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Abstract

Introduction: Magnetic Resonance Imaging (MRI) represents one of the greatest
technological advances in terms of medical imaging technique used in radiology. Due to
the increased number of pathologies, diagnosed by MRI, the number of patients has
been increasing over the years, and consequently there is an increase of patient’s
exposure to non-ionizing radiation. This exposure reveals to be of concern due to the

lack of knowledge about the biological effects induced by non-ionizing radiation.

Objectives: Quantification of the biological effects induced after MR exposure, including
the detection of single-strand breaks (SSB) using the XRCC1 protein and double-strand
breaks (DSB) using the histone y-H2AX. Additionally, we studied the late damage by

quantifying the number of induced micronuclei.

Methods: This is a cross-sectional, experimental, and case-control study, with two types
of human Glioblastoma cell lines, the U373 MG cell line and the T98G cell line. These
cell lines were exposed to magnetic fields on a Siemens Healthcare 3.0T Magnetom
Skyra clinical MRI machine. Cytogenetic protocols were applied for detection of the

induced biological effects.

Results: Regarding SSBs in both samples exposed to MR, it is possible to verify a
significant increase in XRCC1 and on the other hand, in relation to the DSBs no damage
was found by y-H2AX quantification. In the micronucleus (MN) quantification study, it
was possible to confirm that the percentage of cells with micronuclei is considerably

higher in the samples of the exposed cell lines.
Conclusions: It is important to analyze the adverse effects of the use of MRI at a

biological level. This must be understood, recognized, and considered for the safety of

patients and occupational exposure.

Key words: Genetic damage, magnetic fields, biological effects, DNA strand breaks
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Resumo

Introdugdo: A Ressonancia Magnética (RM) representa um dos maiores avangos
tecnologicos no que se refere a realizagdo de exames de diagnéstico por imagem.
Devido ao aumento do numero de patologias, diagnosticadas por RM, o numero de
pacientes tem vindo a aumentar ao longo dos anos, e consequentemente ha um
aumento da exposi¢cdo dos pacientes as radiacbes ndo ionizantes. Esta exposicao
revela-se preocupante devido ao desconhecimento dos efeitos bioldgicos induzidos

pelas radiagcdes nao ionizantes.

Objetivos: Quantificagdo dos efeitos biolégicos induzidos apds exposigdo aos campos
magnéticos da RM, incluindo a detegao de lesbes na cadeia simples (XRCC1) e dupla
do ADN (y-H2AX), por técnicas de fluorescéncia, bem como a quantificagao do numero

de micronucleos induzidos.

Métodos utilizados: Este estudo é do tipo transversal, experimental e de caso-controlo,
conta com dois tipos de amostras de linhas celulares de Glioblastomas humano, a linha
celular U373 MG e a linha celular T98G. Estas linhas celulares foram expostas a campos
magnéticos num equipamento clinico de RM de 3.0T, Magnetom Skyra da Siemens
Healthcare. Apés exposi¢ao das linhas celulares aos campos eletromagnéticos, foram
aplicados protocolos de citogenética para detecéo de lesdes a cadeia simples e dupla

de ADN e também protocolos de quantificagdo de micronucleos induzidos.

Resultados: Relativamente as quebras de ligagcdes de cadeias simples em ambas as
amostras expostas a RM, é possivel verificar um aumento significativo de focos XRCC1.
Por outro lado em relagédo ao estudo das quebras de ligagdes em cadeias duplas néo
foram visualizados quaisquer focos de y-H2AX. No estudo de quantificacdo de
micronucleos (MN), foi possivel confirmar que a percentagem de células com

micronucleos é consideravelmente superior nas amostras das linhas celulares expostas.

Conclusdes: E importante analisar os efeitos adversos do uso da RM a nivel biolégico,
e na sua existéncia estes devem ser compreendidos, reconhecidos e levados em
consideracdo para a seguranca dos pacientes, Técnicos de Radiologia e restante
equipa que exerce fungdes diarias junto do equipamento de Ressonéncia Magnética.
Palavras-chave: danos genéticos, campos magnéticos, efeitos biolégicos, quebras nas
cadeias de ADN.

VI
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Capitulo | - Introducéo

1.1. Motivacgao

A Ressonancia Magnética (RM) tem vindo a desempenhar um papel muito
importante na area da saude, devido ao aumento de doengas crénicas, ao
envelhecimento da populagdo, a um acréscimo do ritmo da inovagdo e a um acesso
amplo a necessidade de imagens médicas, consequentemente levam a uma maior
procura de exames de diagnostico.

Segundo a Organizagédo para a Cooperagao do Desenvolvimento Econémico
(OCDE), a disponibilidade e utilizagdo deste meio de diagnéstico aumentou
consideravelmente nestas ultimas duas décadas (figura 1.1). Deste modo, surgiu a

preocupacao relativamente a excessiva realizagdo de exames de RM, muitas vezes sem

qualquer vantagem clinica para o paciente.’
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Figura 1.1- Aumento demografico relativo a realizagdo de exames de RM (Figura adaptada [1])

A RM €& uma técnica de diagndstico por imagem que envolve o uso de campos
magnéticos e de impulsos de radiofrequéncia. Estes permitem criar, com grande
definigdo, imagens do interior do corpo humano. Ao longo dos ultimos anos, muito se
tem discutido sobre o impacto dos campos eletromagnéticos (CEM(s)) na saude. Assim,
os efeitos bioldgicos que podem ser induzidos pela RM sé&o os:

i) Efeitos Térmicos: ocorrem no individuo, durante a realizacdo de um exame de
RM, devido ao aquecimento dos tecidos causado pela absorcdo direta de
energia dos campos elétricos.

i) Efeitos Nao-Térmicos: resultantes dos mecanismos da interagdo do campo

magnético com o tecido humano.
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Na literatura estao descritos varios estudos acerca dos efeitos biolégicos induzidos
pela exposicdo a RM.

Lee e os seus co-autores? estudaram os efeitos bioldgicos, em linfécitos humanos
expostos a campos eletromagnéticos, utilizando o ensaio do Cometa Alcalino que
permite quantificar o dano biolégico no Acido desoxirribonucleico (ADN). O estudo
concluiu que o dano do ADN aumentou em média duas vezes, em células expostas a
RM 3.0 Tesla (T), em comparagao com as células de controlo ndo expostas.

Tubiana e os co-autores® avaliaram os efeitos do campo magnético utilizando
sequéncias especificas turbo spin echo (TSE) e gradiente echo (GE), e um equipamento
de RM de 3.0 T, na indugéo de lesdes na dupla cadeia do ADN (Double Strand Breaks
- DSBs). Segundo este artigo, podemos concluir que nao foi detetado qualquer aumento
significativo no numero de DSBs, nas células expostas a duas sequéncias TSE
diferentes ou uma sequéncia GE ou o campo estaticoem 3.0 T.

Vijayalaxmi e os seus co-autores* estudaram a indugdo de aberragdes
cromossomicas (AC) em linfécitos humanos. Concluiram que houve um aumento de AC
apos exposicao dos linfocitos a RM. Este estudo utilizou apenas uma amostra, pelo que
devem ser efetuados outros estudos semelhantes para uma analise mais fidedigna.

Quanto ao numero de micronucleos (MN), varios estudos concluiram que ha um
aumento no numero de MN induzidos que é dependente da duracdo da exposicéo a
RM*. Schwenzer e os seus co-autores® observaram um aumento significativo de MN
imediatamente apds a exposi¢cado a RM, tendo normalizado dentro de 24-120 horas. Por
fim, Vijayalaxmi e os seus co-autores* estudaram diferentes tipos de mutagdes nas
quais foram examinadas bactérias, Salmonella typhimurium. N&o foram observados

efeitos que conduzam a um aumento da mutagénese.

1.2. Objetivos e estudos realizados

Devido ao aumento e procura dos exames de diagndstico por RM, é importante
compreender os efeitos bioldgicos causados pela exposi¢cdo a estes equipamentos.

Existem estudos®®’

que relatam um aumento do dano genético relativo a exposicéo de
radiofrequéncia, levantando uma questdo muito importante, se o0s usos de
equipamentos de RM deveriam ser mais limitados na sua prescricdo medica.
Presentemente é conhecida a radiossensibilidade celular relativa a radiacao
ionizante, sabendo-se que esta é tanto maior, quanto menor a diferenciacao celular. No

entanto, sabe-se também que o tempo de aparecimento das lesdes produzidas pela
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radiacdo varia com o tipo de célula afetada. Do mesmo modo, é necessario perceber-
se também a relagdo entre a radiossensibilidade celular e a exposig¢ao a radiacdo nao-
ionizante, onde se encontram incluidos os campos magnéticos dos equipamentos de
RM.

O aumento dos efeitos adversos associados a exposigdo a campos magnéticos
tem sido estudado ha varios anos, tanto in vitro como in vivo. Os danos no ADN,
especialmente as Lesdes de cadeia simples (SSBs de “single strand breaks”), DSBs
Lesdes de cadeia dupla (DSBs de “double strand breaks”) e as aberragbes
cromossomicas tém sido o principal foco de investigagdo, uma vez que tém um maior
potencial de levar & carcinogénese ou efeitos hereditarios®.

O principal objetivo deste trabalho é a quantificagcdo dos efeitos bioldgicos
induzidos apds exposicdo aos campos magnéticos da RM, incluindo a detecdo de
lesbes na cadeia simples (XRCC1) e dupla (y-H2AX) do ADN por técnicas de
fluorescéncia e a quantificagdo do numero de micronucleos induzidos. Para atingir os

objetivos descritos realizaram-se os seguintes estudos:

> Otimizacdo dos parametros da RM, como por exemplo calculo do Specific
Absorption Rate (SAR), para a exposigao das células num equipamento clinico de
3T.

> Quantificagdo dos efeitos bioldgicos imediatos, induzidos em duas linhas celulares
de glioblastoma, U373 e T98G apds exposigcédo a RM;

> Quantificagdo dos efeitos biolégicos tardios, induzidos em duas linhas celulares

de glioblastoma, U373 e T98G apds exposigcédo a RM.

1.3. Organizagao da tese

O presente trabalho de investigagéo esta organizado em seis capitulos principais
divididos em varios subcapitulos de modo a garantir uma leitura organizada e de facil

percecao sobre conceitos basicos e essenciais para compreensao deste trabalho.

Capitulo I: Introducgao
E apresentado uma breve justificacdo do tema escolhido, apresentagéo
resumida de artigos considerados pertinentes para este trabalho e ainda os objetivos

principais desta investigacao.
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Capitulo II: A Ressonancia Magnética

Tem como objetivo proporcionar um enquadramento tedrico necessario ao leitor
para uma melhor compreensao de toda a investigagdo. Deste modo, sdo apresentados
de forma sintetizada os principios fisicos basicos de um equipamento de RM, assim
como a descrigdo do equipamento de RM utilizado nesta investigagao.

E também descrito o fendmeno de suscetibilidade magnética dos materiais e as
suas propriedades, é explicada a lei da inducgéo eletromagnética e os riscos associados

a realizacdo do exame de RM.

Capitulo lll: Efeitos Biolégicos da Radiagdao nao- ionizante
Neste capitulo é feita uma breve descricdo da constituicido do ADN e todo o
processo do Ciclo Celular. Sao também descritos os biomarcadores de exposigcio

utilizados neste trabalho.

Capitulo IV: Materiais e Métodos
Sao apresentados os materiais e métodos utilizados no decorrer desta
investigacdo. Encontra-se descrito o protocolo de exposicao das células a radiagdo ndo-

ionizante e também o protocolo de citogenética utilizado.

Capitulo V: Resultados e Discussao
Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos apds a aplicagao dos
protocolos de citogenética, € apresentada também uma analise estatistica dos mesmos,

assim como uma breve discusséao.

Capitulo VI: Conclusao
Para além da conclusdo deste estudo, s&o apresentadas as limitagcdes e
recomendagdes de estudos futuros, por ultimo reunir-se a bibliografia e os anexos

utilizados na elaboracdo desta investigacéo.
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Capitulo Il - A Ressonancia Magnética

2.1. Introducao

A RM é um exame de diagndstico que utiliza uma propriedade fisica exibida por
nucleos de determinados elementos que, ao serem submetidos a um campo magnético
forte e excitados por ondas de radio em determinada frequéncia (Frequéncia de
Larmor), emitem um sinal que ao ser captado por uma antena recetora, € transformado
numa imagem.

Em 1882, Nikola Tesla descobriu o campo magnético rotativo. Em 1946, o prémio
Nobel foi atribuido a Felix Bloch e Edward Purcell, por terem descoberto o fendmeno da
RM em sdélidos e liquidos. Em 1971 Raymond Damadian demonstrou que ha diferengas
no tempo de relaxamento dos diferentes tecidos do corpo humano, motivando a
introducéo da utilizagdo da RM na medicina como um importante método na detegao de
patologias. Hoje em dia é das técnicas imagiologicas mais requisitadas na detegao,

prevencéo e estudo da doenca®'°.

2.2. O Equipamento utilizado

Este estudo realizou-se num equipamento de RM Magnetom Skyra da Siemens
Healthcare, de ultima geragao, supercondutor de elevado fluxo de campo magnético de
3.0T, com um peso de 5755 Kg (incluindo o agente frigorigeno — Hélio).

