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Resumo — A radiagio ionizante € um risco em ambientes aero-
espaciais e situacdes de emergéncias radioldgicas, exigindo
formas eficientes de biodosimetria. Este trabalho teve o propé-
sito de verificar a frequéncia de microntcleos (MN) em Allium
cepa (cebola amarela) que foi exposta a radiagio gama com
LET baixo, simulando situacdes reais com uso em um fantoma
humano. Sementes secas foram expostas a cinco doses de “°Co
(0,65-3,89 Gy), germinadas e passadas pela andlise genética.
Nao foram vistas mudancas grandes na germinacio nem no
crescimento das raizes. A quantidade de MN ficou entre 0,00%
e 0,04%, dentro do nivel normal. Os achados mostraram que,
nas situagoes avaliadas, a radiacdo gama nao causou danos ge-
néticos importantes; possivelmente devido ao eficiente reparo
do DNA antes da mitose em sementes secas. K concluido que o
modelo Allium cepa, embora sensivel a radiacdo de alta LET,
precisa de doses maiores de radiacdo gama para aplicacdes
uteis em biodosimetria.

Palavras-chave — Allium cepa, micronticleos, biodosime-
tria.

I.INTRODUCAO

A exploragdo espacial implica a exposi¢cdo constante de
organismos vivos a radiagdo ionizante, fazendo-se essencial
avaliar os impactos bioldgicos dessas radiagdes em situa-
¢Oes de emergéncia radiologica e em missdes espaciais de
longa duracgao[1], [2], [3].

Para isso, a dosimetria € crucial nesse contexto, pois per-

ABREU JUNIOR, P. S., abreu@ita.br, SANTANA, G. G., guilherme.ga-
zolla08@gmail.com, SOARES, R. F., ricardorfs@ita.br, KALCZUK, L.,
lianakalczuk@gmail.com, FERNANDES, P. C. prixcafernan-
des@gmail.com e FEDERICO, C.A., claudio.federico40@gmail.com.
Este trabalho foi parcialmente financiado pelo Conselho Nacional de De-
senvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPQ), processo n2
420156/2023-2 e Grant PQ 310745/2025-0.

mite monitorar e quantificar a exposi¢do a radia¢do ioni-
zante, garantindo a seguranga e a saide dos astronautas du-
rante longas missdes espaciais ¢ em situa¢des de emergén-
cia radiolégica.

A dosimetria pode ser classificada em dois tipos: fisica e
biologica. A dosimetria fisica utiliza métodos como a foto-
grafia de emuls@o e dosimetros eletrdnicos para medir a ra-
diagdo ionizante, enquanto a dosimetria biologica avalia o
impacto da radiagdo nos organismos vivos, sendo essencial
para a protegdo em ambientes como o espago e situagdes de
emergéncia radiologica [4].

Uma vez que na maioria dos cenarios de exposi¢do aci-
dental ou suspeita a radiacdo ionizante, a dosimetria fisica
retrospectiva torna-se inviavel, tém sido propostos biomar-
cadores bioldgicos como metodologia complementar para
estimar a dose absorvida e orientar o manejo clinico dos in-
dividuos expostos[5], [6], [7]. A utilizacdo desses biomar-
cadores com finalidade dosimétrica é o que se chama por
biodosimetria[8], sendo crucial na medida em que fornece
informagdes sobre o impacto biologico da radiacdo nos or-
ganismos vivos, superando as limitagdes dos métodos fisi-
cos de dosimetria, que ndo refletem diretamente os efeitos
bioldgicos da exposicao[4].

Nesse contexto, as metodologias baseadas em efeitos ci-
togenéticos, como o teste de micronucleos, sao particular-
mente valiosas, pois permitem a detec¢do de danos cromos-
somicos, sdo passiveis de automagdo e escalabilidade, e
possuem alta reprodutibilidade interlaboratorial[ 1], [2], [3],

[9].

Os micronucleos sdo estruturas citoplasmaticas pequenas,
morfologicamente semelhantes ao nucleo principal, forma-
das por fragmentos cromossomicos ou Cromossomos



inteiros que ndo foram incorporados ao nucleo durante a di-
visao celular, sendo considerados biomarcadores sensiveis
de dano genético induzido por radiacdo (Fig. 4)[10], [11],
[12].

