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“A tarefa nao é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o

A

gue ninguém ainda pensou sobre aquilo que todo o mundo vé

Arthur Shopenhauer

[11
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Resumo

Actualmente tem se assistido a uma evolugao exponencial das técnicas de
diagnodstico e tratamento com base em radiagdo ionizante, sendo por isso
fundamental estudar todos os tipos de interaccéo e conhecer todos os efeitos que as
diferentes radiagdes podem originar.

Um exemplo desse avango terapéutico € a radiagao por neutrdes, particulas
que ao apresentam caracteristicas muito particulares, como a auséncia de carga
eléctrica, elevado LET e RBE, tornam-se muito atractivas, principalmente no
tratamento de neoplasias. Neste sentido, € de suma importancia estudar e observar
todos os efeitos que possam surgir na interagao de neutrées com um organismo Vvivo
de forma a poder optimizar as técnicas ja existentes, razdo que levou a realizagao
deste trabalho. Este teve como objectivo estudar os possiveis efeitos provocados no
desenvolvimento de um organismo, Caenorhabditis elegans, quando exposto a um
feixe de neutrdes de intensidade de corrente de 1uAh, 5yAh e 10uAh. Estas
intensidades foram produzidas num ciclotrdo, sendo colocado as populagbes de
C.elegans no percurso do feixe de neutrdes. Posteriormente, analisaram-se
amostras em microscopia de fluorescéncia e efectuaram-se contagens do numero
de nematodas presentes em cada amostra irradiada, no sentido de obter o factor de
reproducao para cada uma delas.

Os resultados obtidos neste projecto demonstram que existe uma modificagao
do factor de reprodugcdo de C.elegans quando exposto a um feixe de neutrdes,
sendo que essa modificagao depende da intensidade de corrente que o feixe possui.
Os valores da intensidade de fluorescéncia também revelam alteragées consoante a
energia dos neutrdes, traduzindo uma variacdo da expressdao das proteinas

codificadas pelo gene responsavel pela fluorescéncia.

Palavras chave : Radiacdo por neutrdes, Radiobiologia, Caenorhabditis

elegans, Microscopia de fluorescéncia, Factor de reproducao



Abstract

Recently we have seen exponential growth in the techniques of diagnosing
and treatments using ionizing radiation. Because of this, it is essential that we study
all types of interactions and achieve a greater understanding of the effects that
different types of radiation can cause.

An example of this progress is therapeutic radiation by neutrons, which when
used demonstrates these three characteristics; the absence of electrical charges,
high levels of LET and RBE. These three characteristics make the use of therapeutic
radiation very attractive, especially in the treatment of neoplasms. In this sense, it is
extremely important to study and observe all the effects that may occur during the
interaction of the neutron flux with a living organism in such a way that allows us to
be able to optimize the existing techniques that is the reasoning behind this research.

The objective was to study the possible effects on the development of an
organism, Caenorhabditis elegans, when expose to a neutron beam with a current
intensity of 1pAh, 5pAh e 10uAh. These intensities were produced in a cyclotron and
then the population of C.elegans were placed in the neutron beam. Subsequently,
samples were analyzed with a fluorescent microscope and then analyzed through
counting the number of nematodes present in the irradiated sample in order to obtain
the reproduction factor for each one.

The results obtained in this project show that there is a modification in the
factor of reproduction of C.elegans when exposed to a neutron beam and this
modification depends on the amount of current that the beam has. The values of
fluorescent intensity also reveal changes depending on the neutron energy,
translating a variation of expressions of proteins encoded by the gene responsible for

fluorescence.

Key Words: Neutron Radiation, Radiobiology, Caenorhabditis elegans,

fluorescence microscopy, reproduction factor.
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Efeito da exposicao de neutrdes no desenvolvimento do organismo Caenorhabditis Elegans

Parte | - Introducao

Capitulo 1 — Fisica Nuclear e Ciclotrao

Neutrao

O neutrdo, uma particula descoberta pelo fisico britanico James
Chadwick em 1932, localiza-se no nucleo dos atomos juntamente com o
protdo. Esta particula classifica-se como um barido composto por trés quarks,
dois quark down e um quark up unidos pelos gludes, sendo a sua carga
eléctrica zero. O seu spin ou momento angular intrinseco € nao inteiro, sendo
por isso um fermido. A sua massa é de 1,672x10%'g (1,008664904(14)
u.m.a), valor este muito préximo a massa do protao.[1]

Os neutrdes sao particulas que existem em todos os nucleos atdomicos,
excepto o do hidrogénio, pois sao fundamentais para a estabilidade dos
mesmos, ja que sao tao estaveis quanto os protdes. No entanto, quando se
encontram fora do nucleo atémico ficam bastante instaveis, decaindo por
decaimento beta, com um tempo de semi-vida de apenas 10,8 minutos,
originando um protéo (p), um electrdo (e™) e um neutrino (7, ). [1]

n-opte + v,

Equacao 1

A existéncia de diversos is6topos para 0 mesmo elemento, deve-se a
variedade do numero de neutrdes presentes nos nucleos. [1]

Devido as suas caracteristicas, principalmente por ser bastante
abundante e por apresentar mecanismos de interacgdo com o0 meio muito
diferentes das observadas pelas outras radiagdes, esta particula atomica
torna-se muito singular. Estes mecanismos baseiam-se na existéncia de uma
interacdo nuclear forte, ndao sendo influenciados por campos

electromagnéticos. [1]
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Enquadramento histérico

Os ultimos anos do século XIX foram fundamentais para a descoberta
e para a evolugdo da radiagdo e da radioactividade. Em 1909, Ernest
Rutherford comprovou que a radiagao alfa libertada por alguns materiais era
apenas gas hélio. Alguns anos depois e com a descoberta do protao, surgiu
um novo problema relacionado com o hidrogénio e o hélio, uma vez que o
primeiro apresentava ter metade da carga do segundo, no entanto este tinha
0 quadruplo da massa do primeiro, facto muito controverso. Desde os anos
20, Rutherford ja suspeitava da existéncia de uma particula relativamente
grande e sem carga. No entanto, € James Chadwick (seu aluno) que a partir
dos estudos de Irene Curie e Frédéric Juliot, mais precisamente a descoberta
de um tipo de radiagcdo altamente energética e sem carga, confirma a
existéncia dessa mesma particula, intitulada de Neutrdo. Assim, e apds esta
descoberta foi possivel descrever a composic¢ao final de um atomo: electrdes

em Orbita de um nucleo composto de protdes e neutrdes. [1]

Interacgcao do Neutrdao com a Matéria

Sendo o0 neutrdo uma particula de carga eléctrica nula, a sua
interaccdo com a matéria baseia-se essencialmente através da interacgao
directa com os nucleos, pois ndo sao influenciados pela forga coulombiana,
nao sendo portanto repelidos por estes. Devido a esta caracteristica, o
neutrdo € utilizado para estudar os nucleos atbmicos, como por exemplo a
presenca de forcas nucleares, uma vez que nao sofre interferéncias das
camadas electronicas. Mesmo os neutrbes de baixa energia conseguem
induzir reagdes nucleares, pois ndo sentem a repulsao electromagnética nem
dos electrbes nem dos nucleos. [1]

A auséncia de carga eléctrica permite deste modo interagir apenas
com os nucleos, o que confere aos neutrées um grande poder de penetracao
na matéria, sendo superior aos outros tipos de radiacdo. Consequentemente,
0 Unico modo de perderem a sua energia cinética ao atravessarem um meio

material € através de sucessivas interacgdes com os nucleos atémicos. Os




Efeito da exposicao de neutrdes no desenvolvimento do organismo Caenorhabditis Elegans

possiveis fendmenos que advém destas interagdes podem ser demonstrados
através da seguinte férmula geral:

n+X -Y+g
Equacgéao 2

em que n € um neutrdo, X € o nucleo alvo, Y € o nucleo produto e g €
o produto da interacgao. [1]
Estes fendbmenos podem ter varias classificacbes dependendo da
natureza de g, ou seja, do produto da interacéo, sendo eles:[2]
* Espalhamento elastico — g € um neutrdo e a energia cinética
total é conservada;
* Espalhamento inelastico — g € um neutrdo e a energia cinética
total ndo é conservada;
* Captura radioactiva — g € um raio gama;
* Fissdo — g € um nucleo atdmico mais dois ou trés neutrdes.
Para um determinado tipo de nucleo-alvo, a taxa de ocorréncia de
cada um dos processos descritos depende também da energia cinética dos
neutrdes incidentes. Relativamente a este parametro existem varias
classificagdes, nomeadamente: [3]
* Neutrbées térmicos — energia inferior a 0,1MeV
* Neutrbes intermediarios— energia entre 0,1MeV a 1 MeV
* Neutrdes rapidos — energia entre 1MeV a 10 MeV
* Neutrdes relativisticos — energia superior a 10MeV
Quando um neutrdo interage com a matéria a forma de interagdo mais
comum ¢é de espalhamento, principalmente espalhamento elastico. O
processo de espalhamento baseia-se na transferéncia de energia de uma
particula (ou nucleo) para outra. Este pode ter duas vertentes consoante as
suas caracteristicas, isto €, se o0 momento € conservado mas a energia
cinética nao, denomina-se de colisdo inelastica (n,n’), (n,n’)y), (n,2n); por
outro lado, se tanto o momento como a energia cinética forem conservadas
intitula-se de colisdo elastica (n,n). No primeiro fendbmeno, o neutrdao é
inicialmente capturado pelo nucleo-alvo para formar um nucleo-composto.
Seguidamente, é expelido um neutrdo de menor energia cinética, ficando o

nucleo-alvo num estado excitado (de maior energia). Deste modo, parte ou
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toda a energia cinética do neutrdo é convertida em energia interna ou de
excitagdo do nucleo alvo. Para que o nucleo-alvo retorne ao seu estado
fundamental é necessario que essa energia seja emitida, na forma de
radiacdo gama, porém pode permanecer nesta condicdo por um certo
periodo de tempo, designando-se de isomeérico. A colisdo inelastica ocorre
principalmente com neutrées rapidos (normalmente de 1MeV ou mais) ou na
presenca de nucleos de massa atomica elevada, que contenham niveis de
energia compativeis com a energia perdida pelo neutrdo incidente. No
espalhamento elastico, o neutrdo incidente é espelhado pelo nucleo, que nao
sofre variagcbes na sua energia interna. Além disto, o préprio neutrdo
incidente pode ser sujeito a variagdes na direcdo e energia. Quando a
probabilidade de espalhamento é igual para qualquer diregdo denomina-se
espalhamento isotropico, contrariamente a esta condicdo, chama-se de
espalhamento anisotropico. A perda de energia do neutrdo varia consoante a
massa do nucleo que nele embate, sendo que para nucleos pesados a perda
€ irrelevante, influenciando apenas a alteracdo da diregdo do neutrdo
incidente. Geralmente na presenga de nucleos pesados e neutrbes de
energias ndo muito altas, o espalhamento elastico presente € de caracter
isotropico.[2,4]

O neutrao incidente tende em perder progressivamente a sua energia
com as colisbes a que € sujeito ao longo da matéria, até entrar em equilibrio
térmico com esta, designando-se no fim de neutrbes térmicos. No sentido de
saber quantas colisbes s&o necessarias para que um dado neutrdo reduza a
sua energia (E) até estar em equilibrio térmico com o meio, definiu-se um
parametro designado de perda média logaritmica (¢), que avalia para um
dado material, a perda média de energia de um neutrdo em escala

logaritmica: [1]

N E;
= InE,—InE, = In(—
E,

Equagao 3

sendo que para determinar o numero de colisdes necessarias basta

calcular a razéo: [1]
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InE; —InE,
3
Equacéao 4
Através dos valores tipicos de ¢, € possivel entender que elementos
mais leves, isto €, com massa atdmica menor, sdo mais eficazes para reduzir
a energia dos neutrdes, ja que a probabilidade de ocorrer espalhamento
elastico € mais elevada. [1]
Outra forma de caracterizar a reducdo da energia cinética de um
neutrdo é através da moderacao, ilustrada pela seguinte equacao: [5]
4m, M

(AEx)max = Eki (., + M2

Equacgao 5

em que (AEx)max corresponde a maxima transferéncia de energia
possivel para um nucleo alvo, m, € a massa de neutrées e M a massa do
nucleo alvo. Analisando esta equacéo, € possivel compreender a preferéncia
de materiais com massa atémica menor, uma vez que quanto menor for a
massa, maior € a transferéncia maxima de energia e, consequentemente,
mais eficaz € o processo de moderacdo. Neste sentido, o elemento mais
indicado € o hidrogénio, facto pelo qual a agua ou a parafina sdo os materiais
mais utilizados com esta finalidade.[1, 5]

Outro tipo de interacgao, mais frequente com neutrdes térmicos, é a
captura radioactiva. Este processo baseia-se na absor¢do de um neutrdo
pelo nucleo (X), que através da emissao de raios gama (Y) retoma do estado
excitado para o estado fundamental, sendo que a sua massa atomica (A)
aumenta uma unidade: [1]

AX(n, Y)A+1X

A captura radioactiva também €& responsavel pela producdo de
is6topos, uma vez que o nucleo resultante passa a ser instavel e
consequentemente um emissor beta negativo, pois o radionuclideo resultante
ficaria com excesso de neutrées. Deste modo, um neutrdo é convertido em
um protdo com a libertagao pelo nucleo de uma particula beta negativa. [1]

A fissdo é outro tipo de interaccao dos neutrbes com a matéria que

consiste na divisdo de um nucleo de um elemento pesado em dois ou mais
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fragmentos de fissdo apds a absor¢do de um neutrdo, com a emissao de 2,5
neutrées por fissdo, com energia média de 2MeV. Este processo &€ mais
frequente com neutrbes térmicos em atomos de U-235 e U-233, e com
neutrdes rapidos em atomos de Th-232 e U-238. Nesta interaccdo o neutrao
ao incidir sobre um nudcleo provoca a sua quebra de forma bastante
exotérmica, originando dois nucleos menores e dois ou trés neutrbes. O
processo de fissdo € capaz de libertar cerca de 200 MeV de energia,
enquanto que outras reagdes apenas libertam no maximo 10 MeV. Além disto,
devido produzir mais neutrées do que os que consome € capaz de provocar
uma reagao em cadeia, uma vez que os neutrdes produzidos numa fissao
podem originar novas fissdes, criando mais neutrdes que originardo mais
fissdes e assim sucessivamente. Esta caracteristica corresponde a base do
funcionamento tanto dos reatores nucleares como das bombas atémicas. [1]

Cada uma das reacgdes referidas possui uma certa probabilidade de
ocorrer, que vai depender da energia do neutrdo incidente e das
caracteristicas dos nucleos com os quais interage. Esta probabilidade esta
directamente relacionada com o conceito de sec¢cdo de choque (o), que se
define como a area de alvo efectiva que um determinado nucleo expde ao
neutrdo incidente para que ocorra uma particular reacgao, sendo que quanto
maior for a sec¢do de choque maior a probabilidade de ocorrer uma dada
reacgao. [4]

Assim, se n(x) for a intensidade de um feixe de neutrbes apds cruzar
uma espessura x de um dado material e N for o numero de atomos por
centimetro cubico do alvo, temos: [1]

dn_ Nod
I o dx

Equacéao 6

em que 0 € uma medida de probabilidade de interac¢gao dos neutroes
com o meio e tem dimensdes de area, sendo o barn (b) a medida utilizada
(equivale a 10**cm?). A seccdo de choque, como uma probabilidade de
interaccdo da radiacdo com a matéria, depende da energia do neutrdo
incidente que consequentemente vai ditar o tipo de interacgao presente. Além

disto, também varia de acordo com 0 meio, pois 0 neutrdo interage
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directamente com o nucleo e consequentemente com as forgas nucleares
que nele estdo presentes. Neste sentido, ndo depende apenas do elemento

quimico que compde 0 meio, mas também de isétopo para isotopo. [1]

Interacgao do Neutrdao com Tecido Bioldgico

A auséncia de carga eléctrica dos neutrdes condiciona a sua
deposicdo de energia nos tecidos biolégicos, resumindo-se apenas a dois
processos, nomeadamente pela transferéncia de energia para particulas
carregadas pesadas (protdes e nucleos pesados presentes no tecido) e por
interacdes Coulombianas das particulas carregadas com os atomos do tecido,
depositando deste modo a sua energia. [3]

O tipo de interacgao do neutrao com o tecido biolégico varia consoante
a energia cinética destas particulas, pois neutrdes térmicos, epitérmicos e
rapidos interagem com os tecidos através de diferentes procedimentos. [3]

O tecido biologico € constituido essencialmente por atomos de
hidrogénio, azoto, oxigénio e carbono. Deste modo, os possiveis processos
de deposicdo de energia dos neutrbes no tecido biolégico baseiam-se na
interacao desta particula com os atomos referidos anteriormente: [3]

* Dispersao elastica do Hidrogénio: processo que engloba a
colisdo de um neutrdo térmico com o nucleo de um atomo de
hidrogénio, a dissipagao de energia de um protao de recuo por
sucessivas colisbes com electrdes e mudanga de trajetoria de
dispersdo dos neutrdes. A energia transferida neste processo
pode ser considerada desprezivel, no entanto € o maior
responsavel pela atenuacao do fluxo de um feixe de neutrdes
térmicos nos tecidos.

* Captura de neutrdes pelo azoto: ocorre a absor¢ao de um
neutrdo térmico por um nucleo de azoto presente no tecido,
com emissao de um protdo de 0,58MeV e um correspondente
nucleo de recuo de carbono com 0,05MeV. A energia cinética

liberada neste processo é determinada pelo calculo da
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mudanca de energia de ligacao total entre o nucleo de azoto
(Eg= 104,66MeV) e o nucleo de carbono (Eg= 105,29MeV).

* Captura de neutrdes pelo hidrogénio: existe uma maior
probabilidade de os neutrées serem capturados pelo hidrogénio
do que pelo azoto presente nos tecidos, uma vez que apesar de
a seccgao de choque ser menor no caso do hidrogénio 0 numero
de atomos por grama de tecido € mais elevado (razdo H/N é
cerca de 45/1). Nesta reacao resulta um raio gama, que vai
depositar a sua energia no tecido através de processos como a
dispersdo de Compton, producdo de pares e absorgao
fotoeléctrica, tornando esta reacdo o principal meio de
distribuicdo de energia transmitida aos tecidos pelos neutrdes
térmicos.

* Captura pelo Boro-10: ocorre a captura de neutrbes térmicos
pelo '°B. Neste processo, o aumento da concentragdo de boro
nos tecidos faz com que a dose ocasionada pela captura de
neutrdes pelo boro se aproxime da dose colectiva total. No
entanto, quando a concentracdo de boro atinge os 10ppm
(‘parts-per million”), a dose colectiva total relacionada com a
captura de neutrdes, advém tanto do boro como do conjunto de
hidrogénio e nitrogénio. Assim, o valor 10ppm corresponde ao
limite minimo necessario para que a terapia por captura de boro

seja viavel.

Fontes de Neutroes

Os neutrdes sao particulas muito particulares que nao sao emitidos
espontaneamente por nucleos, como acontece com a radiagao alfa, beta ou
gama, e por ndo possuirem carga eléctrica ndo podem ser acelerados num
acelerador de particulas, como € o caso de electrdes, protdes ou nucleos
pesados. No entanto, existem outras forma de obter neutrdes, ou seja, as

designadas fontes de neutrdes. [1,6]
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Uma possivel forma sdo as fontes do tipo (a,n), em que ocorre a
irradiacdo de elementos leves (nuclideo com elementos de numero atémico
menor) com particulas alfa. Deste modo, combina-se um emissor alfa, como
0 2%Pu, 0 #'°Po ou o0 *’Am, com um elemento leve como o °Be, ’Li ou "°B,
com o intuito da radiagao alfa emitida pelo primeiro seja capaz de produzir
uma reacgao nuclear no segundo, resultando na emissdo de um neutrao. Um
exemplo deste tipo de fonte sdo as chamadas fontes de Americio-Berilio
(*'*Am-Be), em que o neutrdo resulta da reacdo °Be(a,n)'’C, com um
espectro continuo de energia de 0-13MeV, sendo a energia média de 5 Mev.
[1.6]

Os neutrdes podem também resultar de fontes do tipo (y,n) em que o
nuclideo é um emissor beta e gama de elevada energia, como **Mn, "’Ga ou
?4Na, e produz com um elemento alvo, °Be e ?H, uma reaccéo nuclear do tipo
(y,n). Um exemplo deste tipo de fonte sdo as reacgdes 2H(y,n)'H e
°Be(y,n)®Be, em que resulta neutrdes de energia inferior a 1 MeV, com
actividade especifica muito inferior as do tipo (a,n). [1,6]

Ouro tipo de fonte de neutrdes € a fissao espontanea, pois é capaz de
produzir em média 2 a 3 neutrdes por fissdo, niumero bastante elevado. Neste
processo, ocorre a emissao de neutrbes rapidos por nucleos com alta
probabilidade de sofrer fissdo espontanea. A fonte mais comum é o 2°*Cf

sendo a sua meia vida de 2,645 + 0,008 anos. [1,6]

Ciclotrao

O ciclotrdao é um tipo de acelerador de particulas ciclico de elevada
aplicabilidade nas ciéncias biomédicas, devido ndo s6 a sua gama de
energias como também ao facto de ser compacto e de reduzidas dimensdes.
O seu interesse normalmente esta direcionado para o fabrico de
radionuclideos para fins biomédicos, sendo nas ultimas décadas cada vez
mais essencial para a produgdo dos emissores de positrbes devido a
expansao da Tomografia por Emissao de Positrdes (PET) e a consequente

proliferacdo dos respectivos centros. [5,7]
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Figura 1. Ciclotrdo presente no ICNAS (Instituto Ciéncias Nucleares Aplicadas a Saude) [5].