Sendo um equipamento de ultima geragdo de tecnologia, possui uma bobine
integrada da Siemens o Tim 4G, tecnologia que oferece uma excelente qualidade de
imagem e rapida aquisicéo, trazendo maior precis&o, flexibilidade e velocidade." (figura
2.1).

Figura 2.1- Equipamento de RM Magnetom Skyra 3.0T (Figura adaptada [11])
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Neste trabalho utilizou-se apenas uma antena de cranio (Bobine Head/Neck) nao
sendo necessario utilizar as bobines acopladas do equipamento. Esta antena
proporciona uma excelente relag&o sinal ruido (SNR), constituida por 20 canais. E uma
antena recetora e emissora de radiofrequéncia, que revela detalhes anteriormente
dificeis de reconhecer, melhorando os exames de neurorradiologia, proporcionando
tempo de exame reduzido e boa qualidade de imagem, permitindo ao paciente
permanecer menos tempo dentro do equipamento. !’

E um equipamento considerado seguro tanto para o paciente como para os
funcionarios que diariamente trabalham com este equipamento, ndo havendo relatos de

acidentes até hoje.

2.3. Principios Fisicos da RM

O corpo humano é constituido maioritariamente por agua, uma molécula
constituida por dois atomos de hidrogénio (H*) e apenas um atomo de oxigénio (H20).

O atomo de hidrogénio é o elemento com o nucleo mais simples, possui
apenas um protdo que consiste numa pequena particula positivamente carregada
associada a um momento angular ou também chamado de spin (o spin € caraterizado
por uma rotagao sob o seu proprio eixo). Em adigdo ao momento de spin, o atomo de
H* também possui um momento magnético, ou seja, na presenga de um campo
magnético estatico externo By, os spins do H" que tém uma posigao aleatéria, alinham-
se ao campo magnético presente, uns de forma paralela (estado de menor energia), os

restantes de forma antiparalela (estado de maior energia)'? (figura 2.2).

/d \Q\ g i lc:i:l 'ii}
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Figura 2.2. Vetor de magnetizagao resultante da aplicagdo de um campo magnético externo. Os vetores
azuis alinham-se paralelamente a By e os vetores vermelhos alinham-se de forma antiparalela. (Figura
adaptada[12]).
Quando um tecido €& colocado num campo magnético externo (Bo) a
magnetizacao tecidular atinge um valor de equilibrio que é proporcional a intensidade

de Bo, sendo assim é criada uma magnetizagéo no eixo longitudinal (eixo z). No entanto,
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os protées ndo se alinham no eixo z, mas sim movimentam-se em torno de um eixo
gravitacional, chamado de precesséao.

No movimento de precessdo de um nucleo de H*, quanto maior o campo
magnético, maior sera a frequéncia com que os spins giram em torno do seu eixo, a
este processo chama-se Frequéncia de Larmor, calculada segundo a seguinte
expressao w =y X B em que a frequéncia angular (w) € diretamente proporcional ao
fluxo do campo magnético (Bo) e a razao giromagnética (y).

Deste modo o H* é o atomo mais apropriado para obtengdo de imagens por
RM™,

2.4. Lei de Faraday

A Lei de Faraday ou também designada por lei da Indugéo eletromagnética, foi
descoberta pelo Fisico e Quimico Michael Faraday em 1831. Esta lei estipula que a
variagdo do fluxo de campo magnético através de materiais condutores induz o
aparecimento de uma corrente elétrica, demostrando a existéncia de uma relagao direta
entre fendmenos elétricos e magnéticos, dando origem ao conceito de
“eletromagnetismo”. Mais tarde, foi Neumann que procedeu a formula matematica ¢ =

% , que se traduz pela forga eletromotriz induzida (¢) € igual a variagao do fluxo

magnético (A¢) sobre o intervalo de tempo (At).
Segundo a lei de Faraday, o movimento relativo entre o iman e a solendide

origina uma corrente elétrica’™.

2.5. Suscetibilidade magnética

A suscetibilidade magnética é uma carateristica intrinseca de cada material e da
sua identidade, estando relacionada com a estrutura atdbmica e molecular de cada
atomo.

A intensidade do sinal em RM depende da suscetibilidade magnética, que é
caraterizada pela capacidade que um determinado material tem de se tornar
magnetizado quando é submetido a presenga de um campo magnético externo. O
magnetismo é uma propriedade fundamental da matéria. E gerado através de cargas

em movimento, usualmente eletrdes’®.
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2.5.1. Propriedades dos materiais
A suscetibilidade magnética mede a diferenca relativa entre a intensidade do

campo magnético registado dentro e fora de um objeto composto por um determinado
material. Estas diferencas dependem da estrutura atdémica ou molecular do material em

causa.

Assim dividimos os materiais em:

> Materiais Diamagnéticos: apresentarem uma pequena repulsdo aos campos

magnéticos externos, sdo materiais que ndo possuem momento magnético so
por si.

> Materiais Paramagnéticos: apresentarem uma ligeira atracdo a campos

magnéticos externos, aumentando a intensidade do campo magnético externo
em que sdo induzidos. No entanto ndo possuem nenhum momento magnético
SO por si.

> Materiais Ferromagnéticos: possuirem uma elevada suscetibilidade magnética,

sendo materiais que possuem momentos magnéticos espontaneos mesmo na
auséncia de um campo magnético externo.
A maioria dos tecidos humanos possui um comportamento diamagnético ou

fracamente paramagnético'®.

2.6. O Fendmeno de Ressonancia

O fendmeno de RM s6 ocorre quando € introduzida energia no sistema de spins
nucleares, com a frequéncia préoxima da de Larmor. O sinal em RM s6 acontece na
presengca de um novo campo magnético de agédo B1 (onda RF), que vai interferir nos
spins que estao sob agao de Bo. Quanto mais longa for a aplicagdo do campo B4, maior
vai ser 0 angulo que Mo (magnetizacao global) faz com By, o fendmeno de ressonancia
forma-se assim, existindo a igualdade entre a frequéncia de B+ e a precessdo em torno
de Bo.

S6 existe cedéncia de energia se B1 e Mo atuarem perpendicularmente entre si.
Em RM a emisséo de energia é induzida pela interagdo do nucleo com o meio, ou com
outros nucleos.

Assim, quando termina um impulso de RF, a My nao fica a precessar em torno de
Bo, esta, tende a regressar ao alinhamento inicial de Bo.

Consequentemente, o sistema vai libertar energia para o meio por processos de

relaxacao, caraterizados pelas constantes de relaxagdo T1 e Ta.
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2.6.1. Tempos de Relaxacao
Relaxagao T4, também designada por longitudinal ou spin-rede. A constante de

tempo do processo de relaxacdo T é o tempo que decorre até a magnetizagao
longitudinal recuperar 63% do seu valor inicial. Para ocorrer relaxagéo T4, 0os nucleos
tém de perder energia, transferindo energias para outros nucleos por colisbes que
provocam aquecimento. No entanto, estes valores sdo minimos e essa energia €
rapidamente dissipada.

Relaxagao T», relaxagao transversal ou ainda chamada de relaxagao spin-spin,
€ caraterizada pela taxa de decaimento da magnetizagao transversal. A constante de
tempo do processo de relaxacdo T». é o tempo que decorre até a magnetizagao
transversal atingir 37% do seu valor inicial, ou seja, existe desmagnetizagéo'’ (figura
2.3).

M, M,

63%
37%

Tempo T1 Tempo Tempo T2 Tempo

Figura 2.3- Tempos de relaxagdo T, (recuperagao da magnetizagdo Mz, apds impulso de RF de 90°) e
T, (decaimento da magnetizagdo Mxy, apos impulso de RF de 90°) (Figura adaptada[17])

2.6.2. Bobines

Para se produzir sinal em RM vai ser necessario o contributo de um novo campo
magnético denominado B1 (onda de RF), no qual interfere com os spins sob a agéo de
BO. Assim, para se conseguir sinal em RM s&o necessarias as bobines de RF. Por outro
lado, para se adquirir imagem, sdo também necessarias as bobines de gradiente.
Existindo assim, dois tipos de bobines, as bobines de RF e as bobines de gradiente.

As bobines de RF tém um papel fundamental na transmissao de poténcia e na
captacao do sinal induzido pelos spins que compdem a amostra. Estas bobines afetam
diretamente a qualidade de imagem através da homogeneidade do campo e da relagao
sinal ruido, tém também como missao transmitir impulsos de RF, podendo também ser
recetoras de sinal proveniente do tecido bioldgico. Existem diversas bobines de RF com
uma grande quantidade de canais e fungdes, também conhecidas por antenas,

distinguindo-se as antenas de superficie, sdo antenas recetoras que se adaptam a zona
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anatémica em estudo, permitem FOV (field of view) mais pequenos. E as antenas de
volume que permite estudar grandes areas'’.

Quanto as bobines de gradiente, a sua fungéo é fazer a localizagao espacial do
sinal em ressonancia. Este tipo de bobines é constituido por loops de fios ou folhas finas
de material condutor de forma cilindrica, separados por correntes opostas, criando

campos magnéticos de diferentes polaridades. (figura 2.4)

Assim existem trés pares de gradientes dentro do magneto:

> Gradiente de selecao de corte: G;, determina a espessura de corte

> Gradiente de codificagao em fase: Gy, variagéo linear de protdes ao longo de
B,, com a fase de excitacao provocada por B1.

> Gradiente de codificagdo em frequéncia: Gk, codificacdo do espectro de

frequéncias de ressonancia localizados no eixo dos x.

MRI Scanner Gradient Magnets

Y Coil

Transceiver

=

Patient

Figura 2.4- Bobines de Gradiente: Selecéo de corte (Gz), Codificagdo em fase (Gy) e codificagdo
em frequéncia (Gx) (Imagem adaptada [18])

2.7. Espaco K

Todas as informagdes usadas para a apresentagao das imagens em RM sao
adquiridas primariamente no espaco K, representando o dominio das frequéncias
espaciais.

O espago K ndo é um local fisico no equipamento, é algo abstrato, possivel de
ser entendido como uma matriz que contém uma série de informacodes relativas das
frequéncias e fases de sinais recolhidos. Os gradientes de codificagdo em fase e em
frequéncia atuam em diferentes diregbes correspondendo respetivamente aos eixos de

coordenadas X e Y, sendo formada uma matriz. A cada ponto da matriz corresponde

10
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uma intensidade de sinal e uma posicédo que representa a amplitude do sinal recebido
num determinado tempo.

Assim, a periferia do espacgo K contém informacdes sobre a resolugio espacial
do objeto, enquanto as linhas centrais representam o contraste da imagem. Deste modo,
a imagem como a vemos ¢é obtida através da Transformada de Fourier.

A direcdo do preenchimento do Espago K esta relacionada com a polaridade
positiva ou negativa do gradiente. E importante salientar que quanto maior o nimero de
linhas do Espaco K, maior a quantidade de sinal recolhido. Consequentemente o tempo

necessario para adquirir uma imagem também sera maior'’'%2°,

2.8. Sequéncias em RM

Um bom contraste dos tecidos consegue-se ajustando o tempo, ordem,
amplitude e frequéncia de repeticdo dos impulsos de RF, o que pode ser feito ao

ajustarmos os gradientes do campo magnético.

As sequéncias em RM baseiam-se em dois grandes grupos:
> Spin Eco : Inversao recuperagao

> Eco Gradiente

2.7.1. Spin Eco (SE)

Um aspeto fundamental para a aquisigéo do sinal que ira produzir a imagem é a
formacdo de ecos, que foi observado e descrito por Hahn em 1950 e é a base para
estudarmos impulsos de sequéncias. Hahn descreveu que, se estimularmos os protoes
com um impulso de RF inicial de 90° e, apés um determinado tempo (t), enviarmos um
segundo impulso de 180°, com o objetivo de eliminar a falta de homogeneidade de
campo observaremos que, além do surgimento de sinal na bobine apds o primeiro
impulso, também havera o surgimento de um segundo sinal, que sera um eco do

primeiro'’ (figura 2.5).

11
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Figura 2.5- Diagrama simplificado da sequéncia SE, mostrando a ativagdo dos gradientes de selegéo de corte
(GSC), codificagdo em fase /GCF) e codificagdo em frequéncia (GL). (Figura adaptada[17])

Os contrastes numa imagem SE, variam consoante o TR (tempo de repetigéo de
um impulso dentro de uma sequéncia) e o TE (tempo de eco é o tempo que decorre

desde a aplicagdo de um impulso até a leitura do sinal).

Tabela 2.1- Ponderagdes em SE conseguidas através da alteragdo dos parametros TR
e TE. (Tabela adaptada[21])

Ponderacdo TR (ms) TE (ms)

T1 Curto (<500) Curto (5 - 25)
T2 Longo (>1500) Longo (>90)
DP Longo (>1500) Curto (5 - 25)

A sequéncia SE tem como vantagem uma boa razao sinal ruido e ajuda a
minimizar efeitos de suscetibilidade. No entanto, tem a desvantagem de ter tempos de
aquisi¢ao longos e o SAR mais elevado do que na sequéncia GE, apenas se adquirir

imagens ponderadas em T2, e ndo T2' "7.