Dentre os testes biodosimétricos, o ensaio de micronicleo
¢ amplamente utilizado devido a sua capacidade de detectar
danos cromossdmicos em diferentes tipos celulares, respon-
dendo de maneira dose-dependente a radiacdo ionizante e
sendo particularmente eficaz para triagem rapida apos ex-
posi¢des acidentais ou ocupacionais[1], [2], [3], [9], [13].
Estudos indicam que o ensaio de micronucleo pode detectar
doses baixas, com limiares a partir de aproximadamente
0,05 Gy (Gray - unidade de dose absorvida de radia¢do) em
linfocitos humanos, tornando-o eficaz para monitoramento
ocupacional e situagdes emergenciais[3], [9].

Alternativamente a utilizagdo de amostras bioldgicas hu-
manas, o uso de Allium cepa (cebola amarela) como modelo
biodosimétrico tem sido validado pela sua simplicidade,
baixo custo e sensibilidade na detec¢do de danos citogené-
ticos induzidos por radiagdo ionizante, inclusive por radia-
¢do alfa e gama, com limiares de detec¢do variando signifi-
cativamente conforme a qualidade da radiacdo[10], [12],
[14], [15], [16]. Bolsunovsky et al. (2019) mostraram que a
formag@o de micronucleos em Allium cepa ocorre a partir
de doses de 1 Gy em sementes germinadas expostas a radi-
acdo gama, com uma resposta dose-dependente até a satu-
ragdo em doses maiores[12].

Adicionalmente, Zhang et al. (2002) demonstraram que
a exposicao de sementes secas de Allium cepa a néutrons de
fissdo produz um numero significativamente maior de mi-
cronucleos comparado a radiagdo gama, com eficacia biol6-
gica relativa (RBE) alta devido ao alto LET (Linear Energy
Transfer) dos néutrons, reforcando a relevancia do tipo de
radiag@o e do estado fisiologico das sementes para os resul-
tados obtidos em testes citogenéticos[11].

Apesar da robustez desse modelo vegetal, segundo
Zhang et al. (2002), sementes secas de Allium cepa apresen-
tam baixa sensibilidade a radiagdo gama, exigindo doses es-
timadas acima de 4Gy para detec¢do de micronucleos[11].

Experimentos envolvendo radiagdo ionizante com
diferentes LETs indicam que micronucleos sdo particular-
mente eficazes para distinguir danos induzidos por radia-
¢oes de alta LET, podendo permitir deteccdo de doses a par-
tir de 0.02Gy com particulas alfa, por exemplo[10], sobre-
tudo em estudos automatizados [17], consolidando sua rele-
vancia em aplica¢des de biodosimetria.

Complementarmente, o uso de fantomas antropo-
morficos permite simular com realismo a distribuigdo espa-
cial da dose em organismos humanos, oferecendo resultados
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mais precisos e aplicaveis a cendrios reais de exposi¢do ra-
diologica, conforme destacado por estudos recentes[18].

Assim, o presente estudo se propde a investigar a fre-
quéncia de micronucleos em células meristematicas de A/-
lium cepa irradiadas com radiacdo gama em fantoma antro-
pomorfico, visando compreender melhor os limiares de de-
tecgdo ¢ a aplicabilidade do modelo vegetal em condigdes
controladas e realistas de exposi¢do radioldgica, buscando
contribuir para o desenvolvimento de ferramentas eficientes
de biodosimetria em cenarios aeroespaciais e médicos.

II. OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo quantificar e ava-
liar a frequéncia de micronucleos em células da regido me-
ristematica de Allium cepa germinadas a partir de sementes
irradiadas com Cobalto-60 (*°Co).