Existem varios tipos de aceleradores com diferentes caracteristicas e
principios de funcionamento. O tipo mais frequente é o ciclotrao isécrono,
uma vez que é capaz de produzir feixes de alta intensidade e com energia
homogénea. Este baseia-se no principio de isocronismo, isto €, 0 aumento do
campo magnético do ciclotrédo esta relacionado com o aumento relativistico
da massa, o que permite a manutencdo do periodo de revolugdo. Deste
modo, 0 campo magnético torna-se fortemente inomogéneo, quer radial, quer
azimutalmente. [7]

Outro tipo € o sincrociclotrao ou “ciclotrdo de frequéncia modulada”
cujo funcionamento se baseia na variagao da frequéncia do campo eléctrico
oscilatério, mais precisamente na diminuicdo da frequéncia aplicada aos
eléctrodos durante o processo de aceleragdo, facto relacionado com o
decréscimo da frequéncia de revolugdo consequente do aumento relativistico
da massa. O sincrociclotrdo possui uma caracteristica unica, fundamental
para o processo de aceleragdo de particulas, que se designa por estabilidade
de fase. Esta caracteristica possibilita que os ides se agrupem perto do
centro do conjunto (grupo de particulas aceleradas), mesmo que cheguem
em tempos distintos ao intervalo de aceleragdo, simulando uma espécie de
focagem longitudinal, de caracter espacial e de fase. [5,7]

Os ciclotrdées dedicados a PET sao outro tipo de aceleradores, que
podem apresentar duas variantes com um objectivo final comum: produgao

de emissores de positrdes destinados a esta técnica. Neste sentido, existe o

10
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ciclotrdao capaz de acelerar protdes e deuterdes com energia maxima
aproximada de 18MeV e 9MeV, respectivamente. A outra variante € o
designado de mini-ciclotrdo, pois sO6 consegue acelerar protdes a uma

energia maxima aproximada de 11MeV. [5,7]

Enquadramento histérico

Rolf Widerde, fisico noruegués, foi responsavel pela criagdo do
primeiro acelerador de particulas baseado na aplicagao sistematica de uma
pequena forca aceleradora. Os primeiros aceleradores lineares de particulas
funcionavam segundo este método de aceleracdo, sendo por isso
constituidos por uma série de eléctrodos cilindricos ocos, dispostos num tubo
de vidro sob vacuo. Estes cilindros estado ligados alternadamente aos polos
de um gerador de corrente alternada (pélo negativo e pdlo positivo) de
frequéncia constante. No extremo do tubo de vacuo encontra-se uma fonte
de ides que vai ser sujeita a um campo eléctrico, gerado pela fonte de alta
tensdo presente no tubo. Este campo, aplicado em cada espago entre cada
eléctrodo cilindrico, possui sempre a polaridade adequada, de modo que
quando um ido o atravessa € sempre acelerado. Este procedimento ocorre ao
longo do acelerador, sendo o valor da energia final das particulas dependente
do numero de eléctrodos que terdo de atravessar, ou seja, do numero de
espacos de aceleragao que existem. Como a frequéncia do gerador de
corrente alternada é constante, o tempo que as particulas demoram a
percorrer cada eléctrodo também deve ser constante, sendo por isso
necessario que o comprimento dos cilindros aumente, de modo a ser

proporcional ao aumento da velocidade das particulas ao longo do tubo. [7]

n\y

Gerador de

Fonte eRsT
{ ) St ) () ) Q ) Radiofrequéncia
™

de IGes

Figura 2. Esquema de um acelerador linear de Rolf Widerde [7].
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O método de aceleragao de particulas de Rolf Widerée apresenta um
problema na sua implementagao pratica, principalmente quando € pretendido
aceleracdo de particulas a altas energias. Esta dificuldade prende-se ao
comprimento do acelerador, uma vez que a frequéncia do campo elétrico
aplicado ndo deve ser demasiado elevado. De forma a solucionar este
entrave, Ernest O. Lawrence propds uma alteragdo ao método de Widerée,
que consistia na aplicagcao de dois eléctrodos disposto frente a frente e um
campo magnético. Este ultimo tem como objectivo deflectir a trajetéria dos
idbes em orbitas circulares, fazendo com que passem repetitivamente no
espacgo de aceleragao existente entre os eléctrodos, em direcgdes opostas
em passagens sucessivas. Cada vez que os ides atravessam o espacgo de
aceleracao a sua energia aumenta, sendo para isso necessario que o raio da
trajectéria circular a que estdo sujeitos pelo campo magnético também
aumente de forma proporcional. Neste sentido, Lawrence provou que os ides
podem ser acelerados em ressonancia com o campo eléctrico oscilatério
entre os eléctrodos, pois as equagdes de movimento demonstram um periodo
de revolugao constante. [7]

Seguindo este novo método de aceleracado de particulas, foi criado o
primeiro acelerador magnético de ressonancia ou ciclotrdo. Este € composto
por dois eléctrodos de cobre ocos (ou DéEs), que se encontram no interior de
uma camara de vacuo, e por uma fonte de alimentacdo de radiofrequéncia
responsavel pela aplicagdo de um campo eléctrico alternado sinusoidal entre
os dois eléctrodos, sendo no entanto o valor do campo eléctrico entre eles
nulo. O campo magnético €& produzido por um magnete de grandes
dimensdes alimentado por uma bobine, estando disposto em redor da
camara de vacuo. Este campo apresenta-se uniforme e normal ao plano
radial dos dois eléctrodos. A fonte de ides encontra-se no interior da camara,
sendo conduzidos para o eléctrodo que apresentar um potencial de sinal
oposto a sua carga e acelerados no espago entre os eléctrodos. No interior
do Dé apenas € sentido o campo magnético uniforme, que vai obrigar a que o
movimento dos ides corresponda a uma orbita semicircular num plano normal
a este campo, encaminhando-os de novo para o espago entre os eléctrodos.
Como o campo eléctrico na regidao de aceleragao se inverte, os ides sao de

novo acelerados e ao entrar no outro Dé vao apresentar uma trajectéria
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semicircular com um raio superior ao descrito anteriormente. Este processo

vai ser sistematico e corresponde a base de funcionamento de um ciclotrao.

[7]

vacuum chamber, magnetic field

Ion source

beam

electric field region

target

Figura 3. Diagrama simplificado de um ciclotréo e do seu principio de funcionamento [7].

Principios fisicos de funcionamento — Condigao de
ressonancia

Os ides presentes no interior do ciclotrao estao sujeitos a influéncia de
dois campos, eléctrico e magnético, sendo apenas o primeiro responsavel
pelo incremento da energia cinética. Porém, o campo magnético é
fundamental para funcionamento do ciclotrdo, uma vez que tem como fungao
direccionar os ides para a regidao entre os eléctrodos, local onde perdura o
campo eléctrico acelerador. Deste modo e para haver sincronizagao entre os
dois campos, o valor que o campo magnético deve possuir tem de ser tal que
o tempo necessario para que cada ido se dirija de um eléctrodo para o outro
(complete o semicirculo no interior do Dé) corresponda a meio periodo de
oscilagcdo do campo eléctrico, isto €, ao tempo de inversdo do campo
eléctrico oscilatério. Este facto ou condicao de funcionamento designa-se de
condi¢do de ressonancia e permite aumentar a velocidade de cada ido cada
vez que percorre o espago entre os Dés. [7]

Para que ocorra a condigdo de ressonancia € portanto necessario que

exista igualdade entre a frequéncia do campo eléctrico alternado aplicado nos
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eléctrodos e a frequéncia de revolugao na trajectoria circular, facto traduzido

na designada equacao fundamental de ressonéncia do ciclotrgo: [7]

Equagao 7

em que B representa o mdédulo do vector do campo magnético, q a
carga e m a massa do ido. Esta equagcdo demonstra que para que um iao
com um determinada relagdo carga/massa aumente a sua energia cinética,
isto é, seja acelerado é fundamental que se verifique uma interligagao entre o
valor do campo magnético e a frequéncia de oscilagdo do campo eléctrico
aplicado aos eléctrodos, ou seja, frequéncia do ciclotrao. [7]

A existéncia da condi¢gdo de ressonancia no ciclotrdo permite também
que todos os ides com uma determinada carga/massa presentes na fonte no
centro da camara de vacuo, sejam acelerados. Quando se aplica um ciclo de
radiofrequéncia, um grupo de ides depositados na fonte inicia a sua
trajectdria orbital, que incluira uma série de revolugdes e metros percorridos
dependendo do valor do potencial acelerador sentido. Os ides que atingem o
espaco entre os eléctrodos na fase do potencial de maior valor, continuarao a
atravessar sempre na mesma fase e vao ser capazes de alcancar a energia
maxima no menor numero de revolugdes. No entanto, os ides que atingem o
espaco dos eléctrodos com o potencial acelerador noutras fases da mesma
polaridade, vao alcangar aumentos de energias mais reduzidos sem
deixarem de estar em ressonancia, uma vez que a velocidade angular
mantem-se constante. Estes sdo capazes de atingir o raio maximo e a
correspondente energia, sendo que para isso terdo de ser sujeitos a um
maior numero de revolugdes. Assim € possivel manter em ressonancia um
numero consideravel de particulas aceleradas por unidade de tempo. Todos
estes aspectos podem ser demonstrados numa equacgao, que tem em conta a
equacao fundamental de ressonadncia do ciclotrdo e a frequéncia de
revolugdo. Esta permite comprovar a influéncia que o campo magnético (B) e
o raio r da orbita do ido (com carga q e massa m) tem sobre a enérgica

cinética que este pode adquirir, traduzindo-se da seguinte forma: [7]
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1 g2
EC:EEBZTZ

Equagéao 8

Através desta equagdo podemos perceber a importancia da
implementacdo do ciclotrdo com campo magnético (e correspondente
frequéncia) e amplitude da tensao aplicada elevados. Deste modo, € possivel
obter energias cinéticas elevadas com aplicagdao de campos magnéticos na
ordem do Tesla e consequentemente frequéncias na ordem de dezenas de
MHz. Ainda é possivel diminuir o numero de revolugbes dos idbes a ser
acelerados com o aumento da amplitude da tensao aplicada ao Dés, facto
que possibilita reduzir a probabilidade de perda dos ides por colisdo com
atomos ou moléculas que possam estar presentes, uma vez que ao diminuir
o numero de revolugdes a que sao sujeitos reduz consequentemente o tempo
da sua permanéncia no interior do ciclotrao. [7]

As consideragbes e os aspectos referidos sobre a condicdo de
ressonancia no ciclotrdo nao se podem aplicar em todos os casos com todo o
tipo de ides, pois s6 sao verdadeiros para ides ideais, que se deslocam no
plano médio da camara do ciclotrdo, atingindo o espago de aceleragdo num
tempo ideal relativamente ao campo eléctrico. Em condigdes normais, o que
se verifica sdo possiveis desvios da trajectéria dos ides, tanto axial como
radialmente, devido principalmente a uma posicao descentrada da fonte de
ides na camara de vacuo e aos choques de dispersao que podem surgir nas
primeiras orbitas da aceleracdo, local onde existe alguma concentragdo de
moléculas residuais da fonte e onde os ides apresentam baixas energias.
Deste modo, para se conseguir extrair ides com energias desejaveis €&
necessario aplicar uma focagem magnética do tipo axial e radial na orbita
descrita por estas particulas. Esta componente de corregdo é primordial pois
permite manter a trajectéria das particulas estaveis e consequentemente

atingir o objectivo chave do ciclotrdo: acelerar particulas carregadas. [7]
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Figura 4. llustracdo dos tipos de focagem radial e axial de um campo magnético, que decresce
consoante o aumento do raio do ciclotrdo, e respectiva forga resultante [7].
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Capitulo 2 — Efeitos Radiobiolégicos dos Neutroes e

sua Aplicacao

Radiagao ionizante

As radiagdes ionizantes ao interagirem com organismos vivos vao

provocar determinados efeitos bioldgicos como resposta para controlar a

energia absorvida. A radiobiologia estuda todos os procedimentos que

surgem apos a absorgao de energia proveniente das radiagdes ionizantes, os

mecanismos de defesa do organismo para reparar os efeitos dessa absorcao

de energia e as consequentes lesdes produzidas no organismo. [3]

Ao estudar os efeitos bioldgicos provocados no organismo apds uma

interacao, é necessario considerar certos factores gerais: [3]

A exposigdo das células a radiagdo nao implica
obrigatoriamente a ocorréncia de alteragdes celulares, isto é,
existe uma funcdo de probabilidade de ocorrer ou ndao danos
celulares.

Nao existe uma regido preferencial da célula para ocorrer
absorcao de energia, pois a interagao celular nao é selectiva.

A absorgado de energia ocorre num reduzido periodo de tempo
(da ordem de 107""segundos).

As modificagdes observadas nas células, tecidos e 6rgaos apos
uma interagao com radiacao ionizante nao sao especificas, uma
vez que nao se consegue diferenciar de lesbes originados por
outros agentes.

Existe um periodo de tempo ou periodo de laténcia entre o
momento da irradiagdo e o aparecimento das primeiras lesdes
biolégicas, que pode variar desde alguns minutos até anos,
dependendo da dose inicial (tempo de laténcia varia

inversamente com a dose de radiagao recebida).

Quando a radiagao interage com a matéria ocorre uma alteragéo nas

suas caracteristicas, alteracéo esta que depende do tipo de processo em que
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ocorre absorgao de energia, mais concretamente, por excitagdo ou ionizagao
dos ides, activacdo nuclear ou pela producdo de nucleos radioactivos (no
caso dos neutrdes). [8,9]

As manifestacdes bioldgicas que advém da interagdo da radiacédo num
organismo vivo, sdo consequéncia de uma série de acontecimentos que se
inicia pela ionizagdo e excitacdo dos atomos e moléculas desse mesmo
organismo. Estas manifestagdes podem ser traduzidas através de efeitos
fisicos (estdo na base da ionizagdo e excitagdo dos atdbmos e sao
responsaveis pela transmissdo da energia da radiagdo pelas células),
quimicos (sucedem os fisicos e provocam a quebra das ligagbes entre os
atomos originando radicais livres), biolégicos (advém dos fisicos e quimicos e
sdo responsaveis pela alteragao das fungdes especificas das células e pela
diminuicdo da actividade da substancia viva) e organicos (resulta da
incapacidade de recuperacdo do organismo dos efeitos bioldgicos,
principalmente quando a sua frequéncia é elevada), visiveis segundos ou

anos apos a interagao. [3,8,9]

Organizacgao global dos Seres Vivos

A constituicdo dos seres vivos pode ser organizada por diversos niveis
hierarquicos que se inicia pelos atomos, unidade presente em toda a matéria,
e termina no organismo/individuo. [10,11]

A matéria viva é constituida principalmente pelos atomos de carbono
(C), hidrogénio (H), oxigénio (O) e nitrogénio (N). Através da unido destes
atomos, por meio de ligagdes quimicas, é possivel formar as moléculas mais
simples necessarias para um ser vivo, como por exemplo a agua (H;O) , até
as mais complexas como as proteinas, que contém centenas a milhares de
atomos. Por conseguinte, a unido de varias moléculas origina os organelos
ou estruturas sub-celulares, como o reticulo endoplasmatico, complexo de
Golgi, mitocdndrias, nucleo, etc., estruturas estas presentes no interior da
célula, desempenhando funcbes especificas e fundamentais para a

sobrevivéncia da célula. [10,11]
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A célula caracteriza-se como a unidade basica da vida, sendo

fundamental tanto ao nivel estrutural como funcional para os seres vivos.

Figura 5. Desenho esquematico de uma célula eucaridtica e respectivos componentes celulares [11]

Existem varios tipos de células que sao classificadas consoante a sua
fungdo: células musculares, nervosas, hepaticas, gametas, etc. Através da
unido das células especializadas surge os tecidos, que estdo presentes
apenas em alguns organismos multicelulares, sendo que a fungdo de cada
tecido depende do tipo de células que o constitui. A unido e organizagédo dos
tecidos origina os 6rg&os, que ao possuirem diversos tipos de tecidos s&o
capazes de desempenhar fungdes bastante complexas. Consequentemente,
a ligacéo entre os varios 6rgaos cria os sistemas, que estao aptos a exercer
determinadas fungbes corporais, através do trabalho conjunto dos 6rgaos que
o constituem. [10,11]

Por ultimo, a unido dos diversos sistemas forma o organismo ou

individuo, como um animal ou planta. [10,11]
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Atomos
(carbono, oxigénio, nitrogénio, hidrogénio)

Moléculas
(égua, oxigénio, carbono, agucares, lipidos, proteinas, acidos nucleicos)

Substancias

Estruturas sub-celulares
(sistemas de membranas, reticulo endoplasmaético, complexo de Golgi, lisossomas)

Células
(epitiliais, musculares, nervosas, hepaticas, gametas)

¥

Tecidos
(tecido epitelial, tecido conjuntivo, tecido muscular, tecido nervoso)

¥

Orgéaos
(cérebro, estomago, intestino, ovarios, testiculos, pulmoes, coragao)

¥

Sistemas
(nervoso, digestivo, respiratério, circulatorio,excretor, reprodutor)

¥

Individuos

Figura 6. Esquema representativo da organizagdo geral dos seres vivos, desde os atomos até ao
individuo [12].

Efeitos Radiobiolégicos em Organismos Vivos

Os efeitos radiobiolégicos visiveis nos organismos advém das
alteragbes que ocorrem a nivel molecular e que consequentemente vao
provocar lesdes a nivel celular. Consequentemente, qualquer lesdo celular
pode afectar os tecidos, 6rgaos e todo o organismo, uma vez que todos estes
constituintes estdo intimamente ligados. Deste modo, é possivel observar
efeitos especificos em cada nivel de hierarquizagcdo, como por exemplo:[8,12]

* Molecular: interferéncia no processo metabdlico, lesdes em
macromoléculas;

* Celular: lesdes nos constituintes celulares (organelos), inibigao
da divisao celular, morte celular e transformacéao para o estado
maligno;

e Tecidos e Orgéos: faléncia ou lesdes severas;

* Organismo: diminuicdo do tempo de vida, morte;
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* Populacdo: alteragdes nas caracteristicas genéticas, mutagdes
cromossomicas.

A radiacao ao interagir com as células que compdéem o organismo vivo
vai provocar um série de fendmenos fisicos, quimicos e biolégicos. Esta
interacdo pode ocorrer de forma directa ou indirecta, dependendo da
estrutura alvo na qual incide. A acg¢ao directa da radiac&o incide directamente
numa molécula importante da célula (como o DNA, proteinas, etc.)
provocando a ionizagao desta e consequentemente alterando a sua estrutura.
Este tipo de interacdo apresenta uma maior taxa de frequéncia em particulas
de elevada transferéncia linear de energia (LET) e as lesdes bioldgicas que
origina sao mais dificeis ou mesmo impossiveis de ser reparadas. A acc¢ao
indirecta implica a absorcdo de energia pelo meio onde se encontram as
moléculas. Assim, baseia-se na formacao de radicais livres, isto €, estruturas
que possuem apenas um electrao orbital ndo emparelhado tornando-as
altamente reactivas, pois existe um elevada probabilidade do electrdo se
emparelhar com outro electrdo (H*, OH", H,O,, HO,). Estas vao danificar o
DNA da célula, sendo que resultam da irradiagao de moléculas intermediarias,
como o caso da agua que é um componente muito abundante na célula
(cerca de 85%), processo este designado de radidlise. Este tipo de interagcao
ocorre maioritariamente com particulas de baixa transferéncia linear de
energia (LET) e as lesbes biologicas resultantes podem ser modificadas

quimicamente. [8,13]
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Figura 7. Esquema da interagé@o de forma directa ou indirecta da radiacéo na célula e as suas possiveis
consequéncias[12].