2.7.2. Turbo Spin Eco (TSE)

A sequéncia de TSE, baseada na tradicional SE, é descrita como uma aquisigéo
rapida dos processos de relaxacio. Nesta sequéncia é utilizado impulsos consecutivos
de 180° designados por ETL (Ehco Train Lenght), utilizando um unico TR. Isto permite
o preenchimento de uma linha do Espago K a cada eco recolhido, diminuindo
consideravelmente o tempo de aquisi¢ao total de uma sequéncia.

Os diversos impulsos de 180° alteram a interagdo entre os atomos de H* e as
moléculas de gordura, provocando um T2 mais longo fazendo com que, na imagem, a

gordura aparega mais brilhante.

12
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Esta técnica apresenta um aumento do SAR, uma vez que damos mais impulsos

num curto espacgo de tempo originando maior deposi¢cao de energia.

—RS sendo o IES o

O numero de cortes em cada TR é da do por: Ngjjces = ETL X IE

espaco entre os ecos'’.

2.7.3. Inversao Recuperacao (IR)
Nesta técnica é possivel a saturagao fisica dos tecidos, pode ser adicionada

antes de qualquer outra sequéncia. Tem como objetivo selecionar o tecido que
queremos manipular, consoante da escolha do tempo de inversao (Tl) adequado.
Deste modo surgem duas sequéncias muito utilizadas:
> STIR (short time inversion recovery) utilizada para supressao da gordura (Tl
curto 100-175 ms).
> FLAIR (Fuid attenuated inversion recovery) utilizada para a supressao de fluidos
(TI'longo 1700 — 2200 ms).
Esta sequéncia acontece quando é aplicado um pré-impulso de RF inicial de
180° que inverte a magnetizagao longitudinal. O tempo de inverséo é entdo desde que
aplicamos esse impulso de 180° até os 90° seguintes. Este tempo determina o tecido

que vai ter o sinal anulado (figura 2.6)%.
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Figura 2.6- Sequéncia Inversdo Recuperagao

GS: Gradiente de selegao de corte

es 77 GP: Gradiente de codificacdo em fase
op E GF: Gradiente de codificagdo em frequéncia
= 7 (Figura adaptada [22])
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2.7.4. Gradiente Eco (GE)

As sequéncias de impulso gradiente eco (GE) sdo semelhantes a SE. Neste
caso, em vez de se usar um impulso de RF de 180° para que os spins tornem ao estado
de fase, utiliza-se impulso de RF de modo a rodar a magnetizacdo de um angulo «
designado de Flip Angle. Deste modo o Flip Angle inicial pode ser inferior a 90°, assim
ao utilizar impulso de RF com menos energia, o SAR também sera menor do que nas
sequéncias SE. Como é uma técnica mais rapida que a anterior pode ser usada em

protocolos de imagens dindmicas e aquisi¢des 3D (figura 2.7).
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Figura 2.7- Sequéncia de impulso GE. O pulso de excitagado de 90° é substituido por um flip angle ()
e invés de um impulso de RF de 180°, é utilizado um gradiente codificador de frequéncia ou de leitura
(GL) para desfasar e logo a seguir colocar os spins na sua posigédo inicial. (Figura adaptada [17])

Tabela 2.1- Sequéncia gradiente de eco, podemos obter diferentes ponderagbes usando
diferentes Flip Angle. (Tabela adaptada [21])

Ponderacdo Flip Angle (FA) TR (ms) TE (ms)

T1 Elevado (70°) Curto (<50) Curto (min.)
T2* Reduzido (10 - 20°) Longo (>100) Longo (20)
DP Reduzido (10 - 20°) Longo (>100) Curto (min.)

2.7.5. Difusdo (DWI)

A sequéncia de difusdo é baseada no Movimento Browniano, caracterizado
como o movimento ao acaso das moléculas de agua através dos tecidos biologicos, o
que resulta na perda de sinal nesta sequéncia (figura 2.8).
A barreira a difusdo das moléculas de agua mais conhecida € a membrana celular.
Outros exemplos de barreiras sdao os componentes estruturais, conexdes celulares e

conexdes tecidulares, tais como o citoesqueleto, as macromoléculas e os organelos®.

] N \.] o < _.,
0% )/ @ 9
8/ ¢

Figura 2.8- Movimentag&do das moléculas de agua no espacgo intra e extra-celulares. Em (A) — Existéncia de
maior quantidade de células, (B) menor quantidade de células permite a sua movimentagao pelo meio. (Figura
adaptada[23])

Um dos parédmetros utilizados na DWI € o valor de b, que regula os niveis de

sensibilidade desta sequéncia. Assim, utilizando-se valores de B baixos, entre b=0
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s/mm?, b=50 s/mm? e b= 100 s/mm?, consegue-se observar mais “imagem anatémica”
com atenuacao dos vasos e do liquor. Para valores de b mais elevados entre b=800
s/mm2 e b=1000 s/mm2 tecidos com elevada densidade celular aparecem com
hipersinal. Assim, a sensibilidade a difusdo de uma sequéncia de DWI é tanto maior
quanto maior for o valor de b (figura 2.9). %

A sequéncia de difusdo, permite detetar pequenas variagbes a difusdo em

tecidos normais ou alterados por processos patolégicos, mostrando areas de restri¢cao.

—

\~ \
‘6‘;’0@ ot

b=50 s/mm* B b=800s/mm’

Figura 2.9- Imagens ponderadas em difusdo com diferentes valores de b de paciente. A imagem com o
valor de b 50 s/mm? ¢ mais "anatémica", com atenuagdo dos efeitos da perfusdo. (B, C) observa-se,
progressivamente, atenuacéo da intensidade do sinal dos tecidos normais, entretanto, o hemangioma
persiste com alto sinal. (Figura adaptada [24])

2.8. Riscos associados a realizagcao de exames de RM

Existem cuidados e considerag¢des gerais a ter em conta aquando da realizagéo de
um exame de RM, sendo importante a triagem dos doentes, acompanhantes ou outros
profissionais de saude que possam acompanha-los, realizando um questionario de
seguranga — Consentimento informado — onde se encontram perguntas de extrema
importancia que o paciente deve responder com veracidade. Em anexo (1) encontra-se
um exemplo de questionario de consentimento informado obrigatério que é facultado ao

paciente antes da realizacdo do exame de RM?*.

Existem indefini¢cdes relativamente ao impacto dos CEM(s) poderem induzir efeitos
bioldgicos. Estes efeitos encontram-se divididos em duas categorias:

> Efeitos térmicos que ocorrem no individuo durante a realizagao de um exame

de RM, como o aquecimento dos tecidos causado pela absorcao direta de

energia dos campos elétricos medido através da SAR%,
> Efeitos nao-térmicos resultantes dos mecanismos da interagdo do campo

magnético com o tecido humano, sao efeitos bioquimicos ou eletrofisicos que

nao estdo relacionados com o aumento da temperatura. Estima-se que
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radiacoes de baixa frequéncia e poténcia podem alterar as cadeias de ADN

causando mutacdes a nivel das células?®.

2.9. Riscos associados ao By

Os riscos associados ao By podem ser sentidos tanto pelo profissional de salde
como pelos pacientes, oscilam com a sensibilidade de cada pessoa e
consequentemente a duragao e o efeito tendem a ser mais intensos quanto maior for a
intensidade do campo magnético"’.

Existem alguns relatos de pacientes e profissionais de saude que, em
equipamentos a partir dos 3.0T, apresentam sintomas transitorios, tais como: vertigens
e sabor metalico na boca. Isto pode ocorrer quando as pessoas se movem através das
varias linhas de fluxo ou quando um paciente é rapidamente posicionado para o

isocentro do equipamento’’.

2.9.1. Efeitos biologicos transitorios
Existem relatos de pacientes que referem a sensacio de se estarem a deslocar

numa trajetéria curva quando o técnico o coloca no isocentro do equipamento, podendo
existir uma ligacéo entre a intensidade e a duragao dos efeitos com a velocidade com
qgue paciente é centrado. Por este motivo, é recomendado que aquando da realizagao
de exames de RM de elevado campo, a mesa seja movimentada com cuidado.

Também podem ocorrer disturbios visuais sob forma de “flashes”, isto acontece
devido a Lei de Faraday, quando a movimentagdo de um condutor atras de um campo
magneético externo existe a indugdo de uma corrente elétrica nesse condutor, acontece
0 mesmo quando o nervo 6tico (sendo o condutor) é estimulado provocando o
aparecimento de “flashes” a medida que o paciente € movido através do campo
magnético estatico.

De um modo geral, os efeitos biolégicos transitérios ndo necessitam de grande
preocupagao de um ponto de vista de seguranga, todos os efeitos deste tipo relatados
foram revertidos depois de alguns minutos, ndo existindo relatos de efeitos adversos na

saude do paciente ou do trabalhador em equipamentos até 8.0T?":

2.9.2. Acidentes com Projéteis

Sao acontecimentos que € possivel evitar, com maior vigilancia, presenca de
sinalizacdo e formagao adequada a todos os profissionais. Sdo acidentes que ocorrem

e podem ser muito graves.
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Acontece que a forga necessaria para acelerar algo com propriedades
ferromagnéticas em dire¢ao ao isocentro do equipamento € proporcional ao produto da
densidade de fluxo do magneto (intensidade do campo) e a variagédo espacial do
gradiente do campo magnético estatico. Em equipamentos de alto campo, materiais
ferromagnéticos a distancia de varios metros podem ser acelerados em diregdo do
magneto, resultando em projeteis de elevadas velocidades terminais®”-

No caso de um acidente com um projétil de grandes dimensdes, é muito provavel
que se tenha de baixar consideravelmente o campo magnético dentro da sala ou
provocar um “quenching” (procedimento de seguranga que libera o gas hélio através de
um duto especial, chamado de “Tubo Quench”, ou seja é um tubo de exaustdo de
emergéncia) do magneto supercondutor, principalmente se existir vidas em risco®.

Objetos de menores dimensdes podem também provocar danos aos pacientes
devido a elevada energia cinética com que s&o projetados, e mesmo na auséncia de
perigo imediato para o paciente ou trabalhadores, estes podem numa fase posterior

prejudicar gravemente a qualidade da imagem e provocar artefactos?’.

2.9.3. Efeito de torcdo em implantes
Para além dos efeitos de atragao ferromagnética, dispositivos implantados como

stents, clips, neuro estimuladores, pacemakers, entre outros, podem sofrer efeito de
torcdo quando sujeitos a Bo.

Qualquer material ferromagnético esta sob efeito de uma forga rotacional que vai
comprometer o material a orientar-se de modo a ficar alinhado com as linhas de fluxo
do campo magnético. Para implantes como clips aneurismaticos, esse efeito de tor¢ao
podera ser exercido durante a totalidade da duragao do exame. Préteses ortopédicas e
parafusos intravertebrais, encontram-se afixados ao osso ou a tecidos fibroticos e sédo
deste modo muito dificeis de sofrer movimentos relacionados com forgas de torgao
mesmo que estes materiais sejam ferromagnéticos.

Os Pacemakers e respetivos componentes podem também ser afetados por
estas forgas de rotagao, fazendo com que estes se movam quando expostos a campos
magnéticos. Atualmente estes dispositivos possuem cada vez menos material
ferromagnético. Isto permite aos pacientes portadores de este tipo de dispositivos
poderem realizarem exames de RM sob determinadas condi¢des, verificando sempre
antes de cada exame a certificacdo do material externo presente'”?%

Todos os dispositivos ou implantes médicos devem possuir uma certificagdo em
como sao compativeis com a realizacao de exames de RM. Até esta certificacdo ser

conseguida, o exame deve ser adiado ou até cancelado até nova informagao.
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2.10. Riscos associados aos Gradientes

O risco associado aos gradientes mais comum que pode ocorrer € estimulagao
nervosa, uma vez que estes sédo aplicados nas trés diregdes ortogonais (X, Y e Z) e a
polaridade do campo magnético do gradiente pode ser alternada rapidamente varias
vezes por segundo. Isto faz com que seja gerada uma corrente elétrica nos tecidos
biolégicos por inducéo, tal como descrito na Lei de Faraday.

Assim, uma corrente elétrica induzida que exceda determinado valor limite num
determinado intervalo de tempo, ira provocar uma estimulagcdo muscular ou nervosa

involuntaria.

As orientagdes de segurancga definem que, para o modo de operagdo normal, o
sistema gradiente deve operar a niveis que ndo excedam os 80% do valor médio de

limite para estimulag&o nervosa periférica e que nunca ultrapassem os 100%%°.

2.11. Riscos associados a RF

A energia contida num fotdo de radiagdo eletromagnética é diretamente
proporcional a sua frequéncia e inversamente proporcional ao seu comprimento de
onda. A RF utilizada em RM possui desta forma uma energia significativamente inferior
a encontrada em radiologia convencional.

No entanto, durante a excitagdo dos nucleos de hidrogénio com recurso aos
impulsos de RF, faz com que exista uma transferéncia e depdsito de energia nos tecidos
biologicos sob forma de energia térmica. Estes mecanismos estéo relacionados com o
facto de os tecidos humanos serem condutores, formando-se correntes de Eddy locais

segundo a Lei de indug&o eletromagnética de Faraday®.