III. METODOLOGIA

Sementes da espécie Allium cepa foram acondicionadas
individualmente em microtubos do tipo Eppendorf e posici-
onadas no interior de cavidade na altura do timo de um fan-
toma antropomorfico adulto feminino, com o objetivo de si-
mular a distribui¢do de dose em tecidos humanos. Cabe res-
saltar que, dentre as recomendagdes das ICRPs, a ICRP 118
destaca os efeitos teciduais com possiveis limiares baixos
de dose[19] enquanto a ICRP 123 reconhece a utilidade de
biomarcadores e fantomas na avalia¢do de dose em contex-
tos espaciais simulados[20]. A irradiag@o foi conduzida uti-
lizando fonte de 60Co, mantida a uma distancia fixa de 3
metros do fantoma. O fantoma com as sementes inseridas
foi exposto a cinco diferentes tempos de irradiagdo: 30, 60,
90, 120 e 180 minutos, correspondendo respectivamente as
doses absorvidas de 0,65 Gy, 1,30 Gy, 1,94 Gy, 2,59 Gy ¢
3,89 Gy, conforme calibrado previamente por meio de dosi-
metria fisica com camaras de ioniza¢do posicionadas no in-
terior do fantoma.

Ap6s a irradiagdo, as sementes foram dispostas em placas
de Petri (90 x 15 mm), sendo trés placas por grupo, cada
uma contendo 36 sementes, totalizando 108 sementes por
dose. As sementes foram mantidas para germinagao a 25+2
°C por trés dias. Raizes com aproximadamente 4-5 mm de
comprimento foram selecionadas (cinco por tratamento), fi-
xadas em solucdo de Carnoy (3:1, etanol:acido acético) por
24 horas, transferidas para etanol 70% e armazenadas a 4 °C
por até 15 dias até o preparo das laminas.

As laminas foram confeccionadas por esmagamento
("squash") da extremidade apical das raizes (1-2 mm) apos
hidrélise em HC1 1N a 60 °C por 15 minutos. A coloragao
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foi realizada com violeta genciana 1%, seguida de monta-
gem de laminula sobre lamina com glicerina a 50% para mi-
nimizar sobreposicao celular e facilitar a identificacdo mor-
folégica dos micronucleos, conforme protocolo realizado
por Fujikawa et al. (1999)[21]. A analise da frequéncia de
micronucleos foi realizada em células em intérfase com ci-
toplasma bem definido, tendo sido os micronucleos reco-
nhecidos como corpos menores que o nucleo principal, de
coloragdo similar, localizados no citoplasma e morfologica-
mente separados do nucleo[10], [11], [14].

Foram analisadas 1000 células por lamina, totalizando
5000 células por grupo experimental.

A frequéncia de micronucleos foi calculada utilizando a
seguinte formula (1), conforme sugerido por Fujikawa et al.
(1999) [21]:

F(%) = (Nma / Ny) ¥ 100 (1)

Onde:
Nun = nimero total de microntcleos observados
N = niimero total de células analisadas.

Os valores foram expressos em percentual e comparados
com a frequéncia basal observada no grupo controle nio ir-
radiado.

Fig. 1. Fantoma antropomorfico utilizado para simulagdo de exposi-
¢do a radiagdo gama. (A) Vista frontal do fantoma do tipo feminino, utili-
zado como suporte para acomodagdo de dosimetros e amostras de semen-
tes de Allium cepa em regides anatdmicas especificas. (B) Vista superior
do fantoma com destaque para as sementes de A//ium cepa posicionadas
sobre o topo da cabega, simulando uma situagdo de exposi¢do direta a ra-

diagdo incidente. A estrutura foi utilizada com o objetivo de avaliar o
comportamento das sementes em um cenario simulado de exposigao par-
cial do corpo humano a radiag@o ionizante.

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

A. Analise macroscopica

As avaliagdes do indice de germinagdo e tamanho das
raizes foram conduzidas com o objetivo de investigar pos-
siveis efeitos fisioldgicos iniciais da radiacdo gama nas se-
mentes de Allium cepa irradiadas dentro do fantoma
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antropomorfico. Este parametro é particularmente rele-
vante por refletir a viabilidade metabolica pds-exposicao e
pode indicar alteragdes subletais que ndo necessariamente
resultam em efeitos citogenéticos detectaveis[14].