Ambos os tipos de interagdo da radiagao com a célula podem danificar
o seu DNA por quebra de apenas uma das suas cadeias, originando varias
lesdes antes de rompé-la, ou por ruptura de ambas as cadeias. Deste modo,
a alteracao estrutural, a eliminacdo das bases, a quebra das pontes de
hidrogénio entre 2 hélices, a rotura de uma ou duas cadeias e as ligagdes
cruzadas entre moléculas de DNA e proteinas sdo os efeitos possiveis da
radiagao. [8,13]

Resumidamente, quando a radiagao interage com o DNA, directa ou
indirectamente, ao depositar a sua energia vai provocar danos nesse
componente celular. As células possuem um mecanismo de reparagao
guando sao lesadas, no entanto esse mecanismo pode ser eficaz, ineficaz ou
incorrecto. Caso seja eficaz, o DNA é reparado correctamente e a célula fica
normal e viavel, enquanto numa reparacgao ineficaz ou incorrecta o DNA sofre
mutacao, resultando numa célula mutada viavel ou em morte celular por

apoptose. Dependendo do tipo de célula que sofreu mutacéo, isto &, se foi
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uma célula somatica ou germinativa, as consequéncias serao diferentes, uma
vez que na primeira podem surgir malformacdes, indugcdo de cancro ou
envelhecimento precoce, enquanto que na segunda as doengas resultantes

sao hereditarias. [3]

Energia — excitacdo/ionizacdo

Mecanismo indirecto Mecanismo Directo
H20 — H* + OH*

DNA

|

Lesdao no DNA

— | ™~

Reparagdo Reparagao Reparagao
eficaz ineficaz incorrecta
DNA restaurado DNA mutado
Célula normal Célula mutada Morte celular
‘/wavel \ apoptose
Célula somatica Célula germinativa
malformagdes Inducdo de cancro Doengas hereditarias

Envelhecimento precoce

Figura 8. Esquema simplificado dos mecanismos de interacdo e das consequéncias bioldgicas da
radiagao ionizante [12].

Um exemplo do efeito da radiagdo num organismo vivo (ser humano) é
o designado Sindrome Agudo das Radiagcbes, que segundo Bitelli
corresponde ao conjunto de sintomas e sinais clinicos originados num curto
periodo de tempo apos irradiacdo. Este sindrome baseia-se em disturbios
funcionais e organicos e afecta quase todos os sistemas do organismo. Os
seus principais sintomas traduzem-se em alteragcdes hematoldgicas, ou seja,
nos componentes celulares como consequéncia da modificagdo das células
percursoras hematopoiéticas e células-tronco da medula éssea, disturbios de
comportamento, alteragbes gastrointestinais devido a lesdo das células
intestinais e invasdo bacteriana da mucosa e sintomas neuroldégicos como

apatia, convulsdes, entre outros.[14]
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Tabela 1. Efeitos de uma Radioexposi¢gdo aguda num ser humano. [14]

FORMA DOSE ABSORVIDA SINTOMATOLOGIA

Infraclinica Inferior a 1Gy Auséncia de sintomatologia na

maioria dos individuos

Reaccbes 1-2Gy Astenia, nauseas, vomitos (3 a 6
gerais leves horas apds a exposic¢ao)
Hematopoiética | 2 — 4Gy Fungao medular atingida: linfopenia,
leve leucopenia, trombopenia, anemia
Hematopoiética | 4 — 6Gy Funcdo medular gravemente

grave atingida

Gastrointestinal | 6 — 7Gy Diarréia, vémitos, hemorragias

(morte em 5 ou 6 dias)

Pulmonar 8 — 9Gy Insuficiéncia respiratoria aguda,

coma e morte entre 14 a 36 horas

Cerebral Superior a 10Gy Morte em poucas horas por colapso

Classificagao dos Efeitos Biologicos

Consoante o tipo de factor considerado, existem varias formas de
classificar a radiacédo, ou seja, é possivel classificar a radiagcdo segundo a
dose absorvida, o nivel da lesdo e o tempo de manifestagdo.[3,8]

Considerando a dose absorvida, os efeitos da radiacdo podem se
dividir em estocasticos e deterministicos. No primeiro os efeitos induzem a
transformacao celular, devido principalmente a alteracao aleatéria no DNA de
uma célula que continua a se reproduzir e caso ocorra numa célula
germinativa pode-se verificar efeitos genéticos e hereditarios, como mutagdes
genéticas e cromossémicas. O efeito estocastico ndo apresenta limiar de
dose, uma vez que a lesdo pode resultar de uma dose minima de radiagao,
sendo que a severidade é constante e independente da dose. Além disto,
neste efeito a probabilidade de ocorréncia € em fungao da dose e as suas
consequéncias sao dificeis de serem medidas experimentalmente, uma vez
que apresenta um longo periodo de laténcia. No segundo efeito ocorre morte

celular e existe um limiar de dose, pois as lesdes s6 surgem a partir de uma
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determinada dose. Neste caso, a probabilidade de ocorréncia e a gravidade
da lesdo estdo directamente relacionadas com o aumento da dose, e
normalmente as consequéncias deste efeito surgem num curto intervalo de
tempo. [3,8]

Classificando de acordo com o nivel da lesdo, existem dois tipos de
efeitos: os efeitos somaticos e os efeitos hereditarios. Como o nome indica, o
primeiro surge de lesbes que advém das células somaticas, ou seja, sO
afecta o organismo exposto a radiagdao nao sendo transmitido as futuras
geracgoes. A severidade destes efeitos dependera apenas da dose recebida
na regido atingida, pois as diferentes regides do corpo do organismo reagem
de diferentes formas a radiagdo. Os efeitos hereditarios sao os efeitos
transmitidos de geragdo em geragao, pois sdo consequéncia da irradiagcao
das células reprodutoras do organismo, resultando assim em malformagdes
ou defeitos em descendentes. [3,8]

De acordo com o tempo de manifestagdao, podem ser classificados em
imediatos e tardios, sendo uma subdivisdo dos efeitos somaticos. Os efeitos
imediatos sdo os que surgem apods horas ou semanas de uma exposi¢ao
aguda, enquanto os tardios aparecem depois de anos ou mesmo décadas da
exposicao, sendo por isso mais dificeis de distinguir quanto a sua patologia.
[3.8]

Conceitos utilizados em Radiagao

Doses equivalentes de diferentes tipos de radiacdo nao produzem
necessariamente efeitos biolégicos quantitativamente similares, sendo a
diferenca o padréao de deposicao da energia da radiagao. Neste sentido, sédo
utlizados alguns conceitos capazes de descrever a qualidade, a capacidade
de transferéncia de energia e a eficacia da radiagdo na producao de lesdes

no organismo.[8,9,13]

Transferéncia Linear de Energia (LET)

A transferéncia linear de energia define-se como a energia transferida

por unidade de comprimento de percurso, expressa em keV/um. Deste modo,
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com o aumento da intensidade da ionizagdo, aumenta a probabilidade de
deposicdo de energia directamente na molécula biolégica e
consequentemente de ocorrer lesao celular. [8,9,13]

O valor de LET de uma radiacao esta directamente relacionada com a
probabilidade de existir lesdo bioldgica, pois quanto maior o LET, maior é a
possibilidade de haver interagdo biologica, resultando numa lesdo a nivel
celular. [8,9,13]

Os diferentes tipos de radiagdes apresentam distintos valores de LET,
mais precisamente, as radiagcdes electromagnéticas apresentam valores
reduzidos de LET e consequentemente baixa frequéncia de produgao de
ionizagcbes ao longo do seu percurso, razao pela qual se designam de
esparsamente ionizantes. Por outro lado, as radiagbes corpusculares, como
as particulas alfas e neutrbes, demonstram elevados valores de LET, o que
as torna densamente ionizantes e mais efectivas em termos de efeitos

biolégicos produzidos por unidade de dose. [8,9,13]

Eficacia Biologica Relativa (RBE)

A eficacia bioldgica relativa permite saber o indice da eficiéncia da
radiagcao ao produzir uma determinada resposta bioldgica, ou seja, compara a
dose da radiacdo em estudo com uma dose padrao de radiagado convencional,

capaz de produzir a mesma resposta bioldgica.

RBE — dose em rads de raios X de 250keV para produzir um efeito

dose em rads da radiacdo em estudo para produzir o mesmo efeito

Equagao 9

A RBE descreve quantitativamente o efeito relativo de LET, uma vez
que varia directamente com este. Neste sentido, quanto maior for o valor de
LET maior é o valor de RBE e maior é o efeito biolégico provocado no meio,
uma vez que maior € a transferéncia de energia para o meio. Radiagbes de
baixo LET apresentam baixa RBE, enquanto que radia¢des de elevado LET

possuem elevada RBE.[8,9,13]
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Existem alguns factores capazes de influenciar a RBE, nomeadamente,
o tipo de radiacao, a célula e o tipo de tecido, a condigao fisiolégica, o efeito

biologico em estudo e a taxa de dose da radiagao.[8,9,13]

Relagao de Enriquecimento em Oxigénio (OER)

A relagcdo de enriquecimento em oxigénio traduz numericamente o
efeito oxigénio, isto &, os tecidos do organismo sdo mais susceptiveis a

radiacao em condi¢des aerobicas do que em hipoxia.

OER dose que produz um dado efeito sob condi¢cdes andxicas
dose que produz o mesmo efeito em condigcdes aerdbicas

Equagao 10

Deste modo, a resposta dos tecidos a radiagao é dependente da
quantidade de oxigénio presente, uma vez que este elemento € necessario
para a produgao de radicais livres durante a ionizagdo da agua, os quais
induzem a formacéao de peroéxido de hidrogénio (sem oxigénio a lesao celular
€ pequena). [8,9,13]

A OER é dependente de LET, sendo maior para radiagdes de baixo
LET e menos eficaz para radiagdes de elevado LET. Este factor € muito
importante em oncologia, pois no caso de tumores existe um aumento da
proliferacao celular e consequentemente um baixo teor de oxigénio, tornando
as células resistentes a radiagédo de baixo LET mas menos resistentes a
radiacao de elevado LET. Por outro lado, na presenga de uma massa tumoral
e da consequente elevagao da proliferacao celular, a distancia média entre
capilares também aumenta, resultando em hipdxia numa parte das células e
em anodxia noutras, provocando a inactivagéo e constituindo uma area de
necrose. Apoés a irradiagdo, ocorre a inactivagao principalmente nas células
oxigenadas, uma vez que os efeitos nas células hipéxias sdo menores devido
a estas serem mais radiorresistentes. Como a inactivagdo das células
proximas do capilar facilita a difusdo de oxigénio, pois deixa de ser
consumido neste local, as células hipdxias sofrem reoxigenacdo. Quando o

seu percentual atinge um nivel minimo, uma segunda dose de radiagao €
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aplicada repetindo-se um novo ciclo, porém desta vez com um menor numero

de células, sendo uma das vantagens do fracionamento de dose. [8,9,13]

Grandezas e unidades Radiolégicas

Dose Absorvida (D)

A dose absorvida corresponde a energia absorvida por unidade de
massa que advém de todas as interagdes, sendo definida matematicamente

como: [19]

B dE
" dm

Equagao 11

Sendo E a energia total absorvida pelo volume de massa m. A sua
unidade no Sistema Internacional é Gray (Gy), podendo também ser
expressa em rad (Radiation Absorbed Dose): [15]

1 Gy = 1J/kg = 100 rad

Dose Equivalente (H¢)

A dose equivalente (H;) € uma grandeza que indica a dose de radiagao
num tecido, permitindo relacionar os efeitos biolégicos dos varios tipos de
radiagao. [15]

A unidade correspondente no Sistema Internacional é Sievert (Sv): [15]

1 Sv =1 J/kg = 1m**s?
A dose equivalente pode ser obtida pela seguinte equacgao: [15]
Hy = wy.Dy

Equagao 12

em que w;, representa o factor de ponderagdo para cada tipo de

radiacao r e Di,a dose absorvida pelo tecido t e irradiada pela radiagao r. [15]
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Tabela 2.Factores de ponderacdo da radiagdo, w;, segundo as recomendac¢des da ICRP de 2007
(ICRP Publication 103), publicagédo em que a legislag&o nacional se baseia. [15]

Tipo de Radiagdo Factor de ponderagao da radiagao

ICRP 60
Fotoes 1
Electroes e mudes 1

Curva continua como funcéao de

Neutroes energia dos neutrdes (5 a 20)

Protdes (>2MeV) 5

Particulas alfa, fragmentos de

o~ . 20
fissdo e nucleos pesados

Factores que influenciam o efeito da Radiagao

A radiagao ionizante afecta qualquer tipo de célula do organismo
exposto, sendo que cada célula apresenta uma radiossensibilidade propria. A
radiossensibilidade celular corresponde ao grau e velocidade de resposta dos
tecidos a irradiacdo. Existem um conjunto de factores que vao influenciar o
efeito da radiagdo na célula, nomeadamente factores fisicos, quimicos e
bioldgicos. [3,8,16]

Os factores fisicos baseiam-se na dose, taxa de dose e fracionamento
de dose, no tipo de radiacdo (LET e RBE) e se a exposicdo é aguda ou
cronica. Os trés primeiros factores sao fundamentais para o tratamento
oncoldgico, pois o fracionamento da dose permite reduzir os seus efeitos
quando aplicada de uma sé vez, facto explicado pela existéncia dos
mecanismos de reparagcdo que neste caso ainda conseguem funcionar no
periodo decorrido entre as exposi¢des.[3,8,16]

Os factores quimicos sdo agentes modificadores que estao
relacionados com a presenca ou ndao de antioxidante, com o teor hidrico e
com a tensao de oxigénio (02). Este ultimo corresponde ao designado efeito
02, que indica que um sistema bioldégico € mais radiossensivel quando
irradiado na presenca de oxigénio do que na sua auséncia, como explicado

anteriormente. [3,8,16]
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Os factores biologicos referem—se ao estado proliferativo (Lei de
Bergonie e Tribondeau), a fase do ciclo celular e ao estado fisiolégico ou
metabdlico da célula. Bergonie e Tribondeau, em 1906, concluiram que
células imaturas que se dividem apresentam maior alteracdo com a radiagao
que as células maduras diferenciadas que nao se dividem. Apds esta
observacao, elaboraram uma lei que se traduz da seguinte forma: “A
radiossensibilidade das células € directamente proporcional a sua capacidade
de reproducgao e indirectamente proporcional ao seu grau de especializagcéo”
(equacgao 13). [3]

actividade mitotica

Radiosensibilidade celular a —
grau de especializagao

Equagao 13

Deste modo e interpretando a lei, as células estaminais tornam-se
mais sensiveis a radiacao do que as células diferenciadas, pois quanto mais
diferenciada for a célula maior a sua radiorresisténcia. Do mesmo modo,
tecidos e d6rgaos jovens sao mais radiossensiveis que os tecidos e 6rgaos
velhos e quanto maior a actividade metabdlica da célula e a taxa de
proliferacdo e de crescimento dos tecidos, maior a radiossensibilidade. [3]

A fase do ciclo celular também influéncia o efeito da radiagao na célula,
sendo que: [8,16]

* Fase mit6tica bastante sensivel
* Fase S muito resistente
* Fase G1 inicia a diminuigao da resisténcia

e Fase G2 muito sensivel
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)

Figura 9. Organizagéao do ciclo celular numa célula eucariética [11].

A constituicdo genética da célula é outro factor bioldégico a ser
considerado numa irradiacdo. O DNA ¢é constituido por quatro bases
nitrogenadas (adenina, timina, citosina e guanina), sendo que a
radiossensibilidade varia consoante a sua composi¢ao, ou seja, esta aumenta
em funcdo do aumento de adenina-timina no DNA. Além disto, a
sensibilidade desta estrutura quando em dupla hélice é diferente da
visualizada quando se apresenta numa fita unica. Este facto pode ser
explicado pela possibilidade de preservacao da informacao genética, gracas
a dupla hélice, pois possui um papel muito importante na actuagao dos
mecanismos de reparagao. Por ultimo, outro aspecto capaz de alterar a
radiossensibilidade no DNA ¢é a sua interacdo com as proteinas intracelulares,
sendo benéfico ou ndo. Estas proteinas tanto podem proteger o DNA, quando
actuam como aceptoras de radicais livres, como podem provocar condigdes

reactivas e toxicas para as células. [8,16]

Terapia por Radiagao de Neutroes

Actualmente, o cancro € uma das principais causas de morte a nivel
mundial, rondando os 13%. Esta patologia caracteriza-se por um aumento
descontrolado de células ultrapassando os limites normais, podendo invadir e

destruir os tecidos adjacentes e afectar 6rgaos distantes por metastizacao.
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Neste sentido, todas as terapias adoptadas para esta condigcdo tém como
objectivo principal matar as células cancerosas preservando as células
saudaveis, sendo a sua escolha dependente das caracteristicas do tumor.
Porém, nem sempre os tratamentos mais comuns tém sucesso, como a
cirurgia, a quimioterapia e radioterapia, uma vez que estes podem nao ser
sensiveis a radiagcao por fotdes, nao responderem positivamente a quimicos
por apresentarem uma elevada reproducdo ou se localizarem em regides
anatbmicas complicadas ou inacessiveis. De modo a superar estas
dificuldades, tém vindo a ser estudadas novas alternativas terapéuticas,
como o uso de Radiagao por Neutrdes. [17,19]

As terapias por uso de neutrdes aplicadas actualmente sao
essencialmente duas: Terapia de Captura de Neutrdes pelo Boro (BNCT) e
Terapia por Neutrbes Rapidos (FNT), sendo a primeira mais

empregada.[17,19]

Terapia de Captura de Neutroes pelo Boro (BNCT)

A BNCT baseia-se no principio de deposicdo de '°B nas células
tumorais seguido de irradiagao de neutrdes térmicos, produzindo deste modo

particulas ionizantes altamente toxicas para a célula. [17]

Neutrdes
Particula alfa

E =147 MeV %

(9:’@”’@1.
e NG "Be y [ "Be
o — < — )
Ar Tecido

E=084MeV

Figura 10. llustragdo do mecanismo da BNCT — interagéo do 98 com o neutréo de baixa energiae o
posterior decaimento do "B numa particula alfa (4He) e num nucleo de ’Li com libertagédo de 2,729
MeV de energia [19].
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Este tipo de terapia é considerado um tratamento binario que utiliza
dois componentes controlados separadamente, com o intuito de destruir as
células tumorais sem danificar o tecido saudavel vizinho. [3,18]

O composto intravenoso B, isétopo natural ndo radioactivo, € um
componente que possui uma tendéncia a se acumular em células
cancerigenas sendo por isso utilizado na BNCT. Apds a sua administracao, é
aplicado um feixe de neutrbes com espectro de energia epitérmico que,
através da captura de uma destas particulas, torna o boro num isétopo
instavel e radioactivo (''B). Posteriormente, ocorre o decaimento deste novo
isétopo por fissdo nuclear, originando duas particulas: uma particula alfa
(carregada) e com maior poder de ionizagao (1,47MeV) e um atomo de Litio
(‘Li - neutro) com energia cinética de recuo suficiente para ionizar as
moléculas (0,84MeV). Ambas as particulas apresentam um alcance de
aproximadamente o diametro de uma célula, com a energia necessaria para
destruir as células tumorais por interagdes atomicas como a ionizagao. Deste
modo, as células saudaveis ndo sao destruidas pois além de apenas
possuirem uma quantidade minima ou mesmo nenhuma deste composto, o
alcance das particulas originadas na ionizagao € curto, sendo 8,8mm para a

particula alfa e 4,8mm para o atomo do "Li (equagao 14) .[3,19]

in+ 2B > 1B - JHe + ILi+ Q (2.79MeV)
Equagao 14

O composto quimico ou farmaco utilizado na BNCT tem como base o
'9B. A sua importancia reside no facto de poder se formar compostos nao
radioactivos e quimicamente inofensivos ao organismo. Além disto, ainda
apresenta uma elevada sec¢ao de choque para a absor¢cdo de neutrbes
lentos e para os restantes elementos que compdem o tecido corporal
(hidrogénio, carbono e oxigénio) a sec¢cao de choque é cerca de mil vezes
maior. Assim, é bastante importante que o diferencial de concentragéo do '°B
no tecido saudavel relativamente ao tecido tumoral seja elevado, de modo a
danificar apenas as células cancerigenas protegendo as normais. [3,19]

O feixe de neutrdes que vai irradiar os tecidos provém de um reactor

que deve ter uma colimacado e um filiro adequado. Para obter os resultados
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desejaveis, é fundamental que o espectro de energia dos neutrées incidentes
permita que estes obtenham uma penetragdo adequada nos tecidos e evite
doses indesejaveis nas regides saudaveis. Neste sentido, a escolha de
energia deve residir nos neutrdes epitérmicos, uma vez que produzem maior
penetracao (ideais para tumores profundos) e nos neutrées térmicos caso se
trate de tumores superficiais, pois além de apresentarem reduzidos efeitos
radiobiolégicos penetram apenas alguns centimetros (ndo sdo adequados a
tumores profundos porque iriam induzir elevadas doses na pele e tecidos
superficiais e podiam nao conseguir alcangar o tumor). [3,18]

Resumindo, o processo fisico que ocorre na BNCT baseia-se em
reaccdes nucleares do tipo '°B(n,a)’Li, resultando particulas pesadas e
altamente energéticas. No entanto, a dose fisica absorvida ndo advém
apenas desta reaccao, sendo verdadeiramente uma combinagdo complexa
de varios efeitos que ocorrem no tecido. Sendo assim, a dose total fornecida
nesta técnica resulta de quatro principais componentes, tais como:[3,19]

* 0s raios gama que acompanham os feixes de neutrbes
(interagem com os tecidos por efeito fotoeléctrico ou efeito de
Compton),

* neutrbes térmicos que sao capturados pelo nitrogénio
resultando na emissdo de um protdgo ('*N(n,p)**C), que vai
depositar a sua energia no tecido, juntamente com a energia de
recuo do nticleo de '*C,

* 0 boro que vai sofrer reacgdes de fissdo, sendo a reacgao
principal e a desejada nesta terapia,

* neutrdes rapidos que podem reagir com o hidrogénio por
"H(n.n)p, em que ocorre a transferéncia de energia de recuo do

protao no tecido.
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CANCER CELL

1. Boron compound (B) 2
selectively absorbed 7
by cancer cell. e5%

2.Neutron
beam (N)

ot V.
4.Boron disintegrates ~—_
emitting cell-killing radiation.

