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RESUMO

Os macrofagos sdo células do sistema imunes originados da medula éssea e fazem parte da
primeira linha de defesa do organismo, atuando no controle antimicrobiano e antitumoral
através de multiplos eventos regulatorios em varias funcdes. A interacdo dos macrofagos
com outros componentes do sistema imune ocorre na resposta inata e especifica. Uma das
funcbes de macrdfagos é a fagocitica, por ativacdo do sistema fagocitario mononuclear.
Uma vez internalizadas, as particulas estranhas sdo digeridas nos lisossomas para posterior
apresentacdo para linfécitos na imunidade especifica. A funcdo fagdcitica em macrofagos
induz uma resposta caracterizada por aumento no consumo de O, molecular.

A radiacgdo ionizante causa efeitos no organismo, como a destrui¢do de células pela radiolise
da &gua, atraveés do aumento da explosdo respiratoria estimulando a formacdo de radicais
livres ion hidrogénio e radical hidroxila que sdo altamente toxicos as células. Os efeitos
bioldgicos da radiacdo podem ser desde a quebra da molécula do DNA até aberracdes
cromossémicas.

O exercicio fisico pode aumentar varias fun¢des de macrofagos, incluindo a quimiotaxia,
taxa de metabolismo de nitrogénio, a atividade citotdxica e a capacidade fagocitica. Atuando
também como agente agressor de células aumentando a formacdo de radicais do hidrogénio
e do oxigénio, porém, por outro lado dispara 0 aumento na formacdo de agentes anti-
oxidantes, causando um equilibrio no estresse oxidativo e reduzindo os prejuizos que estes
radicais poderiam causar as celulas. Constata-se um verdadeiro sistema de interacdo e
comunicacdo entre os agentes agressores e 0s macrofagos. Este estudo analisou os efeitos do
exercicio fisico na funcionalidade de macrofagos peritoneais irradiados com radiacdo
gamma com taxas de dose de 2,0Gy.h e 4,0Gy.h™

Os resultados encontrados mostraram que o exercicio fisico moderado torna-se necessario
na recuperacdo da funcdo de explosdo respiratoria de macrofagos murino para taxa de
2,0Gy.h™ e que a duragéo do exercicio é fator importante na regulago positiva da funcéo de

producdo de radicais de oxigénio e nitrogénio, por essas células.



ABSTRACT

Macrophages are cells of the immune system originated in the bone marrow and make part
of the first line of defense's organism, acting in the antimicrobial control and antitumoral
through multiple events of regulations in several functions. Macrophages iteration with other
components of the immune system occurs in the innate and specific answer. One of the
macrophages functions is the phagocytic, activation of mononuclear phagocytic system.
Once when in the interior, the strange particles are digested in the lysosomes for posterior
presentation for lymphocytes in the specific immunity. The phagocytic activity of
macrophages induces an answer characterized by increase in the consumption of

O2 molecular.

The ionizing radiation causes effects in the organism, like destruction of cells by water
ionizes, through the increase of the respiratory explosion stimulating the free radical ion
hydrogen and radical hydroxyl formation that are highly toxic the cells. The biological
effects of the radiation can be since the DNA molecule breakage until chromosomal
aberrations.

The physical exercise can increase several macrophages functions, including quimiotaxis,
nitrogen metabolism rate, cytotoxic activity, and phagocytic capacity. Also acting as cells
agent aggressor increasing the formation of radical of the hydrogen and of the oxygen,
however, increase formation of anti-oxidizers agents, causing a balance in the oxidative
burst and reducing the prejudices that these radical could cause the cells. It is verified an
iteration and communication among agents aggressors and the macrophages. This study
analyzed the effects of the physical exercise in the macrophages functionality broadcast
peritoneal with radiation gamma with dose rates of 2,0Gy.h™* and 4,0Gy.h™*

The results showed that the conservative physical exercise becomes necessary in the
function recovery of respiratory explosion of murine macrophages for rate of 2,0Gy.h™* and
that the exercise duration is an important factor in the production of radical of oxygen and
nitrogen for these cells.



INTRODUCAO

O organismo possui uma grande capacidade de reagir e se adaptar a agentes
agressores internos e externos, aos quais € submetido. Quando exposto a estimulos
agressores, como por exemplo radiagdes, incluindo as ionizantes e o estresse pelo
exercicio fisico, o organismo pode sofrer danos moleculares que levam até a morte de
células devido o aumento de agentes oxidativos. Paralelamente, o organismo aciona seu

sistema de defesa que passa a combater esses estimulos agressores (GALLE, 2000).

Nas ultimas décadas, varios estudos tém sido realizados na tentativa de melhor
compreender os efeitos bioldgicos da radiacdo ionizante (RaioX e Gama) em diferentes
etapas do metabolismo, proliferacdo e da morte celular por necrose ou apoptose. Um dos
efeitos moleculares provocados pela radiagdo ionizante € a quebra do DNA, o que leva a
formagdo de novas células com aberracfes cromossémicas, como também destréi o
tecido. Porém, as células tém uma incrivel capacidade de reparar danos, por isto, nem
todos os efeitos da radiacdo sdo irreversiveis. Em muitos casos, as células sdo capazes de
reparar qualquer dano e funcionarem normalmente (JIMO MIN et al.,2003; LABEJOF,
1998). Dessa forma, cada tipo celular pode ser classificado segundo sua taxa de
reproducdo, que também indica sua relativa sensibilidade a radiacdo. Assim, as células
sanguineas como os eritrocitos (globulos vermelhos) e os glébulos brancos incluindo os
linfocitos, neutrofilos e macrofagos estdo em constante reproducdo e sdo as mais
sensiveis. Todavia, a aplicacdo da radiacdo é controlada pela ICRP que possui grandezas
dosimétricas visando o controle da dose e taxa de dose aplicada em humanos
(SCHARBELE e SILVA, 2000). Varias sdo as células do sistema imunol6gico que
sofrem alteragdes com a radiacdo gama e com o exercicio fisico, dentre elas encontramos
0s macrdfagos, que fazem parte da primeira linha de defesa do organismo, devido a sua
grande capacidade secretora e de adaptacdo a diferentes condi¢bes metabdlicas
(AGRAWAL et al.,2001; FERNANDEZ et al.,1999; MENEGUELLO ,2004; WOODS et
al., 2000). Sabe-se que os macréfagos possuem inumeras fungdes na resposta imune inata
e especifica que constituem seus mecanismos microbicidas. Na primeira, sdo aptos a
realizar fagocitose, produzem citocinas que direcionam a imunidade especifica e dispara
mecanismos microbicidas como a explosao respiratoria. Na imunidade especifica podem

atuar como células processadoras e apresentadoras de antigenos e como célula efetora,



devido ao seu potencial de producdo de radicais do nitrogénio (BELOSEVIC, 1988;
SEGAL, 1993; ROSEN, 1995).

