tempos. com desintegracdo de seus nucleos, cada um da origem a uma das séries de
elementos radioativos com as quais 0s seres vivos convivem, desde o surgimento na terra.
Nas figuras 1V.2, 1V.3 sdo apresentadas, respectivamente, as serie do uranio-238 e o torio-
232, que mais contribuem para a radioatividade ambiental. Dentre as informagdes contidas
em cada uma delas estdo: a meia vida dos dois elementos pais das séries, seus filhos, as
meias vidas de cada um. Mostram a existéncia de radionuclideos com meia vida
extremamente curta e de outros cujas meias-vidas sdo bem mais longas; mostra que as
desintregacBes nucleares podem ocorrer por emissdo de particulas: alfas (dois prétons e
dois néutrons) e particulas beta (elétrons de alta velocidade)e que, com a emissao dessas
particulas, um nacleo que se desintrega d& origem a um outro ndcleo e, conseqiientemente,
a um novo elemento quimico, com novas propriedades fisicas e quimicas que, por sua vez,
Ihes confere um novo comportamento frente ao meio ambiente. Estes, com o objetivo de
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alcancar uma configurac@o energeticamente estavel, nucleos radioativos emitem radiac6es
gama (radiacdo eletromagnética) de diferentes energias, porém, caracteristicas de cada tipo
de nacleo que se desintegre.

e Sé1i€@ dO UIGNIO — 4N + 2

ELEMENTO . lqeqlgng pE ME%WDA +ases EQUACAO DE DECAIMENTOE
NOME — SIMBOLO 'PARTICULA EMITIDA
Urnio U 4,51 10° anos Tl ety g BUH
Tério “XTh 24,10 dias Wi — B + Tk
Protactinio %Pa 1,17 minuto TPa  — B+ U
Uranio *3U 2,47 - 10° anos WU — o + Th
Tério "0Th 8,0 - 10" anos wTh — Ja + ™Ra
Ridio “Ra 1 620 anos ‘wRa — ja + "URn
Radénio ZRn 3,823 dias wRn — Ja + "gPo
1) Polénio  *iPo afo — (8 4 ‘DM

= 3,05 minutos T 7 oy

11) Polonio  “iPo aPo — ;0 + ToPb
Astato  2°At =2 segundos WAt —= jo + B
Chumbo 24Pb 26,8 minutos ‘WPb — 1B + 'UBi
1) Bismuto 4B mBil =38 + NPo
= e 19,7 minutos PP : =
) Bismuto ’gBi wBi 0+ YTe
Polénio *4Po 1,64 - 107 segundo MPo — ja + ’gPb
Télio 2°Te 1,3 minuto WTL — I + gPb
Chumbo *Pb 21 anos Pb — B + uBi
I) Bismuto 2B ‘wBi  — B + UPo
e g 5,01 dias T 3 o
) Bismuto “,Bi Bl 0+ YTE
Polénio *Po 138,40 dias uPo — ja + “gPb
Télio 2°T¢ 4,19 minutos BT — B+ uPb
Chumbo “Pb estével —
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Figura IV.2 — Série do Uranio-238.
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Figura I1VV.3 — Série do Torio-232

Radiacbes alfa, beta e gama sdo radiacfes ionizantes que ao interagirem com a
matéria, transferem para atomos e moléculas do meio atingido a energia a elas incorporadas
no processo de desintegracdo nuclear. a transferéncia se da entre a radiacdo ionizante e 0s
elétrons dos atomos e moléculas por ela atingidos. O processo da origem a um par de ions
que deverd interagir quimicamente com moléculas do meio de modo a restabelecer o
equilibrio elétrico perdido em decorréncia da agdo da radiacgao.
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1VV.2.1.1. Selecé&o dos locais / taxas de dose

Com o auxilio de um detector PCN7013 polor — Radiation Monitor Controler Model
9015 - radical foi inicialmente localizada uma area na qual a taxa de exposi¢do
correspondia a 0,84 uGy/h isto é, igual a taxa na qual se encontra exposto o estoque de
tradescantia mantido na casa de vegetacdo da COLAB. Na mesma regido e exposta as
mesmas condi¢des microclimaticas, foi selecionada outra area, rica em caldasita, cuja taxa
de exposicao era de 13,1 uGy/h. um terceiro ponto, apresentando 39,4 uGy/h foi obtido
com o aporte de bombonas de Torta Il. Os trés locais diferenciavam-se apenas pelo nivel de
radioatividade pontual. Cada um dos pontos experimentais foi cercado por uma cerca com
1,80 cm de altura de modo a evitar que as plantas fossem danificadas por animais. Antes do
inicio do experimento um novo levantamento das taxas de exposicéo foi realizado em cada
um dos locais selecionados, quando as taxas foram confirmadas.

Neste trabalho foi utilizado o clone BNL 4430 da Tradescantia, originario do
Bookkhaven National Laboratory- EUA, que foram trazidas para a COLAB por Geraldo
Stachetti Rodrigues, da Embrapa, e foram mantidas desde entdo em condicdes climaticas
controladas, na Casa de Vegetacdo, na COLAB, sob supervisdo tecnica e cuidados
especiais.

IV.2.1.2. Determinacéo das frequéncias de mutagao

O experimento teve a duracdo de 28 dias, durante os quais as plantas foram mantidas
nas condicOes experimentais que simulavam aumentos do nivel da radioatividade natural.
Com excecdo dos diferentes niveis de “radioatividade natural”, os demais itens, passiveis
de influenciar o resultado do experimento, foram comuns a todos 0S vasos: mesmo
recipiente, solo proveniente de mesma origem, exposicdo as mesmas Vvariacdes
microclimaticas, regimes de rega e de adubagem, comuns.

Com o objetivo de garantir um ndmero minimo de flores por dia e por ponto
experimental, em cada local selecionado para a realizagdo do experimento foram
distribuidos 18 vasos contendo exemplares adultos de Tradescantia (Figura 1V.4.a). Os
vasos permaneceram expostos por 21 dias sendo que a determinacdo da freqliéncia de
eventos mutacionais foi executada num total de 28 dias seqlienciais, de modo a contabilizar
trés semanas de exposicdo continua.
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Diariamente e a partir do primeiro dia de exposicdo, foram coletadas, logo apos a sua
abertura, trinta flores, dez de cada grupo. As flores eram colocadas em placas de Petri
forradas com papel de filtro umedecido em agua; eram conservadas em baixa temperatura
até o momento de sua anélise. A contagem de eventos “rosa” era efetuada por dois técnicos,
para confirmacdo do nimero de pélos e o numero de eventos.

Com uma pinga de ponta fina um estame é removido da flor e depositado em uma
pequena gota de oOleo de parafina ou de 6leo mineral. O todo permanece sobre uma lamina
de vidro que é analisada em lupa. A temperatura ambiente e com o calor da iluminagio da
lupa, as células rapidamente sofrem plasmolise; para evitar a perda de material, 0s estames
sdo analisados individualmente enquanto as flores permanecem em baixa temperatura (em
geladeira ou em isopor com gelo). As contagens foram feitas em cinco flores de cada vez.

O estame é mergulhado no 6leo ( Figura IV.4.b). Com o auxilio da ponta da agulha
de uma seringa, 0s pélos estaminais sdo ordenados (penteados). Ndo deve haver nem
escassez e nem excesso de 6leo; caso contrario, 0s pélos ndo permanecerdo no lugar.