Figura 11. Desenho esquematico dos mecanismos da BNCT numa célula cancerigena. [18]

Terapia por Neutrées Rapidos (FNT)

A Terapia por neutrbes rapidos € um tipo de radioterapia com uma
taxa de eficacia significativa, que se baseia no uso de neutrées rapidos (de
elevada energia) produzidos por aceleradores. [20]

A importancia deste tipo de terapia reside nos efeitos radiobiolégicos
que produz, nomeadamente, na sua capacidade de matar de forma eficiente
as células que estdo em hipdxia, originando lesdes celulares irreparaveis e
produzindo uma toxicidade consistente durante todo o ciclo reprodutivo
celular. [20]

Sendo os neutrdes um tipo de radiacdo de elevado LET, as lesdes
celulares produzidas advém principalmente das interagbes nucleares,
diminuindo a probabilidade de reparagao celular. Neste sentido, uma das
grandes vantagens da radiagao de elevado LET esta associado ao designado
efeito de oxigénio. Devido a rapida proliferacédo celular presente nos tumores,
0 suprimento sanguineo no centro deste € reduzido, tornando as células
neste local desprovidas de oxigénio. Nesta condicdo, estas células ficam
resistentes a radiacdo de baixo LET mas menos resistentes a radiagdo de
elevado LET, como os neutrdes. Uma vez que a RBE da terapia por neutrbes
€ elevada, a dose necessaria a aplicar e o numero de irradiagdes precisas

sao bastantes menores comparativamente com outros tipos de radiagao.[21]
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Capitulo 3 — Caenorhabditis elegans como organismo

modelo

Caracteristicas Gerais

O Caenorhabditis elegans (C.elegans) € um pequeno nematoda do
solo (cerca de 1 mm de comprimento), de vida livre ndo parasitante, existente

em muitas partes do mundo. [22]

Figura 12. Caenorhabditis elegans em NGM (agar) através de microscopia oOptica [22].

Em adultos, o seu organismo apresenta ser bastante simples, quer
anatomicamente quer geneticamente, sendo constituidos por 959 células
somaticas, das quais 302 s&do neurdnios, no caso de hermafroditas, e por
1031 células somaticas, sendo 381 neurdnios, no caso de machos. Deste
modo, € possivel observar a existéncia de dois sexos na sua populagao:
hermafroditas na sua maioria e machos, correspondendo apenas cerca de
0,2%. Anatomicamente, observam-se algumas diferengas, sendo que os
primeiros sao organismos protandricos, produzindo tanto oocitos como
espermatozoides e reproduzem-se por auto-fertilizagdo, enquanto os
segundos produzem apenas espermatozoides. Quando a reprodugéo ocorre
por auto-fertilizagdo, os hermafroditas conseguem produzir cerca de 300
descendentes, no entanto, se for por fertilizagdo cruzada, isto €, se um
macho fertilizar um hermafrodita, o numero de descendentes aumenta para
cerca de 1200-1400. [22,23]
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O ciclo reprodutivo do C.elegans é dependente da temperatura, porém
quando em condigdes ideais, isto €, temperatura entre 20°C a 25°C, estende-
se aproximadamente 3 dias. Durante as primeiras divisdes embrionarias,
ocorre uma série de divisbes assimétricas n&o sincronizadas na
segmentacado (clivagem), em que a linha germinativa actua como uma
linhagem de células estaminais, formando as células fundadoras para a
linhagem do tecido somatico e para a linhagem germinal. Apdés a fase
embrionaria, sdo sujeitos a quatro estadios larvares (L1, L2, L3, L4)
caracterizados por diferentes estruturas de cuticulas. Quando atingem a fase
adulto, os nematodas apresentam um tempo de vida de 10 a 15 dias. Uma
caracteristica particular destes nematodas €& o facto de apresentarem
padrdes precisos de divisdo das células somaticas, nao variando de individuo
para individuo. Além disto, apresentam um numero fixo de células, o que

implica a auséncia da capacidade de regenerar tecidos danificados. [22,24]

Adult (1110-1150 pm)

t (capable of egg laying)
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Figura 13. llustragéo do ciclo de vida de Caenorhabditis elegans [22]

O C.elegans é considerado um organismo modelo para estudos de
biologia do desenvolvimento, genética, neurociéncias, envelhecimento e de
ecotoxicologia. Este facto advém de um conjunto de caracteristicas

observadas neste nematoda: [23,25]
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* Relativa facilidade de manutengao em laboratério e periodo de
embriogénese rapido, sendo cultivado em placas de Petri com
Agar, Nematod Growth Medium (NGM) e tendo como fonte de
alimentagao uma estirpe nao patogénica de bactérias (E.coli).

* Organismo completamente transparente, o que possibilita uma
facil observacao de todos os processos inerentes ao seu
desenvolvimento, assim como estudar a sua anatomia. Esta
caracteristica também permite distinguir os hermafroditas dos
machos, pois a morfologia da regido da cauda é diferente nos
dois sexos (existindo dois sexos € possivel ocorrer reproducao
por auto-fecundagao ou fecundacéao cruzada).

* O numero de células somaticas mantém-se sempre constante
e apresenta um genoma relativamente pequeno (10 bq),
quando comparado com o genoma humano (2,91 Gb), estando
todo sequenciado.

« E um nematoda eucariota, 0 que significa que esta sujeito a
um processo de desenvolvimento complexo (embriogénese,
morfogénese e crescimento de um adulto). Deste modo, as
informacdes biolégicas recolhidas, podem ser aplicaveis a

outros organismos mais complexos, como o ser humano.

Anatomia

Anatomicamente, o Caenorhabditis elegans apresenta dois tubos, um
exterior e um interior, separados por um espago pseudo-celoma, o que
corresponde a um plano corporal tipico de um nematoda. O tubo exterior
contém uma cuticula situada por cima da hipoderme e um conjunto de
neurdénios € musculos, enquanto o tudo interior engloba a faringe, intestino e
as gonadas. Esta disposi¢ao dos tecidos € mantida através de uma pressao

hidrostatica interna, que é controlada por um sistema osmoregulador.[22]
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Figura 14. Anatomia de C.elegans no global e numa secg¢éo transversal do corpo [22].

A superficie externa do nematoda engloba uma cuticula de colagénio,
que permite o proteger do meio exterior e possibilita manter a sua forma, uma
vez que actua como um esqueleto externo. Outra caracteristica importante, é
a sua contribuicdo para a motilidade do nematoda, pois a locomogao baseia-
se na transmissao da forca contractil dos musculos da parede do corpo para
a cuticula. Ao longo das fases larvares do C.elegans, esta estrutura é
regenerada, surgindo uma nova cuticula que corresponde as novas
necessidades no nematoda, permitindo deste modo o seu crescimento.
Também ¢é através desta estrutura que varios tecidos conseguem comunicar
com o meio exterior, mais precisamente a faringe, o poro excretor, a vulva € o
anus, tendo cada um deles um papel importante na sobrevivéncia do
nematoda.[22]

O sistema nervoso do C.elegans esta distribuido pela cabeca do
nematoda, em torno da faringe, pela linha média ventral, terminando na
cauda. Este encontra-se dividido em dois sistemas independentes,
nomeadamente, sistema nervoso somatico de grandes dimensdes e sistema
nervoso da faringe de pequenas dimensdes, que comunicam através de um
unico par de interneuronios. [22]

O sistema muscular €& constituido principalmente por células
musculares obliquas e estriadas, que se organizam em quatro bandas, duas
dorsais e duas ventrais, dispostas ao longo do comprimento do corpo do

nematoda.[22]
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O C.elegans possui um sistema digestivo composto por trés partes:
faringe, intestino e intestino grosso. A faringe € uma estrutura bilobada, que
absorve os alimentos como uma “bomba”, esmagando-os. Apresenta o seu
préoprio sistema neuronal, muscular e epitélio, quase funcionando como um
orgao autébnomo. Na sua porgédo mais anterior, encontra-se ligada a cavidade
bucal, enquanto que a porgao posterior esta em contacto com o intestino
através de uma valvula intestinal faringea, servindo assim de canal para
transportar os alimentos recolhidos do meio. O intestino € um tubo constituido
por duas filas de oito células e por um anel anterior de quatro células que
contorna o lumen central. Esta estrutura termina perto da cauda do nematoda,
conectando-se ao anus através de uma valvula intestino-rectal. O intestino
grosso corresponde a ultima parte do sistema digestivo, que engloba o recto
e 0 anus e tem como fungado expelir o conteudo do intestino para o meio
exterior.[22]

O sistema reprodutivo nestes nematodas varia entre os hermafroditas
e 0s machos, apresentando estruturas e componentes distintos entre eles.
Nos hermafroditas este sistema apresenta dois I6bulos dispostos
simetricamente, tendo cada um deles as gonadas, estando um localizado
mais anteriormente e o outro mais posteriormente, sendo o eixo de simetria
perpendicular ao centro do nematoda. Deste modo, cada lobulo esta disposto
em forma de “U”, com um ovario mais distal, um oviduto e uma espermateca
mais proximal. Os ovarios sao 6rgaos sinciciais, que segregam nucleos
germinativos através das membranas que envolvem o nucleo citoplasmatico
central. Estes deslocam-se proximalmente no sentido do utero, sendo os
primeiros nucleos mitéticos, que depois progridem para a préfase meiotica,
terminando no oviduto na fase de diaquinesis.[22]

Nos C.elegans machos o sistema reprodutor consiste huma goénada
com um unico Iébulo em forma de “J”, e que termina na cloaca perto da
cauda. Apos a producdo dos espermatideos maduros durante a
espermatogénese, estes sao armazenados na vesicula seminal, onde
posteriormente sao libertados (durante a coépula) através dos vasos
deferentes até a cloaca. Outra diferenca primordial é o formato da cauda, que
se apresenta em forma de coroa raiada com 18 raios sensoriais. A passagem

dos espermatozoides para o hermafrodita faz-se através desta estrutura, que
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possui na sua base dois espiculos que vao ser inseridos na vulva durante a

copula, permitindo assim esta passagem. [22]

XX hermaphrodite

seminal vesicle cloaca rays
vas deferens

Figura 15. Desenho ilustrativo e imagem de microscopico 6ptico de C.elegans Hermafrodita (superior) e
Macho (inferior) [28]

Genoma do C.elegans

O C.elegans, organismo multicelular, possui uma caracteristica muito
atractiva, nomeadamente, o facto de o seu genoma (10° bq) estar totalmente
sequenciado. Este é composto por seis cromossomas sendo 5 pares
autossomas, designados por I, II, lll, IV e V , e um par sexual, X. A diferenga
entre nematodas hermafroditas ou machos reside no numero de
cromossomas X que estes possuem, isto €, se estiver presente dois
cromossomas X (XX) estamos perante um nematoda hermafrodita, se existir
apenas um cromossoma X (X0) é um nematoda macho. Estes ultimos estao
presentes apenas em 0,2% da populagéo, sendo muito mais frequente a

existéncia de hermafroditas.[22,25]

Fertilizacao e Gametogénese

A fertilizagao nos C.elegans engloba a passagem dos odcitos maduros
pela espermateca, estrutura que armazena os espermatozoides. Estes
podem ser originados pela espermatogénese do préprio hermafrodita, ou
entdo podem provir do cruzamento com machos, que introduzem os

espermatozoides no hermafrodita. [22]

41



Efeito da exposicao de neutrdes no desenvolvimento do organismo Caenorhabditis Elegans

Apos a maturagdo dos odcitos, inicia-se o processo de ovulagao,
processo este que vai estimular a dilatacdo da espermateca mais proxima,
resultando na penetragcdo do espermatozoide no odcito, sendo portanto,
fertilizado. De seguida, o embrido dirige-se para o utero através da valvula
espermateca-uterina, local onde estara sensivelmente 3 horas, para
posteriormente ser expelido pela vulva. Durante o periodo em que se
encontra no utero, o0 embrido torna-se impermeavel a maior parte dos solutos,
uma vez que é formado uma rigida “casca” de quitina e membranas
vitelinicas, provenientes de componentes existentes no interior do ovo,
tornando o embrido capaz de sobreviver fora do utero. [22,24]

Apos a fase de fertilizagdo inicia-se a embriogénese, sendo esta
responsavel por todo o processo de desenvolvimento do nematoda que
perdura até a eclosao ovo. Posteriormente a eclosao, € libertado um jovem
verme que ira ser sujeito a 4 fases larvares (L1, L2, L3, L4), denominadas por
desenvolvimento pds-embrionario de duragdo superior a embriogénese. Na
ultima fase deste desenvolvimento, mais precisamente na fase L4, é
finalizado a gonadogénese, processo este que se inicia 7horas apds a
eclosdo e permite a formacdo das gdénadas. Neste processo, as células
germinais vao ser submetidas a meiose e diferenciagcdo em cada brago das
gonadas, produzindo deste modo cerca de 150 espermatozoides maduros,
que irdo posteriormente serem armazenados na espermateca. Para ocorrer
esta producdo é necessario a expressao do gene fog-1, pois caso este nao
esteja presente ou sofra alguma mutacdo ndo sao produzidos os
espermatozoides. Apos a muda da cuticula em L4 e no caso de
hermafroditas, a meiose e a diferenciagcao passam a formar apenas ovécitos,
uma vez que termina a produgao de esperma. Nos nematodas machos, a
producdo de espermatozoides perdura durante toda a sua vida reprodutiva,

tornando-se férteis apés a muda de L4. [22,23,24]

Desenvolvimento embrionario — Embriogénese

Embriogénese é o processo compreendido entre a fertilizacdo e o

desenvolvimento pods-embrionario dos nematodas, sendo relativamente
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rapido, uma vez que perdura em média 12 horas a temperatura de 25°C. Este
processo baseia-se numa série de divisdbes assimétricas do zigoto, em que
uma célula origina duas células filhas de diferentes tamanhos, pois uma é
visivelmente maior que a outra.[26]

O desenvolvimento embrionario do C.elegans engloba trés fases
distintas, nomeadamente, a segmentacdo ou clivagem, a gastrulacdo e
organogénese.[26]

Na segmentacao ou clivagem ocorre a primeira divisdo assimeétrica ou
clivagem holoblastica rotativa do ovo-zigoto, 35 minutos apds a fertilizagao.
Durante este processo, cada divisao assimétrica origina uma célula
fundadora (AB, MS, E, C e D), capaz de produzir descendentes diferenciados,
e uma célula estaminal (linhas P1-P4). Na primeira divisdo celular, o sulco de
clivagem situa-se assimetricamente ao longo do eixo anterior-posterior do
ovo, perto do futuro pdlo posterior. Nesta fase, a célula mae origina duas
células filhas de distintos tamanhos, sendo a maior designada por AB, célula
fundadora anterior, enquanto a de menores dimensdes de P1, célula
estaminal posterior. Apds esta primeira divisdo (cerca de 10 minutos), a
célula fundadora torna-se a dividir equatorialmente, criando duas células ABa
e ABp, que compdem o polo anterior e posterior do embrido, respectivamente.
A célula P1 também se volta a dividir transversalmente e cerca de 3 minutos
depois da célula AB, formando outra célula fundadora (EMS) e uma célula
estaminal posterior (P2). Posteriormente a estes processos e ainda durante a
fase de segmentagcdo, surgem novas divisdes assimétricas que vao
possibilitar a formacao de novas células fundadoras e de células da linha
germinativa. Enquanto as primeiras sao responsaveis pela origem de
determinados tecidos presentes no C.elegans adulto, facto comprovado pela
analise da linhagem das células durante a embriogénese, as segundas sao
células precursoras das gonadas deste verme. [22,24,26]

A gastrulacdo, segunda fase no processo de embriogénese, consiste
na conclusao da proliferagdo da maioria das células e no inicio do processo
de diferenciacao celular. Esta fase neste nematoda comega 10 minutos apos
a primeira divisdo, ou seja, apos a fase de 24 células. Nesta as duas células
filhas da célula fundadora E migram para o centro do embrido, local onde se

dividem com o intuito de formar o intestino composto por 20 células. De
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seguida, a célula estaminal P4, percursora das células germinais, migra
através do blastoporo (originado pela movimentacdo das duas células
referidas anteriormente) para uma posig¢ao inferior ao intestino primordial.
Posteriormente, as células da mesoderme que descendem da célula
fundadora MS migram para o interior pelo lado anterior do blastoporo,
enquanto que as células percursoras dos musculos que provém das células
fundadoras C e D migram pelo lado posterior. Estas células tém como
objectivo flanquear o tubo intestinal dos lados esquerdo e direito. Por ultimo,
as células derivadas da célula fundadora AB que estao relacionadas com a
faringe migram também para o interior, enquanto que as células do
hipoblasto, precursoras da hipoderme, deslocam-se ventralmente por epibolia,
fechando o blastoporo. Assim que o embrido fique composto por 30 células,
adquire a postura de ovo, sendo posteriormente libertado no meio, local onde
ira prosseguir o seu desenvolvimento. [23,26]

A organogénese, terceira e ultima fase, consiste na movimentacao e
desenvolvimento das células em 6rgaos e na organizagao e alteragcdo da
forma das células da hipoderme. Deste modo, nesta fase também se verifica
a finalizagao da diferenciacao celular embrionaria e a alteragao da postura do
embrido, que vai-se alongado desde a sua forma inicial de bola terminando
no formato final de verme. Este, sendo hermafrodita ira ser composto por 558
células somaticas, sendo que se formam mais 115 células adicionais, porém

sofrem morte celular programada, isto é, apoptose. [23,26]
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Figura 16. Desenvolvimento embrionario do nematoda C.elegans [23].

Desenvolvimento pés-embrionario — Fase larvar

Decorrido o desenvolvimento embrionario, o ovo formado eclode,
libertando um jovem verme, que se encontra na fase larvar Ly. Apés esta, o
verme € sujeito a mais trés sucessivas fases larvares, nomeadamente L, L3
e L4, processo designado de desenvolvimento pds-embrionario, sendo este
mais prolongado que o anterior, pois demora cerca de 40 horas a
temperatura de 20°C. [23]

Na fase larvar L4, cerca de 10% das células presentes sdo células
somaticas, que vao ser sujeitas a inumeras divisbes celulares ao longo de
todo o desenvolvimento larvar, formando deste modo a hipoderme, o sistema
nervoso, o sistema muscular e a estrutura somatica das génadas. Nesta fase
e 7 horas apos a eclosdo, surge também o inicio da proliferacdo das duas
células das gonadas primordiais da linha germinal, processo que perdura até
a fase adulta. A divisao celular pés-embrionaria, exceptuando a proliferacao
da linha germinal, obedece a padrbes de espacgo e tempo bastante definidos
e invariaveis, originando a fixagdo do numero de células com determinados
destinos. Este facto contribui para a distingdo entre os sexos, uma vez que
possibilita a criagdo de diferentes sistemas reprodutores, sendo que o

hermafrodita apresenta génadas bilobadas e vulva, enquanto que o macho
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demonstra uma godénada unilobada com um cauda especializada para o
acasalamento, diferencgas ja visiveis na primeira fase larvar L4. Na ultima fase,
ou seja, em Ls , a gonadogénese termina produzindo primeiramente os
espermatozoides seguindo-se 0s od0citos, aspecto apenas referente aos
nematodas hermafroditas. Relativamente aos machos, ocorre a diferenciagcao
de certas estruturas do sistema reprodutor, como os vasos deferentes e as
vesiculas seminais, contribuindo para a modelacdo da forma da cauda
(arredondada). Antes das quatros fases larvares ocorre uma “muda da
cuticula®, pois é sempre sintetizada uma nova cuticula sob a velha, sendo
distinta quer estruturalmente quer molecularmente. Durante este periodo de
renovacao, € necessario interromper o movimento da faringe, isto é, o

bombear alimentos do exterior para o interior do nematoda. [24]

Figura 17. Desenvolvimento larvar do nematoda C.elegans [22].