2.11.1. O Parametro SAR

Existe alguma dificuldade em medir alteragdes de temperatura nos diferentes
6rgaos do corpo humano durante um exame de RM. A exposigcdo as RF & assim
caracterizada pela Taxa de Absorgdo Especifica (SAR, do inglés Specific Absortion
Rate). A Taxa de absorgao especifica € uma grandeza que determina a taxa de poténcia
absorvida pelo tecido por unidade de massa. Entre os fatores que alteram a taxa de

absorcéo estdo os calores especificos do tecido e densidade do mesmo?.
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A energia € medida em joules (J) e a razéo a qual ela é absorvida requer um registo
temporal em segundos (s) e a massa do tecido respetivo em kilogramas (kg). A unidade
dosimétrica para o SAR é assim de Watts por kilograma (W/kg).

Para calcular o SAR, temos de ter em atengdo que o SAR é proporcional a
condutividade elétrica do tecido (g), sendo maior em tecidos com alto teor de agua,
como sangue e urina, € menor no caso do 0sso, gordura e pulmao. Objetos de metal
desconhecidos no corpo sao frequentemente bons condutores de calor, aumentando
significativamente os niveis de aquecimento, podendo ser perigosos para o paciente.

O SAR também é proporcional ao quadrado da area (A?), da segao transversal do
corpo. Portanto, pacientes mais volumosos correm mais risco de sentirem a temperatura
do corpo a aumentar. O SAR é proporcional ao quadrado da frequéncia de RF (w).
Normalmente, a RF é escolhida para corresponder a frequéncia de Larmor, que, por sua
vez, é diretamente proporcional a intensidade do campo estatico B.. Entdo, nao fazendo
variar mais nenhum parametro o SAR depende do quadrado de B.. Isto acontece porque
flip angle (a) é proporcional a amplitude média do impulso de RF (B1). Como SAR é
proporcional a B+?, também é proporcional a a2. Assim, um impulso de 180° criaria 4x
mais SAR do que um impulso de 90°. Por fim, o SAR é proporcional ao tempo (D) que
uma sequéncia de impulsos de RF esta a ser transmitida. Assim, sequéncias mais
intensas (com muitos impulsos de RF aplicados em um curto periodo de tempo) geram
altos niveis de SAR.

Em Suma, a equagdo simplificada do calculo do SAR é dada por:

GAR = (0.A%.w%.B%.D) WKl
2p
O valor do SAR é um valor influenciado por diversos fatores: tipo de impulso de RF,

frequéncia da onda de RF, zona anatémica em estudo, intensidade do campo magnético
e do flip angle. A medigao do SAR durante um exame de RM & um calculo estimado.

Os limites do SAR levam em consideragcdo que a temperatura do tecido nao
ultrapasse 1,0°C. Por este motivo, previamente a realizacdo de um exame, é necessario
indicar o peso do paciente nos equipamentos de RM. Assim, o sistema é capaz de
estimar o SAR para uma dada sequéncia.

Na calibracdo pre-scan sdo aplicados pequenos impulsos de RF que séo
necessarios para a criagao de a de 90° e 180°. A quantidade de energia requerida para
todos os impulsos na sequéncia € somada, dividida pelo tempo de repeticdo e depois
dividida pela massa do paciente, de forma a poder ser calculado o SAR de corpo
inteiro?.

Se o limite de SAR for atingido durante um exame de RM, o equipamento notifica

o utilizador que o exame néo pode continuar. Nestes casos, podera ser avaliado o custo
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risco-beneficio de forma a ser determinado se é seguro continuar com a aquisigao de

imagens ou nao'"3%31,

2.11.2. Aquecimento dos tecidos
Na realizacdo de um exame de RM pode acontecer aquecimento dos tecidos

provocando queimaduras nos pacientes devido a posicionamentos em “circuitos
fechados” como é o exemplo de o paciente ficar com as duas maos dadas e colocadas
em cima do abdomen. Assim, sdo formados circuitos biolégicos por estruturas
anatémicas que permitem uma passagem de correntes elétricas induzidas nos tecidos.

De forma a evitar este tipo de perigo para a seguranga do paciente, deve ser
garantido um posicionamento correto deste no magneto de forma que estes “circuitos”
n&ao sejam criados.

Para reduzir este efeito, pode-se:

» Usar intensidades de campo magnético mais baixas, ja que deste modo a
deposigédo de energia decresce devido ao facto de a frequéncia dos impulsos
necessaria a excitagéo dos spins ser inferior.

> Reduzir impulsos de saturacdo, pois estes tipos de pulsos aumentam de forma
significativa o SAR

> Aumentar o tempo de repeticdo também reduz o numero de excitacbes de RF
por unidade de tempo,

> Reduzir o numero de cortes, reduzindo o numero de impulsos de RF necessarias
por TR

>  Evitar a utilizacdo de TSE ou reduzir o ETL nas respetivas sequéncias®.
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Capitulo Ill- Efeitos Biologicos da Radiag&do ndo-ionizante

3.1. Introducao

A célula é a unidade basica e funcional de todos os organismos conhecidos.
Muitas células passam por processos de diferenciacdo de modo a executarem diversas
funcdes no organismo. E no nucleo da célula que se encontra o ADN, um composto
organico que possui todas a informagdes genéticas que coordenam o desenvolvimento
de todos os seres vivos.

Embora os niveis de radiagdo nao-ionizante ndo afetem a estrutura molecular de

uma célula, esta pode afetar o tecido bioldgico e causar danos no genoma.

3.2. ADN

Nos cromossomas a molécula de ADN encontra-se condensada, € a molécula
mais radiossensivel, e onde podemos encontrar toda a informagédo genética, que
coordenam todo o desenvolvimento e crescimentos de todos os seres vivos. (figura 3.1)

O ADN é uma molécula em cadeia dupla, antiparalela e enrolada em forma de
hélice. As cadeias s&o constituidas por nucleétidos que na mesma cadeia estéo ligados
por ligagdes fosfodiéster e entre cadeias por pontes de hidrogénio. Os nucleétidos
contém uma base azotada que podera ser a Timina (T), a Adenina (A), a Citosina (C)
ou a Guanina (G), sendo que o emparelhamento das bases, entre cadeias, ocorre

sempre entre A-T e G-C.

Cromosoma

Célula W ]

Nucleosomas ~ig;-

® e

Figura 3.1- Organizagdo do material genético (Figura adaptada[32])
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A cromatina é constituida por ADN e proteinas (histonas e nao histonas). Os
nucleossomas sao a unidade fundamental da cromatina, sendo constituidos por um
octadmero de histonas (2 H2A, 2 H2B, 2 H3 e 2 H4), que formam uma estrutura em forma
de cilindro a volta do qual 147 pb de DNA estdo enrolados. As histonas podem sofrer
modificagbes pos-tradicionais (fosforilagdo, metilagao e acetilagéo), essas modificagdes
geram um “cédigo de histonas” que permite regular a condensagcédo da cromatina e
consequentemente a expressao dos genes.

Diariamente ocorrem danos no ADN, o tipo de dano assim como a sua gravidade
depende do agente que afeta a molécula. A maior parte dos danos séo reparaveis em
poucas horas, e existem danos impossiveis de serem reparados, por norma este tipo
de danos afetam ambas as cadeias de ADN*,

Existem artigos que referem que as lesdes ao nivel do ADN mais comuns estéao

relacionadas com a exposigéo a radiagdo ionizante e a radiagéo eletromagnética®.

3.3. Ciclo Celular

O ciclo celular é caracterizado pelo conjunto de fases que a célula atravessa com
0 objetivo de se multiplicar, originando células novas, com a mesma informagao
genético da célula progenitora.

O Ciclo celular é constituido por trés etapas fundamentais: Interfase, Mitose e
Citocinese (figura 3.2).

A Interfase é a etapa que consiste na replicagdo do material genético, é a fase
mais demorada do ciclo, que se divide em trés etapas Fase G1, onde ocorre
principalmente a sintese de proteinas, Fase S, onde ocorre a duplicagdo do ADN, e
Fase G2, onde ocorre o crescimento celular envolvido no processo de divisdo celular.

A Mitose é caracterizada como a divisdo do material genético, sendo constituida

por quatro fases: Préfase, Metafase, Anafase e Telofase.

> Profase é a etapa mais longa da mitose, a cromatina sofre compactagao
condensacdo, tornando os cromossomas mais curtos, originando uma
individualizagéo dos cromossomas. Os cromossomas ficam assim constituidos por
dois cromatideos unidos por um centrémero.

> Metafase, os cromossomas tém o seu nivel maximo de condensacéao e dispdem-se
no plano equatorial unidos pelo fuso acromatico.

> Anafase, ocorre a rutura do centromero e os cromatideos de cada cromossoma

separam-se, originando cromossomas com apenas um cromatideo. Nesta fase
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inicia-se a ascensao polar, assim, no fim desta fase, cada polo da célula contém
um conjunto de cromossomas iguais, tendo um cromatideo cada.

> Telofase, inicia-se a organizacdo dos nucleos-filhos, forma-se um invélucro nuclear
em torno dos cromossomas de cada nucleo-filho. No final desta fase a célula

apresenta dois nucleos idénticos entre si, e idénticos ao nucleo que os originou.

A Citocinese é o ultimo processo do ciclo celular, caracterizada pela divisdo do
citoplasma apés a divisdo celular, originando duas células filhas geneticamente

idénticas®*

Inicio da separacéo
Duplicagdo do dos centros celulares
centro celular
Cromossomos
& duplicados
Representa¢do
esquematica do ciclo Formac&o do

fuso acromético
celular Duplicagiofos cromossomos

Ndcleo (sintese de DNA)
C s (2 b

0
G2
horas) heras)

Centro celular

com centriolos
61 (9 INTERFASE
horas)

MITOSE 30
minutos

METAFASE

M TELOFASE
Descondensacdo

dos cromossomos oy
Ligacio dos

cromossomos
ao fuso

Divisdo
citoplasmética

(citocinese) -
ANAFASE s Separaciodos
Cromossomos

2 Ciclo celular e mitose
Figura 3.2- Ciclo Celular (Figura adaptada[33])

E importante que durante o ciclo celular o processo ocorra sem erros, no caso
de isso acontecer, existem mecanismos de regulagdo do Ciclo celular que funcionam
como checkpoints e caso seja detetada alguma anormalidade, o ciclo celular é
interrompido e a célula ou consegue reparar os danos ou entra em apoptose. Estes
mecanismos atuam em trés pontos principais, no final da fase G1, no final da fase S e
durante a mitose. Se por alguma razao, estes mecanismos falharem, pode ocorrer a

proliferagéo de células neoplasicas ou com mutagdes genéticas®*3°.

3.3.1. Efeitos Bioldgicos no Ciclo Celular

E durante o ciclo celular que os efeitos biolégicos podem ocorrer, uma vez que
as células sao radiossensiveis, dependendo da sua diferenciagdo celular, ou seja,

quanto mais diferenciada for a célula, menor é o risco de ocorrerem erros durante o ciclo
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celular. Isto pode acontecer quando um individuo é exposto a radiagdo, ionizante ou
nao-ionizante.

A radiossensibilidade é mais suscetivel na fase G1 (mais propriamente no final da
fase G1, inicio da fase S) e mitose. Isto deve-se ao fato da cromatina (complexo de ADN
e proteinas que se encontram no nucleo da célula) se encontrar mais condensada o que
resulta numa maior probabilidade de interagdo com a radiagdo. Sendo que o ADN é o

constituinte celular mais radiossensivel (figura 3.3).

> Final da Fase G1: Se a célula nao se dividir, vai entrar na fase GO ( a fase GO &
uma fase estacionaria em que a célula pode ficar meses ou anos), se a célula se
dividir mas as moléculas de ADN nao apresentarem forma adequada para
prosseguir no ciclo, entdo, a célula tenta a sua reparagao, caso os danos sejam
irreparaveis desencadeia-se a apoptose, por outro lado, se a célula se dividir e ndo
forem encontrados danos a nivel ADN a célula prossegue no ciclo celular passando
para a fase S.

> Final da Fase G2, o checkpoint relativo a replicagdo do ADN, caso exista alguma
anomalia na replicagdo do ADN proveniente de fatores externos como por exemplo
a radiagao, o ciclo celular é interrompido, a célula tenta a sua reparacéo, caso os
danos sejam irreparaveis, e a célula entra em apoptose. Se nado forem detetados
danos genéticos o ciclo celular prossegue para a fase mitética.

> Durante a mitose, mais propriamente entre a metafase e a anafase, onde é
contabilizado o numero de cromossomas das células-filhas. Se por algum motivo
0s cromossomas néo se alinharem de forma adequada ou ndo migrarem para os
polos opostos da célula de forma equitativa, de um modo geral o ciclo é interrompido
e a célula entra em apoptose. Por outro lado, se neste checkpoint ndo forem

encontrados erros, o ciclo celular segue para a citocinese.

metaphase —>anaphase:
Are all of your chromosomes
aligned at the equator?

G,—>M: Have
you completed
DNA replication?

G, S: Is your
DNA intact?

Figura 3.3- Regulagao do Ciclo Celular (Figura adaptada[36])
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A proliferagao de células com lesdes a nivel genético, pode ocorrer nesta ultima
fase, se os mecanismos de regulagéo do ciclo celular falharem, e se apds a citocinese
originarem duas células cujo numero de cromossomas é diferente entre si e diferente
da célula-mae ou com 0 mesmo numero de cromossomas mas com mutacgdes, entao
se essas células se conseguirem reproduzir vao originar uma proliferagao de células
com mutag¢des que podem originar neoplasias.