As taxas de germinagdo foram determinadas apds trés
dias de incuba¢do das sementes irradiadas, sendo os valo-
res comparados entre os grupos experimentais e o controle
por meio de analise estatistica ndo paramétrica. A figura a
seguir apresenta a distribui¢ao dos indices de germinagdo
obtidos em cada grupo.

e indice de germinagio:

Comparagao dos Indices de Germinagao (%) por Grupo
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Fig. 2. Comparagdo dos indices de germinagdo (%) entre os grupos sub-
metidos aos diferentes tratamentos com radiagdo gama. Os dados foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, que indicou auséncia de dife-
renga estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,2116).
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Fig. 3. Comparagdo dos tamanhos médios das raizes (em mm) entre os
grupos irradiados com diferentes doses de radiagdo gama. Assim como
na taxa de germinagdo, ndo foram observadas diferengas estatistica-
mente significativas entre os grupos (p > 0,05), embora haja tendéncia
de redug@o no comprimento das raizes com o aumento da dose, especi-
almente no tratamento 5 (3,89 Gy).

Os resultados apresentados nas Figuras 2 e 3 indicam
que, dentro da faixa de doses testadas (0,65 a 3,89 Gy), a
radiacdo gama ndo provocou efeitos fisioldgicos significa-
tivos nas sementes de A/lium cepa, uma vez que ndo foram
observadas diferengas estatisticamente relevantes nem na
taxa de germinagdo nem no comprimento médio das rai-
zes.



ISSN: 1983-7402

Esse padrao é compativel com a literatura, que relata a
necessidade de doses mais elevadas ou o uso de radiagdes
de maior LET para afetar pardmetros fisiologicos em se-
mentes secas de Allium cepa antes da germinacao, especi-
almente quando irradiadas em condi¢des que permitem re-
paro celular antes da divisdo mitotica[22], [23].

B.  Analise microscopica

A analise microscopica revelou a seguinte freqiiéncia
de microntcleos mostrada na tabela I abaixo:

TABELA I. RESULTADO DA FREQUENCIA DE MICRONU-
CLEOS NAS AMOSTRAS DO ENSAIO.

Trata- Dose MN Ob- | Total de Cé- | Frequéncia de
mento (Gy) servados lulas MN (%)
Controle 0.00 1 5000 0.02
Teste 1 0.65 1 5000 0.02
Teste 2 1.3 0 5000 0.00
Teste 3 1.94 0 5000 0.00
Teste 4 2.59 0 5000 0.00
Teste 5 3.89 2 5000 0.04

Fig. 4. Microntcleos identificados em células da regido meristema-
tica de Allium cepa no tratamento com 3,89 Gy (Teste 5), observados
sob objetiva de grande aumento. (a) Microntcleo evidenciado por seta
vermelha em célula isolada com citoplasma claro e ntcleo bem delimi-
tado. (b) Outro microntcleo, também indicado por seta vermelha, loca-
lizado em célula com morfologia preservada e nucleo principal intensa-
mente corado. Ambas as imagens mostram estruturas esféricas com co-
loragdo nuclear, morfologicamente separadas do nucleo principal, ca-
racteristicas tipicas de micronticleos originados por fragmentos cro-
mossémicos ou cromossomos inteiros nao reintegrados durante a divi-
sdo celular.

Os dados obtidos indicam que ndo houve aumento signi-
ficativo na frequéncia de micronucleos (MN) nas células
meristematicas de Allium cepa dentro da faixa de dose tes-
tada. O grupo controle apresentou ~0,02% de células com
MN (1 MN/5000 células), valor semelhante ao observado
nos grupos irradiados com 0,65 a 2,59 Gy (todos ~0,00—
0,02%). Mesmo o grupo de maior dose, 3,89 Gy, exibiu ape-
nas 0,04% de MN — a maior frequéncia entre os tratados,
porém ainda dentro do intervalo de frequéncia basal tipico
para Allium cepa (até ~0,1%, ou 1 MN por 1000 células).
Nenhum dos tratamentos, portanto, excedeu a frequéncia
espontdnea de MN observada no controle ou relatada na
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literatura como “de fundo”. Esses resultados sugerem que
até ~4 Gy de radiacdo gama ndo foi suficiente para induzir
danos citogenéticos robustos detectaveis pelo teste de mi-
cronuicleo em cebola, mantendo-se dentro da variabilidade
natural do ensaio.