Morte celular programada - Apoptose

No desenvolvimento e na manutengado de um organismo multicelular é
fundamental que ocorra interacéo entre as células que o constituem. Durante
o desenvolvimento embrionario, inumeras células produzidas em excesso
sao levadas a morte, contribuindo para a formacgao dos 6rgaos e tecidos do

organismo. Neste sentido, a morte celular programada ou apoptose € um
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processo fundamental do desenvolvimento normal de um organismo, que
actua conjuntamente com a diferenciagao celular. [11,27]

O C.elegans tornou-se um sistema modelo experimental, pois devido
ao facto de ser transparente e de facil observacdo e manipulagao, permitiu
compreender a divisdo e a diferenciagao celular desde a fertilizagao até a sua
fase adulta. A linhagem de células somaticas neste nematoda mantém-se
particamente invariavel de um individuo para outro devido a ordenagao
espacial das areas de segregacéao do citoplasma. Contrariamente, a linhagem
germinativa forma-se através dos componentes citoplasmaticos, os granulos
P (conjunto de reguladores da tradugado), que se encontram distribuidos
aleatoriamente no zigoto. Momentos apdés a fecundacgado, os granulos P
movem-se em direccdo a extremidade posterior do zigoto, entrando apenas
no blastomero P1. Quando a célula P1 se divide, os granulos P mantém-se
na parte posterior desta célula, passando consequentemente para a célula
P2. Por ultimo, estes granulos P ficam na célula P4, originando os
espermatozoides e os ovulos do adulto. [11,25,26]

A apoptose ou morte celular programada € um tipo de morte celular
que acontece de forma nao acidental, isto €, € um tipo de “auto-destruicdo
celular” que ocorre de forma organizada e necessita de energia para a sua
execugao, contrariamente a necrose. Este processo esta presente nas mais
diversas situacbes do desenvolvimento biolégico dos seres Vivos,
nomeadamente na organogénese e hematopoiese normal e patologica , na
reposicao fisioldgica de certos tecidos maduros, na atrofia dos 6rgaos, na
resposta inflamatéria e na eliminagcdo de células apdés dano celular por
agentes genotoxicos. A morte celular programada baseia-se num conjunto de
acgoes proporcionadas pelas enzimas que vao provocar a fragmentagao da
molécula de DNA e a autodestruicdo da célula, sendo por isso diferente da
morte patoldgica por necrose ou como consequéncia da presenga de um
factor externo. [11,24,27]
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Figura 18. Diagrama representativo dos mecanismos globais da apoptose [11].

Neste nematoda, todas as células sdo “programadas” para morrer,
excepto quando existem sinais que indicam o contrario. Devido a facilidade
em contar o numero de células que o constituem, sabe-se que morrem
exactamente 131 células de acordo com o padrao de desenvolvimento

normal. [26]

Caracteristicas morfolégicas da Apoptose

A apoptose é um tipo de morte celular bastante regulado e de elevada
eficiéncia, que requer a interagao de inumeros factores. Este processo pode
ser divido em varias etapas, de acordo com mudancas morfolégicas que
ocorrem. [11,27]

Inicialmente surge uma retragdo da célula que provoca a perda da
aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas. Ainda nesta fase, ndo
existe alteragcao da morfologia dos constituintes celulares, particularmente do
nucleo e citoplasma, pois nao diferem das outras células. Seguidamente,
ocorre a condensacado da cromatina, que se concentra junto a membrana
nuclear, mantendo-se esta intacta. Posteriormente, a membrana celular cria
prolongamentos e 0 nucleo comega a desintegrar-se em fragmentos
encobertos pela membrana nuclear., Com o passar do tempo, os
prolongamentos da membrana celular aumentam de numero e tamanho,
chegando a romper, produzindo assim estruturas contendo o conteudo

celular. O DNA da célula sofre fragmentagao internucleossémica por uma
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endonuclease, que origina fragmentos de DNA de diversos tamanhos. As
referidas porgdes celulares que estdo rodeadas pela membrana celular sao
designadas por corpos apoptéticos, que vao ser fagocitados pelos

macrofagos e removidos sem originar nenhum processo inflamatério. [11,27]
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Figura 19. Processos globais da apoptose - condensacéo, fragmentacéo e fagocitose [47].

A apoptose distingue-se dos outros processos de morte celular devido
as suas caracteristicas particulares referidas anteriormente, que a tornam
num processo unico, sendo principalmente a ocorréncia da condensagao da
cromatina, retraccao da célula, fragmentacao celular e do DNA e fagocitose
sem processo inflamatoério. Este tipo de morte celular é bastante rapido,
demorando apenas cerca de uma hora. As caracteristicas morfologicas
apresentadas no C.elegans sao bastante similares as observadas na

apoptose dos vertebrados e invertebrados. [24,27]

Genes reguladores da Apoptose

A apoptose ou morte celular programada corresponde a um processo
de elevada importancia no desenvolvimento dos organismos, como por
exemplo na morfogénese e no controlo € manutengdo do numero e das
condi¢cbes das células no organismo. Para que este tipo de morte celular
ocorra é necessario que se desencadeie uma cascata de eventos
moleculares e bioquimicos especificos e geneticamente controlados, que vao
estimular as proteinas enzimaticas, no sentido de provocar as alteragbes

morfoldgicas referidas anteriormente, como a fragmentagdo da molécula de
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DNA e a autodestruicdo da célula. A base genética presente na apoptose em
C.elegans é muito similar a existente em outros organismos, como é o caso
dos mamiferos. [11,24,27]

Nos C.elegans a apoptose é regulada principalmente por trés genes
da familia ced (cell death abnormal), ced-3, ced-4 e ced-9, e por um gene egl-
1 (egg laying defect), sendo designados de “reguladores globais da apoptose”.
Os genes ced-3, ced-4 e egl-1 sdo considerados reguladores positivos ou
indutores da apoptose nas células somaticas, uma vez que mutagdes nestes
genes provocam a sobrevivéncia de células destinadas a sofrer morte celular
programada durante o desenvolvimento. Contrariamente o gene ced-9 é
considerado de regulador negativo ou inibidor da apoptose no
desenvolvimento do nematoda. A interagcdo destes genes antagonistas
permite manter o equilibrio entre a morte ou a sobrevivéncia das células, isto

€, se sofrem ou nao apoptose. [11,26,27]
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Figura 20. llustracdo dos procedimentos fundamentais realizados pelos genes reguladores da apoptose
[11].

Sendo a morte celular programada um processo muito frequente,
complexo, que estda na base do desenvolvimento do nematoda, €

fundamental a existéncia de um conjunto de genes capazes de regular a sua
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aplicagcado. Estes sao classificados e divididos consoante a fungdo que
desempenham na apoptose, ou seja, genes capazes de desencadear os
mecanismos de apoptose (regulagao da sua activagao), genes que estao na
base do processo apoptdético (na sua execugao), genes responsaveis pela
activacao da fagocitose das células mortas e genes indicadores da
dissolucdo das células apoptoticas fagocitadas (degradacdo do DNA das

células mortas). [11,26]

Caspases — inicidadoras e executoras da Apoptose

As caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases)
pertencem a familia das proteases de cisteinas e sdo responsaveis pelo
processo de degradacao da célula, uma vez que sdo capazes de reconhecer
e clivar substratos que possuem residuos de aspartato. Deste modo,
sinalizam a apoptose provocando a condensacao e fragmentacgao nuclear e a
externalizacao de fosfolipidos de membrana, que vai indicar aos macréfagos
a necessidade de fagocitose da célula em causa. [11,24,26]

Na presenca de um factor indutor de apoptose, ocorre a activagao do
gene ced-4, que pertence a familia das caspases e € um factor de activacao
de proteases, que por sua vez aciona o gene ced-3 que inicia a destruicdo da
célula. No entanto, mesmo neste caso os mecanismos de apoptose podem
ser controlados, pois ainda é possivel decidir se ocorre o bloqueio ou se
prossegue 0 mecanismo. A existéncia de um gene “bloqueador”, ced-9,
possibilita esta regulacao, pois a presenga da proteina codificada por este
gene provoca o bloqueio da cadeia. Neste sentido, uma alteragdo no gene
ced-9 que provoque a sua inactivagao, pode resultar na morte de células que
normalmente sobreviveriam, por activacdo dos genes ced-3 e ced-4.
Contrariamente, alteracées que aumentem a sua expressao, podem provocar
uma aumento de sobrevivéncia em células que deveriam morrer. Assim, &
possivel concluir que o produto do gene ced-9 pode inibir ou aumentar a
expressao dos genes ced-4 e ced-3, sendo um interruptor binario que regula

a vida ou a morte da célula. [11,24,26]
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Do mesmo modo, também existem genes responsaveis pelo
reconhecimento e pela fagocitose dos corpos apoptéticos, tais como ced-17,
ced-2, ced-5, ced-6, ced-7 e ced-10. Além disto , ainda codificam proteinas
fundamentais para a transmissao de sinais apoptoticos e para a destruigao
de alvos especificos.[11,24]

Relativamente ao DNA das células apoptdticas, ele permanece como
uma massa condensada, sendo degradado pela enzima nuclease, enquanto
0 gene nuc-1 permite que a morte celular e a fagocitose se desenvolva
normalmente. [24]

A classificagao das caspases esta de acordo com o seu pro-dominio e
0 seu papel na apoptose: [11,24,26]

* (Caspases iniciadoras: pro-dominios longos e estdo envolvidas
na iniciagao da cascata proteolitica.

» (Caspases efectoras: pré-dominios curtos ou inexistentes e
estao relacionadas com clivagem de substratos.

Estas proteases possuem duas caracteristicas fundamentais, pois
aléem de clivarem proteinas apds os residuos de acido aspartico, sao
sintetizadas na forma de proenzimas, reguladas pela presenca de uma
protedlise com clivagem apds residuos de aspartato. [11,24,26]

Resumindo, as caspazes por serem proteases fortes sdo capazes de
digerirem as células desde o seu interior, fazendo a clivagem das proteinas

celulares e a fragmentagao do DNA. [11,24,26]
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Figura 21. Esquema simplificado do modelo de activacdo das caspases no Caenorhabditis elegans (a)
e nos seres humanos (b) [27].
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Parte Il — Material e Métodos

Capitulo 1 — ICNAS : Ciclotrao

Os nematodas foram irradiados com um feixe de neutrées produzido
pelo Ciclotrdao presente na unidade de producdo do ICNAS. Este € um
ciclotrao do tipo IBA Cyclone® 18/9HC, capaz de acelerar protdes até 18MeV
com um feixe de intensidade maxima de 150uA e deutrdes até 9MeV com um
feixe de intensidade maxima de 40uA.

Antes de iniciar este estudo, mediu-se os valores de dose nos
diferentes alvos do ciclotrdo com o auxilio de um detector colocado a 1 metro

de distancia dos referidos alvos.

Tabela 3. Valores de Dose nos diferentes alvos do Ciclotrao, a uma intensidade de feixe de 1A por
hora

CORRENTE DOSE (mSv) | DOSE (mSv)

ALVO INTEGRADA (uAh) Neutroes Raios y

1 1,0 2,47 0,0907

3 1,0 4,06 0,0936

5 1,0 5,14 0,1366

6 1,0 6,16 0,0462

7 1,0 4,71 0,0380

8 1,0 4,27 0,0391

Apos obter os valores, escolheu-se 0 alvo numero 6 pois apresenta
valores de dose de neutrdes mais elevados. Como protocolo, optou-se por
irradiar as culturas de C.elegans com trés feixes de diferentes intensidades e
consequentemente diferentes doses absorvidas. Os valores de dose
absorvida para cada cultura sédo calculados a partir da dose equivalente com
a aplicacao da seguinte formula: [15]

Hr =D X wg
Equagédo 15
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sendo que Ht corresponde a dose equivalente, D a dose absorvida e

Wwr 0 factor de ponderacao dos neutroes.

Tabela 4. Factores de ponderacéo da radiagédo, segundo as recomendagdes da ICRP, ao longo das
Ultimas publicagbes de 1977 a 2007 [15].

Factor de ponderacao da radiagao, wg

Neutrées - Energia

ICRP 26 (1977) | ICRP 60 (1991) | ICRP 103 (2007)
<10 keV 10 5 Uma curva
10 keV a 100 keV 10 10 continua como
>100 keV a 2 MeV 10 20 funcao da
>2 MeV a 20 MeV 10 10 energia dos
>20 MeV 10 5 neutrbes

Considerando o factor de ponderacao de 15, a dose absorvida obtém-
se através de: [15]
H
D=_"
W
Equagéao 16

Tabela 5. Valores de dose equivalente e dose absorvida para feixes com diferentes intensidades: 1, 5 e
10 pAh.

Corrente Dose Equivalente | Dose Absorvida
integrada (pAh) - Hr (mSv) - D (mGy)
1 6,16 0,4107
5 30,8 2,05
10 61,6 4,107

Neste sentido, foram postas 2 placas de petri com culturas de
C.elegans para cada intensidade de feixe de neutrdes, a distancia de 1 metro
do alvo numero 6 do ciclotrdo. Além destas, foi colocada 1 placa de petri fora
da sala do ciclotrdo, sem estar exposta a qualquer radiagdo, com o intuito de
ser uma cultura de controlo. A sala do ciclotrao estava a uma temperatura de
21,4°C.
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Esta experiéncia foi realizada em trés fases sendo o valor da
intensidade da corrente e consequentemente, o valor de dose absorvida por
placa de petri, o factor de distingdo entre elas, tentando deste modo saber
qual o valor de intensidade que origina modificagdes significativas nos
nematodas, quais sdo e que consequéncias vao provocar na vida destes
seres vivos. Contudo, todos os outros elementos e métodos utilizados foram
constantes, nomeadamente, o procedimento de preparagdo das culturas de
C.elegans antes de serem sujeitas a radiacao e o numero de placas criadas,
o periodo de recolha de dados (contagens do numero de nematodas e
aquisicao das imagens de fluorescéncia) e os protocolos utilizados para a
obtencao desses mesmos dados.

Para cada fase da experiéncia foram preparadas 8 placas a partir de
uma recém criada (com apenas 72h), de forma a poderem ser divididas em 3
grupos de irradiagao: 2 compostos por 3 placas cada um e 1 composto por 2

placas, sendo que cada uma estava destinada a diferentes tipos de analise.

Tabela 6. Distribuicdo das placas de C.elegans por grupos e indicagao da finalidade de cada uma.

Irradiagao n°1 Irradiagao n°2 Irradiagao n°3

N° CE* N° CE* N° CE*

Exposta
MF* MF* MF*

Nao Exposta N° CE* MF*

*N° CE: Numero de C.elegans presente na placa (placa para contagens); *“MF: Placa
para fazer amostras para serem analisadas ao microscépio de fluorescéncia; *a irradiagao
n°2 nao teve placa de controlo por ndo ser necessario uma vez que existia nas outras duas

irradiagdes (com finalidades diferentes)
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Capitulo 2 — Manutencao de Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans é considerado um organismo modelo devido
nao sO as suas caracteristicas anatomicas e fisioldgicas, nomeadamente,
ciclo de vida curto, existéncia de hermafroditas protadndricos e machos,
numero constante de células e transparéncia do corpo, como também devido
a sua facilidade de cultivo e manutengao em laboratério e a possibilidade de
congelar estirpes indefinidamente em nitrogénio liquido na presenca de 15%
de glicerol. [23,25]

Preparagdo de NGM (Nematode Growth Medium)

NGM consiste no meio de cultura utilizado para o crescimento e
manutencao deste nematoda. Este é produzido facilmente em laboratorio,
sendo posteriormente colocado em placas de petri em condigbes de
assepsia.[24,28]

Para a sua produgdao € necessario cloreto de sodio (NaCl), agar,
peptona, 5mg/ml de colesterol em etanol, 1 mol (M) de solugdo tampéao de
fosfato de potassio (KPO4) de pH 6.0, 1 mol (M) de sulfato de magnésio
(MgS0O4) e 1 mol (M) de cloreto de calcio (CaCl,). Relativamente ao protocolo,
este inicia-se com a juncédo de 3g de NaCl, 17g de agar e 2,5g de peptona
num baldo de Erlenmeyer, juntamente com 975ml de agua destilada. Apds
tapar a sua abertura, este é colocado a autoclavar durante sensivelmente 40
minutos a 121°C. De seguida, deixa-se arrefecer e adiciona-se 1 ml de 1M de
CaCly, 1ml de 5mg/ml de colesterol em etanol, 1 ml de MgSO4 e 25ml de
solugdo tampao, agitando por fim para homogeneizar a solugdo. Por ultimo,
em condicdes de assepsia, coloca-se 0 meio NGM obtido em placas de petri
preenchendo apenas 1/3 da sua medida e deixa-se arrefecer para que o
excesso de humidade se evapore. [24,28]

Nesta experiéncia optou-se por um protocolo mais simples uma vez
que utilizou-se USBiological Nematode Growth Medium em pd, constituido
por agar (17,5 g/l), cloreto de sodio (3,0g/l), peptona (2,5g/I) e colesterol

(0,005¢/l) e com pH de 6,96. Para fazer o meio, dissolve-se 23g deste p6 em
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973ml de agua destilada e autoclava-se por 15minutos a 121°C. Por fim,
coloca-se o0 meio NGM em placas de petri até perfazer 1/3 da sua medida e

deixa-se arrefecer até que a humidade se evapore.[24,28]

Alimentacao do nematoda C.elegans

De modo a favorecer e manter as condicdes necessarias para o
crescimento de C.elegans em laboratério é utilizado uma estirpe de
Escherichia coli OP50 nao patogénica, como fonte de alimento. Estas
bactérias sdao auxotréficas tendo por este motivo crescimento limitado nas
placas deste nematoda. Nesta experiéncia, as bactérias Escherichia coli
OP50 foram dispostas no centro da placa de petri com meio de cultura NGM
de forma a cobrir uma area consideravel. [24,28]

Para produzir o meio de cultura bacteriana, LB (Luria Broth ou Luria
Bertani) é necessario dissolver em 1 litro de agua destilada 10g de Bacto-
triptona, 5g de Bacto-leveduras, 5 g de cloreto de sddio (NaCl) e 15g de agar,
ajustando por ultimo o pH para 7,0 com o auxilio de hidroxido de sédio, NaOH
(sensivelmente 0,2ml). De seguida leva-se a autoclavar durante
aproximadamente 15 minutos e por fim deixa-se arrefecer. [24,28]

O crescimento das bactérias € feito numa incubadora, apés ter sido
inoculado o volume necessario de meio de cultura, durante pelo menos 8
horas a uma temperatura média de 37°C (normalmente opta-se por deixar na
incubadora durante o periodo noturno). Porém, existe uma alternativa a este
procedimento que consiste em deixar a cultura numa bancada a temperatura
ambiente, por uma periodo de 24 a 48 horas, com agitagcdo ocasional até
esta se apresentar turva. [24,28]

Estas bactérias também podem ser congeladas em 20% de glicerol,
componente que evita a destruicdo das células a temperaturas negativas.
Deste modo, junta-se 1 ml da cultura produzida na incubadora a 1 ml de
glicerol autoclavado e agita-se a solugéao, ficando pronta para ser congelada
a 20 ou 70°C negativos. [24,28]
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Transferéncia de C.elegans

Para a manutencdo de C.elegans em laboratério e para o seu
estudo/manipulagdo € preciso aplicar métodos de transferéncia de
nematodas, sendo que a selecg¢ao deste depende do fim pretendido. [24,28]

Quando é pretendido fazer uma nova cultura de nematodas a partir de
uma mais antiga utiliza-se uma agulha esterilizada, mais precisamente o seu
bisel ligeiramente dobrado. Seguidamente corta-se um pedacgo de agar antigo,
com uma razoavel quantidade de nematodas, sendo colocado posteriormente
na placa de petri com NGM mais recente tendo o cuidado de ser invertido, ou
seja, a superficie que estava inicialmente virada para cima fica em contacto
directo com o novo agar. Este pormenor permite que os nematodas cheguem
as bactérias mais rapidamente, o que facilita a sua reprodugao. Para evitar
contaminagdes ou que as placas sequem, devem ser seladas com parafilm
sempre que deixem de estar em meio esterilizado. Este método também é
eficaz quando se deseja transferir uma grande quantidade de C.elegans para
uma lamina com o intuito de ser analisada ao microscoépio. [24,28]