Tanto a radiacdo gama quanto o exercicio fisico (EF) agudo e cronico alteram o0s
mecanismos microbicidas de macréfagos. Esses agentes induzem nessas células o estresse
oxidativo, que é consequéncia do aumento na formacéao de radicais livres pela radidlise da
agua e pelo aumento do consumo de oxigénio. Entretanto os macrdfagos sao as células do
sistema imune mais radio-resistentes, por causa da sua relativa diferenciacdo celular
caracteristica e pelo desenvolvimento da fungdo anti-oxidante (LU, 2000;
HERNANDEZ,2005; VIEIRA,2003). Uma das formas de reverter ou até mesmo restaurar
algumas das funcbes em macrofagos, € o treinamento aerobico, pois, 0 EF moderado ou
até intenso, regula as funcgdes dessas células incluindo a producédo de radicais de oxigénio
e nitrogénio (LEANDRO, 2002; SCHENEIDER,2004; SOUZA JR.,206, VANCINI,
2005; VIEIRA, 2003).

Na tentativa de esclarecer a contribuicdo do Exercicio Fisico para minimizar o0s
efeitos da radiacdo em células do sistema imune inato, investigamos o papel do treinamento
fisico na funcionalidade de macrofagos de camundongos C57BL/6 irradiados com cobalto
60 (E=2,25 MEV) com taxas de dose de 2,0 Gy.h™" e 4,0 Gy.h™. Os parametros utilizados
para avaliacdo da funcionalidade das células foram: explosdo respiratdria e produgdo de
oxido nitrico.

Este estudo foi aprovado pelo CETEA (Comité de Etica) da Universidade Federal
de Minas Gerais/ UFMG, protocolo n° 021/2006.



CAPITULDO I: Revisdo Bibliogréafica
1-Mecanismo de Interacdo das Radiagdes com o Tecido Bioldgico

-Transferéncia de Energia

Quando células em cultura sdo expostas a radiacdo ionizante, pode ser mostrado para a
maioria dos efeitos observados que, existe uma relacdo entre a quantidade de energia
absorvida pela célula e o efeito bioldgico. Outro fator relevante, tendo em vista os efeitos
bioldgicos é, a “qualidade” da radiacdo, sendo que efeitos maiores serdo produzidos em
areas de ionizacao mais freqliente, ou seja, que recebeu maior fluxo de energia. A incidéncia
de radiacdo ionizante densa dara lugar a uma ionizacdo do meio, mais intensa do que a de
radiacdo ionizante esparsa.

Uma vez que, a quantidade de ionizacdo é dependente da energia liberada no meio,
entdo, a qualidade de diferentes tipos de radiacdo pode ser comparada tomando por base a
energia média liberada por unidade de comprimento ao longo do caminho percorrido no
meio irradiado. Essa quantidade é denominada Transferéncia Linear de Energia, ou TLE da
radiacdo, normalmente expressa em keV.um™ e depende de modo complexo, da massa,
energia e carga da radiacdo ionizante. Radiacdes eletromagnéticas como raios X e gama tém
uma probabilidade baixa de interagir com os atomos do meio irradiado e, portanto, liberam
sua energia ao longo de uma trajetoria relativamente longa. Por outro lado, particulas alfa,
prétons, ou mesmo néutrons (ou seja, particulas pesadas) liberam sua energia ao longo de
uma trajetoria mais curta, em decorréncia da maior probabilidade de colisdo com o meio. No
caso de valores de TLE altos, ocorrerdo, em uma dada area-alvo, muitos eventos de
ionizacdo com alta probabilidade de efeitos biologicos danosos, mesmo a baixas doses.
Valores baixos de TLE, ao contrario, provocam efeitos pequenos e isolados, de tal forma

que o reparo molecular é possivel.

-Eficiéncia Biologica Relativa

A dose absorvida é uma grandeza fisica que, permanecendo os demais parametros iguais, se
correlaciona com o efeito bioldgico. No entanto, quando a qualidade da radiacdo muda (de
raios-X para néutrons, por exemplo), o efeito bioldgico causado ndo é necessariamente o

mesmo, ou seja, doses idénticas podem produzir efeitos diferentes em um mesmo tecido ou



orgdo. Assim, para caracterizar essa diferencga, o conceito de Eficiéncia Bioldgica Relativa
(EBR), foi introduzido, tendo esta eficiéncia sido definida como sendo a razdo entre a dose
de uma radiacdo de referéncia, que produz um determinado efeito bioldgico e a dose da
radiacdo em estudo, necessaria para produzir o mesmo efeito.

A eficiéncia bioldgica relativa depende ndo somente da qualidade da radiagdo como
também, do efeito biologico que estd sendo observado. Quando o valor da EBR de uma
radiacdo (alfa) é comparado com o de outra radiacdo (gama) o resultado representa a razao
inversa das doses absorvidas que produzem a mesma extensdo de um definido efeito
bioldgico. Os fatores de ponderacdo de dose utilizados em protegcdo radioldgica foram
selecionados para refletir a eficiéncia bioldgica relativa de cada tipo de radiacdo em induzir
efeitos estocasticos a baixas doses. Esta eficiéncia, funcdo primordialmente, da qualidade da
radiacdo, expressa em termos de Transferéncia Linear de Energia. A rigor, a EBR depende,
também, de outros fatores como taxa de dose, fracionamento da dose, 6rgao ou tecido e
mesmo da idade da pessoa irradiada (GALLE, 2000).

2-Grandezas Dosimétricas

Historicamente, as grandezas utilizadas para quantificar a radiacdo ionizante basearam-se no
numero total de eventos ionizantes ou, ainda, na quantidade total de energia depositada, em
uma massa definida de material. Essa abordagem nédo leva em conta a natureza descontinua
do processo de ionizacdo, mas € justificada empiricamente pela observacdo que essas
grandezas podem ser correlacionadas bastante bem com os efeitos biologicos resultantes. A
aplicacdo das recomendacfes da Comissdo Internacional sobre Unidades e Medidas de
Radiacdo requer o conhecimento de uma diversidade de conceitos e grandezas, muita destas
que se empregam em outros campos da ciéncia. Algumas grandezas, no entanto, sdo
unicamente empregadas no campo da protecdo radioldgica e contém fatores de ponderacéo
que permitem contemplar diferentes tipos de energia da radiacdo incidente sobre um corpo,
bem como levar em conta a radiosensibilidade relativa dos diferentes tipos de tecidos do
organismo (IAEA, 2001).

-Exposi¢do X ou Gama

Em 1928, foi adotado o Roentgen (R) como unidade de Exposicdo, ou seja, a quantidade de

radiacio X que produzia uma unidade eletrostatica de carga (3,34 x 10° C) em um



centimetro cubico de ar, em condi¢Bes normais de temperatura e pressdo (CNTP)). Como a
unidade empregada no Sistema Internacional para Exposicdo é o Coulomb/quilograma
(C.kg™), tem-se que:

1R=2,58x10 C.kg™. A Exposicdo, simbolizada por X, é definida como: X = AQ/Am, onde
Q é a somatdria das cargas elétricas dos ions de mesmo sinal (positivos ou negativos)
produzidos no ar quando todos os elétrons, gerados pelos fotons incidentes em um dado
volume elementar, de massa € m, sdo completamente parados.