Inicialmente contava-se 0 nimero de pélos e, a seguir, 0 nimero de células rosas
existente no conjunto de células azuis que constituem o0s pélos estaminais (ou eventos
mutacionais). Caso encontrado um pélo com duas células rosa entre células azuis, ou um
pélo todo constituido por células rosa, considerava-se o observado como sendo a evidéncia
de um dnico evento mutacional (Figura 1V.5). Se um determinado pélo apresentasse
alternancia de células azuis e rosas, o numero de mutacGes corresponderia ao nimero de
alternancias observadas, uma vez que essas correspondem a eventos independentes.

A cada dia, 10 flores de cada um dos grupos experimentais eram coletadas e
analisadas, conforme metodologia descrita acima, perfazendo um total de 4.200 pélos
analisados e 126.000 células observadas por ponto experimental, por dia.

As frequéncias de mutacdes refletem o potencial mutagénico em pré-exposicédo
(plantas mantidas na casa de vegetacdo sob controle). A influéncia das condi¢bes devem ser
observadas, a partir do oitavo dia de exposi¢cdo, conforme descrita na Tabela IV.1.
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Tabela 1V.1: Condigdes experimentais

Srupo Experimental

Condic0es Prévias

Condic¢bes Experimentais

vegetacao
Taxa de exposigao:
1,6 uR/min

Grupo A Mantida na casa de | Mantida no Campo
vegetacdo Taxa de exposicao:
Taxa de exposi¢do: 1,6 | 1,6 uR/min
uR/min

Grupo B Mantida na casa de | Mantida no Campo
vegetacao Taxa de exposigéo:
Taxa de exposigao: 25 uR/min
1,6 uR/min

Grupo C Mantida na casa de | Mantida no Campo

Taxa de exposicao:
75 uR/min

Figura 1V.4 — (a) Flor da Tradescantia; (b) as celulas dos pélos estaminais
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Figura IV.5 — Pélo estaminal da Tradescantia.

1VV.2.2. Ensaio realizado com a Tradescantia Pallida.

Justificada a possibilidade da utilizacdo da espécie Tradescantia Pallida, pela
comunidade cientifica, atraves de artigos publicados em periddicos internacionais (Suyama
et al, 2002; Sumita et al, 2003), procedeu-se, entdo, ao cultivo da espécie. Essas foram
cultivadas nos jardins do campus da Universidade Federal do Rio de Janeiro, em local
arejado, dotado de boa luminosidade. As plantas eram regadas duas vezes por semana,
estando sob a temperatura ambiental média de 23°C, onde a taxa de dose medida é de
0,26uGy/h, fornecida pelo monitor de radiagdo, MRA GP500, modelo 7237/03-44. O
cultivo do bioindicador foi controlado por dois jardineiros. A Figura IV.6 mostra as
amostras da Tradescantia Pallida cultivadas nos jardins da Universidade Federal do Rio de
Janeiro - UFRJ.
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Figura IV.6 — Visdo das estacas de Tradescantia Pallida para propagacéo.

IVV.2.2.1. Selegéo dos Locais de amostragens.

O rejeito radioativo pode ser classificado em categorias distintas: rejeitos de baixa,
media ou alta atividade, quanto ao nivel de radioatividade, e, de curta, média ou longa
duracdo, quanto ao tempo de vida. Por exemplo, no processamento do minério de uranio,
sdo produzidos residuos de baixa atividade, mas de longa duracdo; materiais e
equipamentos que foram expostos a radiacdo durante a operacdo das instalagfes nucleares,
como luvas, panos de limpeza, plasticos e vestimentas de protecdo, sdo de baixa atividade e
curta duracdo. Os rejeitos de baixa e média radioatividade sdo compactados dentro de
tambores de aco. Esses rejeitos sdo armazenados em depdsitos. O depoésito da Usina de
Angra esta sob a custodia da Eletronuclear, sendo considerado um depésito inicial, sob a
supervisao da CNEN. Os depdsitos de rejeitos radioativos do IEN e do IPEN séo
considerados intermediarios, obedecendo a critérios, procedimentos e normas estabelecidas
pela. CNEN (CNEN-NN 6.09, 2002). Estes depdsitos sdo destinados a receber e
acondicionar os rejeitos radioativos, objetivando a sua futura reutilizagdo ou remogéo para

um depdsito final.
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O deposito final da Abadia de Goias, também designado repositorio, € o Gnico no
Pais. Ele foi destinado a armazenar os residuos e rejeitos provenientes do acidente com o
Césio-137. A selecdo e a escolha do local para um repositorio tem a participacdo de
diferentes especialistas necessarios ao desenvolvimento de atividades em: Geologia;
Hidrografia; Ecologia; Biologia; Quimica; Fisica; Meteorologia, além de uma assessoria
juridica. O processo da escolha do local deve obedecer a uma analise técnica em forma
seletiva sequencial, compreendendo diversos niveis de detalhamento de dados e
informagdes, as quais devem estar de acordo com as leis n°® 4.118/62 e 10.308/01 e as
normas CNEN-NE 6.05, CNEN-NE 6.06 e CNEN-NN 6.09.

Este trabalho foi concentrado nos quatro depoésitos acima citados: o depdsito
inicial da Usina Nuclear de Angra dos Reis; o da Abadia de Goias (Acidente do Césio-137,
em Goiania), o unico deposito final do Brasil e alvo de grande preocupacéo pela sociedade
brasileira; o deposito intermediario do IPEN (em S&o Paulo), pela grande armazenagem de
rejeitos; e o depdsito intermediario do IEN (Rio de Janeiro) de pequeno porte.

IVV.2.2.2. Descrigdo do Experimento.

Em cada depoésito, foi feito inicialmente o levantamento radiométrico nas
proximidades do DRR, com o monitor MRA GP500, modelo 7237/03-44, para a escolha
dos pontos de exposicdo. Apds a escolha dos pontos, foram colocadas jardineiras contendo
plantas da Tradescantia Pallida, por um periodo de 24 horas. Apds este periodo, é
necessario um tempo de espera de 24 h para que as inflorescéncias sejam fixadas em
solucédo de acido acético e alcool, na proporcéo (1:3). Para as analises, utilizou-se, para a
visualizacdo e captacdo de imagens, o microscopico Nikon Eclipse E400 e a maquina
fotogréfica Pixera, juntamente com o software Adobe Photoshop, para o tratamento das
imagens. A Figura V.8 ilustra os equipamentos utilizados no Laboratério de Neutrongrafia
em Tempo Real (LNRTR/COPPE/UFRJ).
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Figura IV.7 — Fotografia do equipamento de aquisicdo de imagens do
LNRTR/COPPE/UFRJ.

by

O primeiro passo foi a escolha dos pontos para a exposicdo do sistema
bioindicador nos locais proximos aos depdsitos. Através de avaliagdo radiométrica, trés
pontos foram selecionados em cada depo6sito. Um deles, o ponto de controle, foi escolhido
por apresentar uma taxa de exposicdo mais proxima da taxa no local de cultivo. Uma vez
selecionados 0s pontos, depositou-se nos pontos as jardineiras com as amostras de
Tradescantia Pallida, plantadas e dotadas de inumeras inflorescéncias, para garantir um
minimo de 3000 células em amostra por ponto na analise. Para isso, 0s caules devem ter de
tamanho médio, as inflorescéncias pequenas e ainda fechadas. Nesta etapa as amostras
permanecem no local por um periodo de 24 horas. Apos a exposigéo, elas foram colocadas
em agua durante um periodo de 24 horas, periodo esse necessario para que 0 processo de
meiose continuasse e as células maes e grdos de polen atingissem a fase de tétrades

(denominado periodo de recuperacdo), momento em que € possivel se visualizar 0s
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micronucleos. Em seguida, as amostras foram fixadas em solugdo de &cido acético e alcool,
na proporc¢do 1:3, por 24 horas (Ma, 1984). Na Figura V.8, pode-se visualizar uma célula-

mae, na fase de tétrades.