Outro possivel método utilizado € o que permite passar nematodas
individualmente através de um pico de platina, sendo assim mais minucioso e
mais exigente. Para preparar este material é preciso ter um fio de metal, uma
pipeta de Pasteur, uma folha de papel , uma pinga, um bico de Bunsen, um
alicate e uma lamina. Inicialmente, coloca-se a pipeta sobre uma folha de
papel para concentrar os fragmentos de vidro num so6 local. De seguida, com
o auxilio da pinga parte-se a pipeta de Pasteur no local onde comega o seu
estreitamento. Posteriormente corta-se 3,5 a 4 cm de fio de platina e aquece-
se a extremidade partida da pipeta no bico de Bunsen. Com a ajuda de uma
pinga introduz-se o fio de platina dentro da pipeta e coloca-se junto a chama,
fazendo pressdo com a pinga até estes dois materiais estarem fixos um no
outro. Por ultimo, achata-se a extremidade do pico de platina de forma a
obter uma maior area de superficie, recorrendo a um alicate para a apertar.
Depois de comprovar que a extremidade esta o mais plana possivel, através
da sua observagdo ao microscopio e do uso de uma lamina, pode-se
transferir os nematodas para o local de interesse. Para facilitar a passagem e

quando se pretende transferir C.elegans para uma nova placa ja com E.coli
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OP50, deve-se primeiramente tocar com o pico de platina nas bactérias, uma
vez que ajuda a aderéncias dos nematodas ao pico. [24,28]

Sempre que se realiza uma transferéncia de C.elegans deve-se
sempre comprovar ao microscopio se foi devidamente correcta e se nao foi

danificado nenhum nematoda. [24,28]

Congelagao de nematodas

Durante a manutencéao de C.elegans em laboratério, por vezes pode
ocorrer contaminagdes nas placas de petri que contenham estes nematodas,
sendo este um dos motivos que levam a congelacdo de varias amostras.
[24,28]

Este método de conservagao € mais eficaz quando sao selecionados
nematodas nos estagios iniciais de desenvolvimento, em vez de adultos,
dauers ou mesmo embrides. Para uma congelagao ideal também se deve
considerar o modo como a temperatura desce, isto €, deve ser feito de uma
forma gradual, até esta atingir os 80°C negativos. Contudo pode também ser
congelado e armazenado por um periodo indefinido em azoto liquido (-196°C).
[24,28]

Existem alguns protocolos sobre a congelagédo de nematodas, sendo
que um dos mais comuns necessita de 5,859 de NaCl, 6,8g de
hidrogenofosfato de potassio (KH,PO,4), 300g de glicerol, 5,6ml de 1M NaOH
e 1L de agua. Juntam-se todos os elementos para posteriormente fazer o
autoclave, tendo em consideracdo todos os cuidados de assepsia
necessarios. Por fim, adiciona-se 3ml de 0,1M de MgSO, e reserva-se em
diversos tubos Eppendorff (por exemplo) para serem congelados. Para a sua
descongelacao, retira-se um tubo do congelador e deixa-se arrefecer na
totalidade a temperatura ambiente. Seguidamente, coloca-se o conteudo ja
descongelado numa placa de NGM com E.coli OP50. Por ultimo e apés 48
horas sensivelmente, deve-se transferir alguns nematodas para uma nova
placa também com bactérias, reforcando deste modo a sua descendéncia.
[24,28]
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A recuperacao de nematodas apos a sua congelagao é cerca de 35 a

45%, percentagem que diminui ligeiramente ao longo de varios anos. [24,28]

Descontaminagéao de culturas de C.elegans

Quando ocorre uma contaminagao numa placa NGM com nematodas
recorre-se a diversos procedimentos para a sua descontaminacéo. [24,28]

Um dos métodos consiste na transferéncia sucessiva de nematodas,
tendo uma particularidade: sempre que é transferido um pedaco do agar
antigo, este é colocado numa extremidade da nova placa, oposto a que
possui bactérias OP50. Deste modo, os nematodas tém de percorrer quase a
totalidade do meio NGM, afastando-se deste modo dos agentes
contaminadores. O numero de transferéncias realizadas sao tantas quanto as
necessarias para a remogao completa da contaminacéo. [24,28]

Outro procedimento comum engloba o uso de hipoclorito de sodio
(lixivia) e 5SM NaOH, numa propor¢ao de 1:1. Numa placa com NGM coloca-
se uma gota da solugcado referida anteriormente e adicionam-se alguns
C.elegans adultos com embrides in dtero. Esta jungao vai provocar nao so a
destruicdo do corpo do nematoda adulto, como também de fungos ou
bactérias que estdo a provocar a contaminagdo, deixando os embrides
intactos. Posteriormente, estes vao eclodir e originar uma nova cultura
saudavel. Este procedimento também pode ser aplicado quando se pretende
observar apenas embrides ao microscopio, desde os seus estadios iniciais
até a eclosao. [24,28]

Para evitar contaminagdes é essencial que todos os materiais usados
sejam esterilizados, que a manipulagdo de nematodas seja feita em
condigdes de assepsia e que seja utilizado parafina para isolar as placas de
petri. [24,28]
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Capitulo 3 — Microscopia de Fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia € uma técnica que possibilita a
visualizagdo de moléculas especificas, que possuem propriedades de
fluorescéncia na presenca de luz de excitacdo ultravioleta ou radiagao
electromagnética na faixa do visivel de baixo comprimento de onda, emitindo
radiagcao de maior comprimento de onda. [29,30]

Uma substancia € caracterizada de fluorescente quando possui na sua
estrutura interna fluorocromos pré-existentes ou introduzidos. Estes
componentes pertencem a um grupo funcional responsavel por absorver
energia de um comprimento de onda especifico e posteriormente por a
libertar noutro determinado comprimento de onda maior, isto €, menor
energia. [29,30]

Esta técnica além de permitir detectar substédncias em pequenas
concentragdes, também possibilita observar amostras apds o seu devido
tratamento quimico. Assim, a microscopia de fluorescéncia pode dar
informacdes sobre a conformagdo das moléculas, que demonstrem
alteragdes na excitagdo ou emissao do espectro de substancias fluorescentes.
[29,30]

GFP - Green Fluorescent Protein

A GFP, proteina verde fluorescente, consiste numa cadeia
monomeérica de 238 aminoacidos, sendo que os que estdo nas posigdes 65,
66 e 67 localizam-se no centro da cadeia e constituem o fluorocromo
responsavel pela emissdo da cor verde. Esta proteina € considerada um
marcador bioldgico pelas propriedades que apresenta:[31]

* Facil detecgao e demonstracdo dos movimentos proteicos que
sucedem no interior das células, pois ao serem irradiadas com
UV exibem fluorescéncia

e Tamanho reduzido, caracteristica importante uma vez que
proteinas pequenas quando ligadas a proteinas de interesse

nao alteram as suas propriedades
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* Autofluorescéncia, isto €, ndo necessita de co-factores para
demonstrar esta propriedade

Através destas caracteristicas, a GFP permite localizar proteinas,
visualizar a anatomia celular, identificar células e visualizar processos
celulares fisiolégicos, razbes que justificam a utilizacdo de C.elegans
transgénico, organismo modificado geneticamente de modo a expressar a
GFP, permitindo identificar e compreender o funcionamento do sistema
nervoso destes seres.[31,32]

Esta proteina foi descoberta por trés cientistas, Osamu Shiomomura,
Martin Chalfie e Roger Tsien, que a observaram primeiramente na medusa
Aequorea Victoria em 1962. Apds alguns estudos e através de tecnologias de
manipulacdo do DNA conseguiram incorporar a GFP em organismos vivos,

[1

que segundo Roger € “um marcador genético luminoso para diversos
fendmenos biolégicos”. [31]

Os seus 283 aminoacidos estao dispostos sob a forma de um cilindro,
que possui onze cadeias-beta e uma alfa-hélice, localizada no centro desta
estrutura juntamente com o cromoéforo (parte da molécula responsavel pela

cor). [31,32]

WROFORO
. Cadena de aminodcidos

Figura 22. A primeira imagem (a) representa o arranjo conformacional da GFP e a segunda imagem (b)
o fluoréforo responsavel pela emisséo da cor verde. [31]

De acordo com os seus descobridores a GFP “ funciona como uma

lampada que se pode ligar a outras proteinas e detectar muito facilmente a
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presengca destas em células ou organismos utilizando, por exemplo, um
microscopio de fluorescéncia”. [31,32]

Apos a descoberta da sua existéncia e de ser isolada, Shiomomura
observou que ela ndo era luminescente por si s6, mas precisava de ser
irradiada com luz visivel na faixa azul do espectro para emitir uma
luminescéncia verde, processo designado de fluorescéncia. No caso da
medusa Aequorea, a GFP recebe energia da sua propria reacao
bioluminescente da luciferase e luciferina. Este processo ocorre quando o
complexo luciferase-luciferina e a GFP estdo suficientemente proximos,
fazendo com que a energia de excitacdao do complexo luciferase-oxiluciferina
seja eficientemente transferida para a GFP, provocando a sua fluorescéncia
na regiao verde do espectro visivel. Todo este mecanismo de transferéncia
de energia classifica-se de transferéncia de energia por ressonancia e esta
dependente da proximidade e sobreposicao dos espectros de emisséo do
dador de energia, que neste caso € o complexo de luciferase-oxiluciferina
excitada, e de absorcao do receptor de energia, o GFP.[31,32]

A utilizagdo das proteinas fluorescentes além de determinarem a
localizac&o e a dinamica de proteinas, organelos e compartimentos celulares,
também possibilitam observar e estudar a expressao dos genes de interesse
ao longo do tempo e desenvolvimento do organismo, uma vez que O
comportamento da GFP pode ser analisado in vivo. Roger Tsien ao descobrir
o funcionamento desta proteina, possibilitou expandir o padrao de cores,
possibilitando o estudo de varias proteinas e células, ou seja, diferentes

processos bioldgicos em simultaneo.[31,32]

Gene UNC-119

O C.elegans transgénico tem na sua constituicdo genética o gene
UNC-119, estando este envolvido no desenvolvimento do sistema nervoso.
Este gene codifica uma proteina que € muito conservada entre metazoarios,
sendo importante para o bom desenvolvimento do sistema nervoso,
locomocado e na alimentacdo. A expressdao deste gene inicia-se na fase
embrionaria, mais propriamente apés a formacgao de 60 células, e perdura até
a fase adulta. [33,34]
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Diversos estudos demonstraram que mutagdes ocorridas neste gene
com este nematoda provocam alteragées no comportamento, na locomogao e
na sua alimentagao. [33,34]

A proteina codificada por este gene no C.elegans é homodloga a uma
proteina que também existe nos seres humanos, codificada por um gene com
o mesmo nome UNC-119. Este é expresso em fotoreceptores na retina, mais
concretamente nas sinapses fotoreceptoras da camada plexiforme externa da
retina, e desempenha um papel importante no mecanismo de libertagdo de
neurotransmissores de fotoreceptores, através do ciclo de vesiculas
sinapticas. [33,34]

O gene que codifica a proteina verde fluorescente, GFP, nestes
nematodas esta ligado ao gene UNC-119, permitindo assim estudar o
desenvolvimento do sistema nervoso de C.elegans desde a fase embrionaria

de gastrula até a fase adulta. [33,34]

Microscoépio de Fluorescéncia

O microscépio de fluorescéncia € um tipo de microscépio no qual as
amostras sao iluminados por raios de um determinado comprimento de onda,
permitindo localizar proteinas dentro da célula (entre outros constituintes
celulares). Esta caracteristica faz da microscopia de fluorescéncia uma das
principais técnicas de imagem utilizadas quando se pretende estudar a
dinamica de células vivas, pois além de conseguir visualizar diferentes
proteinas com um elevado grau de especificidade, ainda possibilita a analise
simultanea de varios tipos de moléculas quando marcadas com diferentes
fluorocromos. [24,29,30]

Componentes do Microscépio de Fluorescéncia

Este equipamento apresenta duas principais componentes: mecanica
e Optica. A primeira esta relacionada com o sistema de suporte e de focagem

enquanto a segunda com o sistema de ampliagao e de iluminagao. [29,30]
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O sistema de suporte tem como objectivo sustentar as diferentes
pecas do microscopio nas posi¢des correctas, promovendo deste modo uma
boa estabilidade mecanica.[29,30,35]

O sistema de focagem é constituido pelos parafusos macrométricos e
micrométricos e é deles que depende a focagem, ou seja, a obtengao de
imagens nitidas da amostra em estudo. [29,30,35]

O sistema de ampliagcdo é utilizado para aumentar a imagem
observada, através do uso de oculares e objectivas. Estas devem ser
escolhidas e adaptadas consoante a amostra e o trabalho pretendido, sendo
que com iluminacdo de fundo escuro pode-se optar por lentes mais
elaboradas e com maior abertura, resultando num maior poder de recolha de
luz. [29,30,35]

O sistema de iluminacao engloba a fonte de luz, filtros, condensador e
diafragma de campo, constituintes que tém como intuito proporcionar a luz
necessaria a formagao da imagem. Na escolha da fonte de luz a utilizar deve-
se ter em consideragdo o espectro de emissdo, a poténcia, o pulso e a
frequéncia de modulacdo da luz. Actualmente existe um novo tipo de fonte,
diodo de emissdo de luz ou LED, que devido as suas caracteristicas
nomeadamente longo periodo de vida, variedade de emissdes espectrais,
preco e numero de contagens no comprimento de onda de interesse, tém
vindo a ser uma opgao bastante viavel. Os filtros sdo componentes muito
importantes nesta técnica tendo como principal fungdo a eliminagcéo e a
aceitacdo de luz com determinados comprimentos de onda, sendo divididos
em filtros de excitacdo, de barreira e espelhos dicromaticos. Os primeiros
permitem apenas a passagem de luz a determinados comprimentos de onda
com uma consideravel especificidade e transmissao, os segundos aceitam
apenas a que corresponde a comprimentos de onda de interesse, pois ao
detectar somente certos fotdes € garantido que sao recolhidos apenas os que
sdo provenientes da fluorescéncia da amostra e por fim, os ultimos servem
para reflectir a passagem da luz a especificos comprimentos de onda, sendo
para isso colocados no seu trajecto a inclinagao de 45°. Os condensadores
mais empregados sao os de campo escuro, pois nao sé iluminam a amostra
utilizando toda a energia disponivel, como também n&o permitem a entrada

de luz directa na objectiva, facto importante para proteger os olhos do
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observador, impedir qualquer tipo de disturbio na recepgao da
autofluorescéncia por parte dos componentes da objectiva e para
proporcionar um fundo escuro que vai contrastar com a fluorescéncia da
amostra. Por ultimo, o diafragma € um componente que se localiza junto ao
condensador e serve para controlar a abertura angular do cone de luz na

iluminagcao da amostra. [29,30,35]

detector

ocular ) .
Filtrc de Emissdo

—/

\ Fonte de luz

Filtro de excitagdo

Espelho dicromatico ’>

Objectiva

Amostra

Figura 23. Principio basico de funcionamento do microscépio de fluorescéncia. [24]

Principios gerais de funcionamento

A imagem resultante advém da emissao da radiagao electromagnética
pelas moléculas, que anteriormente absorveram a excitagcdo primaria e
posteriormente emitiram uma luz com maior comprimento de onda. Esta
técnica é utilizada para detectar substancias com autofluorescéncia ou que
estejam marcadas com fluorocromos. [29,30,35]

O processo base inicia-se com a absor¢cdo de energia pelo atomo,
provocando a transi¢cdo do electrdo para um nivel de energia superior, ou
seja, o atomo fica excitado. Posteriormente o electrdo volta ao seu estado de

energia inicial emitindo um fotao. [29,30,35]
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Resumindo, o principio de funcionamento do microscopio de
fluorescéncia consiste na irradiagcdo da amostra pela luz de excitacéo e na
separagao da luz emitida mais fraca para formar a imagem. Este processo
ocorre devido a existéncia de um filtro de excitagdo na fonte de luz, que vai
deixar passar apenas a radiagdo com o comprimento de onda coincidente
com o material fluorescente presente na amostra (neste caso especifico de
470nm). Esta radiacdo, apds passar pelo filtro colide com um espelho
dicromatico, que vai a reflectir a uma inclinagéo de 45°, atingindo deste modo
os atomos da amostra e provocando consequentemente a transi¢cao dos
electrbes para um nivel de energia superior. Quando estes regressam ao seu
nivel energético de repouso, libertam fotdes que voltam a passar pelo
espelho dicromatico e por um filtro de barreira, de modo a poder ser
separada da luz de excitacdo mais brilhante. Esta separacéao é facilitada pelo
facto de a energia emitida ser mais baixa e ter um comprimento de onda
maior (525nm) que a luz primaria incidente. [29,30,35]

Aloxa Fluor 435

470/40 (Ex Filter)

w v

100

|
-~
(&)

50

Relative Intensity (%)

AN

25

ST
e

O 1 1 "a=--i- | iheesscc-aacaaediE A T ——
300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Figura 24. Espectro relativo aos comprimentos de onda de interesse na microscopia de fluorescéncia
por GFP. [35]

Assim, as areas fluorescentes da amostra sao exibidas ao microscépio,
contra um fundo escuro de elevado contraste. [29,30,35]
O microscopio de fluorescéncia possui uma série de aplicagdes que

possibilitam capturar imagens de varias estruturas celulares, como € o caso
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da molécula de DNA. O microscopio utilizado neste estudo, Leica DMIRE?2,
juntamente com o seu programa CW 4000, permite obter aquisicbes de
imagens combinadas, ja que possibilita sobrepor imagens de fluorescéncia
da amostra, GFP, com imagens de DAPI e de microscopia 6ptica (Brigth field),
mesmo quando adquiridas em separado. Além destas caracteristicas, ainda
contém ferramentas para o tratamento de imagem, nomeadamente, o

controlo de contraste, brilho e o grau de saturagdo da imagem. [29,30,35]

DAPI — Marcador fluorescente especifico para o DNA

A microscopia por fluorescéncia € uma técnica que permite estudar
estruturas celulares através da emissdo de luz de um determinado
comprimento de onda, apds a sua absorg¢ao pelas moléculas de fluorocromo.

Em alguns casos, quando se pretende observar determinadas
estruturas celulares €& necessario utilizar marcadores especificos
fluorescentes de modo a torna-las luminosas e brilhantes, podendo entao ser
visualizadas ao microscépio com luz UV, contrastando com o fundo preto.
[24,36]

DAPI, 4’,6’- diamidino - 2- feninlindole, € um dos marcadores
fluorescentes mais utilizados para marcar o DNA por técnicas de
fluorescéncia. Esta marcagao ocorre nos pares AT dos sulco menor da hélice
de DNA. Para ser possivel a sua visualizacdo é necessario iluminar a
amostra com luz ultravioleta, ja que o comprimento de onda para a excitagao
maxima do DAPI é de 358nm, sendo visualizado a azul devido aos
complexos AT/DAPI possuirem um comprimento de onda de emissao
maxima de fluorescéncia de 461nm. Deste modo, para provocar a excitagcao
de DAPI pode-se usar um lazer UV ou lampadas com Xéon ou Mercurio,

enquanto para a detecg¢ao da luz emitida utiliza-se um filtro azul/ciano. [24,36]
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Figura 25. Espectro relativo aos comprimentos de onda de interesse na microscopia de fluorescéncia
por DAPI. [35]

A importancia deste marcador para a analise do DNA da amostra,
reside na identificacdo do processo de morte celular programada ou apoptose,
uma vez que permite identificar pontos de condensacdo da cromatina,
encolhimento nuclear e formagao de corpos apoptoticos. Além disso, ainda
possibilita a observagao do comportamento da cromatina ao longo da divisao
celular: as varias fases de condensacao e descondensagao da cromatina.
[24,36]

Normalmente, a marcagao com DAPI realiza-se apds outras possiveis
marcagoes, de modo a complementar e acrescentar dados importantes para
a analise da amostra em causa. Para esta técnica, ndo € necessario realizar
certos procedimentos, nomeadamente a fixacdo e a permeabilizacdo da

amostra, passos fundamentais noutros marcadores. [24,36]

Preparacao de amostras para Microscépio de
Fluorescéncia

Existem varios protocolos para preparar amostras para serem
estudadas e observadas ao microscépio de fluorescéncia, sem afectar ou
influenciar a quantificacdo da fluorescéncia e do marcador de DNA, DAPI

(aspectos de interesse neste estudo). [24,36]
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Um dos métodos mais simples e o utilizado neste trabalho consiste em
retirar um pedago de agar previamente selecionado ao microscépio optico,
pois & garantido que se transfere um numero de nematodas e embrides
desejavel, tendo estes ultimos especial interesse neste estudo. Este é
disposto numa lamina que deve ser colocada em contacto com o vapor de
etanol, substancia conhecida como inibidora da locomogado nestes
nematodas. Neste sentido, o etanol pode ser reservado numa placa de petri e
a lamina posta por cima desta, tendo o cuidado de tapar esta estrutura com a
tampa da placa, ficando nesta posi¢cao cerca de 10 a 15 minutos. De seguida
com o auxilio de uma pipeta adiciona-se 5ul de DAPI (1:1000) no agar
presente na lamina, ficando esta mais 10 a 15 minutos na posi¢cao descrita
anteriormente. Apds este periodo, a lamina com o agar € selada com outra
lamina e parafina, ficando pronta para ser observada ao microscépio. [24,36]