A relacdo entre atividade (A(t)) e Taxa de Exposicdo (X), depende de processos de interacao
da radiacdo no ar. No entanto, para fontes pontuais emissoras gama, a seguinte aproximacao

é amplamente aceitavel:

X =T A(t).d? (R/h)

I'- constante especifica da radiacdo gama, expressa em (R.m?).(h.Bg)™; d - distancia entre a
fonte e um dado ponto, medida em metros; A - atividade, expressa em Bq e X a taxa de
exposicdo, expressa em R.h™. Pode-se observar que a taxa de exposicdo é diretamente
proporcional a atividade do radioinuclideo e inversamente proporcional ao quadrado da
distancia entre a fonte pontual e o0 ponto considerado.

-Dose Absorvida

O conceito de Dose Absorvida foi introduzido para representar a energia média depositada
pela radiac&o incidente em um volume elementar de massa expressa por D= AE AM™, onde
AE ¢ a energia média depositada pela radiacdo em um volume elementar de matéria de
massa AM. A unidade no sistema internacional é o joule por quilograma (J.kg™),
denominado Gray (Gy). Originalmente a unidade adotada era o “rad” (radiation absorved
dose) para expressar uma unidade de “dose absorvida”, ou seja, de energia depositada por
unidade de massa, sendo: 1,0 rad = 100 erg/g de material irradiado. Atualmente a unidade de
dose absorvida é expressa pelo Gray, sendo que 1,0 Gy = 100 rad. E possivel relacionar a
dose no ar, em Gray com a exposicdo, em R, desde que se conheca o valor da energia

necesséria para arrancar um de seus elétrons, cuja carga é sempre igual a 1,610 x 10 C.



- Dose absorvida comprometida

Grandeza expressa por

D(zr)= J D1 s

onde to é o instante em que ocorre a incorporagdo, D( t)é a taxa de dose absorvida em um
tempo t, e t é o tempo transcorrido apés a incorporacdo das substancias radioativas.
Quando néo especificado de outra forma, t tem o valor de 50 anos para adultos e até a idade

de 70 anos para a incorporagéo por criangas.
-Dose Coletiva

E da dose efetiva total recebida por uma populacio ou um grupo de pessoas, definida como
0 produto do numero de individuos expostos a uma fonte de radiacédo ionizante, pelo valor
médio da distribuicdo de dose efetiva desses individuos. A dose coletiva é expressa em
Sievert (CNEN, 2005).

-Equivalente de Dose

Para fins de Radioprotecdo, o Gray demonstrou ser uma unidade satisfatoria para medir
raios-X, raios gama e elétrons, porque o dano bioldgico causado por estes tipos de radiacéo
é aproximadamente proporcional a energia depositada. No entanto, esta proporcionalidade
ndo se mantém no caso de particulas mais fortemente ionizantes, como produtos de fisséo,
particulas alfa, prétons, etc. Assim, foi necessario definir a grandeza (H) como a grandeza
equivalente a dose absorvida no corpo humano, modificada de modo a constituir uma

avaliacdo do efeito bioldgico da radiacao, a dose equivalente H é definida como:

H=D*Q*N,

sendo D é a dose absorvida num ponto de interesse do tecido ou 6rgdo humano e Q é o fator
de qualidade da radiacdo no ponto de interesse sendo Q atribuido a diferentes tipos de
radiacdes (igual a 1 para radiacGes B3, v, e X e 20 para particulas o) e N é um fator que leva

em conta outros fatores que influenciam a dose absorvida (geometria de irradiacéo, fator de



distribuicdo do radiois6topo dentro do corpo etc.), sendo 1 para a grande maioria das
aplicacdes.Usando o fator de qualidade Q é possivel relacionar os danos da radiacdo para
diferentes partes do corpo e tornar aditivos os efeitos de radiacGes de naturezas diferentes.O
fator de qualidade é funcdo da transferéncia linear de energia, geralmente expressa em
KeV.um™, tendo a 4gua como meio de referéncia. O fator de qualidade é utilizado apenas
para aplicacGes rotineiras de protecdo radiologica e ndo deve ser utilizado para avaliar 0s
efeitos bioldgicos de exposicOes acidentais. A Equivalente de Dose (H) foi originalmente
expressa em rem (roentgen equivalent man) sendo atualmente utilizada a unidade do
Sistema Internacional, Sievert, (Sv), sendo que: 1,0 Sv=1,0 J.kg™. Os demais parametros
que influenciam a dose absorvida, como, por exemplo, a geometria da fonte, o fator de
distribuicdo do radiois6topo no interior do organismo, etc., Sd0 expressos por meio de um
fator de peso N, que freqiientemente pode ser considerado como unitario. Assim, 1,0 Sv =
1,0 Gy x Q, sendo Q o fator de qualidade que esta relacionado com o coeficiente de
transferéncia linear de energia (LET) da radiacdo na agua, este ultimo representando a
energia média perdida por colisdo em um elemento dl de trajetéria onde o (Q) assume
valores especificos, conforme mostrado na tabela 1 (SILVA, 1998 e CNEN,2005).

Tabela 1 — Valores para o Fator de Qualidade

Tipo de Radiagiio Fator de Qualidade ()
Faios-X, Batos Gama, Elétrons 1.0
Protons de alta energia 10
Weutrons de energia desconhecida 20
Particulas Alfa, Produtos de Fizssfio 20 20

-Dose Efetiva

Expressa pela relacao
E=3"w I 5 £
2 :



onde E é a soma das doses equivalentes ponderadas nos diversos 6rgaos e tecidos, HT é a
dose equivalente no tecido ou 6rgdo e Wt é o fator de ponderacéo de érgéo ou tecido. A

unidade no sistema internacional é o sievert (Sv).

- Dose efetiva comprometida

Grandeza expressa por

Fir)y= E wo i, (T)

T

onde H; é a dose equivalente comprometida no tecido T no periodo de integracdo e Wt é 0
fator de ponderacéo de 6rgéo ou tecido. Quando néo especificado de outra forma, tem o
valor de 50 anos para adultos e até a idade de 70 anos para a incorporagdo por criangas
(CNEN-2005). A tabela 2 mostra os valores de W+t

Tabela 2 — Fator de ponderacao para 6rgaos e tecidos ICPR, 2005).