A persisténcia do dano induzido ao ADN é uma questdao fundamental na
avaliagdo do risco genético, uma vez que pode se acumular nas células-alvo e iniciar
processos de instabilidade do ADN que podem desencadear alguns episoédios como
mutagdes, micronucleos e aberragbes cromossomicas®.

A energia mais elevada que a radiofrequéncia deposita nos tecidos esta 6 ordens
de magnitude abaixo do limite de ionizagdo de moléculas que s&o conhecidas por causar

efeitos bioldgicos, como no caso da radiagéo ionizante?.

3.4. Biomarcadores de lesao do ADN

3.4.1. Lesbes de Cadeia Simples e de Dupla cadeia de ADN

O ADN sofre constantes agressoes por parte de forgas endégenas, responsaveis
pelo metabolismo celular como as espécies reativas de oxigenio que podem causar a
oxidacao de bases e quebra no ADN. Existem fontes exdgenas de dano que podem ser
tanto fisicas como quimicas. A radiagao ultravioleta e a radiagao ionizante sdo exemplos
de fontes genotoxicas fisicas, ja as fontes quimicas, estdo relacionadas com os
tratamentos de quimioterapia.

As lesdes na cadeia simples (SSBs) de ADN sao as mais faceis de reparar
porque a cadeia intacta serve de molde a reparagao, pode acontecer ao fim de algumas
horas apds o dano ter ocorrido, no entanto as lesdes de cadeia dupla (SDBs) sao mais
problematicas, uma vez que a reparagao € mais complexa (muitas vezes envolvendo
insergao ou delegao de nucledtidos) e os danos provocados podem ser transmitidos aos

descendentes e originar graves problemas de saude (figura 3.4).
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Single Strand Break

\ C
-7

Double Strand Break

Figura 3.4- Lesdo numa Unica cadeia de ADN e lesdo na dupla cadeia de ADN (Figura adaptada [39] )

Entre os mecanismos de sinalizacdo, em resposta aos danos do ADN, que ocorrem
por mecanismos de transducdo de sinais que se iniciam com proteinas especificas

atraidas por histonas, tém o importante papel de localizar a lesao, incluem-se: a proteina
XRCC1 e a histona H2AX.
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Capitulo IV - Materiais e Métodos

4.1. Introducgao

Para a realizagao do presente trabalho de investigagdo, com o tema “Efeitos
Biologicos induzidos por Ressondncia Magnética” procedeu-se inicialmente a uma
revisdo de literatura entre Maio e Junho de 2021, com a realizagdo de um Estado de
Arte elaborada com base em artigos cientificos.

Apds a aprovacdo por parte da Comissdo de Etica da Escola Superior de
Tecnologia da Saude de Lisboa, com a respetiva autorizagéo do Grupo Affidea - Clinicas
de Imagiologia, juntamente com a consentimento do Laboratério de Citogenética, do
grupo de Protegcdo e Seguranga Radiolégica, no Campus Tecnoldgico e Nuclear
(CTN/IST), iniciou-se uma pesquisa mais aprofundada sobre o tema.

De Fevereiro a Abril de 2022 estudaram-se os protocolos que melhor se
adequavam ao trabalho e em Maio de 2022 realizou-se o trabalho experimental.

Nao foi contemplado nenhum apoio financeiro para a concretizacdo desta
investigacdo, onde todo o equipamento, reagentes e recursos utilizados neste ambito

foram disponibilizados pelas duas instituicoes.

Assim, a recolha de dados necessaria para este trabalho de investigagao dividiu-

se em trés etapas principais:

Etapa I: Colocagdo das células em cultura, o que permite manter as células em
microambiente controlado, mantendo, assim, as carateristicas do tecido de origem, uma
vez que as células sdo mantidas fora do tecido original, desta forma mantém-se estéreis
e controladas relativamente a temperatura, pH, humidade, diéxido de carbono (CO-) e

oxigénio (O2).

Etapa ll: Exposicédo das amostras as RF, colocando-as no isocentro do equipamento de
RM. Este estudo realizou-se num equipamento de RM 3.0T usado diariamente para a

execucao de exames com fins de diagndstico médico.

Etapa lll: Aplicacdo de técnicas citogénicas nas amostras expostas a RF. Estudo
realizado em ambiente laboratorial, com material esterilizado que implica
conhecimentos laboratoriais de manuseio de instrumentos de modo a ndo contaminar
as amostras e consequentemente danificar a recolha de dados e obtengdo de

resultados.
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4.2 Linhas celulares

A realizacao deste estudo é do tipo transversal, experimental e de caso-controlo
contando com duas amostras de linhas celulares diferentes, ndo probabilistica.

Foram selecionadas duas linhas celulares independentes, uma linha celular
designada de U-373 MG e uma segunda linha celular T98G. Ambas as linhas séo de
células cancerigenas da Glia cerebral denominadas de Glioblastomas.

Linhas celulares de glioblastomas foram as escolhidas devido ao numero
elevado de exames de RM de cranio que se efetuam anualmente.

A RM é o exame de eleigdo para estudo de diversas patologias do cérebro e
sistema nervoso central, uma vez que permite a diferenciacdo da substancia branca e
cinzenta, liquor, vasos sanguineos e o0ssos. Permitindo assim, através de varias
sequéncias especializadas, identificar patologias que ndo sao visiveis noutro tipo de
exames. Deste modo é possivel o diagnostico precoce de doengas como: acidente
vascular cerebral, esclerose multipla, neoplasias, meningite, doenga de Alzheimer,
doenca de Parkinson, epilepsia, disturbios psicologicos, anomalias como: abscessos,
nodulos, massas, entre muitas outras, ajudando na recuperagdo e bem-estar do
paciente.

Neste estudo, as linhas celulares, U373 e T98G, foram expostas ao protocolo
clinico correspondente a um exame de Cranio-encefalico. Deste modo, utilizou-se
também uma bobine de cranio para potenciar o sinal, do mesmo modo que as
sequéncias utilizadas foram as correspondentes a um exame standard clinico de cranio-

encefalico.

> Linha Celular U373MG: Derivado de astrocitoma, células de glioblastoma
humano derivado de um tumor maligno. Neste estudo estas células foram
designadas de linha celulares U.

> Linha Celular T98G: Derivado de células multiforme de glioblastoma humano
proveniente de um tumor maligno. Neste estudo estas células foram designadas

de linhas celulares T.

4.2.1. Meio de Cultura

Em ambiente controlado e esterilizado foi colocado num tubo de centrifuga um
volume total (V) de 50 ml de Dubelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado

com 10% de Fetal Bovine Serum (FBS) e 1% de antibiético (penicilina/streptomicina)
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(Invitrogen/Gibco) (Figura 4.1). As células foram colocadas e mantidas em frascos T25.
Em cada passagem foi utilizada tripsina-EDTA (2 mg/mL, Gibco) durante 5 minutos, na
incubadora de células. Para cada ensaio citogenético as células foram colocadas em

cultura de acordo com o descrito nas secgdes seguintes.

Vomem + 10% FBS + 1% ANT

% = Viow res = 5ml
[ = = Vigoanr = 500 ul
T Voo, pmem = 44,5 ml

Figura 4.1- Constituicdo do meio de cultura, DMEM suplementado num Tubo de centrifuga de 50 ml

4.3. Protocolo de Irradiacao

4.3.1. ldentificagdo das amostras
A identificacdo de cada amostra existente em cada pogco &€ um dos processos

mais importantes de modo a facilitar a identificagao de cada linha celular assim como
qual procedimento citogenético utilizado. (Tabela 4.1)

Para o estudo das SSBs (XRCC1) e DSBs (y-H2AX) foram utilizadas laminas
Millicell EZ SLIDE que nos permitiu cultivar, fixar, corar e visualizar a amostra num unico
dispositivo, sendo bastante facil de remover os pogos e obter as laminas necessarias
para estudo ao microscopio. Foram entao utilizadas trés laminas na qual uma serviu
como controlo (placa de controlo), e as restantes duas laminas foram irradiadas (placa
1 e placa 2). (Tabela 4.1)

Tabela 4.1 - Identificagdo das placas de controlo, placa 1 e placa 2 para os ensaios de SSBs e DSBs.

Placa de Controlo

Controlo U 2 U e 1,2 —» XRCC1
(C) ':> e 3,56, 7 —»y-H2AX
sU 61 7T
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Placa 1
U T U
usza | 2 s :> e 1,2,3 » XRCC1
T98G ¢ 56,7 —» y-H2AX
sU 61 T
Placa 2
us7a | Y 2T U e 1,2,3 _, y-H2AX
T98G COo0) . 567 » XRCCH
sU 61 T

Para o estudo de micronucleos, foram utilizadas 4 placas de 24 pogos com
50,000 células, na qual foram irradiadas 2 placas e outras 2 serviram de controlo.

No esquema seguinte estao identificados os pogos utilizados neste estudo. Esta
identificacdo € idéntica para as 4 placas (tabela 4.2).

Tabela 4.2- Identificagdo das placas de 24 pogos em que U é a linha U373 e T € a linha T98G

4.4. Protocolo de Irradiacao

A irradiacdo constou de duas exposicdes independentes com tempos de
aquisicao (TA) de 17 minutos.

Na pratica clinica exames de RM geralmente levam entre 15 a 20 minutos, mas
pode chegar a 2 horas de exame dependendo da area em estudo, e do numero de
exames que o paciente tem agendado. Ambas as irradiagdes foram adquiridas através
dos mesmas condi¢des e parametros técnicos. (tabela 4.3)
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Sequéncias de aquisicdo neste estudo: T1 IR, DP/T2 (TSE), T2 IR, T2 Coronal
Resolve (DWI) e SWI.

Tabela 4.3 — Parametros de irradiagao utilizados

TR(ms) | TE(ms) | TI(ms) TA (s) RF (W) | SAR (W/Kg)

T1IR 1800 11 818 146 57.1 1.34

DP/T2 4770 11 159 60.6 1.42

T2 IR 8000 94 2500 218 34.2 0.80

T2 Cor 4130 99 142 54.2 1.27

RESOLVE 7620 62 169 15.8 0.37

SWI 27 20 194 1.6 0.04
TOTAL 1028 223,5

Em cada exposicado foram colocados no interior da bobine de cranio 1 Millicell
EZ SLIDE e uma placa de 24 pocgos.

No interior da bobine de cranio foi colocado um fantoma com um peso
aproximado de 2 Kg e 30 cm, foram colocadas também esponjas para retificar e
estabilizar a regido onde seriam colocadas as amostras.

A temperatura da sala de RM constante a marcar os 23°C, as amostras de linhas
celulares foram colocadas no interior da bobine de RF de cranio que foi levada para o
isocentro do equipamento e procedeu-se ha irradiacdo das linhas celulares.

Iniciou-se 0 exame com 0 scout, para proceder a localizacdo das amostras. E
posteriormente aplicou-se as sequéncias ja descritas, foram anotados e todos os
parametros principais de aquisi¢cdo de cada sequéncia. (Anexo 2)

No final de cada irradiagdo obtemos o SAR total de 42.6 W/Kg e o Specific
energy dose (SED) de 332 J/Kg. O calculo do SED, é mencionado pelo equipamento,

sendo calculado da seguinte forma: SED= SAR x TA com as unidades em J/KG.

4.4 1. Quantificagdo do numero de lesdes no ADN

31




Efeitos Bioldgicos induzidos por Ressonancia Magnética

4.4.2. Detecao de lesGes na cadeia simples ADN

A detecdo de lesbes na cadeia simples foi feita recorrendo a detecao da proteina
XRCC1. XRCC1 é uma proteina que esta envolvida na reparacdo por excisao das bases
de ADN. Apds a exposicdo, para a quantificagdo do XRCC1, aplicou-se o protocolo
descrito de seguida.

1. As células, depois de lavadas com PBS, foram fixadas em formaldeido (Sigma) a
4% em Phosphate buffered saline (PBS) por 15 minutos. Apos esse tempo foram
lavadas com PBS.

2. Fez-se a permeabilizagdo das células com Triton X-100 (Sigma) a temperatura
ambiente por 5 minutos, o que permite lesar a membrana.

3. Fez-se a lavagem com albumina sérica bovina (BSA, Invitrogen), e em seguida o
bloqueio com 4% de BSA por 1hora. O bloqueio com a BSA é para reduzir respostas
inespecificas por parte do anticorpo. Faz-se um blogueio com uma solugio rica em
proteinas para que as reagoes inespecificas ocorram com as proteinas da BSA e
nao com o anticorpo que vamos utilizar.

4. As células foram incubadas com anticorpo monoclonal XRCC1 (Invitrigen) na
diluicdo de 1:100 em 1% de BSA em PBS a por 1 hora, a temperatura ambiente.

5. Apds a incubagao com o anticorpo primario as células foram lavadas com PBS e
incubadas com Texas-Red (anti-mouse secondary antibody, Invitrogen) a 1 mg/mL,
durante 1h a temperatura ambiente.

6. As linhas celulares foram novamente lavadas com PBS (3x), e colocou-se um meio

de montagem (Vectashield) com DAPI (corante do DNA).