Outro protocolo possivel porém mais complexo engloba o uso de
formaldeido e PBS (tampéao fosfato-salino), juntamente com uma solugao de
agarose. [24,36]

O formaldeido € um composto utilizado para a fixagcdo do material
bioldgico, processo importante na preservagao dos nematodas, uma vez que
impede a decomposigcao post-mortem e conserva as estruturas celulares e
tecidulares existentes no nematoda in vivo. Assim, ao realizar este processo
esta se a impedir a autdlise (accao em que as proprias enzimas proteoliticas
das células degradam as suas caracteristicas enquanto esta permanece viva),
a putrefaccdo (degradacao proteica por micro-organismos), fermentagao e
lipdlise (destruicao de lipidos e glicidos), preservando as caracteristicas das
células e fornecendo alguma rigidez a amostra, o que ajuda em algumas
coloracbes e na execugdao de cortes finos. Na fixacdo sdo adicionados
compostos quimicos e inorganicos, aquosos ou nNao aquosos, que podem
originar a precipitagcdo ou a coagulagao das proteinas do material biologico,
uma vez que normalmente estas solugbes actuam sobre os complexos
proteicos, mantendo as caracteristicas iniciais das células. Este processo de
manutencdo é conseguido através da estabilizagcdo das proteinas por parte
das reagdes que os fixadores provocam, ou seja, eles possibilitam a
formagao de elos entre os grupos terminais destes componentes celulares. A

reacdo mais comum entre o formaldeido e a amostra é a producdo do
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composto metilol. Este composto ao ser reactivo pode condensar-se com um
atomo de hidrogénio, formando uma ponte metilénica que sao destruidas por
hidrolise. Resumidamente, o formaldeido € um agente conservante, que
apresenta uma boa penetragao nos tecidos sem danificar significativamente a
amostra, € um bom fixador que é usado depois de se dissolver em agua a 5
ou 10% e que permite cortes da amostra por congelagédo. Para estudos de
imunocitoquimica e microscopia de alta resolucdo n&o deve ocorrer
fendmenos de desnaturacao proteica durante o processo de fixacao. [24,36]

Para preparar a base de agarose € necessario pesar 1g de agarose
numa folha de papel vegetal, para ser posteriormente introduzida num gobelé.
Apos a adicao de 50ml de agua, este é colocado no micro-ondas até ferver e
a solugao ficar transparente. Com a ajuda de uma pipeta de Pasteur é
depositado uma gota de agarose na lamina, sendo achatada com outra
lamina colocada a 90°, até esta solugao ficar completamente espalhada e
homogénea. Assim que esta arrefecer € removida a segunda lamina por
deslizamento, tendo o cuidado de n&o danificar a solugao. Posteriormente a
preparagao da base de agarose, € preciso isolar C.elegans da placa de NGM.
Neste sentido, & utilizado 0,20ml de formaldeido (1:10) para fixar os
nématodas. De seguida, é introduzido 50ul de PBS e 5ul de DAPI (1:1000) na
placa, sendo depois levemente agitada para que a solugdo cubra a sua maior
area possivel. Por fim é pipetado 30ul da solugao, processo facilitado através
da inclinagao da placa ja que vai permitir concentrar os nématodas num so6
local, para posteriormente serem depositados na lamina que contém a
agarose. A amostra fica completa apos ser selada com uma lamela e ser
isolada com verniz, material que deve ficar entre a lamina, base de agarose e
lamela. [24,36]
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Figura 26. llustragéo da preparagao de amostras tendo uma base de agarose de 2%. [36]

Todos estes procedimentos devem ser realizados numa camara de
fluxo laminar, sendo que a manipulacao de DAPI deve ser sempre feita com
luvas, com luzes directas apagadas (€ sensivel a luz) e todo o material usado
depositado em recipientes destinados a lixo contaminado, uma vez que pode

se ligar ao nosso DNA e tem potencial carcinogéneo. [24,36]

Processamento de dados - ImageJ®

O Imaged® é um programa freeware de processamento de imagem
em Java, desenvolvido no National Institutes of Health, que esta disponivel
tanto em dominio online como em qualquer computador com uma virtual
machine 1.4 ou posterior, sendo compativel com diversos sistemas
operativos.[29,37]

Este programa € bastante util no processamento de imagens, uma vez
que permite editar, analisar, processar e guardar imagens de 8 a 32 bits,
trabalhando em diversos formatos, nomeadamente, TIFF, GIF, JPEG, BMP,
DICOM entre outros. Além destas caracteristicas € um programa multi
processos, ou seja, possibilita o processamento de varias imagens em

simultaneo. [29,37]
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Através deste software é possivel obter valores de areas, distancias,
angulos, histogramas de densidade, perfis de distribuicdo e quantificar a
fluorescéncia de cada amostra. [29,37]

Para esta experiéncia, o ImageJ® foi utilizado com o intuito de obter
valores de area (“area”’) dos embrides de C.elegans, a densidade integrada
(“integrated density”), a média (“mean gray value”), o minimo e o valor
maximo de intensidade (“min & max gray value”) dos embrides e do
background de cada imagem, opg¢des escolhidas numa janela propria do
programa (“Set Measurements”). Apos recolhidos os valores de cada embridao
analisado, a fluorescéncia celular total corrigida (CTCF — Corrected Total Cell

Fluorescence) foi calculada através de uma formula: [29,37,38]

CTCF = Densidade integrada — (area do embrido x média de fluorescéncia de background)

Equagéo 17

Posteriormente a obtencdo de todos os valores pretendidos de cada
embrido observado, estes foram transcritos para o programa Excel®
juntamente com a férmula anterior, facilitando assim os calculos. Por ultimo,
os valores de CTCF foram organizados em varios graficos, para uma melhor
analise de todos os dados. Este método foi aplicado para a analise de
fluorescéncia uma vez que ja tinha sido usado noutros estudos
radiobiolégicos nomeadamente no “Efeito da Exposicdo a Ressonancia
Magnética de elevado campo no desenvolvimento do organismo:
Caenorhbditis Elegans”, referéncia 24. [24,37,38]
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Figura 27 llustracédo do trabalho realizado no ImageJ® e no Excel®, apds obtencédo das imagens no
microscopico de fluorescéncia
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Parte lll - Resultados experimentais

Capitulo 1 — Resultados gerais

Como referido anteriormente este trabalho foi dividido em trés fases
com diferentes intensidades de corrente, nomeadamente de 1uAh, SuAh,
10uAh, e consequentemente diferentes doses absorvidas, como apresentado
na tabela 6.

Na primeira fase, o valor de intensidade de corrente no ciclotrao foi de
1uAh sendo a dose absorvida pelos nematodas de 0,4107 mGy (calculos
explicados anteriormente), com tempo de exposi¢cao aproximadamente de 3
minutos. Antes da irradiagdo foram contabilizados todos os C.elegans
presentes, tendo especial atengdo ao numero de adultos gravidos
transferidos, que deviam ser constantes em todas as placas de modo a
manter as mesmas condi¢gdes entre elas. A observagao e as contagens de
C.elegans das placas foram conseguidas através do microscopio optico
presente no laboratério.

A recolha de dados quantitativos e a aquisicdo das imagens de
fluorescéncia foram feitas em 3 periodos de tempo: 72 horas, 120 horas e

168 horas ap0os a irradiagao.
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Tabela 7. Numero de nematodas presentes em cada placa para 14Ah, nos 3 periodos de analise.

C.e. c/embrides

T2=120H

T3=168H

(P1)

in utero 5 103 80 170
Controlo
(Cont) Embrides 8 581 282 101
I C.e. Jovens 2 * * 4103 I
C.e. F/embriaes c »c 111 -8
Placa 1 in utero

Embrides

317

1051

128

C.e. Jovens

6029

Placa 2
(P2)

C.e. c/embrides
in utero

111

142

193

Embrides

1036

373

111

C.e. Jovens

5537

Placa 3
(P3)

C.e. c/embrides

. 5 70 69 202
in utero
Embrides 15 1210 354 70
C.e. Jovens

* Os C.elegans jovens nao foram contabilizados no periodo de analise T1 e T2

As medigdes realizadas em cada placa demonstram que o numero de

C.elegans com embrides in utero (adultos gravidos) nas placas expostas a

radiacao no T3 sdo sempre superiores a de controlo, assim como 0 numero

de C.elegans jovens. Este valor aumenta gradualmente com tempo excepto

no caso da placa de controlo, em que se verifica uma queda apdés 120h da

exposigao, voltando depois a aumentar.

A segunda fase foi executada com o mesmo protocolo que a primeira,

sendo a unica diferenga o valor de intensidade de corrente, 5uAh, com dose

absorvida pelos C.elegans de 2,05mGy e tempo de exposicao cerca de 8

minutos.
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Tabela 8. Numero de nematodas presentes em cada placa para SuAh, nos 3 periodos de analise.

C.e. c/embrides

T2=120H

T3=168H

(P1)

in utero 3 453 446 303
Controlo
(Cont) Embrides 11 1345 943 384
I C.e. Jovens 6 * * 8092 I
C.e. brio
e. ¢/embrides 3 123 428 382
Placa 1 in utero

Embrides

513

2688

432

C.e. Jovens

9092

Placa 2
(P2)

C.e. c/embrides
in utero

63

102

212

Embrioes

634

1121

620

C.e. Jovens

5514

C.e. c/embrides

. 3 90 122 316

Placa 3 in utero
(P3) Embrides 13 1410 1561 1236
C.e. Jovens 5760

* Os C.elegans jovens nao foram contabilizados no periodo de analise T1 e T2

Nesta segunda experiéncia, em que a dose absorvida € maior, ja ndo
se verifica a condicdo apresentada anteriormente, isto €, o numero de
C.elegans com embrides in utero na placa de controlo no terceiro periodo de
analise ndo é sempre inferior as expostas a radiacdo de neutrdes, existindo
duas (placa 1 e 3) com valores ligeiramente superiores. Também o numero
de C.elegans jovens das placas irradiadas nao é superior a que nao foi
sujeita a irradiagcao, havendo uma com dados superiores (placa 1). O factor
de proporcionalidade directa entre o numero de C.elegans com embrides in
utero e tempo, nas placas expostas que se observa na experiéncia anterior,
nao ocorre para todas as placas nesta intensidade de corrente, facto
verificado apenas na placa 1.

Por ultimo, a terceira fase teve como valor de intensidade de corrente
de 10uAh, com respectiva dose absorvida 4,107mGy, tempo de exposicao

aproximadamente de 17 minutos e protocolo igual as restantes fases.
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Tabela 9. NUumero de nematodas presentes em cada placa para 10pAh, nos 3 periodos de analise.

C.e. c/embrides

T2=120H

T3=168H

(P1)

in utero 4 69 386 378
Controlo
(Cont) EmbriGes 7 960 2670 795
I C.e. Jovens 3 * * 9820 I
C.e. F/embriées 4 )8 238 368
Placa 1 in utero

Embrides

527

2500

1664

C.e. Jovens

8148

Placa 2
(P2)

C.e. c/embrides
in utero

47

114

496

Embrioes

969

2000

1348

C.e. Jovens

8486

C.e. c/embrides

. 5 69 290 188

Placa 3 in utero
(P3) Embrides 19 960 2380 946
C.e. Jovens 9170

* Os C.elegans jovens nao foram contabilizados no periodo de analise T1 e T2

Na terceira experiéncia e de acordo com os dados apresentados na
tabela 7, o numero de C.elegans com embrides in utero na placa de controlo
apods 216h da exposicao é superior a duas placas expostas a radiagao, 1 e 3,
mas inferior a uma, placa 2. Relativamente ao numero de C.elegans jovens, a
placa ndo sujeita a radiagdo € sempre superior as expostas. Os valores de
C.elegans com embrides in utero aumenta com o tempo nas placas 1 e 2,
sendo que nas restantes, placa 3 e de controlo, esta condicdo nao se verifica.

Através dos dados recolhidos, mais precisamente sabendo a
populacao final e inicial de C.elegans nas placas, foi possivel calcular o factor
de reproducgéo:

Populacgao final (PF)
Populacao inicial (PI)

Factor de Reprodugédo (FR) =

Equagéao 16

A populacgao final é calculada através da seguinte formula:
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Populagio Final = T3 (sem embrides) — TO (sem embrides)

Equagéo 17

Apds a obtencdo de todos os dados de interesse, estes foram

organizados numa tabela para sua melhor compreenséao e analise.

Tabela 10. Apresentagdo dos valores de populagdo final, populagéo inicial, factor de reprodugéo e
média do factor de reprodugao para as placas expostas, nas 3 intensidades de corrente utilizadas.

Pop. Final

Pop. Inicial

FR

Média FR

4266

609,429

609,429

6309

o

788,625

5819

—
—

529

4871

—
—

442,818

586,814

8386

931,778

931,778

9470

2367,5

5722

1430,5

6073

2024,333

1940,778

10191

1455,857

1455,857

8508

1063,5

8976

1496

9350

0 OO |00 NJW|h~|b~)|O

1168,75

1242,75

Posteriormente, com os dados apresentados na tabela 11 elaborou-se

0 seguinte grafico:
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Figura 28. Representacdo grafica do factor de reprodugéo nas 3 intensidades de corrente.

Analisando a tabela 11 e gréafico apresentado na figura 28 verifica-se
que relativamente a intensidade de corrente de 1uAh, o factor de reproducgao
da placa de controlo & superior as placas expostas, excepto a placa 1 que
neste caso é superior a de controlo. Na experiéncia 2, ou seja, de intensidade
de corrente de 5uAh a placa de controlo é sempre inferior as placas
irradiadas por neutrées. Na ultima experiéncia, quando a intensidade de
corrente é de 10uAh, volta-se a verificar o que aconteceu na primeira, isto &,
o factor de reprodugéo obtido na placa de controlo é superior a duas placas

expostas, sendo que a placa 2 apresenta valores ligeiramente superiores a

de controlo.

Média do Factor de Reproducdo (TO a T3)
2500
2000 -l|'
1500 T

W Controlo
1000 T _— Exposto
500 —
0 -
1uAh SuAh 10uAh

Figura 29. Representacéo grafica da média do factor de reproducéo das placas expostas e das placas
de controlo para as 3 intensidades de corrente.
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Através deste ultimo grafico (figura 29) é possivel fazer uma analise
global, uma vez que se baseia nas meédias das placas expostas
comparativamente as placas de controlo. Neste sentido, observa-se que o
factor de reproducado nas placas nao irradiadas € superior as sujeitas a
radiacao na intensidade de corrente de 1yAh e 10pAh, sendo que nesta
ultima a diferenga € maior. Na experiéncia 2, a média do factor de reproducao
das placas expostas € muito superior a placa de controlo.

Realizou-se posteriormente uma outra experiéncia nas mesmas
condi¢gdes que as anteriores excepto o tempo de analise, que neste caso foi
ap6s 216 horas da exposicdo, de modo a completar a informagao obtida
anteriormente. Os seus resultados foram resumidos e organizados numa

tabela para melhor compreenséao.

Tabela 11. Dados referentes a uma experiéncia realizada posteriormente, nas mesmas condi¢gdes que
as anteriores mas apenas com um tempo de analise de 216horas apos exposigao.

T4=216h | Pop. Final | Pop. Inicial FR

C.e. c/embrides
in utero 9870 9843 27 364,556

C.e. Jovens

C.e. c/embrides
in utero 301,143

C.e. Jovens

C.e. c/embrides
in utero 291,046

C.e. Jovens

C.e. c/embrides
in utero 234,812

C.e. Jovens

De acordo com os dados da tabela 12, verifica-se que o numero de
C.elegans neste periodo de analise diminui com o aumento da intensidade de
corrente, ou seja, a placa de controlo corresponde a que apresenta valores
mais elevados e a placa exposta a 10uAh possui os valores mais baixos.
Esta tendéncia também ocorre no factor de reproducao, pois a placa de

controlo continua a ser a que apresenta valores mais altos e a placa de
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10uAh a de valores mais baixos. Elaborou-se um grafico com todos estes
dados, de modo a facilitar a visualizacdo das tendéncias descrita

anteriormente.

Factor de Reproduc¢do para T=216horas
450

400

300 ]: W Controlo
250 :[ W Exp 1pAh
200
Exp Spih
150
Exp 10uAh
100
50
0
Controlo Exp 1pAh Exp SpAh Exp 10pAh

Figura 30. Representagéo grafica do factor de reproducdo numa experiéncia posterior com periodo de
analise de 216 hores apos exposigao.

Todos estes valores foram submetidos ao teste T-Student com o
intuito de verificar se existem diferengas significativas entre a intensidade de
corrente e o factor de reproducéo nos dois ultimos periodos de analise, uma
vez que sao amostras independentes, que nao estdo directamente

relacionadas e que apresentam o mesmo numero de medigdes.

Tabela 12. Factor de reprodugéo nos ultimos periodos de analise, 168 horas e 216 horas, para cada
intensidade de corrente e respectivo valor do teste T-Student.

Factor de Reproducao
T=168h T=216h
OpAh 999,021 364,5556
1pAh 586,81 301,1429
5uAh 1940,78 291,0455
10pAh 1242,75 234,8181
T-Student 0,0248 0,0015
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Devido ao tamanho limitado da amostra os resultados estatisticos
devem ser analisados com prudéncia, no entanto parecem indicar diferengas
significativas entre o valor de intensidade de corrente aplicada e o factor de

reproducao nestes dois periodos de analise.
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Capitulo 2 — Resultados por Microscopia de

Fluorescéncia

Através do microscopio de fluorescéncia e de todos os métodos que
estdo na base desta técnica, foi possivel estudar o comportamento da
proteina fluorescente verde (GFP) quando irradiada por neutrdes a diferentes
doses. Outro aspecto analisado consistiu na identificacdo do processo de
morte celular programada apds utilizacdo de DAPI, marcador fluorescente de
DNA.

Todas as imagens adquiridas no microscopio de fluorescéncia foram
analisadas e quantificadas no programa ImageJ®, apds selecionar os
parametros apresentados anteriormente. Os valores de fluorescéncia foram

conseguidos unicamente através da analise de imagens de embrides ex utero.

Figura 31. Imagens adquiridas no MF da placa de controlo onde se visualiza 3 embrides na fase de
gastrulagéo, sendo a primeira em Brigth Field, a segunda DAPI, a terceira GFP e a quarta a fusdo de
DAPI com GFP.

Apds a obtencdo de todos valores necessarios, estes foram
trabalhados no programa Excel® que permitiu organiza-los numa tabela,

facilitando assim a sua leitura.
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Tabela 13. Valores de Fluorescéncia de cada placa nas 3 experiéncias de acordo com os 3 periodos de
analise e respectiva média das placas expostas nestes mesmos periodos.

T1=72h T2=120h T3=168h

Fluo

Média Fluo

Fluo

Média Fluo

Fluo

Média Fluo

660781,1

660781,1

1471896

1471896

565197,6

565197,6

1309833

930351,4

1085495

1108560

1614864

1203974

1153633

1324157

550478,1

640222,1

829997,9

1159717

1159717

1801403

1801403

1783301

1783301

1404656

1309833

1467758

1394082

1892032

1576418

1616825

1695092

1508517

1398300

1656171

1520996

2164788

2164788

1845611

1845611

1853414

1853414

1662141

2230733

2286083

2059652

1832490

1820096

1750372

1800986

1678698

1781673

2017543

1825971

Figura 32. Conjunto de imagens obtidas por MF de embriées na fase de gastrulacdo, apds 168horas da

irradiacao e expostos a 10pAh, em que se visualiza possiveis sinais de apoptose, sendo a primeira
imagem em Brigth Field, a segunda DAPI, a terceira GFP e a quarta a fusdo destas trés.
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Posteriormente elaborou-se um grafico que representa todos os
valores indicados na tabela 13, contudo antes da sua realizagcao fez-se a
normalizagéo dos dados de modo a simplificar a sua analise, sendo assim um

grafico com valores normalizados da fluorescéncia basal.

Fluorescéncia

12
Op1 1uah
1 BP2 1unh
BP3 1pah
08 W Cont 1yAh
Op15uah

0,6 Dp2 5uah
Bp3 5040
04 ¥ Cont SwAh
Op110uah
02 OP2 10uAh
Bp3 10uAh

0 ¥ Cont 10uAh
72H 120H 168H

Figura 33. Representacdo grafica dos valores normalizados da fluorescéncia de cada placa nas 3
experiéncias, de acordo com os 3 periodos de analise.

Na tabela 13, relativamente a primeira experiéncia, observa-se que os
valores de fluorescéncia atingem o seu maximo apds 120 horas da exposigao,
e 0 seu minimo a 168 horas. No periodo de 72 horas a placa de controlo
apresenta valores sempre inferiores as expostas, a 120h é superior a duas
placas (2 e 3) e inferior a uma (1), facto que também se verifica a 168h,
alterando apenas as placas a que ¢ inferior e superior. Analisando de uma
forma geral, ou seja, as médias da fluorescéncia, observa-se que a placa de
controlo € inferior as placas expostas no primeiro e ultimo periodo, sendo
superior no segundo periodo.