ORGAO/TECIDO Wt
Gonadas 0,20
Medula 6ssea 0,12
Colon 0,12
Estdmago 0,12
Pulméao 0,05
Mama 0,05
Figado 0,05
Esofago 0,05
Tireoide 0,05
Pele 0,01
Superficie dssea 0,01

-Dose Equivalente

Grandeza expressa por

Ht = DTWR,

onde Dt é dose absorvida média no 6rgao ou tecido humano e Wr é o fator de ponderacgdo

da radiacdo. A unidade Sl de dose equivalente € Sievert (Sv).



-Dose equivalente comprometida

Grandeza expressa por
Ho =] [l

onde to é o tempo em que ocorre a incorporacdo, H(z) é a taxa de dose equivalente no

momento t, e T € o tempo transcorrido apo6s a incorporacdo das substancias radioativas.
Quando ndo especificado de outra forma, este T tem o valor de 50 anos para os adultos e até

a idade de 70 anos para a incorporagéo por criangas. (CNEN, 2005).

Para a protecdo radiolégica, o que tem realmente interesse € a dose absorvida média em
todo o tecido ou 6rgéo (e ndo, apenas, em um determinado ponto), ponderada com respeito a
qualidade da radiacdo. Os fatores de ponderacdo utilizados sdo definidos pela ICRP
(Comisséo Internacional de Protecdo Radiol6gica). A grandeza Hr, pode ser determinada
também através da relacdo Com Hr = X Wg.D1g, o0nde Wg é 0 fator de peso ou fator de
ponderacgdo da radiacdo definido em funcdo do tipo e energia da radiacdo incidente, Dt € a
dose absorvida média em um orgdo. Os valores de Wg, para um determinado tipo de
radiacdo sdo selecionados para serem representativos dos valores de EBR (Eficiéncia
Biologica Relativa) na producdo de efeitos estocasticos a baixas doses. Convém lembrar
que a razdo entre a EBR é funcdo dos diversos tipos de radiacdo e inversamente
proporcional as respectivas doses absorvidas para um mesmo efeito biol6gico. Por outro
lado, a TLE, (Transferéncia Linear de Energia) representa a quantidade de energia media
perdida pela radiacdo em funcdo do seu percurso em um determinado meio (dE/dl), sendo
expressa, geralmente, em KeVpm™.

As radiagdes podem ser divididas em dois grupos, as que possuem alto TLE e as que
possuem baixo TLE. As radiacOes consideradas de baixo TLE sdo 0s raios-X, 0s raios gama
e os elétrons. Ja as radiacdes de alto TLE sdo aquelas que possuem um alto poder de
ionizacdo e, conseqlientemente, aquelas que causam os maiores danos bioldgicos, ou seja, as
particulas alfa, os ions pesados, os fragmentos de fissdo e os néutrons. A RBE de uma
determinada radiacdo é funcdo da TLE, da dose e da taxa de dose. Os fatores de qualidade,
(Q), foram inicialmente estabelecidos a partir dos valores da TLE na agua, mas, devido as
incertezas associadas, foi necessario substitui-los pelos fatores de ponderacdo da radiacao,
WRg, conforme recomendacdo do ICRP-60. Os valores de Wg para um determinado tipo e

energia de radiacdo sdo  representativos das respectivas EBR em produzir efeitos
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estocasticos a baixas doses. Os valores de Wg sdo compativeis com os de Q, como pode ser
visto na tabela 3(CASTRO,2005 e ICPR 60,1991).

Tabela 3 — Fator de Ponderacéo da Radiacéo (ICPR 60,1991)

Tipo de Radiacdo/Energia Fator de Peso (wpy)

Protons (exceto os de retrocesso) E > 2,0 MeV 50

Néutrons de Energia :

E < 100 keV 10
10 Kev < E< 2,0 MeV 20
2,0 Mev < E <20 MeV 20
E> 20 MeV 10

3 - Efeitos Biologicos da Radiacéo

As células quando expostas a radiacdo sofrem a acdo de fenébmenos fisicos, quimicos e
bioldgicos. Dependendo de sua energia a radiacdo pode causar ionizacdo dos atomos
formadores destas células e conseqiientemente causar danos aos tecidos. Assim, 0s danos
bioldgicos comecam em conseqliéncia das interacfes das radiacbes com o0s atomos
formadores das células (SCHARBELE e SILVA, 2000).
O corpo humano é constituido por cerca de 5,0 x 10" células, muitas das quais altamente
especializadas para o desempenho de determinadas fungdes. Quanto maior o grau de
especializacao, isto €, quanto mais diferenciada for a célula, mais lentamente ela se dividira.
Uma excecdo significativa a essa regra geral é dada pelos linfocitos, que, embora sé se
dividam em condicGes excepcionais, sdo extremamente radiossensiveis (GALLE, 2000). Um
organismo complexo exposto as radiacGes sofre determinados efeitos somaticos, que Ihe sdo
restritos e outros, genéticos, transmissiveis as geracdes posteriores. Os fendmenos fisicos

que intervém sdo ionizagdo e excitacdo dos &tomos. Estes sdo responsaveis pelo
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compartilhamento da energia da radiag&o entre as células. Os fendbmenos quimicos sucedem
aos fisicos e provocam rupturas de ligacGes entre os atomos formando radicais livres num
intervalo de tempo pequeno. Os fenbmenos bioldgicos da radiacdo sdo consequéncias dos
fendmenos fisicos e quimicos. Alteram as fungdes especificas das células e sdo responsaveis
pela diminuicdo da atividade da substancia viva, por exemplo: perda das propriedades
caracteristicas dos musculos (SILVA, 1998). Estas constituem as primeiras reacdes do
organismo a acdo das radiacdes e surgem geralmente para doses relativamente baixas. Além
destas alteragdes funcionais os efeitos biolégicos caracterizam-se também pelas variagdes
morfolégicas. Entende-se como variagdes morfolégicas as alteragdes em certas fungdes
essenciais ou a morte imediata da célula, isto é, dano na estrutura celular. E assim que as
funcBes metabdlicas podem ser modificadas a ponto de a célula perder sua capacidade de
efetuar as sinteses necessarias a sua sobrevivéncia (JIHO  MIN,2003).
A irradiacdo de material biologico pode resultar em transformacéo de moléculas especificas
(&4gua, proteina, aclcar, DNA, etc.) que levam conseqiéncias que devem ser analisadas, em
funcéo do papel biolégico desempenhado pelas moléculas atingidas. Os efeitos das destas
transformacfes moleculares devem ser acompanhados nas células, visto serem estas as
unidades morfoldgicas e fisioldgicas dos seres vivos. O DNA, por ser responsavel pela
codificacdo da estrutura molecular de todas as enzimas das células, passa a ser a molécula
chave no processo de estabelecimento de danos bioldgicos. No caso de exposicdo de seres
humanos a altas doses de radiacdo, como em acidentes nucleares, uma grande parte das
células do corpo € afetada, impossibilitando a sustentagdo da vida. Por outro lado, h4, ainda,
muita incerteza quanto aos efeitos da exposi¢do de pessoas a baixas doses de radiagcdo uma
vez que, caso haja efeitos, estes, geralmente, sdo mascarados pela ocorréncia natural de
doencas que podem ou ndo ser provocadas pela exposicdo a radiacdo, como € o caso do
cancer (LABEJOF, 1998).