Figura IV.8 - Foto da célula-m&e de grdos de pdlen, com a formacédo de tétrades,

em um aumento de 100x. Célula sem a presenca de micronucleos.

Na preparacdo das laminas, deve-se selecionar uma inflorescéncia, retirar as
anteras, amassar bem, adicionar uma gota de carmim e verificar se estas possuem tétrades.
Caso ndo possua, descarta-se o broto e escolhe-se um novo. Caso possua, coloca-se uma
laminula em cima das células amassadas imersas no carmim e aperta-se levemente, para
que todas possam ser vistas segundo o mesmo plano, no microscépio. Deve-se entdo
aquecé-las com uma lamparina a 80° C, retirar a sujeira e, finalmente, selar a laminula com
esmalte. Com a ajuda do microscopio, inicia-se a contagem das células, em fase de
tétrades. Deve-se contar 300 tétrades por lamina. Utilizando-se uma tabela, é feita a
contagem também por micronucleo, em cada célula. A Figura 1V.9 representa 0 processo
de analise para a Trad-MCN, realizado em diversas fases, a saber: a) selecdo do broto; b)
dissecacdo da antera; c) amassamento das anteras; d) adicionamento do carmim, a fim de
colorir e melhor visualizar as células; nesta etapa, verifica-se a existéncia ou ndo de

tétrades; e) apos confirmacdo da existéncia de tétrades, coloca-se a laminula e aperta-se-a
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levemente; f) aquece-se um pouco a lamina, para que possa ser visualizada em um plano;
g) aperta-se novamente; e h) ja é possivel a aquisi¢cdo da imagem, iniciando-se 0 processo
de contagem. A Figura 1V.10 representa o processo de meiose da inflorescéncia, onde é

possivel se visualizar o estagio de tétrades.

Figura 1V.9 — Representacdo esquematica da metodologia de micronucleos, no

preparo da ldmina com células na fase de tétrades. (Ma,1981)



Figura 1VV.10 — Representacdo esquematica da duracdo e morfologia geral de cada

estagio da meiose das células-mde do grdo de pdlen de Tradescantia (Ma,1983)

Fixados os grupos, foi feita a analise, através da contagem de microndcleos em
cada lamina, sendo quantificadas num total de 300 células por lamina. A Figura 1V.5
apresenta uma tétrade onde ndo se verifica a presenca de micronucleos. As Figuras

IV.11 e IV.12, ja ressaltam a presenca de micronucleos nas tétrades.
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Figura 1V.11. Imagem da célula-mae de grdos de podlen, em fase de tétrades. Célula

apresentando 1 micronucleo.

Figura 1V.12. Imagem de células-méae de grdos de pdlen, em fase de tétrades,obtida com
0 microscopio 6tico, sob um aumento de 100x. Célula apresentando 3 microndcleos,

assinalados por setas.
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IV.2.2.3. Obtencdo dos dados dos ensaios realizados nos DRR selecionados para

exposicdo aguda (24 horas).

A Tabela abaixo mostra as taxas de dose resultantes em cada grupo e local

selecionados.

Tabela 1V.2 — Taxa de dose (uGy/h) resultante de cada grupo e local selecionados.

Grupos Co* C1 A B
(nGy/h) (nGy/h) (nGy/h) (nGy/h)
Local
IEN 0,26 0,44 21,9 35,1
UMA 0,26 0,35 25,4 46,5
IPEN 0,26 0,44 30,0 137
ABADIA 0,26 0,26 2,2 3,1

*Co é o grupo controle no local de cultivo.

A Figura V.13 representa o numero de micronucleos por 100 células analisadas,
resultante da exposicdo do biosensor, que relaciona as taxas de dose aos efeitos

mutacionais observados, em cada grupo e local selecionados.
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Figura 1V.13 — NUmero de micronucleos por 100 tétrades observadas, e locais

selecionados.

IVV.2.2.4. Comparagéo entre 0s grupos controles.

A fim de verificar se as plantas estavam sofrendo algum estresse devido ao
transporte do local de cultivo ao local de exposicdo, foi realizada uma comparacdo entre

todos os grupos controles.

IVV.2.2.5. Curva mutagénica em fungéo da taxa de dose.

Foi construida uma curva relacionando os resultados obtidos em fungdo do

percentual de micronucleos em cada grupo de DRR e a taxa de dose encontrada.
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IV.2.2.6. Comparacao entre a frequéncia de MCN por célula analisada para os grupos
A e B em cada DRR.

Para se observar a influéncia das taxas de dose em relacdo ao dano que esta
poderia causar na célula, foi feita uma comparacgdo entre o percentual de MCN encontrado

em cada grupo A e B, dos DRR selecionados.

IV.2.2.7. Exposicao Cronica.

Para verificar a influéncia da exposicdo as taxas de dose nas plantas por um
periodo maior que 24horas, foi realizado dois ensaios no DRR/IEN: o primeiro com uma
exposicdo de 8 dias e depois por um periodo de 30 dias. Foram analisadas 20 amostras
totalizando 24.000 células, cujas taxas eram no grupo controle 0,45 uGy/h e no grupo A,
40,0pGy/h .

1VV.2.3 Andlise Estatistica.

Apbs realizacdo dos ensaios e com a obtengdo dos resultados, foram realizadas as
analises estatisticas, baseadas na homogeneidade entre as amostras. Os testes envolvidos
sd0 o teste de variancia, teste F e o teste entre as médias (t-student), obedecendo ao
tratamento estatistico do protocolo de T.H. Ma et al.(1981).

TESTANDO A HOMOGENEIDADE DE DUAS AMOSTRAS: Teste de Variancia e t-
Student

Duas amostras sdo consideradas homogéneas quando apresentam, em relacdo ao
carater avaliado, as mesmas médias e as mesmas variancias. A distribuicdo deve ser

Normal assim como Normal é deve ser a distribuicdo do carater analisado, na populacdo de
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origem. Assim sendo os trés conjuntos de dados obtidos experimentalmente foram testados

dois a dois.

A distribuicdo do t-Student define, com diferentes niveis de incerteza, se duas
amostras pertencem ou ndao uma mesma populagdo. Em outras palavras, se o caréater
utilizado como parametro de avaliagdo da homogeneidade apresenta a mesma distribuicéo
nas duas amostra cuja origem se quer testar. Para se determinar se a diferenca entre duas
variancias € significativa, aplica-se o Teste F. Na comparacdo de duas varidncias o valor de

F é obtido dividindo-se variancia numericamente maior pela de menor valor.