4.4.3. Detecao de lesdes na cadeia dupla ADN
A detecdo de lesdes na cadeia dupla foi feita recorrendo a dete¢ao da proteina y-

H2AX. y-H2AX é uma histona conhecida que responde ao dano do ADN em dupla
cadeia, sinalizando para reparagao, recrutando proteinas de reparagao do ADN.

Apods a exposigao, para a quantificagao do y-H2AX, aplicou-se o protocolo descrito
de seguida.
1. As células foram fixadas em formaldeido (Sigma) a 4% em Phosphate buffered

saline (PBS) por 15 minutos. Apds esse tempo foram lavadas com PBS.

2. Fez-se a permeabilizagdo das células com Triton X-100 (Sigma) em temperatura
ambiente por 5 minutos, o que permite lesar a membrana.

3. Fez-se a lavagem com albumina sérica bovina (BSA, Invitrogen), e em seguida o
bloqueio com 4% de BSA por 1hora. O bloqueio com a BSA é para reduzir respostas

inespecificas por parte do anticorpo. Faz-se um bloqueio com uma solugao rica em
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proteinas para que as reagoes inespecificas ocorram com as proteinas da BSA e
nao com o anticorpo que vamos utilizar.

4. As células foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-y-H2AX primary
antibody (mouse anti-y-H2AX (ser139), Stressgen) na diluicdo de 1:100 em 1% de
BSA em PBS a por 1 hora, a temperatura ambiente.

5. Ap6s a incubagdo com o anticorpo primario as células foram lavadas com PBS e
incubadas com FITC (anti-mouse secondary antibody, Invitrogen) a 1 mg/mL,
durante 1h a temperatura ambiente.

6. As linhas celulares foram novamente lavadas com PBS (3x), e colocou-se um meio

de montagem (Vectashield) com DAPI (corante do DNA).

4.4.4. Aquisicao e analise
As células foram analisadas com um microscopio de fluorescéncia (Zeiss,

Axioplan). As imagens foram adquiridas através da utilizagdo do programa informatico
ISIS e utilizando uma ampliagao de 64X e com filtro vermelho — Texas-Red, com o
objetivo de visualizar pequenos focos vermelhos coincidentes com quebras das ligagdes
de cadeia simples do ADN.

Igualmente, para a detegédo das lesdes da dupla cadeia do ADN, as células foram
analisadas por microscopia de fluorescéncia utilizando uma ampliagao de 64X, com a
utilizacao de filtro verde — FITC.

Subsequentemente, as imagens foram divididas em 2 canais individuais, numa
escala de cinzentos, utilizando o programa Image J (Figura 4.2). A contagem dos focos
foi realizada através do CellProfiler, um software que permite medir fenétipos de varias
imagens automaticamente, com algoritmos avancados de analise através de uma
pipeline que é capaz de medir carateristicas biologicas em imagens obtidas por

microscopia de fluorescéncia.

Figura 4.2- Imagens utilizando software Image J. A- Imagem original B e C Imagem decomposta em escala
de cinzentos da imagem A (Imagem original do estudo).
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4.4.5. Contagem dos focos
Foi criada uma pipeline no programa Cell profiler, utilizando como template o

ExampleSpeckles. Inicialmente, é feita uma contagem manual em imagem selecionadas
para que a pipeline a utilizar para as restantes imagens possa ser validada. Apos
validagao, a mesma pipeline é utilizada para a detegdo dos focos em todas as imagens
para cada uma das experiéncias.

Apods essa analise € calculado o numero médio, e o respetivo desvio-padréo, de

focos em cada amostra, utilizando o programa Microsoft Excel.

4.4.6. Quantificacdo do numero de Micronucleos
Apos a irradiagdo das células na RM, as linhas celulares foram colocadas

novamente na incubadora com atmosfera humida, a 37°C e 5% de CO-. durante 24
horas.

Ap6s 22 horas da irradiagao, foi adicionado citocalasina-b a 2mg/ml, com o objetivo
de interromper o ciclo celular na citocinese, resultando na formagdo de células
multinucleadas. Apds 24horas de incubagdo com citocalasina-b, as células foram
lavadas com PBS e colocadas em tripsina-EDTA (2 mg/mL, Gibco) durante 5 minutos.
As células foram depois colocadas em solugdo num tubo de cultura celular. Apds este
processo, realizou-se a técnica para detegdo de microndcleos. Inicialmente, fazem-se
duas lavagens, com uma solugéo de lavagem (ver tabela 4.4) e uma lavagem com uma

solugéo de choque hipotdnico (ver tabela 4.4).

Tabela 4.4- Volumes utilizados na Solugdo de lavagem e na Solugéo de choque hipoténico

Solugéo de lavagem Solucao de choque hipotdnico
Para um volume total de 120 mL
Vremi = 117,6 mL Vremi = 15, 6 mL
Vrgs = 2,4 mL Vess = 1,6 mL
VH204 = 62,8 mL

Descricdo da técnica para detegcao de micronucleos:

1. Fez-se uma centrifugagao de 800 rpm por 10 minutos e desprezou-se o
sobrenadante
2. Apos ressuspender o precipitado, adicionar 5 ml de solu¢do de lavagem e

misturar suavemente por inversao. Centrifugar 800 rpm, 7 minutos.
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3. Apos ressuspender o precipitado, adicionar 5 ml de solugdo de lavagem e
misturar suavemente por inversao. Centrifugar 800 rpm, 7 minutos.

4. Retirar sobrenadante com pipeta e adicionar ao precipitado, 5 ml de solugcao de
choque hipoténico. Centrifugar imediatamente 800 rpm, 5 min

5. Com uma pipeta Pasteur, de vidro, aspirar o maximo de sobrenadante, depois
homogeneizar e fazer esfregagos: 1 gota da suspenséo no inicio da lamina seca,
com outra lamina fazer esfregago da gota. Foram realizadas 3 laminas por
cultura.

6. Apos 24 h o esfregago esta seco, e é fixado em Carnoy (Sigma) a -20°C, 20
minutos; ficam a secar ao ar na horizontal

7. Depois de bem secas, corar em Giemsa 4% em PBS pH 6,8 durante 8 minutos.
Lavar em agua corrente forte e secar ao ar (na vertical).

8. Fechar com um meio de montagem de lamelas, Entellan (Merck).
Todas as laminas foram devidamente identificadas e guardadas numa caixa

apropriada para o efeito, ha temperatura ambiente. Depois de secas, procedeu-se a

visualizagcdo dos dados e as contagens necessarias através do microscopio.
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Capitulo V - Resultados e Discusséao

5.1. Detecao de Lesbes na cadeia simples do ADN (SSBs)

O Exame de RM induz danos ao DNA em células de glioblastoma humano. A
capacidade da RM para induzir a formagao de SSBs in vivo foi avaliada usando o ensaio
XRCC1. A exposigado a ressonancia magnética levou a um aumento significativo no
numero médio de focos para ambas as linhagens celulares (Figura 5.1), em média duas
vezes em comparagao com as células de controle ndo expostas.

As lesbes na cadeia simples do ADN foram observadas no microscopio de

fluorescéncia com a utilizacdo do Texas-Red.

rNT incorporation sugar disintegration

base damage
(BER) a ¥ g

5’ — 3

Top1 cleavage

| Figura 5.1- SSBs dependente de XRCC1 (Figura

adaptada [40] )
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Na Figura 5.2 estdo algumas imagens representativas deste trabalho. Nesta
imagem é possivel observar o DNA corado de azul devido ao DAPI e é possivel observar
um aumento significativo de focos correspondentes a proteina XRCC1, uma proteina
que esta envolvida na reparagao eficiente de SSBs de ADN originadas pela exposi¢ao
a radiagao. Esta proteina ndo possui atividade enzimatica, mas atua como uma proteina
que interage com multiplas enzimas de reparagdo. XRCC1 esta envolvida na reparagao

de SSBs, reparacgao de excisdo de bases e reparacio de excisao de nucleoétidos.
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Notavelmente, os danos no DNA induzidos na linhagem celular U373 pareciam
menos pronunciados do que os danos observados na linhagem celular T98G. A partir
de nossos resultados, podemos observar que as células T98G sdo mais sensiveis a

radiacdo ndo ionizante, como também observado para a radiagao ionizante

Células nao expostas Células expostas

€.€N Sened

O86.1 Sened

Figura 5.2- Detegao de lesoes SSBs apos exposi¢cao a RM Imagens de microscopia de fluorescéncia
representativas de focos XRCC1: (A) e (B) células U373 ndo expostas e expostas a RM, respetivamente
e (C) e (D) células T98G nao expostas e expostas a RM, respetivamente. A coloragdo DAPI foi usada
para visualizar o nucleo, enquanto a imunocoloracao para XRCC1 foi usada para detegéo de focos. As
células foram visualizadas sob imersdo em éleo com ampliagdo de 64X.

5.1.1. Quantificagao do niumero de focos XRCC1

A contagem dos focos foi realizada através do CellProfiler, um software que
permite medir fenétipos de varias imagens automaticamente, com algoritmos avangados
de andlise através de uma pipeline que é capaz de medir carateristicas biologicas em
imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia. Neste caso a pipeline utilizada
permite a identificagdo e contagens dos focos XRCCH1.

Para a analise estatistica, foi calculada a média (
X) e o desvio padréo (o) dos focos XRCC1 existentes na amostra de controlo e na
amostra irradiada das linhas U373 e linha T98G. Ao observarmos o grafico Box plot de
distribuicdo das amostras de controlo e amostra exposta a campos magnéticos da linha

celular U373, podemos verificar que a média de focos XRCC1 detetados é superior na
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amostra exposta. Relativamente as amostras das linhas celulares T98G, podemos
analisar que a média de focos XRCC1 localizados € significativamente maior do que
nas amostras expostas a Campos magnéticos.

Quando expostas a radiagdo ionizante, as células T98G apresentam uma maior
radiossensibilidade quando comparadas com as células U373.

No que diz respeito a radiagcado nao-ionizante nao existem dados disponiveis na
literatura, pelo que trabalho futuro € necessario para perceber os mecanismos

associados a esta exposicao.

Tabela 5.1- Nimero médio de focos XRCC1 observados nas células U373 e T98G, tanto em células de
controlo (sem exposigdo a RM) e em células expostas a RM. Os valores médios e o desvio padréo foram
obtidos de duas experiéncias independentes.

Linha celular U373 Linha celular T98G
média Desvio padrao média Desvio padrao
Controlo 0,68 0,028284 0,66 0,00495
Exposto a RM 1,11 0,035 1,6 0,19

Para uma melhor observagéo dos resultados, no gréfico (figura 5.3) seguinte

estao ilustrados os resultados expressos na tabela.
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Figura 5.3- Aumento de lesbes SSBs apos exposigcdo a RM. Numero médio de focos XRCC1 observados
nas células U373 e T98G, em células controlo (sem exposicdo a RM) e em células expostas a RM. Os
valores médios e o desvio padrao foram obtidos de duas experiéncias independentes. Quantificagdo do
numero médio de focos XRCC1 em células ndo expostas e em células expostas a RM. A significancia
estatistica foi calculada usando o teste t de Student bicaudal com células ndo expostas como controle
(*p<0,05). Os resultados foram calculados a partir de réplicas biolégicas independentes (n=2) e sdo dados
como média + S.E.M.
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5.2. Detecao de Lesdes na dupla cadeia do ADN (DSBs)

A histona H2AX esta no centro das respostas celulares as DSBs contribuindo na
formagao dos nucleossomas, na remodelagéo da cromatina e na reparagao do ADN. A
fosforilagdo da proteina histona H2AX, para formar focos y-H2AX, representa
diretamente a reparacdo de DSBs, deste modo a agao desta proteina é visivel com a
utilizacdo de microscopia de fluorescéncia que documenta a fosforilagao local por meio
de formacao de focos que ao serem induzidos por radiagdo ionizante sdo chamados de
focos nucleares nas proximidades das SDBs que permite a monotorizacdo da sua

indugao e reparagao. (figura 5.4)

1 /lw
Expanded Histone

Foci visualization through Homologous Non-homologous
immunocytochemistry recombination end joining

Figura 5.4 — Representa o dano do ADN e via de reparo. (Figura adaptada [42] )

1- Agentes externos como a radiagéo ionizante induzem SDBs em histonas envolvidas no ADN.

2- As SDBs do ADN recrutam o complexo MRN composto por proteinas que recrutam e ativam a
ATM quinase.

3- ATM quinase fosforila a proteina H2AX na histona expandida criando focos fosforilados que
podem ser visualizados através de ensaios y-H2AX. \

4- O mediador (MDC1) da proteina 1 do checkpoint do dano de ADN é recrutado para SDB e
angaria as proteinas BRCA1 e 53BP1 para direcionar o dano do ADN e repara-lo por
recombinagdo homaloga.

Apos a analise das laminas ao microscopio de fluorescéncia das linhas celulares
U373 e a linha celular T98G das amostras obtidas, verificou-se que nao existiam focos
de lesao da dupla cadeia do ADN. Estes focos nao foram verificados tal como é possivel

observar na figura 5.5.
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Células U373 Células T98G

Células nao expostas Células expostas

Figura 5.5- Ndo foram detetadas lesbes DSBs apos exposigdo a RM. Fotografias retiradas do microscopio
de fluorescéncia para localizagéo de focos de DSBs.