Para que um estudo sobre os efeitos biologicos da radiacdo, a baixas doses seja
estatisticamente valido, é preciso observar uma populacdo de milhdes de pessoas expostas a
esses niveis baixos de radiacdo, durante varias geragdes, ja que os organismos dispdem de
mecanismos de reparo e, mesmo que haja morte celular, as células podem vir a ser
prontamente substituidas por meio de processos metabdlicos normais, “neutralizando”,
assim, o efeito em estudo (GALLE, 2000).
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Os efeitos da radiacdo acontecem de acordo com a sensibilidade organica, pois cada
orgdo do corpo humano apresenta uma sensibilidade que esta relacionada ao tipo de células
que os compdem. Por exemplo, se as células formadoras do sangue sdo as mais sensiveis
devido a sua taxa de reproducdo ser rapido, o 6rgdo formador do sangue sd@o 0s mais
sensiveis a radiacdo. As células musculares e nervosas sdo relativamente mais resistentes a
radiacdo e, portanto, os muasculos e o cérebro sdo menos afetados. A taxa de reproducédo das
células que formam um 6rgao nédo € o Unico critério para determinar a sensibilidade geral. A
importancia relativa do 6rgéo para o bem estar do corpo também é importante. Um exemplo
de sistema celular muito sensivel é um tumor maligno. A camada externa de células se
reproduz rapidamente e também tem um bom suprimento de sangue e oxigénio. As células
sdo0 mais sensiveis quando estdo se reproduzindo e a presenca de oxigénio aumenta a
sensibilidade a radiacdo. Células com oxigénio insuficiente tendem a ser inativa, tais como
as celulas localizadas no interior do tumor maligno. Quando o tumor é exposto a radiacao, a
camada externa de células que estdo se dividindo é destruida, fazendo com que o tumor
diminua de tamanho. Se o tumor receber uma alta dose para destrui-lo completamente, o
paciente também podera morrer. Assim, é aplicada uma dose baixa no tumor a cada dia,
possibilitando que os tecidos sdo tenha chance de se recuperar de qualquer dano enquanto,

gradualmente, diminui o tumor altamente sensivel (GALLE, 2000).

-Efeitos Radioquimicos Imediatos

Uma vez que a dgua é o principal componente das células, sendo responsavel por
cerca de 70% da composicdo celular, a maior parte da radiacdo incidente € por ela
absorvida, dando lugar as seguintes espécies reativas:

H,0 ™— H,0" + e > H,0" + “e(aq)

A molécula da agua, afetada pela passagem da radiagéo, é ionizada. O elétron que
deixa a molécula é “‘aprisionado’ por demais moléculas de agua que, devido a sua natureza
polar, se posicionam de tal forma que os atomos de hidrogénio, carregados positivamente,
ficam mais préximos ao elétron e os atomos de oxigénio, mais distantes. Esse arranjo é

denominado elétron hidratado “e(aq)

H,O0" — ‘OH +H*
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A molécula de 4gua ionizada, H,O", pode, também, se dissociar, dando formag&o ao

ion hidrogénio e ao radical livre hidroxila, conforme ilustrado acima.

H,0 ™— H,0* - "H +"OH

E possivel, ainda, por radidlise da molécula de 4gua, a formacao dos radicais livres,
hidrogénio e hidroxila devido, a presenca de um elétron isolado ou ndo emparelhados, nas
ultimas camadas eletrdnicas que interagem quimicamente entre si ou com as moléculas do
meio, modificando-as. Os principais produtos resultantes da irradiacdo da agua tendem a
reagir com as bases nitrogenadas do DNA ou, na auséncia destas irdo sempre competir com
as reacdes que levam ao dano das moléculas bioldgicas presentes no sistema. Estas reacdes

sdo mostradas abaixo.

“e (aq) +'€ (aq) + 2H.0 — 2H; + OH;
"H+ H—> Hy;

‘OH + OH — Hy0;

*H +°OH — H,0

Um organismo complexo exposto as radiacdes sofre determinados efeitos somaticos, que Ihe
sdo restritos e outros, genéticos, transmissiveis as geracfes posteriores. Os fenémenos de
ionizacdo e excitacdo dos atomos sdo responsaveis pelo compartilhamento da energia da

radiacdo entre as células.

Os fenbmenos quimicos sucedem aos fisicos e provocam rupturas de ligacdes entre os
atomos formando radicais livres num intervalo de tempo pequeno, em que 0s produtos da
reacao interagem com as moléculas organicas mais importantes da célula. Os radicais livres
(H, OH) e os agentes oxidantes (H,O,) podem atacar as moléculas compostas que formam o
cromossomo. No estagio biolégico a reacdo quimica pode ocorrer de dezenas de minutos a
dezenas de anos, dependendo dos sintomas. As alteracdes quimicas, citadas acima, podem
danificar a célula de varias maneiras, provocando a sua morte prematura, impedindo a
divisdo celular, ocasionando mutagénese (SCHABERLE e SILVA, 1998). Os fenbmenos
bioldgicos da radiacdo sdo conseqliéncias dos fendmenos fisicos e quimicos. Alteram as
funcdes especificas das células e sdo responsadveis pela diminuicdo da atividade da

substancia viva, por exemplo: perda das propriedades caracteristicas dos musculos. Estas
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constituem as primeiras reacdes do organismo a acdo das radiaces e surgem geralmente
para doses relativamente baixas. Além destas alteracGes funcionais os efeitos bioldgicos
caracterizam-se também pelas variacbes morfoldgicas. Entendem-se como variacdes
morfoldgicas as alteracbes em certas fungdes essenciais ou a morte imediata da célula, isto
é, dano na estrutura celular. E assim que as fungbes metabolicas podem ser modificadas a

ponto da célula perder sua capacidade de efetuar as sinteses necessarias a sua sobrevivéncia.