F=S2./S2

Onde, S21 > §22€
g2:1 = Variancia da amostra 1,

52, = Variancia da amostra 2;

n = nimero de pontos da amostra e
0 Grau de Liberdade G.L.=n-1

A distribuicdo tedrica de F é descrita por uma funcdo matematica cuja forma da
distribuicdo é determinada pelo niimero de graus de liberdade utilizados no calculo de S21 e

de S22 respectivamente. Os valores de F critico sdo apresentados em de tabelas especificas.
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Na comparagdo de duas variancias sdo testadas duas hipoteses:

A hipétese nula (Ho), para S21 igual S22 e a hipétese Hq, para S2t diferente de S22 o

teste é bi-caudal. Verificada a Hipdtese H; (e a probabilidade de que sua aceitacdo reflita,
de fato, uma diferenca real) se aceita que as variancias séo diferentes e, consequentemente,

que as duas amostras testadas correspondem a populacdes diferentes.

Encontrado o valor F, o passo seguinte é a verificacdo da semelhanca ou ndo das
médias de duas amostras que foi feita aplicando-se o teste do t- Student.

t = Xl- Xz

nl+n2  [SQL+SQ2
ni*n2 ni+n2-2

Onde;

X1 = média da amostra 1;

Xz = média da amostra 2;

SQ = soma dos quadrados dos desvios;

n = numero de dados da amostra e Graus de Liberdade G.L. =nq + np -2

Aplicados aos resultados dos testes de homogeneidade dos grupos experimentais A,
B e C, testados dois a dois. Primeiramente o teste de variancia, e a aplicacdo do teste F para
os pares de amostras BA, CA e BC, depois ao teste das médias, o teste t-student, para 0s

mesmos pares. Apos estes, foi feita uma comparacdo entre ambos os testes e entre as
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medias de cada grupo para analisar a influéncia da mudanca da taxa de dose entre as
amostras, para um nivel de confianca de 95% e com um grau de incerteza de 5%
(Tauhata;1991,Carzola,1999).
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CAPITULO V
RESULTADOS

V.1 - Aplicacéo do teste de pélos estaminais com a Tradescantia clone 4430

Conforme mencionado no item 1V.2.2, dos ensaios realizados com a Tradescantia
clone 4430, devido a sua extrema sensibilidade a variacdes climaticas, e a sua dificil
adaptacdo, somente um ensaio anteriormente realizado teve éxito, tendo sido revisado e
aceito, quando submetido, recentemente, a publicacdo (Santos et al, 2005). O estudo se
baseou nessa sensibilidade elevada para realizar um teste de mutagenicidade (Trad-SHM),
com bioensaios “in situ”, para determinar as respostas induzidas pela exposicdo da
Tradescantia clone 4430, aos niveis baixos de radiacdo. A mutagéneses foi avaliada
durante 28 dias, em um ambiente submetido as seguintes taxas de dose: grupo A — 0,84
uGy/h (controle); grupo B — 13,1 uGy/h e grupo C — 39,4 uGy/h, sendo analisadas em trés
periodos de sete dias, pois a resposta ao primeiro dia de exposi¢cdo, € somente coletada a
partir da segunda semana. Como a regido é rica em Caldasita, para se conseguir a taxa de
39,4 uGy/h foram depositadas no local duas bombonas de Torta Il, conforme mostra a
Figura V.1. O ensaio foi realizado na COLAB, Coordenacdo de Laboratérios da Comissédo
Nacional de Energia Nuclear, CNEN, localizada no municipio de Pocos de Caldas — Minas
Gerais.
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Grupo B
13,1 uGy/h

Figura V.1 Locais de exposicao da Tradescantia clone 4430, na COLAB.

Considerando-se as peculiaridades do experimento, a discusséo parte dos seguintes

fatos:

1. os eventos observados no dia d refletem, de fato, o potencial mutagénico do
ambiente no qual a planta se encontrava num periodo de 7 a 12 dias anteriores a
esse dia d (Rodrigues,1991);

2. no periodo que antecedeu o inicio do experimento, 0s trés grupos experimentais
encontravam-se em um mesmo ambiente, a saber, a Casa de Vegetacdo da
COLAB, onde os estoques da planta sdo mantidos e cuja taxa de exposi¢ao
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corresponde a 0,84 uGy/h;

3. ataxa de exposicdo a qual foi submetido o Grupo A é semelhante aquela da casa
de vegetacao, isto &, 0,84 uGy/h;

4. nos primeiros dias de analise (entre 1 e 07 dias) os trés grupos (A, B e C)
estardo refletindo o potencial mutagénico da Casa de Vegetagéo ;

5. se as taxas de exposicdo nas quais o experimento foi conduzido influem
significativamente na freqliéncia de eventos “rosa”, esta influéncia devera ser
observada a partir do momento em que o sistema passar a refletir o potencial
mutagénico do ponto experimental, isto é, por volta de 7 a 12 dias ap0s o inicio
do experimento;

Com base nestas afirmativas, nas Figuras V.2 e V.3 e para fins de interpretacdo dos
resultados, foi feita uma divisdo do experimento em trés fases:

Fase I: correspondente aos primeiros 7 dias de exposicdo: refletiria a
freqliéncia de eventos “rosa” determinada pelo potencial mutagénico da Casa
de Vegetacdo isto é, a frequéncia de eventos mutagénicos antes do inicio do
experimento propriamente dito.

Fase I1: correspondente a segunda semana de exposicdo e a primeira semana
de resposta efetiva as condic¢des definidas pelo experimento.

Fase IlI: correspondente as terceiras e quartas semanas de exposicdo e as
segunda e terceira semanas de resposta as condi¢Ges definidas pelo
experimento.
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Figura V.2 — Numero de eventos mutacionais “rosa” na Tradescantia, clone 4430,

para as diferentes taxas por periodos de exposicao (*: p < 0.05).

Figura V.3 — Imagem de um pélo estaminal da Tradescantia clone 4430 com a

mutacao na cor rosa observada.

Este ensaio, através do teste de pélo estaminal da Tradescantia clone 4430,
apresentou resultados favoraveis e respostas confiaveis para baixas doses de radiacéo
(devido ao grande numero de dados obtidos num curto periodo de tempo, anexo 3). Na Fase
| - os resultados sdo compativeis com as expectativas. De acordo com o0s testes de

homogeneidade, aplicados nos Grupos A, B e C, testados dois a dois, é possivel afirmar-se,
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com 95% de probabilidade de acerto, que nédo existem diferencas significativas entre os trés
grupos testados. Os trés grupos pertencem a uma mesma populacdo e a freqiiéncia de
eventos “rosa” reflete a exposi¢cdo a um potencial mutagénico Unico, a saber, aquele da
Casa de Vegetacdo na qual os estoques de Tradescantia sdéo mantidos. Na Fase Il - 0s
resultados obtidos na primeira semana de resposta as condi¢cGes experimentais apontam
para diferencas significativas entre os Grupos A e B e entre os Grupos A e C . Os mesmos
resultados indicam ndo haver diferenca significativa entre os grupos B e C. Considerando-
se que todos os parametros experimentais, com exce¢do das taxas de dose, eram comuns
aos trés locais nos quais os vasos foram mantidos, pode-se imputar as diferentes taxas de
exposicdo, as diferencas observadas nas freqiiéncias de eventos “rosa”, na Fase Il. Cabe
observar ainda que, embora as taxas de dose sejam significativamente diferentes (0,84, 13,1
e 39,4 uGy/h), as respostas observadas ndo refletem tais diferencas o que permite supor
que, para esses niveis de taxa de dose, a intensidade da resposta é definida pelo préprio
sistema testado e pelo estresse provocado pela radioatividade a que se encontra exposto. E
por ultimo na Fase Ill — os resultados obtidos na Fase Il revelam o restabelecimento da
homogeneidade entre os Grupos A e B e A e C e confirma a auséncia de diferenca
significativa entre as frequéncias de eventos “rosa” nos Grupos B e C. Considerando-se que
0 Grupo A permaneceu exposto a 0,84 uGy/h durante todo o experimento assim como
durante seu desenvolvimento na Casa de Vegetacdo (taxa de dose = 0,84 uGy/h) o
restabelecimento da homogeneidade entre os trés Grupos indica que, apds um periodo de

“turbuléncia”, ocorre & volta ao que seria uma situacao de “normalidade”.