5.3. Quantificacdo de Micronucleos (MN)

Micronucleos (MN) séo fragmentos de DNA lesado, ndo incorporados no nucleo,
apos a divisao celular permanecem no citoplasma, representando agentes genotoxicos.
Os MN podem ter origem em fragmentos acéntricos ou/de cromossomas inteiros que
nao sao capazes de migrar com o resto dos cromossomas durante a anafase da divisao
celular.

Na pesquisa de MN em técnica que é realizada in vitro pode-se observar células
binucleadas, que exibem dois nucleos principais, formadas pelo bloqueio da citocinese
através da utilizagao de um composto de origem fungica (citocalasina B), que possui a
capacidade de inibir a citocinese sem inibir a cariocinese**. (Figura 5.6)

Os MN representam agentes genotoxicos quando nao estdo incorporados no
nucleo da célula, advém de varios fatores externos e podem ocorrer durante a Anafase,
no entanto é esperado que no decorrer desta analise fossem encontrados MN na
amostra de controlo em ambas as linhas celulares em estudo, embora em menor
quantidade que nas amostras expostas a CEMs, uma vez que existe um fator externo a
lesar a integridade do nucleo da célula.

Relativamente ao estudo do dano genético ao nivel das cadeias de ADN e a
quantificagdo de MN foram os principais focos de pesquisa de muitos investigadores,
uma vez que o aumento de dano em células somaticas pode levar a carcinogénese e/ou
morte celular, enquanto lesdes semelhantes em células germinativas podem ser
transmitidas as geragdes futuras®.

A contagem dos MN faz-se colocando as laminas individualmente ao
microscopio onde o objetivo inicial é contabilizar um total de 500 células, englobando

células Monucleadas (MN), binucleadas (BN), trinucleadas (TN) e polinucleadas (Poli);
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assim como contabilizar os micronucleos existentes nas referidas células. Neste estudo,
contabilizaram-se 1000 células binucleadas tendo sido registado o numero de
micronucleos. Para esta contagem utilizou-se uma folha de registo de micronucleos.
(Anexo 3).

As figuras seguintes mostram um aumento do numero de micronucleos de

ambas as amostras irradiadas comparativamente com as amostras de controlo. (figura
5.6)

9861 Senied

€.€N senigd

M

| Células ndo expostas Células expostas |

Figura 5.6- Imagens fotografadas diretamente do microscopio A — Linha celular T98G controlo. B —
Linha celular T98G irradiada. C — Linha celular U373 controlo. D - Linha celular U373 irradiada (imagem
original do estudo)

Os resultados revelaram um aumento significativo no numero total de
micronucleos (MNi) apés a RM nas células U373, quando comparado as células nao
expostas, o que nao ocorreu na linhagem celular T98G (p=0,9895). Além disso, as
células expostas ao exame de RM exibiram maior dano celular expresso pela ocorréncia

de multiplos MNi por célula BN, quando comparadas aos seus proprios controles.

Neste estudo, para além da percentagem de MN foi calculado o indice de diviséo

nuclear para cada amostra.
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5.3.1. Distribuicao de MN em células BN

Nas tabelas seguintes (Tabela 5.2, 5.3, 5.4 e 5.5) é apresentada a distribuigéo
de MN contabilizando as 1000 células binucleadas (BN) das amostras de controlo e das
amostras irradiadas, das linhas celulares U373 e T98G.

Analisando as tabelas, é possivel verificar a existéncia de uma maior quantidade
de MNs em ambas as amostras irradiadas, também ha evidéncias que as células BN
com apenas um MN sao as mais frequentes, sendo detetada a maior quantidade nas

linhas celulares expostas a campos magnéticos.

Tabela 5.2- Distribui¢do da Linha celular U373, amostra de controlo (Monucleadas (Mn), binucleadas (BN),

tetranucleadas (TN) e polinucleadas (Poli))

Distribui¢cao de MN

N° de células MN 0 Mn BN TN Poli
1000 129 926 45 13 6 10
1000 179 904 53 18 10 15
1000 151 918 46 15 9 12
1000 112 930 48 8 8 6

Tabela 5.3- Distribuigdo Linha celular U373, amostra irradiada (Monucleadas (Mn), binucleadas (BN),
tetranucleadas (TN) e polinucleadas (Poli))

Distribuicao de MN

N° de células MN 0 Mn BN TN Poli
1000 330 814 110 31 22 23
1000 260 857 86 21 12 24
1000 231 866 83 21 14 16
1000 242 857 91 21 15 16

Tabela 5.4- Distribuicdo da Linha celular T98G, amostra de controlo (Monucleadas (Mn), binucleadas (BN),
tetranucleadas (TN) e polinucleadas (Poli))

Distribuicao MN

N° de células MN 0 Mn BN TN Poli
1000 111 936 40 9 7 8
1000 109 930 46 11 11 2
1000 98 943 35 9 7 6
1000 128 929 40 15 6 10
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Tabela 5.5- Distribuigdo da Linha celular T98G, amostra irradiada (Monucleadas (Mn), binucleadas (BN),
tetranucleadas (TN) e polinucleadas (Poli))

Distribuicao MN

N°de células MN 0 Mn BN TN Poli
1000 171 904 57 16 10 13
1000 131 922 50 13 5 10
1000 115 926 50 12 7 5
1000 411 830 71 21 14 17

5.3.2. Calculo do indice de divisdo nuclear (NDI)
Para a analise da quantificagao dos micronucleos (MN) é necessario calcular o

indice de divisdo nuclear (NDI). O NDI fornece uma medida do estado proliferativo da

fracdo de células viaveis. E considerado um indicador de efeitos citostaticos.

Tal como referido anteriormente, foram inicialmente contabilizadas 1000 células

viaveis para determinar a frequéncia de células Mn, BN, TN e Poli. De acordo com a

H . M{+2M,+3M3z+4M,
seguinte féormula NDJ = =—2—2—=

, onde My a M4 representam o numero de células

com 1 e 4 nucleos e o N é o numero total de células viaveis pontuadas. Todas as culturas

atingiram NDIs entre 1,4 e 1,7.

O valor de NDI mais baixo possivel é de 1, isto ocorre se todas as células viaveis
nao se conseguirem dividir durante o periodo de bloqueio da citocinese, estas células
sdo as mononucleadas. Se todas as células completarem uma divisdo celular, sdo as

binucleadas, o valor de NDI & 2.0.

Tabela 5.6- Calculo de Percentagem de MN e indice de divis&o celular da amostra controlo e da amostra
irradiada das linhas celulares U373 e T98G

U373C1 U373C2 U373C3 U373C4 U373 i U373 12 U373 13 U373 14

57,6 54,8 49,2 44.4 49,6 53,2 60,6 62,8
1,692 1,704 1,67 1,73 1,836 1,748 1,898 1,92
T98GC1 T98GC2 T98GC3 T98GC4 T98GIM T98G 12 T98G I3 T98G 14
48,8 48,8 47,6 54,2 42 62,4 56,4 39,8
1,588 1,602 1,642 1,656 1,526 1,726 1,684 1,756
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Na tabela 5.7, verificamos que existe um aumento na % de MN nas amostras
irradiadas, comparativamente as amostras de controlo. Também comprovado no grafico

5 onde a linha celular U373 exposta a campos magnéticos se evidencia.

Tabela 5.7- Percentagem média de MN e ¢ nas células MN

X (%) Desvio Padréo (o)
U373 Controlo 51,5 5,882176468
U373 Irradiada 56,55 6,191122677
T98G Controlo 49,85 2,954657341
T98G Irradiada 50,15 10,99499886

Segundo analise estatistica, todos os dados foram apresentados como valores
médios + erro padrdo da média (S.E.M.). A andlise estatistica foi realizada usando o
software Origin. As diferencas estatisticas entre as amostras de tratamento e controlo
foram avaliadas pelo teste t de Student bicaudal. O limite para significancia estatistica
foi estabelecido em p=0,05.

Genotoxic effect of MRI exposure to Glioblastoma cells

0.35 *
T 1

0.3
0.25
0.2

0.15

0.05
Unexposed Exposed to MRI

m U373 cell line T98G cell line

Figura 5.7 - Quantificagdo do nimero médio de Mni por 1000 BN em células U373 e T98G expostas (ou
néo expostas) a RM.

m U373 unexposed U373 exposed to MRI
W T98G unexposed T98G exposed to MRI

NUMBER OF BN CELLS
NUMBER OF BN CELLS

s & S 4
| —_ —

0 1 2
0 1 2
NUMBER OF MN PER BN CELL
NUMBER OF MN PER BN CELL

Figura 5.8- Distribuicdo média de MN por 1000 células BN em células U373 e T98G, respetivamente, ndo expostas
(controle) e expostas a RM. A significancia estatistica foi calculada usando o teste t de Student bicaudal com células
nédo expostas como controle (*p<0,05). Os resultados foram calculados a partir de réplicas biologicas independentes
(n=2) e dados como a média + S.E.M
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O NDI foi menor para células expostas a U373 e T98G quando comparadas com
0s proprios controles (células néo expostas), p=0,074 ep<0,05, respetivamente. (tabela
5.8)

Tabela 5.8- A comparacao da frequéncia MN e o NDI para células expostas e ndo expostas.

Células U373 Células T98G
Variaveis - ~
N&o expostas Expostas a RM N&o expostas Expostas a RM
MN frequéncia 0.14310.016 0.266+0.031 0.11040.031 0.207+0.034
NDI 1.604+0.018 1.490+0.049 1.745+0.038 1.602+0.035

5.4. Discussao de Resultados

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial genotéxico da
ressonancia magnética em pratica clinica por meio de ensaios citogenéticos. Nos
ultimos anos, surgiram alguns estudos com o objetivo de avaliar as possiveis lesdes
relacionadas e/ou causadas pela EMF gerada durante o exame de diagndstico por RM.
No entanto, os dados disponiveis sobre os possiveis efeitos do exame de diagnoéstico
por ressonancia magnética relevantes para pacientes e trabalhadores n&o sé&o
suficientes para tirar conclusdes e/ou diretrizes de seguranga.

O nosso estudo avaliou os efeitos biolégicos em células GBM humanas expostas
a um protocolo cerebral de rotina clinica. Os dados gerais sugerem que a RM induz
potenciais efeitos genotdxicos em células GBM.

Como apontado anteriormente, os SSBs estdo entre as lesbes de DNA mais
frequentes, sendo um perigo para a instabilidade genética e sobrevivéncia celular. No
presente trabalho, avaliamos o nimero de SSBs quantificando a expressdo de XRCCH1.
O nossos resultados estéo de acordo com Lee et al** mostrando um aumento do numero
de SSBs apos exposicao a RM 3T. Também observamos uma diferenga significativa
entre as linhagens celulares utilizadas. Embora exista falta de conhecimento sobre a
sensibilidade celular a radiagdo nao ionizante, é provavel que o T98G expresse uma
sensibilidade maior. Isso pode ser relevante em casos de acompanhamento do paciente
pos-tratamento e para terapias guiadas por RM.

Da literatura, e ao nosso conhecimento esta € a primeira vez que tal estudo,
utilizando células GBM, é realizado, por este motivo, ndo temos dados para comparar.

Uma das lacunas no conhecimento sobre a quantificacdo de SSBs é o seu reparo. Com
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base em nossos dados, concordamos totalmente e planejamos fazer como trabalhos
futuros.

Também investigamos se o aumento do numero de DNA SSBs poderia estar
correlacionado com a estabilidade genética, uma vez que alguns estudos,
principalmente usando linfocitos, revelaram um aumento do niumero de MN em células
expostas & RM #4#°. Ao contrario do dano inicial ao DNA, as células U373 expressaram
um dano celular maior quando comparadas as células T98G. E provavel que a maior
sensibilidade observada no T98G ndo esteja relacionada com a eficacia do reparo do
DNA.

As células T98G tém quase o dobro de cromossomos que T98, sugerindo que €
uma variante poliploide de T98. Esta pode ser uma das razdes pelas quais esta
linhagem celular revela um numero maior de les6es imediatamente apds a exposicao e

nao apés uma divisao celular.

5.4.1- LimitacOes a investigacao
Durante a elaboracdo deste trabalho, aconteceram algumas questdes que nos

limitaram na nossa pesquisa.

Primeiramente por ter sido uma experiéncia pioneira através a utilizagao de
linhas celulares de Glioblastomas, ndo existiam outras bases de comparacido dos
resultados.

A ideia proposta inicialmente focava-se na utilizagao de linfécitos saudaveis de
sangue humano, colhido a Técnicos de Radiologia com exercicio de fun¢des na area da
RM. No entanto, o numero reduzido de voluntarios ndo permitia a credibilidade e
exequibilidade da experiéncia.

Assim, optou-se pela utilizagdo de linhas celulares ja existentes em laboratorio,
selecionando-se linhas celulares de astrocitos saudaveis. No entanto, no dia
antecedente a realizacado da exposicdo a CEM, as linhas celulares que se encontravam
numa incubadora com ambiente e meio controlado, morreram, devido & sua maior
sensibilidade.