-Danos Radioinduzidos na Molécula de DNA

As espécies reativas ‘e(aq), H ¢ e « OH, resultantes da transferéncia de energia da
radiacdo ionizante para a agua, podem atacar, em maior ou menor grau, as bases
nitrogenadas contidas no DNA (Adenina, Guanina, Citosina e Timina), alterando,
conseqiientemente, seu papel biologico. Experimentos mostram que o periodo de vida das
especies reativas “e(aq) e H » em solucdo é drasticamente reduzido na presenca das bases
timina, uracil ou citosina, uma vez que os elétrons hidratados atacam as ligacdes duplas
entre os carbono 5 e 6 dos anéis desses compostos. Convém observar que o DNA,
responsavel pela codificacdo da estrutura molecular de todas as proteinas das células, passa
a ser a molécula chave no processo de estabelecimento de danos biolégicos. Ao sofrer a
acao das radiacGes, a molécula de DNA pode sofrer mutacGes génicas ou quebras. As
mutacdes génicas correspondem a alteragdes induzidas na molécula de DNA que resultam
na perda ou na transformacédo de informacdes codificadas na forma de genes. A introducéo
de mutacdes no genoma de uma célula é considerada indispensavel para a indugdo de um
cancer por acdo das radiacdes. No entanto, mutacdes radioinduzidas ndo evoluem
obrigatoriamente para cancer. Quando uma lesdo no DNA resultar em quebra da molécula, a
respectiva célula, caso possua taxa de divisao elevada, passa a ter dificuldade em transferir
integralmente seu patrimoénio genético para as células filhas que podem morrer ap6s uma ou
duas divisdes subsequentes. Por outro lado, células diferenciadas (que ndo sofrem divisao)
podem conviver com inimeras quebras, sem, contudo, terem suas funcGes prejudicadas. No
entanto, caso haja rearranjo dos fragmentos resultantes das quebras de DNA, € possivel que
surjam cromossomos aberrantes, afetando o funcionamento das células que os contém. E
oportuno ressaltar que nem todas as alteracGes introduzidas pela acéo das radiacdes no DNA
causam dano biologico. Assim é que o processo de evolucao dos seres vivos ocorreu, desde
0 principio, em um ambiente do quais as radiacfes ionizantes eram partes integrantes e

interagiam com as moléculas precursoras dos sistemas biolégicos. Pode-se afirmar que a
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radioatividade natural teve um papel preponderante no surgimento de novos arranjos
moleculares e sistemas primitivos de vida, assim como na evolucdo destes ultimos para as
formas atuais de vida (GALLE, 2000, JIMO MIN, 2003 e LABEJOF, 1998).

Por ser responsavel pela codificacdo da estrutura molecular de todas as enzimas das células,
0 DNA passa a ser a molécula chave no processo de estabelecimento de danos bioldgicos.
Ao sofrer acdo direta das radiacOGes (ionizagdo) ou indireta (ataque de radicais livres) a

molécula de DNA expc"Je basicamente dois tipos de danos: muta(;éo génica e quebras.

| N | | N |
ACADDAS
RADIACOES
NO DNA l I I I l I I
MUTA{;A{J GENICA QUEBRA DA MDLE{:ULA

Fig. 1- Acéo das radiac0es e seus danos do DNA

Sendo que a Mutacdo génica corresponde a alteragdes introduzidas na molécula do DNA
que resulta na perda ou transformacdo de informac6es codificadas na forma de genes e a

Quebra da molécula resulta na perda da integridade fisica do material genético.
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Figura 2 - Consequéncias da irradiacdo na molécula do DNA

Baixas doses de radiacdo podem causar efeitos letais ou outros incluindo antiproliferativos e
imunomoduladores. Como também, pode causar efeitos antagdnicos: uma radio-resisténcia,
ou formar maior sensibilizacdo levando a hipersensibilidade. Portanto, o conhecimento das

baixas doses de radiacdo, pode ter importancia tanto para sobrevivéncia celular, como para
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aberracGes cromossémicas. Esses efeitos dependem de varios fatores: do tipo de célula
examinada, do tipo de radiacdo, da correlacdo com a energia absorvida pela unidade de
massa (Dose), da Energia Linear Transferida (LET) nas células e da distribuicdo da dose ou
ainda da seqliéncia de doses com diferentes intervalos de tempo (taxa de dose) (LABEJOF,
2000). Para baixas quantidades de energia absorvida pelas células, os mecanismos
reguladores da homeostase intervém claramente, sendo a integridade do 6rgéo conservada e
o efeito de morte celular ndo observado. Nesses casos, é importante considerar e distinguir
os efeitos secundéarios causados pela irradiacdo localizada e aqueles oriundos da irradiagdo
global em todo o organismo (GALLE, 2000). Quando o organismo foi irradiado de corpo
inteiro observou-se a destruicdo macica de certas variedades de células indispensaveis a
vida, particularmente as mais radiosensiveis (as menos diferenciadas), dominando o controle
clinico. Este estudo indicou também uma variagdo de sensibilidade individual, devido a
apoptose radio-induzida, dentro de uma mesma populacdo (apoptose em células de rins)
(LABEJOJ, 1998).

- Caracteristicas dos Efeitos Bioldgicos

Os efeitos bioldgicos provocados pela radiacdo ionizante sdo de natureza bastante
variavel e dependem de fatores como dose total recebida, se esta foi aguda ou cronica, se
localizada ou de corpo inteiro. As caracteristicas gerais desses efeitos sdo:

» Especificidade: os efeitos bioldgicos das radiacdes podem ser provocados por outros
agentes fisicos, quimicos ou biolégicos.

» Reversibilidade: a célula possui mecanismos de reparo, podendo, em caso de danos
parciais, re-sintetizar ou restaurar uma estrutura danificada.

» Transmissividade: a maior parte das alteragdes causadas pelas radiacdes ionizantes que
afetam células e organismos ndo se transmitem as outras células ou outros organismos,
excecdo feita a irradiacdo das gbnadas, que pode resultar em alteracdes transmissiveis aos
descendentes.

» Radiosensibilidade: nem todas as células, tecidos 6rgdos ou organismos respondem
igualmente a mesma dose de radiacdo. A radiosensibilidade das células € diretamente
proporcional a sua capacidade de reproducdo e inversamente proporcional ao seu grau de
especializacéo.

 Fatores de Influéncia: pessoas expostas a mesma dose de radiacdo ndo apresentam,

necessariamente 0s mesmos danos e 0 mesmo tempo de resposta. Por exemplo, o individuo
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¢ mais vulnerdvel a radiacdo quando crianca (processo de multiplicacdo celular mais
significativo) ou quando idoso (processo de reparo celular pouco eficiente).

» Tempo de Laténcia: H4 um periodo de tempo que decorre entre 0 momento da irradiacéo e
0 surgimento do dano visivel ou detectavel.

* Limiar: Certos efeitos exigem, para se manifestar, que a dose de radiacdo seja superior a
uma dose minima. O efeito eritema, por exemplo, é observado para uma dose limiar da
ordem de 3,5 Sv, os efeitos bioldgicos da radiacdo podem ser somaticos ou hereditarios. O
primeiro ocorre na soma do individuo irradiado (corpo), enquanto que os hereditarios se
originam da introducdo de danos em células da linhagem germinativa do sujeito e por isso
manifestam-se em sua descendéncia (CNEN, 2005).