V.2. Aplicagéo do teste de micronucleos com a Tradescantia Pallida:

Conforme mencionado no item 1V.2.3, escolheu-se como locais de exposi¢do: o
DRR/IEN, o DRR/Usina Nuclear de Angra |, o DRR/ IPEN e o DRR/ Abadia de Goiés, de

acordo com suas caracteristicas.
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V.2.1. Medidas realizadas no deposito de rejeitos radioativos do Instituto de

Engenharia Nuclear - IEN

Para o teste de micronucleo com a Tradescantia Pallida foram selecionados trés
grupos: de controle, onde a taxa de dose era proxima a do local de cultivo (0,26 uGy/h), o
segundo e o terceiro pontos foram selecionados, apos a realizagdo de um levantamento
radiométrico, no local da exposi¢do. Para tal, foi utilizado o monitor MRA GP500, modelo
7237/03-44, tendo sido refeitas as medidas pelo técnico de radioprotecdo, para a
verificacdo sobre a coeréncia das medidas. Dessa forma, foram estabelecidos dois grupos:
grupo A, correspondente a taxa de dose de 21,9 uGy/h, a um metro de distancia do portao
de acesso ao deposito; grupo B, referente a taxa de dose de 35,1 uGy/h, junto ao portdo de
acesso ao depdsito. O esquema da planta baixa da area do depoésito de rejeitos radioativos
do IEN/CNEN ¢é mostrado na Figura V.4, onde os locais escolhidos para a exposicdo da

Tradescantia (grupos A e B) séo evidenciados.
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ESQUEMA LOCAL

Grupo Controle: portéo principal

0,44 uGy/h
Sala da Galpéo do Depdsito de
Deposito de rejeitos
LAB Prens,a ) P .. radioativos em
Hidraulica Re_Jeltc_)s construcao
Radioativos
m ®
Grupo B ( 35,1 pGy/h)
Grupo A
(21,9 pGy/h)
Laboratorio de
Tanque de Calibracao de
Sala Efluentes ¢
Radioativos Font_es '
Radioativas

Figura V.4 Localizagdo dos pontos de referéncia para exposi¢do do biosensor
junto ao DRR/IEN/CNEN.

Na relacdo fornecida pelo setor de Divisdo de Rejeitos/IEN, os rejeitos
armazenados dentro do deposito, constam aproximadamente 190 latGes de 200 e 100/tros,
pintados na cor amarelos, identificados e catalogados. Encontram-se dispostos sobre
estrados de ferro com capacidade para quatro latbes e empilhamento maximo de quatro
estrados.

Os principais radionuclideos armazenados no galpéo de rejeitos sdo: césio 137;
radio 226; estroncio 90; bromo 82; cobalto 62; thorio 232; kriptdnio 85; americio 241;
uranio 235 e outros. Do levantamento de dados realizados em 28/10/2003. constam como

armazenados 0s seguintes rejeitos:
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. P06 de Uranio e Torio;

o Chumbo contaminado;

o Madeira contaminada;

o Lixo compactavel,

o Lixo ndo compactavel;

o Fezes contaminadas (Goiania);

o Banheira contaminada (Goiania);

o Terra contaminada;

o Para-raios radiativos;

o Detectores de fumaca;

o Lixo hospitalar radioativo (carbono 14)
o Tijolos contaminados (Goiania)

o Parafina contaminada

o Trés fontes de néutrons com blindagem de parafina borada.

o Cinco fontes ndo empilhadas (no chdo) de aproximadamente 500 kg e
1000Kg.

o Aproximadamente 400 litros de solucdo de Americio e Uranio armazenados

em estantes de ferro.

o Aproximadamente 50 minérios radioativos.

V.2.1.1 Dados obtidos

Conforme descrito no item [IV.5, a andlise por microscopia Otica das
inflorescéncias nas amostras de Tradescantia Pallida, ap6s a submissdo as taxas de dose
0,44 uGy/h, 21,9 uGy/h e 35,1 uGy/h, respectivamente, nos pontos do DRR/IEN, resultou
na quantidade de micronucleos representados na Figura V.5, em funcdo das amostras por
grupo (10 amostras/grupo) e das taxas de dose no local.
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Figura V.5 - Representacéo grafica da quantidade de micronucleos encontrado nas
amostras de Tradescantia Pallida expostas nas proximidades do DRR/IEN e

correspondentes taxas de dose.

V.2.2. Medidas realizadas no deposito de rejeitos radioativos da Usina Nuclear de

Angra | — UNA/Eletronuclear.

Para os ensaios realizados no depdsito da Usina Nuclear de Angra, foram
selecionados trés grupos: o controle, onde as taxas de dose eram proximas ao do local de
cultivo, 0,35 uGy/h; o segundo e o terceiro pontos foram selecionados, apés ter sido feito o
levantamento radiométrico no local, com o monitor MRA GP500, modelo 7237/03-44,
onde o grupo A correspondeu a uma taxa de dose de 25,4 uGy/h e o grupo B, a de 46,5
HUGy/h. As Figuras V.6 e V.7 ilustra o local de exposi¢do no depdsito.
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Figura V.6 — Grupo A: taxa de dose de 25,4 pGy/h, no portdo de entrada do
DRR/UNA.
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Figura V.7. — Grupo Controle local no DRR/UNA

V.2.2.1 Dados obtidos

Selecionados os grupos, foram colocadas as amostras contendo as inflorescéncias
da Tradescantia Pallida. Partiu-se para o primeiro conjunto de resultados obtidos com o
objetivo de se quantificar os eventos mutacionais da Tradescantia em resposta as doses,
nas proximidades do depdsito de rejeitos radioativos de Angra. A Figura V.8 ilustra o

percentual de micronucleos encontrados, em fungdo da taxa de dose em cada grupo.
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Figura V.8 — Representacdo grafica da quantidade de micronucleos encontrados
nas amostras de Tradescantia Pallida expostas nas proximidades do DRR/UNA e
correspondentes taxas de dose.

V.2.3. Medidas realizadas no depdsito de rejeitos radioativos do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares — IPEN/CNEN

No deposito do IPEN, foram realizados os ensaios para a avaliacdo dos efeitos
mutagénicos do biosensor, onde trés grupos foram selecionados, a saber: o controle, 0,44
HUGy/h; o grupo A e o grupo B, cujos pontos foram selecionados, apds o levantamento
radiométrico, com o monitor MRA GP500, modelo 7237/03-44. O grupo A, correspondeu
a uma taxa de dose 30 uGy/h e o grupo B, de 137 uGy/h. A Figura V.9 mostra o local de
exposicdo do biosensor no DRR/IPEN.
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Figura V.9 — Visdo lateral do depdsito de rejeitos radioativos do IPEN, mostrando

0 local de exposicao do biosensor.