Para dar continuidade a realizacdo da experiéncia, foi necessario alterar as
linhas celulares para linhas celulares de glioblastomas, uma vez que sdo células

tumorais com maior resisténcia.
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Capitulo VI - Conclusédo

6.1 Conclusao

Todos o0s organismos vivos estdo constantemente expostos a campos
eletromagnéticos de ocorréncia natural que existe na superficie da Terra. Esses campos
sao fracos, discretos, nao-ionizantes e a populagao geralmente nao tém consciéncia de
sua existéncia.

Neste estudo foi analisada a presenga de alguns tipos de danos do ADN,
nomeadamente SSBs, SDBs e quantificacdo de micronucleos; em células expostas a
campos magnéticos.

Os resultados obtidos permitem mostrar uma maior quantidade de focos da
proteina XRCC1 nas amostras que foram submetidas a radiagdo nao-ionizante,
indicando um aumento de SSBs nestas condi¢des. No entanto, ndo foram observados
focos da histona y-H2AX, indicando a auséncia de DSBs em células submetidas a
radiagado nao-ionizante. Apesar de promissores, este sdo resultados preliminares que
carecem de confirmagao.

Verificamos também a existéncia de um aumento de MN em ambas as linhas
celulares irradiadas.

A exposigado ocupacional € algo que como profissionais de saude na area da
Radiologia nos devemos cismar diariamente. Sendo por isso importante consciencializar
o Profissional de Saude sobre os niveis de exposicao e efeitos na saude derivados da
exposi¢cao a campos magnéticos com radiofrequéncias associadas de modo a prevenir
€ a minimizar os riscos na saude para a equipa técnica, deste modo, para uso seguro
destes equipamentos, € importante estudar os efeitos biolégicos da exposi¢cdo as
radiofrequéncias, existindo assim uma necessidade urgente de realizar mais estudos
para avaliar o risco a saude da exposicdo de longo prazo a RM, principalmente do
Técnico de Radiologia que executa fungdes diarias nestes equipamentos.

Em resumo, este foi o primeiro estudo celular mostrando que a ressonéncia
magnética induz danos celulares em células GBM. No entanto, muitos dos mecanismos
celulares e/ou moleculares subjacentes ao comportamento observado precisam ser

melhor elucidados.
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Anexos

Anexo 1- Questionario de consentimento informado facultado ao paciente antes da
realizacao de um exame de RM.

QUESTIONARIO/TERMO DE RESPONSARILIDADE af‘ﬁdea
TAC/RESSONANCIA MAGNETICA

Agradecemos o preenchimento deste inquérito. Pretendemos obter informagdo para garantir as melhores condigGes de sequranga na realizacéo do
set exame. Esclareca qualquer divide junta de um dos nossos colaboradores. Muito obrigado.

=
an
<

Grupo | {(Responda pf. se vai fazer Ressonéncia efou TAC)

—T1Ac[] RM[] Em que ano?
— Fez reagéo alérgica? S [:] N l:l
— Tipo de cirurgia:
— Faz didlise? S [] N [} — Tipo: Hem [] per []

Fez algum exame de TAC ou Ressonéncia Magnética antes?
Fez algum exame com inje¢do de contraste?

13 foi operado(a)? Ano:

Tem doengas nos rins (insuficiéncia renal)?

Esta gravida?

Tem dispositivo intra-uterino {DIU)?

Tem asma, bronquite asmatica ou falta de ar frequente?
Tem diabetes?

Usa bomba de infusdo de insulina?

Tem alergias (medicamento, alimento, poeiras/outros)?

~>» Quantas semanas?

— Qual?
—» Usa broncodilatadores (spray)? S [:| N D
— Toma Metformina (Risidon®)? sCInN[]

= Qual?

Tem/teve perfuragdes no esofago/estdmago/intestinos?

Grupo Il (Continuar a respongiler pf. se vai fazer Ressonancia)

Tem claustrofobia?

-

Tem pacemaker (pilha no coragao)?

Tem clips metalicos (cranianos, adrticos ou outros)? o saun & etiauets b densific g dc
Tem suturas metdlicas e/ou agrafes cirtrgicos? {2 st fieke i
Tem valvulas cardiacas ndo bioldgicas (proteses)?

Tem piercings ou tatuagens?

Tem derivagdo (shunt) espinal ou ventricutar?

E soldador ou mecanico?

Fez cirurgia a cataratas com inclusdo de lente intra-ocular?
Tem lentes de contacto?

Tem aparelho auditivo?

— Onde e hd quanto tempo?
- Amovivel? S [N []

— Qual a localizagdo?

Tem placas ou parafusos metélicos ap6s fratura?

oooaooooooooon DOoooooooooo|s

Tem prétese dentaria?

0000000000000 |[Dooooooooog

O

Tem particulas de metal {chumbo, limalhas, outros)?
USO DE CONTRASTE
Para melhor esclarecimento da sua situagdo clinica, durante a realiza¢do do exame pode ser necessiria a administragdo de produto de contraste.
‘Embora os contrastes atuais sejam muito seguros, a semelhanga do que acontece com autros produtos farmacoldgicos, a sua administragio ndo &
-completamente isenta de riscos. Em casos pouco frequentes a administragdo de contraste por via endovenosa poderd desencadear uma reagdo
adversa, de gravidade varidvel. Embora em casos extremos as reagfes possam ser graves ou muito graves, na esmagadora maioria dos casos as
“reagdés sdo ligeiras, de curta duragdo e autolimitadas. No cumprimento de normas estabelecidas, solicitamos a sua atengdo para esta informacio
e autdrizagdo, caso seja necessdrio efectuarmos esta administrag3o. Mais informamos que o uso de contraste pode ter custos adicionals, de
acordo com a tabela de precos em vigor, que serdo debitados ao Utente apds a realizagdo do exame.

Deciaro ter tomado conhecimento da presente informagéo e ter obtido os esclarecimentos
que julguei necessarios. No caso de existirem razdes clinicas fundamentadas e seja
necessario no meu proprio interesse, AUTORIZO a inje¢do endovenosa de contraste

s [] nNAo []

Nome Sexo idade Peso (Kg) Altura{cm)
Data__ [/ /
de (utente ou )
NOTA - Se assinou em nome do utente, indig grau de par: o/relagdo: Contato telefénico:
MOD-1-060 | Rev.03 Affidea Portugal Pég.1de 1
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Anexo 2- Fotografias obtidas durante a realizagao da irradiagao.

8 Step Properties 3

Step 2 - t1 dark-fl gtse sag 101
e TA: 226 PM: REF PAT: 2 Voxel size: 0.7x0.7x4.0mm Rel. SNR: 1.00

Protocol Parameters | ..
Routine” Contrast Resolution ~Geometry ~System Physio Inline  Sequence
Voice Commands —

xcuton S il - Sequéncia T1 dark fl — tse

Slices FoV phase

e T el - i - Plano sagital

Auto Load
Copy References Position R2.4 P38.2 F33.1

Preview Orlentation S >C-06>T-03
Phase enc. dir. A>>P Averages
AutoAlign  Head > Basis Concatenations

Phase oversampling Filter Prescan Normalize.
Coil elements HE1-4NE1,2

- Sequéncia de Difusdo (DWI) ou no
caso da Siemens sequéncia resolve
- Plano axial

& Step Proporties

Siep7 -2 gowi ta p2 101

TASM PaRX
[0 e————

- Sequéncia T2 SWI
- Plano Axial

- Informacdo relativa ao SAR,
fornecida. E na regido do cranio
que o SAR é mais elevado 49%,
devido ao estudo ser realizado com
bobine de cranio.
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Anexo 3- Registo das 500 células totais e a contagem de 1000 células binucleadas e

respetivos micronucleos das amostras de controlo e irradiadas das linhas U373 e T98G.

U373 - Controlo.1 U373 — Controlo.2 U373 — Controlo.3 | U373 — Controlo.4
1Mni | 18 IMni | 15 IMni | 12 IMni | 13
MN 185 oMni - 193 2Mni 7 | 212 2Mni 3 212 oMni 3
IMni | 45 1Mni | 53 IMni | 46 1Mni | 48
2Mni | 13 oMni | 18 2Mni | 15 2Mni | 8
BN 11000 i 16 | 1990 [ amni (10| 1990 [ mni | 9 | 1900 [T3vini | 8
>3 Mni | 10 >3 Mni | 15 >3 Mni | 12 >3Mni | 6
TMni | 2 1Mni | 5 1Mni | 6 1Mni | 6
2 Mni 2Mni | 2 2 Mni 2Mni | 1
™N T2 5 28 3w 3 Tamni |1 2" [avni | 1
> 3 Mni > 3 Mni >3Mni | 2 > 3 Mni
Mni | 2 Mni | 3 Mni | 1 IMni | 2
_ 2Mni oMni | 1 2Mni 2Mni
Poli | 4 3 Wi T 3w > "3 Mni 4 T i
> 3 Mni > 3 Mni >3Mni | 1 >3 Mni | 1

Tabela 3- Contagem de micronucleos em células MN, BN e TN e Poli na amostra de controlo da linha celular U373.

26 | U373 —lIrradiadad | U373 —Irradiada.2 | U373 — Irradiada.3 U373 -
lirradiada.4
Mni | 23 Mni | 34 IMni | 18 IMni | 19
MN - T76 0 o 7 110 omei (11! BT ovni | s | 23| ovni |9
iMni | 110 iMni | 86 IMni | 83 Mni | 91
2Mni | 31 2Mni | 21 2Mni | 21 2Mni | 21
BN | 1000 | 3Mni | 22 | 1000 | 3Mni | 12| 1000 [ 3 Mni | 14 | 1000 [ 3 Mni | 15
>3Mni | 23 >3 Mni | 24 I\>/Ir?| 16 >3 Mni | 16
TMni | 8 TMni | 5 1Mni | 6 TMni | 5
2Mni | 3 2Mni | 3 2Mni | 4 2Mni | 0
TN | 58 [ 3Mni | 2 | 24 | 3Mni | 1| 42 [ 3Mni 43 [ 3Mni | 3
>3Mni | 3 >3Mni | 4 >3 | 4 > 3 Mni
Mni
Mni | 3 Mni | 5 Mni | 5 Mni | 5
2Mni | 3 oMni | 1 2Mni | 1 2Mni
Poli | 18 3 Min 1 20 3 Min 20 3 Min 20 3Min | 2
>3Mni | 2 > 3 Mni >3 | 5 >3Mni | 2
Mni

Tabela 4- Contagem de micronucleos em células MN, BN e TN e Poli na amostra Irradiada da linha celular U373.
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T98G — Controlo.1 T98G — Controlo.2 | T98G — Controlo.3 | T98G — Controlo.4
1Mni 8 TMni 13 1Mni ; 1Mni 15
MN 234 231 226 4 206
2Mni 1 2Mni 7 2Mni 2Mni 4
1Mni 40 TMni 46 1Mni g 1Mni 40
2Mni 9 2Mni 11 2Mni 9 2Mni 15
BN | 1000 ™3\ |7 | 1900 3 ipni [ 11 | 1900 3mni [ 7 1 1900 3 mni | 6
> 3 Mni 8 > 3 Mni 2 >3Mni| 6 >3 Mni | 10
1 Mni 2 1 Mni 1 1 Mni 2 1 Mni 7
™ 16 2 Mn! 18 2 Mn! 1 29 2 Mn! 16 2 Mn! 1
3 Mni 1 3 Mni 3 Mni 3 Mni 1
> 3 Mni > 3 Mni > 3 Mni > 3 Mni 2
1Mni 1 1Mni 2 1Mni 1Mni 2
Poli 5 2Mni . 2Mni 1 8 2Mni 8 2Mni
ol 3 Mni 3 Mni 3 Mni 3Mni | 1
> 3 Mni > 3 Mni > 3 Mni > 3 Mni

Tabela 5- Contagem de micronucleos em células MN, BN e TN e Poli na amostra de controlo da linha celular T98G

T98G ~ T98G - Irradiada.2 | T98G - Irradiada.3 | T98G - Irradiada.4
Irradiada.1
Mni_| 22 Mni | 8 Mni | 14 Mni | 25
MN 12671 omni 10| " | 2wni | 2 [ %° | awni | 6 | 2" | owmni | 5
Mni_| 57 Mni_| 50 Mni_| 50 Mni_| 71
2Mni_| 16 2Mni | 13 2Mni | 12 2Mni_ |21
BN | 1000 | 3Mni | 10| 1000 | 3Mni | 5 | 1000 | 3 Mni 1000 [ 3 Mni | 14
>3 . >3 >3
oo |13 >3 Mni | 10 o w37
1Mni | 4 TMni | 2 1 Mni 1Mni | 6
2Mni | 2 2 Mni 2 Mni 2Mni | 2
TN | 16 [ 3Mni 18 | 3 Mni 21 [3Mni | 1 | 71 [ 3Mni | 3
>3 . >3 >3
Mni | > 3 Mni Mni | Mni | 2
Mni_| 2 Mni_ | 1 Mni | 1 Mni | 5
2Mni 2Mni 2Mni 2Mni
Poli | 7 [ 3Mni 5 | 3Mni 6 [3Mni| 1 | 12 [ 3Mni | 1
>3 . >3 >3
Mni | > 3 Mni Mni Mni |

Tabela 6- Contagem de micronucleos em células MN, BN e TN e Poli na amostra Irradiada da linha celular T98G
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