Resisténcia fisiologica de sementes secas a radiagdo gama

A auséncia de efeitos significativos na germinagdo e no
crescimento radicular das sementes de A/lium cepa irradia-
das com doses de até 3,89 Gy de radiagdo gama (Figs. 2 e
3) esta alinhada com a resisténcia fisioldgica reportada para
sementes secas expostas a radiagdes de baixo LET[11].

Conforme demonstrado por Zhang et al. (2002), semen-
tes secas de cebola irradiadas com radiagdo gama apresen-
taram uma taxa de micronucleos significativamente inferior
a observada em plantulas, requerendo doses até 260 vezes
superiores as necessarias em plantulas hidratadas para indu-
zir respostas comparaveis[11].

Mecanismos de protegdo e reparo celular pos-irradiagdo

A estabilidade citogenética observada (frequéncia de
MN < 0,04% em todas as doses, Tabela I) refor¢a o papel
critico do intervalo entre irradiagdo e primeira divisdo mit6-
tica na atenuacdo de danos. Durante o periodo de germina-
¢do (48—72 horas apds a semeadura), danos ao DNA indu-
zidos por radiagdo em sementes secas podem ser eficiente-
mente reparados antes da primeira divisdo mitdtica[11].

Conforme Zhang et al. (2003), danos causados por raios
Y em sementes secas sdo amplamente reparados antes da mi-
tose inicial, enquanto lesdes complexas induzidas por néu-
trons (alto LET) apresentam menor eficiéncia de reparo[23].
Esse fendmeno explica a disparidade entre a alta sensibili-
dade citogenética a néutrons (RBE = 150 + 6) e a resisténcia
a radiagdo vy, onde mesmo 3,89 Gy sdo insuficientes para
superar a capacidade de reparo celular, mantendo a frequén-
cia de micronucleos dentro da variabilidade basal (< 0,1%).

Implicagdes para biodosimetria e limites de detec¢do

A inobservancia de efeitos fisioldgicos e citogenéticos
significativos nas doses testadas mostra uma limitagdo ba-
sica do uso de sementes secas de Allium cepa como biodo-
simetros para radiacdo y baixa LET em cenarios com doses
de até 4 Gy. Apesar de o sistema ser bem sensivel a néutrons
(RBE =150-216 para 0,2-2,1 MeV)[23], sua aplicagdo para
raios y provavelmente precisaria de doses aproximadamente
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maiores que 25 Gy para melhor avaliacdo da frequéncia de
micronucleos[23], como demonstrado pela baixa taxa de in-
dugdo (bg = 0,0242 MN/100 células-Gy )[11].

No entanto, a despeito de o presente artigo ter realizado
a contagem de micronucleos como ferramenta de analise do
dano genético, a complementagdo da andlise com aferi¢do
do indice mitdtico e aberragdes cromossomicas permitiria
uma avaliagdo mais completa e sensivel dos efeitos citoge-
néticos, especialmente em exposi¢cdes de baixa intensi-
dade[16], motivo pelo qual se sugere que estudos futuros
abordem tais analises adicionais para maior validagdo dos
resultados.

V. OBSERVACOES FINAIS

Os resultados demonstraram que, ainda que o modelo de
Allium cepa seja reconhecido por sua sensibilidade a radia-
¢do ionizante, sua resposta a radiagdo gama, de baixa LET,
nas condicdes testadas com sementes secas, pareceu limi-
tada, uma vez que a inobservancia de efeitos fisiologi-
cos significativos e a baixa frequéncia de micronucleos in-
dicaram que doses de até 3,89 Gy ndo foram suficientes para
provocar danos significativos em relagdo ao grupo controle.

Assim, futuras pesquisas poderiam explorar analises adi-
cionais como indice mitdtico e alteragdes cromossomicas
com a finalidade de aumentar a sensibilidade do modelo e
sua utilidade em situagdes de exposicao real.
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