O esquema da Figura V.10(a) mostra a disposicdo dos pontos de medidas
considerado no levantamento radiométrico feito em 28 de outubro de 2004, ao redor do
laboratorio de rejeitos radiativos do IPEN. O conteudo e a disposi¢do dos materiais dentro
do depésito ndao foram divulgados. A Figura V.10(b) é a representacdo grafica das
correspondentes taxas de dose medidas nesses pontos, com o monitor MRA G, modelo
7237/03-44, nos arredores do depdsito.
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Figura V.10. (a) disposi¢do dos locais selecionados para medidas radiométrica; (b)
correspondente radiométrico. ( Dados fornecidos pelo IPEN, 28/10/2004).

V.2.3.1 Dados obtidos

Selecionados os grupos, foram colocadas as plantas contendo as inflorescéncias da
Tradescantia Pallida. Partiu-se para o primeiro conjunto de resultados obtidos, com o

objetivo de se quantificar os eventos mutacionais da Tradescantia em resposta as doses nas
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proximidades do DRR/IPEN. A Figura V.11 ilustra o percentual de micronicleos

encontrados em funcdo da taxa de dose em cada grupo.

Grupos Co grupo c ontrole
no cultivo
C1grupo controle
- 160 T7 local
< _
5‘ 140 ! +6 A grupo local 30,0
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| & %MCN |

Figura V.11 — Representacdo grafica da quantidade de micronucleos encontrados

nas amostras de Tradescantia Pallida expostas nos arredores do DRR/IPEN.

V.2.4. Medidas realizadas no deposito permanente de rejeitos radioativos de Abadia
de Goias - ABADIA

No DRR/ABADIA, foram realizados os ensaios, onde foram selecionados trés
grupos: o controle, 0,26 uGy/h; o grupo A e o grupo B, cujos pontos foram selecionados,
apos o levantamento radiométrico realizado com o monitor MRA GP500, modelo 7237/03-
44. O grupo A correspondeu a uma taxa de dose 2,2 uGy/h, e o grupo B a de 3,1 pGy/h. A

Figura V.12 mostra a visdo geral do local de exposicdo no deposito.
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Figura V.12 — Visdo Geral do deposito de rejeitos radioativos da ABADIA.

No DRR/ABADIA, esta confinados todo o material relacionado ao acidente
de Goiania de 1987, cerca de 400 toneladas rejeitos, dentre estes, restos de animais, solo,
plantas e todo o material contaminado encontrado.

V.2.4.1 Dados obtidos

As flores contendo as inflorescéncias da Tradescantia Pallida foram colocadas
nos pontos selecionados, grupo controle, grupo A e grupo B, a fim de se verificar as
respostas da exposicdo a baixas doses de radiacdo encontradas. A Figura V.13 ilustra o

percentual de micronucleos encontrados, em funcdo da taxa de dose em cada grupo.
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Figura V.13. Representacdo grafica da quantidade de microndcleos encontrados

nas amostras de Tradescantia Pallida expostas nos arredores do DRR/ABADIA.

V.2.5. Comparagao entre 0s grupos controles.

Para uma melhor compreensédo das possiveis influéncias que poderiam ter causado
algum tipo de estresse no biosensor durante o transporte, foi montado o grafico mostrado
na Figura V.14, objetivando-se avaliar as respostas referentes aos niveis de radiacdo nos
grupos controle mantidos nos locais inspecionados: local de cultivo;, DRR/IEN,
DRR/UNA, DRR/IPEN e o DRR/ABADIA.
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Figura V.14. Comparacdo entre as taxas de mutacdo, dados em % de MCN, nos

grupos controle.

Quando as taxas de mutacdes foram comparadas a aplicagédo do teste estatistico F,
qguanto ao parametro de variancia, revelou que ndo houve uma diferenca significativa
(p>0.05), para uma incerteza de 5%, nas frequéncias de microntcleos medidas nos pontos
de controles do DRR/IEN, DRR/IPEN e da DRR/ABADIA, quando comparadas. O ponto
de controle colocado nas proximidades do DRR/UNA apresentou uma diferenca
significativa (p<0.05), quando comparada ao controle de local do cultivo. Essa diferenca
pode ter sido induzida por alguma alteracdo climatica (temperatura média de 24°C), ou
alguma outra alteragéo local durante as 24 horas de exposigéo.

Ja que as taxas de mutacGes nos grupos controle dos diferentes DRR néo
apresentaram nivel de significancia quanto ao nivel de estresse, procedeu-se a comparagao
das freqiéncias de micronucleos observadas, dadas em percentual de MCN, nesses mesmos
locais de exposicdo. Relativamente a cada depdsito de rejeitos radioativos, analisou-se um
total de 9000 células (tétrades). Todas as contagens foram comparadas com as do grupo
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controle (C1) e com as do grupo controle no local de cultivo (Co), no qual a taxa de dose
medida foi de 0,26 pGy/h.

Ao se relacionar o grupo Co com os grupo A e B, observou-se que as respostas
para o grupo A, nos DRR/IEN e de DRR/ABADIA, respectivamente, ndo apresentaram
uma diferenca significativa (p>0.05). Para o grupo A, DRR/UNA e do DRR/IPEN (nivel
intermediario), notou-se um aumento na freqiéncia mutacional, detectando-se uma
diferenca significativa (p<0,05). Para o grupo B, também se detectou uma diferenca para 0s
DRR/UNA, do DRR/IEN e do DRR/IPEN. Apenas 0 DRR/ABADIA ndo apresentou
diferenca significativa, quando comparado com o local de cultivo, tendo 95% de

confiabilidade.

V.2.6. Curva mutagénica em fungdo da taxa de dose.

A curva vista na Figura V.15 demonstra a relacdo encontrada entre as taxas de
dose e a frequéncia de micronucleos em 100 tétrades.

Taxa de Dose (MicroGy/h)
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Figura V.15 — Escala mutagénica em funcdo da taxa de dose absorvida.
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V.2.7. Comparacao entre a frequéncia de MCN por célula analisada para os grupos A
e B em cada DRR.

Foi realizada uma comparacéo entre a freqtiéncia de micronucleos por célula, para
ensaios realizados com os grupos A e B em todos os depositos. Ndo foram construidos os
gréficos dos grupos Co e C1 por esses apresentarem quase toda a sua resposta mutagénica
com apenas 1 MCN/célula. Os graficos a seguir ilustram essas comparacdes realizadas em
niveis do local e quantidade de micronucleos por célula. As Figura V.16 e V.17 ilustram o
nimero de micronlcleos total encontrados nas amostras dos grupos A e B,

respectivamente.

GRUPOA
70+
60-
50
olEN
Nu’mero de 40+ 3 ANGRA
tétrades 3p-
OIPEM
20 0 ABADIA
10+
0 —%‘
1 MCN 2 MCN 3MCN 4 MCN

Figura V.16 — Comparacdo entre o nimero de MCN por célula do grupo A em

cada DRR/local selecionado.
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Figura V.17 — Comparacéo entre o numero de MCN por célula do grupo B em

cada DRR/local selecionado.

Através desta comparacdo foi observado que 0s grupos que tiveram as maiores
taxas de dose, DRR/UNA e DRR/IPEN, cujas taxas eram: para o grupo A, 25,4 e 30 uGy/h
e para o grupo B; 46,5 e 137 uGy/h, respectivamente, apresentaram um dano maior nas
células na fase de tétrades, resultando no aumento de MCN por tétrades. Nestes DRR,
foram encontrados células com 3 e 4 MCN por célula. Estes resultados informam que com

0 aumento da taxa de dose o dano por célula pode ser maior.