Em relagédo a intensidade de corrente de 5uAh, a placa de controlo &
inferior as expostas no primeiro periodo de analise, superior a duas (2 e 3) e
inferior a uma irradiada (1) no segundo periodo e superior a todas expostas

no terceiro periodo. Tendo em conta as médias de fluorescéncia, a placa de
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controlo é inferior as sujeitas a radiacdo no periodo de 72h, mas superior nos
restantes dois periodos, 120 e 168 horas.

Na terceira experiéncia a 72 horas a placa de controlo apresenta valor
de fluorescéncia superior a uma placa exposta (1) e inferior a duas (2 € 3). A
120 horas, o seu valor é superior a todas as placas irradiadas e a 168h &
superior a duas (1 e 2) e inferior a uma placa exposta (3). Observando
apenas as médias de fluorescéncia, a placa de controlo tem sempre valores

superiores as irradiadas por neutrdes.

Figura 34. Imagens adquiridas no MF de 3 embrides na fase de gastrulagdo, apos 72horas da
irradiacdo expostos a 1yAh, sendo a primeira imagem em Brigth Field, a segunda DAPI, a terceira GFP
e a quarta a fusdo de DAPI com GFP.

Além destes valores de fluorescéncia, foram também calculadas as
médias de fluorescéncia das placas de controlo e das expostas ao longo dos

3 periodos de analise nas 3 experiéncias
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Tabela 14. Valores médios de fluorescéncia nos 3 periodos de analise, nas placas expostas a
irradiacao e nas nao expostas, de acordo com as 3 experiéncias.

1pAh 5uAh 10pAh

1035428
899291,6

1536723
1581471

1895536
1954604

Média Fluo exposta

Média Fluo Controlo

Os dados presentes na tabela 14 estao representados graficamente de

modo a ser mais facil observar as variagdbes mencionadas.

Média total de Fluorescéncia nos 3 periodos

2500000

2000000
1500000
W Média Contrelo
1000000 Média Exposta
500000

1uAh SuAh 10uAh

Figura 35. Representagéo grafica dos valores médios de fluorescéncia das placas expostas e das nédo
expostas nos 3 periodos de analise, nas respectivas intensidades de corrente.

Analisando a tabela 14 ou o grafico da figura 35, verifica-se um
aumento dos valores de fluorescéncia com o aumento da intensidade de
corrente. A média da fluorescéncia das placas de controlo € superior as
expostas na segunda e na terceira experiéncia, sendo inferior quando a

intensidade de corrente € de 1pAh.
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Figura 36. Conjunto de imagens obtidas por MF de embrides em diferentes fases de desenvolvimento
(desde grastrulacéo até pretzel) e de nematodas jovens, apos 72horas da irradiagéo e expostos a SpAh,
em que se visualiza possiveis sinais de apoptose num dos embrides. A primeira imagem corresponde a
Brigth Field, a segunda DAPI, a terceira GFP e a quarta a fus&do das duas ultimas.

Como referido anteriormente, realizou-se uma outra experiéncia nas
mesmas condi¢gées que as primeiras 3 mas com um tempo de analise mais

prolongado, em que se obteve os resultados descritos na tabela 15.

Tabela 15. Valores de fluorescéncia de uma experiéncia realizada posteriormente com tempo de
analise de 216 horas apos exposigao.

Controlo 1uAh 5uAh 10pAh

T4=216h 650508,2 338273,7 360539,9 522362,8

Observando os dados indicados na tabela 15, verifica-se que a placa
de controlo apresenta maior valor de fluorescéncia que as placas expostas as
diferentes intensidades de corrente. No entanto, a placa irradiada a 10pAh
tem valor de fluorescéncia superior a irradiada a 5uAh, tendo esta valor
superior a irradiada a 1puAh. Esta informacéo esta representada no préximo

grafico, sendo a sua leitura mais evidente.
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Figura 37. Representacdo grafica dos valores de fluorescéncia de uma experiéncia realizada

posteriormente com tempo de analise de 216 horas ap6s irradiagao. ~

Posteriormente a estes calculos, foi aplicado o teste T-Student de

modo a verificar se existe diferencas significativas entre a intensidade de

corrente e a fluorescéncia nos 4 periodos de anadlise, uma vez que sao

amostras independentes que nao estdo directamente relacionadas e que

apresentam o mesmo numero de medigdes.

Tabela 16. Valores de fluorescéncia em cada periodo de analise para cada intensidade de corrente e
respectivo valor do teste T-Student.

OpAh

Fluorescéncia

72h

120h

168h

216h

1328428,7

1706303,33

1400637,53

650508,2

1pAh 1108560 1324157 673566 338273,7

5uAh 1394082 1695092 1520996 360539,9

10pAh 2059652 1800986 1825971 522362,8
T-Student 0,00556 0,00058 0,0115 0,0078

Os resultados estatisticos devem ser analisados com prudéncia devido

ao tamanho reduzido da amostra, porém parecem indicar diferengas

significativas entre os valores de fluorescéncia em cada periodo de analise e

a respectiva intensidade de corrente aplicada.
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Figura 38. Imagens adquiridas por MF de dois nematodas adultos, com embrides in utero, apds
120horas da irradiagdo expostos a 5pAh, sendo a primeira imagem em Brigth Field, a segunda DAPI, a
terceira GFP e a quarta a fuséo das trés.

Figura 39. Imagens obtidas por MF de dois embrides na fase de gastrulagdo, apds 168horas da
irradiacdo expostos a 10pAh, sendo a primeira imagem em Brigth Field, a segunda DAPI, a terceira
GFP e a quarta a fusdo das ultimas duas.
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Parte IV — Discussao de resultados

Os primeiros resultados apresentados sao referentes ao numero de
C.elegans presentes em cada placa nos 3 periodos iniciais de contagens e
no periodo adicional posterior, ou seja, a populagdo de nematodas existente
em cada placa para cada intensidade de corrente apos 72, 120, 168 e 216
horas da irradiagao.

Na experiéncia 1uAh a populacdo de nematodas de controlo
apresenta um factor de reprodugcao ligeiramente superior a média das
populacdes expostas. Na intensidade de corrente de 5uAh verifica-se o
contrario, ou seja, a média das placas irradiadas € muito superior a
populagao de controlo. A 10pAh a populagado nao exposta volta a ser superior
a populagao irradiada, tendo em conta apenas as médias do factor de
reproducdo. De acordo com estes aspectos comprova-se que existe uma
alteracdo na reproducao dos nematodas quando expostos a diferentes
intensidades de neutrdes.

Os resultados obtidos na primeira intensidade de corrente sugerem
que a esta intensidade os mecanismos de recuperagdo celular sao
suficientes para reparar os possiveis danos que possam surgir com esta dose
absorvida. A 5uAh os estudos citados anteriormente ndo sao suficientes para
explicar estes resultados. Contudo, segundo alguns investigadores como por
exemplo Thomas D. Luckey, “em doses baixas podem ocorrer efeitos
benéficos no organismo exposto”, efeito designado de Hormesis. [39]

O efeito Hormesis indica que a radiagao ionizante a baixas doses pode
nao ser prejudicial mas sim benéfica para os organismos irradiados. Alguns
autores vao mais longe e defendem mesmo que pode ser um factor essencial
a vida como outros elementos, pois acreditam que a radiagdo de baixa dose
estimula certas fungdes bioldgicas. Takaji Ikushima descreve em parte o
mecanismo que esta na base deste efeito: baixas doses interagem nas
moléculas de DNA e induzem a sintese proteica que vao corrigir estas
moléculas, inicialmente danificadas. Russ VK também afirma que baixas
doses podem provocar uma resposta do sistema imunolégico dos organismos,

tornando-os mais resistentes a certas doengas. O aumento da resisténcia a
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infeccbes, o tratamento de lesdes, o aumento da radioresisténcia e o
aumento do crescimento e desenvolvimento do organismo sao outras

possiveis consequéncias do efeito Hormesis. [39]

Efeito

Dose

Figura 40. Efeito Hormesis — efeito em fungéo de baixas doses [Ronald 1985, referéncia 39]

Este efeito pode ajudar a explicar os resultados obtidos na primeira e
na segunda experiéncia em que o factor de reproducgao das placas expostas
€ préximo ou mais elevado que a populagao de controlo, podendo este facto
indicar que entre estas energias ocorre um efeito benéfico no organismo
sujeito a radiagcdo. Sendo 5pAh a intensidade em que ocorre a maior
discrepancia do factor de reproducao entre a populagao controlo e a exposta,
pode sugerir ser a energia limiar em que ocorre 0 maximo beneficio da
radiacéo nos C.elegans.

Os resultados obtidos na experiéncia 3, isto é, de intensidade de
corrente de 10puAh estdo de acordo com as teorias defendidas por muitos
autores, teorias estas referidas na introducao deste trabalho. Resumidamente,
muitos investigadores acreditam e comprovaram com a elaboracdo de
diversos estudos, que elevadas doses de radiagdo ionizante provocam
alteragdes negativas nos organismos, desde modificagbes no seu
comportamento, mutagcbes e mesmo morte. Neste caso, os mecanismos
desencadeados apds irradiacdo nao sao suficientemente eficazes para
reparar todas as possiveis lesdes ocorridas nas células.

Observando os valores de factor de reproducdo no global, estes

tendem a aumentar com a dose provavelmente devido a possiveis variagdes
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de temperatura no laboratério, pois foi desenvolvida em diferentes alturas
com consequentes variagdes na temperatura exterior, considerando que o
seu desenvolvimento ideal ocorre entre 20° a 25°C.

A analise feita apés 216 horas da exposi¢cao revela que o factor de
reproducdo na populagdo de controlo passa a ser superior a todas as
intensidades de corrente aplicadas sendo a de 1yAh a mais préxima e a de
10uAh a mais distinta do seu valor. Os valores nesta ultima intensidade
confirmam novamente os estudos indicados anteriormente: os mecanismos
de recuperacgao celular ndo foram eficazes na reparagao dos possiveis danos
celulares originados pela radiagao, resultando numa diminuicdo do numero
de nematodas presentes nas placas. A notéria diminuicdo do factor de
reproducao nas intensidades de 1uAh e SyAh comparando com a de controlo
no periodo de analise mais prolongado, 216 horas, esta de acordo com o
designado periodo de laténcia explicado na parte introdutéria do trabalho.
Este periodo corresponde ao tempo decorrido entre 0 momento em que o
organismo € exposto a radiacdo e o aparecimento de lesdes nao reparadas
pelos mecanismos de recuperacado celular, facto que pode justificar estes
resultados a 216 horas ap0s irradiagao.

O estudo por microscopia de fluorescéncia incidiu principalmente nos
embrides de uma estirpe de C.elegans uma vez que um dos objectivos deste
estudo reside em avaliar o desenvolvimento do sistema nervoso dos
C.elegans quando expostos a neutrdes. Neste sentido, além de ser a fase em
que se inicia este processo (fase embrionaria) é também a fase mais
radiossensivel, aspecto defendido e explicado pela Lei de Bergonié e
Tribondeau, apresentada no inicio do trabalho.

Relativamente aos resultados obtidos de fluorescéncia verifica-se que
esta aumenta consoante o aumento da intensidade de corrente aplicada,
sendo a média das placas expostas superior a de controlo apenas a 1pAh.

Quanto maior a fluorescéncia maior a expressdo da proteina
codificada pelo gene UNC-119, gene este interligado com o desenvolvimento
do sistema nervoso. Comparando apenas a populacdo de nematodas
expostas e a de controlo numa so6 intensidade, a expressao desta proteina
nas placas expostas € superior a de controlo a 1pAh, e inferior a 5pAh e a
10uAh.
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Os resultados a 1yAh indicam que a esta intensidade de corrente as
proteinas codificadas pelo gene UNC-119 tém maior expresséo e
consequentemente maior actividade relativamente a placa de controlo,
provavelmente por desencadear mecanismos de recuperagciao celular
eficazes para os possiveis tipos de lesbdes celulares demonstrando um
correcto desenvolvimento do sistema nervoso dos nematodas, facto apoiado
pelos valores apresentados de factor de reproducdo, ja que a média das
placas expostas €& pouco inferior a placa de controlo. Nas restantes
intensidades o valor de fluorescéncia das populagcbes expostas € inferior a
populacao de controlo. Estes resultados podem significar que a estas doses
absorvidas a expressao da proteina nao é tdo acentuada como acontece nas
populagdes ndo expostas, indicando que ou 0s mecanismos de recuperagao
proprios das ceélulas ndo sdao completamente activados ou que n&o sao
suficientes, resultando num desenvolvimento mais lento ou mesmo
inexistente do sistema nervoso dos nematodas.

Apos 216 horas da exposicdo a neutrbes a intensidade com maior
valor de fluorescéncia a seguir a de controlo € a 10uAh, sendo a de 1yAh a
mais baixa. Este facto pode indicar que apesar de existir maior expressao da
proteina codificada pelo gene UNC-119 e consequentemente maior activagcao
dos mecanismos de recuperagao celular, estes ndo sao suficientes para
reparar 0os possiveis danos que possam surgir no sistema nervoso apods
irradiacao (referidos no inicio do trabalho), ou seja, sendo a intensidade em
que ocorre maior probabilidade de existir lesbes, como observado pelo factor
de reproducdo que € o mais baixo, € necessario existir maior reparagao
celular. No entanto e apesar de estar presente essa maior reparacgéao, ja que
a fluorescéncia é maior, ela ndo é totalmente capaz de corrigir todos os
danos causados na radiacdo. Como explicado nos capitulos iniciais, as
células quando expostas a radiagao tendem a executar certos mecanismos
que vao permitir corrigir as possiveis alteragdes, contudo, eles podem ser
eficazes, ineficazes ou incorrectos, sendo estes dois ultimos insuficientes
para o correcto desenvolvimento do organismo. Resumindo, quanto maior a
fluorescéncia maior a expressao da proteina codificada pelo gene UNC-119
devido aos mecanismos de recuperacao celular desencadeados, que por sua

vez podem ser eficazes ou néo, isto &, apesar de estarem presentes podem
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ser suficientes ou ndo na recuperagao das células apos irradiacdo. Estes
resultados juntamente com os verificados nas outras duas intensidades,
sugerem que neste periodo de analise ocorrem lesdes nao corrigidas pelos
mecanismos de recuperacao, defendendo a definicdo do periodo de laténcia:
periodo decorrido entre o momento da irradiagdo e o aparecimento das
primeiras lesdes.

O aumento do valor de fluorescéncia com o aumento da intensidade
pode se dever ao facto de as condigcdes atmosféricas no exterior terem
variado podendo ter influenciado a temperatura no laboratério, como
explicado anteriormente no factor de reprodugéo.

As imagens obtidas por DAPI ndo foram conclusivas uma vez que nao
sendo um objectivo primordial a sua analise nao foi intensiva como no caso
de fluorescéncia. Contudo conseguiu-se obter algumas imagens em que se

verifica a possivel existéncia de morte celular programada, ou seja, apoptose.
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Parte V — Conclusao

A exposicao de um feixe de neutrbes no organismo C.elegans revelou
provocar uma variagdo no factor de reprodugao consoante a variagdo da
intensidade de corrente aplicada. Deste modo, é possivel concluir que existe
uma correlagdo entre a energia de um feixe de neutrdes e os parametros
analisados, pois os valores obtidos neste estudo sugerem a presenca de
efeitos radiobiolégicos que dependem da dose absorvida.

A analise do factor de reproducédo a 1pAh e 10uAh permitiu verificar
que existe uma diferenga significativa entre estas duas intensidades, sendo
que a ultima provoca maiores alteragbes quando comparado a populagao de
controlo. A partir deste facto e considerando todas as informacgdes e estudos
anteriores € possivel comprovar a existéncia de mecanismos de recuperagao
celular que sao activos quando o organismo € exposto a um factor externo
como € o caso da radiagdo. Estes permitem corrigir erros e alteragbes
celulares que advém desses factores, no entanto nem sempre sdo correctos
ou eficazes, como acontece na maior intensidade de corrente. Também se
verificou uma possivel energia limiar, 5yAh, pois nesta intensidade o factor
de reproducgao € muito superior ao de controlo.

Apos 216horas da exposicao os factores de reprodugao diminuiram
em relacdo ao de controlo, o que significa uma reducdo do numero de
nématodas das populagdes expostas, 0 que pode sugerir a ocorréncia de
alteragdes a nivel celular e molecular.

Os resultados por microscopia de fluorescéncia também revelam
alteragbes, nomeadamente a 1uyAh, o que permite concluir que nesta
intensidade as proteinas codificadas pelo gene UNC-119 tém maior
expressao e por isso sao mais eficazes para reparar as possiveis lesdes
originadas apods exposi¢cao. Com esta técnica comprovou-se novamente a
existéncia do periodo de laténcia, pois huma avaliagédo mais tardia observa-
se um aumento da expressao do gene a 10uAh, que apesar de estarem
presentes os mecanismos de recuperagao, estes nao sao suficientes.

A avaliacao por DAPI nao foi conclusiva uma vez que as imagens

obtidas com actividade apoptética anormal ndo foram significativas, nao
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revelando alteragdes no desenvolvimento biolégico embrionario nas trés
exposigoes.

Os resultados apresentados neste trabalho corroboram com dados
provenientes de outras experiéncias realizadas com outros modelos
biolégicos, nomeadamente o rato, a medaka e a Drosophila melanogaster,
estudos apresentados nas referéncias 40 a 45. [40 a 45]

Estes estudos demonstram uma relagdo entre a dose aplicada e os
efeitos bioldgicos provocados, ou seja, quanto maior a energia do feixe de
neutrdées, mais graves sdo os efeitos radiobioldgicos originados. Delegdes
nas bases do DNA, quebra de uma ou de ambas as cadeias do DNA,
modificagdes na recombinagdo genética, mutagdes, apoptose celular e
aumento da taxa de mortalidade sado os efeitos provaveis quando estes
modelos bioldgicos sdo sujeitos a irradiacdo por neutrdes, sendo as duas
ultimas consequéncias maximas da exposicao. [40 a 45]

Devido as caracteristicas, homeadamente por possuirem um RBE
elevado, apresentam uma significativa facilidade para originarem lesdes
desde a fase embrionaria nos respectivos organismos, influenciando o
desenvolvimento do sistema nervoso, entre outros. Além disto e dependendo
do tipo e do local da lesdao as geragdes futuras podem também ser
afectadas.[40 a 45]

O tamanho do organismo sujeito a exposigao, as caracteristicas do
feixe de neutrbes e a geometria da irradiacdo sao algumas variaveis que
podem influenciar os tipos de efeitos biolégicos provocados nos organismos
modelos. [40 a 45]

Em suma, é fundamental acompanhar a evolugdo das terapias por
radiacdo com estudos que avaliem os efeitos radiobiolégicos que possam
surgir na interac¢ao da radiacdao com diferentes modelos biolégicos, de forma

a optimizar as técnicas aplicadas no tratamento de patologias no ser humano.
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Parte VI — Perspectivas futuras

A radiobiologia tornou-se numa area de estudo muito importante,
principalmente com o avango nas tecnologias de diagndstico e terapéutica.
Deste modo é importante conhecer e classificar todos os possiveis efeitos
consequentes da interagédo da radiacdo com o meio.

Neste estudo o organismo modelo, C.elegans, foi exposto a trés
intensidades de corrente, nomeadamente 1pAh, 5uAh e 10pAh, e analisado
em quatro periodos de tempo: 72 horas, 120 horas, 168 horas e 216 horas
apoés irradiagdo. Uma possivel continuagcdo deste projecto passa pela
aplicagao de intensidades de corrente mais elevadas ou entre SuAh e 10pAh
e pelo prolongamento do periodo de observagao, ou seja, continuar a analise
ap6s 216 horas da exposicao, de forma a poder estudar outras possiveis
consequéncias, como por exemplo mutagdes ou alteragbes de
comportamento.

Os resultados obtidos por microscopia de fluorescéncia foram
exclusivamente através da analise dos embrides, no entanto de forma a
complementar o estudo também se pode analisar a fluorescéncia do anel
nervoso dos C.elegans adultos, ficando deste modo mais completo.

Este projecto ndo teve como objectivo principal a observacédo de
C.elegans com DAPI, contudo num estudo futuro o protocolo com este
marcador pode ser optimizado de forma a estudar ao pormenor se existe
alguma correlagdo entre a ocorréncia de morte celular programada e a
intensidade de corrente aplicada, completando assim a informacédo obtida
neste trabalho.

Um proximo estudo pode também incluir técnicas de biologia
molecular, nhomeadamente Western blotting, uma vez que € um método
empregado na imunodeteccdo de proteinas apdés a sua separagao por
eletroforese em gel e transferéncia para membrana absorvente. A partir desta
técnica é possivel detectar, caracterizar e quantificar inUmeras proteinas,
sendo por isso interessante comparar os valores da intensidade de
fluorescéncia presentes neste estudo com os possiveis valores que esta

técnica em especifico permite obter. [46]
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