Para fins de protecdo radioldgica, os efeitos bioldgicos da radiacdo séo classificados
em estocasticos e deterministicos (ndo estocasticos). Os Efeitos Estocasticos: sdo aqueles
cuja probabilidade de ocorréncia € em funcdo da dose, ndo existindo limiar, como é o caso
do céancer. Assim, para qualquer individuo irradiado hd uma chance de que certos efeitos
atribuiveis a radiacdo se manifestem, mas so depois de um periodo de tempo longo (dezenas
de anos) a partir do momento que ocorreu o evento de irradiacdo. Os efeitos deterministicos:
sdo aqueles que surgem num curto espago de tempo (dias, horas, minutos) a partir de um
valor de dose limiar e sua gravidade é funcdo do aumento dessa dose. Estes efeitos incluem
inflamacdo e ulceracdo da pele, nausea, vomitos, anorexia, diarréia, queda de cabelos,
anemia, hemorragia, infeccles, etc. Esses efeitos sdo atribuidos, principalmente, a morte
celular ou perda da capacidade de reposicao de células de vida biologica relativamente curta,
ou seja, aquelas que devem se manter em permanente estado de reprodugdo como as da
medula dssea, as das camadas mais internas dos tecidos de recobrimento (pele, revestimento
do sistema gastrointestinal, recobrimento de glandulas) e aquelas da linhagem germinativa.

Os efeitos deterministicos classificam-se em imediatos e retardados com base num
limite, adotado por convencdo, de 60 dias. O mais importante dos efeitos imediatos das
radiacdes ap0Os exposicdo do corpo inteiro a doses relativamente elevadas é a Sindrome
Aguda de Radiacdo (SAR). O efeito retardado de maior relevancia € a cancerizacao
radioinduzida, que sO aparece Varios anos apos a irradiagdo. O quadro clinico apresentado
por um irradiado em todo o corpo depende da dose de radiagéo absorvida. A unidade para
expressar a dose da radiacdo absorvida pela matéria é o Gray (Gy), definido como a
quantidade de radiacdo absorvida, correspondente a 1,0 Joule por quilograma de matéria.
Doses muito elevadas, da ordem de centenas de grays, provocam a morte em poucos

minutos, possivelmente em decorréncia da destruicdo de macromoléculas e de estruturas
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celulares indispensaveis a manutencdo de processos vitais. Doses da ordem de 100 Gy
produzem faléncia do sistema nervoso central, de que resultam: desorientacdo espago-
temporal, perda de coordenacdo motora, disturbios respiratorios, convulsdes, estado de coma
e, finalmente, morte, que ocorre algumas horas apds a exposi¢do ou, no maximo, um ou dois
dias mais tarde. Quando a dose absorvida numa exposi¢do de corpo inteiro € de dezenas de
grays, observa-se sindrome gastrointestinal, caracterizada por nauseas, vomito, perda de
apetite, diarréia intensa e apatia. Em seguida surge desidratacédo, perda de peso e infeccdes
graves. A morte ocorre poucos dias mais tarde (SCHARBELE e SILVA, 2000). Doses da
ordem de alguns grays acarretam a sindrome hematopoiética, decorrente da inativacdo das
células sanguineas (hemacias, leucdcitos e plagquetas) e, principalmente, dos tecidos
responsaveis pela producdo dessas células (medula). Para doses inferiores a 10 Gy, as
possibilidades de uma assisténcia médica eficiente séo maiores.
As radiagbes, como diversos agentes quimicos, também tém efeito teratogénico, isto é,
provocam alteragBes significativas no desenvolvimento de mamiferos irradiados quando
ainda no utero materno. Inquestionavelmente, as radiacGes ionizantes sao um agente
mutagénico, conclusdo valida para espécies animais e vegetal, com base em resultados
obtidos ao longo de seis décadas de experimentacdo. Na especie humana, a deteccdo de tais
alteracdes é bastante dificil. Mesmo entre os sobreviventes de Hiroshima e Nagasaki, a
maior populacdo irradiada até hoje e também a mais intensamente estudada, a ocorréncia de
mutacdes radioinduzidas ndo foi satisfatoriamente demonstrada (CNEN, 2002). Alguns
efeitos deterministicos esperados para intervalos de doses absorvidas pelo individuo adulto
estdo ilustrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Efeitos da Radioexposi¢do de Corpo Inteiro em Adultos (ICRP 60,1991).

Forma Dose Absorvida Sintomatologia
Infra-Clinica <1,0Gy Auséncia de sintomas
Hematopoiética Leve 2,0-4,0Gy Hematopoiética Leve Funcéao

medular atingida:linfopenia,
leucopenia, trombopenia, anemia.
Recuperagdo em 6 meses.

Hematopoiética Grave 4,0-6,0Gy Funcéo medular gravemente
Atingida.
Gastro-Intestinal 6,0-7,0Gy Diarréia, vomitos.

Morte em 5-6 dias.

Pulmonar 8,0-9,0Gy Insuficiéncia respiratéria, coma.
Morte entre 14-36 horas.

Cerebral >10 Gy Colapso do sistema nervoso
Central, morte em poucas horas
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4 — Macroéfago

Os macrdfagos sao células do sistema imunes originados da medula 6ssea e fazem
parte da primeira linha de defesa do organismo, atuado no controle antimicrobiano e
antitumoral. Porém, isto ocorre através de multiplos eventos regulatérios identificados em
varias fungdes. As interages dos macrofagos com outros componentes do sistema imune
acontecem na resposta inata e especifica. Na imunidade inata essas células apresentam
capacidade de fagocitar particulas estranhas e produzir citocinas, e na imunidade
especifica, podem atuar como células processadoras e apresentadoras de antigeno. Outra
particularidade dos macréfagos, é que eles podem ser encontrados em diferentes estagios
funcionais (residente, ativado e estimulado) determinados pelos sinais estimulatorios e
inibitérios do microambiente em que se encontram (MENEGUELO, 2004). A producéo
de citocinas por outras células da imunidade inata promove a mudanca de estado
funcional dos macréfagos, além de induzir o recrutamento dessas células. Ja foi
demonstrado que a ativagdo de macrofagos acontece por agentes que aumentam sua
sensibilidade, como interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-o)) e
lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Esses agentes ativam varios processos metabélicos
potencializando as diversas fun¢des dos macrofagos, dentre as principais: quimiotaxia,
atividade fagocitica, aumento da producdo de radicais microbicidas, intermediarios do
oxigénio e do nitrogénio (ROIs e RNI), etc. (MENEGUELO, 2004 e BELOSEVIC
et.al,1998)

- Funcgbes de Macrdéfago ativados

Em tecidos diferentes, os macréfagos assumem as mesmas funcdes apesar de serem
morfologicamente distintas. Assim, encontramos Microglia no sistema nervoso central,
Células de Kuppfer no figado, Macrofagos alveolares no pulmédo, Messangio
intraglomerular no glomeérulo de Malpighi renal, Macrofagos sinusais no baco,
Macrdéfagos das serosas (periténio, pericardio e pleura) e Células de Langerhans na pele,
todos esses tipos celulares fazem fagocitose, processam e apresentam antigenos e
funcionam como células efetoras (Site: Medsdudents) Essas fun¢des sdo amplificadas
quando os macréfagos encontram-se no estado ativado.