V.2.8. Exposigédo Cronica

Duas exposic¢des cronicas foram realizadas para se verificar as respostas do
biosensor em um maior intervalo de tempo. Primeiramente, o biosensor foi exposto no
DRR/IEN, por 8 dias, e depois, por 30 dias. Dois grupos foram selecionados em pontos
estratégicos, cujas taxas de dose eram proximas aos do controle anterior, (0,45 uGy/h), e
um ponto cuja taxa de dose era de 40 uGy/h. Foram analisadas 20 amostras de cada ponto,
para os dois periodos de exposicdo, totalizando 24.000 células analisadas. A Figura V.18

apresenta as curvas de taxa de dose absorvida e de percentual de microntcleo em relagéo a
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cada grupo analisado. Foi adicionado ao gréfico o dado anterior da exposicdo aguda, no
grupo C1 e o grupo B (35,1uGy/h), cuja taxa se aproxima da taxa escolhida para o ponto A

(40uGy/h) na exposigéo cronica.

Exposicao DRR/IEN
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Figura V.18 comparacéo das respostas do biosensor, em % MCN, relacionando as

taxas de dose absorvida e aos grupos referentes, em funcdo do tempo em que foi exposto.

O gréfico acima apresenta comparacdo das respostas do biosensor as exposicoes,
no DRR/IEN. Em destaque, a curva do percentual de microndcleo encontrado para 0s
periodos de 24 horas, 8 dias e 30 dias. Para os grupos controles, verifica-se que ndo ha uma
diferenca significativa entre o grupo de controle do cultivo, o grupo controle local-24 horas
e 0 grupo controle-8 e 30 dias, tendo estes variado entre 1,4 a 1,6 no percentual de
microntcleos (p>0.05). Quando observado o grupo B (35,1uGy/h), 24horas de exposicao e
0 grupo A (40uGy/h) para o periodo de 8 e 30 dias de exposicdo, verifica-se que um

aumento no percentual de microndcleos da exposi¢do cronica em relacdo a exposicao
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aguda. Quando comparamos 0s resultados obtidos do percentual de MCN, para os periodos
de 8 e 30 dias, ndo obtivemos um percentual de MCN muito grande, estando este quase

estabilizado.

Para o grupo A (40uGy/h) para os periodos de 8 e 30 dias, parece que o0 biosensor
sofre um estresse quando submetido por um maior periodo de tempo, respondendo a essa
situacdo que se reflete em mutagcdes em suas células através do acréscimo do percentual de
microndcleos, quando comparados com a exposicdo aguda, grupo B (35,1uGy/h). Depois
de um certo tempo, com a mesma taxa de dose (periodo de 8 e 30 dias), parece que o
sistema tenta se adaptar aquelas condicGes, tentando se restabelecer, o que reflete na

diminuicdo ou estabilizacdo do percentual de micronucleos.

Quando os biosensores voltam ao local de origem (local de cultivo), alcancam o
namero percentual inicial de micronucleos. Caso seja submetido a uma nova exposi¢do a

taxas maiores, observa-se novamente um acréscimo na frequéncia mutacional do biosensor.
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CAPITULO VI
CONCLUSOES E SUGESTOES

Esta tese teve como objetivo principal estudar os efeitos mutagénicos em

biosensores devido a sua exposicdo a taxas de dose, nas proximidades de depdsitos de

rejeitos radioativos, utilizando a metodologia Trad-MCN e a Trad-SHM, através do

trabalho desenvolvido, chegou-se as seguintes conclusdes:

1)

2)

Com intuito de se verificar os testes existentes e qualificar o melhor
biosensor, foi descartada a possibilidade de utilizar a Tradescantia clone
4430, devido aos problemas apresentados na adaptacdo da planta as regides
de clima quente. Esta apresentou problemas como morte, ou ndo floracdo o
gue impossibilitou a sua analise. A Tradescantia clone 4430, melhor se
adapta a regides de clima frio e com condi¢fes controladas, cultivadas em

casa de vegetacéo.

Como o interesse era de se indicar possiveis bioindicadores e metodologias
que possam ser realizadas no local, de maneira mais rapida, esse fato limitou
0 uso da Tradescantia clone 4430. Por outro lado, em Pocos de Caldas
(COLAB/CNEN), é importante ressaltar que o teste Trad SHM tem
apresentado bons resultados (Santos et al, 2005; Gomes et al, 2002), apesar
de requerer cuidados especiais no seu cultivo. Do ensaio aqui apresentado,
utilizando a Tradescantia clone 4430 (Trad_SHM) conclui-se que: nao
existiu linearidade entre taxa de eventos mutacionais e as taxas de doses
envolvidas no experimento; o padrdo de resposta varia em funcdo do
momento em que € feita a observacdo: estudos que se restringissem a
segunda semana de experimentacdo levariam a conclusdo de que taxas de

exposicdo da ordem de 13,1 e 39,4 uGy/h resultam em aumentos
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3)

4)

5)

significativos nas taxas de mutagéo, a continuidade das observacgdes revela
que, apds um periodo de instabilidade e, pelo menos pelas duas semanas que
se seguem, a planta retorna ao que seria a incidéncia natural de eventos

mutacionais, determinado para casa de vegetacdo da COLAB;

Visando avaliar o comportamento de um biosensor, foi testado a
Tradescantia Pallida, baseado na metodologia Trad-MCN, cuja planta é de
facil plantio, facil floracdo e se adapta as varias regides do Pais, sendo ainda
uma planta ornamental que contribui para a questdo paisagista de uma
construcdo. A metodologia aplicada a este biosensor permitiu que fossem
incorporadas informacgGes sobre a relacdo entre os efeitos mutacionais e a

taxa de dose de radiacao ionizante.

Nos resultados, verificou-se que a utilizacdo da Tradescantia pallida como
biosensor permitiu obter um nimero grande de dados, em relacdo a sua
exposicdo as taxas de doses de radiacdo. O que comprovou sua
potencialidade como indicador biolégico, principalmente, devido a sua

morfologia e as suas caracteristicas peculiares.

O teste de microndcleo, Trad-MCN, aplicado com a Tradescantia Pallida,
possibilitou um volume suficiente de dados para a abordagem proposta neste

estudo. Destes resultados temos que:

v As freqiiéncias de micronucleos observadas nas células graos de pdlen,
provenientes dos locais de exposicdio (DRR/IEN, DRR/UNA,
DRR/IPEN e do DRR/ABADIA), do grupo controle (considerado ponto
negativo, onde a taxa de dose era proxima a do local de cultivo), ndo se
mostraram muito expressivas, permanecendo com uma taxa de
frequéncia mutacional proxima a do local de cultivo (p>0.05). . O ponto

de controle colocado nas proximidades do DRR/UNA apresentou uma
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diferenga significativa (p<0.05), quando comparada ao controle de local
do cultivo. Essa diferenca pode ter sido induzida por alguma alteracao
climatica (temperatura média de 24°C), ou alguma outra alteracéo local

durante as 24 horas de exposicéo.

Comparando os resultados do grupo controle do local de cultivo, Co,
com os grupo A e B, observa-se que as respostas para 0 grupo A, nos
DRR/IEN e de DRR/ABADIA, respectivamente, ndo apresentaram uma
diferenca significativa (p>0.05). para o grupo A, DRR/UNA e do
DRR/IPEN, nota-se um aumento na frequéncia mutacional, detectando-
se uma diferenca significativa (p<0,05). para o grupo B, tambem se
detectou uma diferenca para OS DRR/UNA, do DRR/IEN e do
DRR/IPEN. apenas o DRR/ABADIA ndo apresentou diferenca
significativa, quando comparado com o local de cultivo, por apresentar
as mais baixas taxas de dose e em consequéncia 0s menores percentuais
de MCN.

Pela comparacdo da quantidade de MCN por tétrades, foi observado que
0S grupos que tiveram as maiores taxas de dose, DRR/UNA e
DRR/IPEN, apresentaram um dano maior nas células na fase de tétrades,
resultando no aumento de MCN por tétrades. Nestes DRR, foram
encontrados células com 3 e 4 MCN por célula. Estes resultados
informam que o0 aumento da taxa de dose pode inserir um maior dano

por célula.

Da exposicao cronica, verificou que para 0s grupos controles que nédo
houve uma diferenca significativa entre o grupo de controle local e o
grupo controle do local de cultivo tendo estes variado entre 1,4 a 1,6 no
percentual de microndcleos (p>0.05). J& na comparacdo do grupo B
(35,1uGy/h), 24horas de exposicdo e o grupo A (40uGy/h) para o
periodo de 8 e 30 dias de exposicdo, verifica-se a existéncia de um
aumento no percentual de micronucleos na exposicao crénica em relacdo
a exposicdo aguda. Para o grupo A (40uGy/h), nos periodos de 8 e 30

dias, com a mesma taxa de dose, parece que o sistema tenta se adaptar
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aquelas condigdes, tentando se restabelecer, o que reflete na diminuicéo

ou estabilizacdo do percentual de microndcleos.

6) Quanto a situacdo encontrada nos DRR, em relacdo as taxas de doses
encontradas e os efeitos destas em um ser vivo, concluimos que: no
DRR/IEN, as taxas de dose encontradas ndo resultaram em um grande
aumento no percentual de MCN em relacdo ao local de cultivo; o
DRR/ABADIA, bastante visado por ser o unico depésito final do Brasil, foi
0 que apresentou as menores taxas de dose e 0 que menos danificou as
células do biosensor, permanecendo com o percentual de microndcleos igual
ao do local de cultivo; o DRR/UNA apresentou um percentual maior na
quantidade de MCN por tétrades em comparacdo ao DRR/IEN e ao
DRR/ABADIA; e o DRR/IPEN , foi o depdsito que teve as taxas de dose
mais altas nas suas redondezas, o que ocasiona no maior efeito mutacional,
sendo traduzido em um grande percentual de micronicleos por células e
também sendo o que mais danificou a célula apresentando tétrades com 3 e 4

MCN em maior quantidade.

Assim, as respostas da Tradescantia podem traduzir, entdo, o indicativo de risco
genético e somatico para a populacdo humana quando exposta aos baixos niveis de dose.
De acordo com Sparrow (1976), ha grandes variacdes entre as frequéncias de mutacao
somatica espontanea de plantas e animais, porém, devido a uma proximidade da faixa de
dose da radiosensibilidade entre plantas ditas superiores e os mamiferos (Figura I11.5), esses
resultados podem ser inferidos, de modo a se prever os efeitos para a salde humana. E de
acordo com os resultados encontrados neste trabalho, esses fatos sugerem que a constatacéo
das ocorréncias de mutagéneses na resposta da Tradescantia pode ser til na prevencao de
risco para os seres humanos e em consequéncia, pode-se utilizar este bioindicador como um
alerta ao ecossistema e as populagdes humanas.

Os bioensaios com a Tradescantia podem estabelecer importantes informacdes

sobre os efeitos genéticos das radiacdes ionizantes e sobre a mutagénese ambiental, tanto
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para os trabalhadores, como para o publico em geral, ja que a escolha dos locais de
construcdo de depositos rejeitos radioativos permanentes é tdo polemica, sendo mais um
instrumento de auxilio, indicado para monitoracdo ambiental, na precaucdo de possiveis
acidentes sobre o meio ambiente. O teste de micronucleos nas células da Tradescantia é
vantajoso em termos de sua facilidade de andlise (apesar de requerer treinamento), e do
baixo grau de incerteza (Suyama et al; 2002). E como a susceptibilidade ao dano
mutacional € maior que a do organismo humano (Sparrow,1976), o0 méetodo de Trad-MCN,
aplicado como um indicador da contaminagéo, inclusive, e associado ao uso de técnicas de

biomonitoramento, torna-se um aliado essencial na relagdo Homem x Tecnologia.

Sugestdes para Trabalhos Futuros

As sugestdes de trabalhos futuros relacionam-se ao refinamento e a extensdo da
metodologia e, também & busca de novos mecanismos de rastreamento de biosensores que

possam servir de alerta para a saide humana ou para 0 meio ambiente, a saber:

1) Estabelecer-se um protocolo para 0 mapeamento das frequéncias
mutacionais em uma instalagdo nuclear (DRR) para que possa ser coletada
periodicamente a resposta de um biosensor (Tradescantia pallida), durante
um ano, e se verificar as alteracdes, sempre que houver mudanca das taxas

de dose.

2) Fazer-se um levantamento sobre possiveis biosensores dentre as plantas da
vegetacdo local e se verificar a possibilidade de aplicacdo das metodologias

citadas.

3) Nos DRR, selecionados para esta pesquisa, notou-se a existéncia da planta
“Dormideira” (Sensitiva) em quase todos. Realizou-se uma pré-avaliacao
para se verificar a possibilidade de aplicacdo dos testes mencionados.
Infelizmente, o teste Trad_SHM ndo foi possivel, devido a inexisténcia de

pélos estaminais; o teste Trad_MCN tambeém né&o foi aplicado, por falta de
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4)

visualizacdo de tétrades. Sugere-se ainda a tentativa do teste Comet Assay,

para se averiguar a sensibilidade da Sensitiva a radiacdo ionizante.

Finalmente, sugere-se a realizacdo de estudos sobre a evolucdo desses
biosensores em INB/URA - Unidade de Concentrado de Uranio em Caetité —
BA, nos moldes e cenérios utilizada nesta tese, de forma a contribuir para a
questdo de efeito bioldgico versus baixa dose de radiacdo ionizante e da
seguranca das instalagcbes nucleares, ainda que se sigam as normas de
protecdo radiologica e o0s procedimentos recomendados de seguranca
nacional.
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Anexo |1

> Unidades utilizadas no texto.

1. Roentgen (R) - unidade para medidas de exposicdo, esta relacionada com a
unidade do SI, Coulomb/kilograma(C.Kg™), por; 1R =2,54.10* C.Kg™

2. Gray (Gy) - unidade de dose absorvida, que esta relacionada com a unidade antiga
rad ( radiation absorved dose); 1 Gy = 100rad = 1 J.Kg™.

3. Sievert (Sv) - é uma unidade do Sl para dose equivalente. A dose equivalente em
sivert é igual para a dose absorvida em gray multiplicado por um fator de qualidade
( radiation wighting factor; 1 Sv = 100rems, onde rems € a unidade antiga para

equivalente de dose.

» Relacdo entre Exposicdo e Dose Absorvda no ar

Sob condig¢desde equilibrio, a exposi¢do X, medida no ar, se relaciona com a
dose absorvida D no ar, pela expressdo (Tauhata,1999).

Dar = X . (W/e)ar = 0,876 . X

(W/e), = energia média para formacéo de um par de ions no ar/ carga do
eletron = 0,876.
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