Em macrdfagos, o alto poder fagocitico (capacidade das células de internalizar

particulas estranha) € de grande importancia e inclui essas células no Sistema Fagocitario
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Mononuclear (SFM). Uma vez internalizadas, as particulas estranhas sdo digeridas nos
lisossomas, para posterior apresentacdo para linfocitos da imunidade especifica. O
englobamento da particula estranha por si s6 induz uma resposta de macrofagos
caracterizada por aumento no consumo de O, molecular, que é reduzido a superdxido (O,)
em uma reagdo catalizada pela NADPoxidase presente na membrana plasmaética. O

superéxido formado é metabolizado a perdxido de hidrogénio (H,O;) que por sua vez
interage com O, gerando radical hidroxila (OH*) e oxigénio molecular O, (SEGAL, 1993,
ROBINSON, 1994, ROSEN, 1995). E relevante ressaltar que a digestdo intracelular,

processo posterior ao englobamento, é potencializada por interferon gama que estimula a
fusdo dos lisossomas com o fagossoma e induz o aumento do metabolismo de diversas
enzimas hidroliticas dos lisossomas, entre elas a NADPoxidase que leva ao aumento da
producdo espécies reativas do oxigénio (ROS ou ROIs) (BELOSEVIC et al.,1988). A
producdo aumentada de ROIs denominamos explosdo respiratoria. Apesar de macrofagos
ndo estimulados serem capazes de produzir ROIs, a ativacdo dessas células potencializa o
processo de explosdo respiratéria que € extremamente necessario como mecanismo
microbicida, mas também deletério para célula, quando produzido em excesso, devido as
suas atividade oxidantes (SOUZA JR. et.al.,2005).

Diferentemente dos ROIs, a producdo das espécies reativas do nitrogénio (RNS) é
dependente da ativacdo de macrofagos por citocinas como o IFN-y liberadas principalmente
por linfécitos Thl, ou por produtos derivados de bactérias como o LPS. Esses estimulos
ativam a via de sinalizacdo para biossintese de Oxido nitrico (nitric oxide-NO) e
consequente inducdo génica para expressdo da enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS
ou NOS 2). Essa enzima cataliza a reacdo de conversdo do substrato L-arginina a NO e L-
citrulina (IBUKI et al., 2000; SANTOS, 2002). O NO é um radical gasoso que da origem a
espécies reativas incluindo o céation nitrosonium (NO+), o anion nitroxila (NO-) e o
peroxinitrito (ONOO-) (SANTOS, 2002). Todos os RNS atuam inibindo a respiracdo
mitoconrial, a sintese de DNA e a atividade da enzima aconitase do ciclo de Krebs. Dessa
forma, desempenham também importante funcdo microbicida, porém com maior eficiéncia
sobre microrganismos resistentes aos ROIs (MCKNNEY et al.,2004).

Além da influéncia regulatéria dos produtos de linfdcitos sobre os macrofagos essas
células também sdo ativadas por hormonios produzidos pelo sistema nervoso simpatico
(SNS) e pelo eixo hipotalamica-pituitaria-adrenal (HPA). Assim, estimulos externos como

exercicio fisico e radiacdo parecem ativar indiretamente o sistema imunologico. Certamente,
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pode-se dizer que esses estressores exercam sua influéncia regulatéria sobre 0os componentes
celulares do sistema imunologico por ativacdo do SNS e pelo eixo do HPA ou ainda, por
células ou tecidos de outros orgdos (J.A. WOODS et al. 2000).

- Efeitos da Radiacdo lonizante na Producdo de Radicais Livres por Macrofagos

A radiacdo ionizante (raios-X, gama) age levando a formacédo de radicais livres do
oxigénio devido a reacGes de radiolise. Algumas espécies de radicais livres, ao interagir com
0 DNA ou com a membrana celular causam danos irreversiveis levando a morte celular.
Entretanto, esses efeitos ao material genético e as células, foram observados com doses
acima de 5,0Gy, ocorrido em 15% de fragmentacdo espontanea do DNA em tecido tumoral
(AGRAWAL, et al. 2001) O anion superdxido forma-se no citoplasma por acdo das enzimas
xantina oxidase e aldeido oxidase (1) ou durante a auto-oxidacdo de catecolaminas, na
membrana citoplasmatica por acdo da enzima NADPH oxidase e na cadeia respiratoria
mitocondrial por reducdo monoelectronica do dioxigenio pela ubiquinona, e o 0xido nitrico
(NO) é sintetizado a partir da L-arginina por acdo da enzima éxido nitrico sintase (NOS), em
células endoteliais, neuronais, macréfagos, neutrdfilos e hepatécitos (2). O superdxido e o
Oxido nitrico podem reagir entre si (3), quando produzidos simultaneamente em células
endoteliais, macrofagos e neutrofilos, dando origem a formacdo do anion peroxinitrito,
espécie altamente oxidante, que pode reagir com proteinas, lipidios e ADN. A formacéo do
radical hidroxila in vivo por via quimica deve-se a reducdo do perdxido de hidrogénio por
um metal de transicdo, através da conhecida reac¢do de Fenton (4), em que o perdxido de
hidrogénio reage com a forma reduzida do metal dando origem ao radical hidroxila, a um
ion hidréxido e a forma oxidada do metal. O radical superdxido pode desempenhar o papel
do metal redutor, através da reaccdo de Haber-Weiss, na qual o perdxido de hidrogénio é
reduzido pelo superdxido a radical hidroxila, ion hidroxido e dioxigénio (5). No entanto, a
principal via de formacéo do radical hidroxila resulta do efeito indireto da radiacédo ionizante
sobre os tecidos vivos, ou seja, a radidlise da dgua por absorcdo da energia da radiacdo que
conduz & excitacdo e ionizacdo da molécula, com formacdo, apés as etapas de difusdo e

reacdo nos “clusters” (cerca de 10° s), entre outras, das espécies radicais (VIEIRA, 2003)
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Figura 3-Espécies Reativas de oxigénio (VIEIRA, 2003).

Em macréfagos, foram demonstrados os efeitos da radiacdo ionizante na inducéo da
expressao da enzima oxido nitrico sintase e 0 consequiente aumento da sintese 0xido nitrico.
Macrofagos irradiados com CO-60, in vitro, com doses variando entre 0.5 Gy e 10 Gy,
apresentaram um aumento significativo na formacdo de 6xido nitrico, entre 2.5 e 5.0 Gy
apos 4h e 24h do tratamento com INF e LPS enquanto, baixas doses de radiacdo de 1.25
Gy.h, se aplicada seis horas antes ou depois da estimulacdo com IFN e LPS inibem a
inducdo iINOS (HILDEBRANDT, G. et al.,2003). Dessa forma, o tempo e a dose de
radiacdo podem modular a fungdo dos macréfagos. Em outro estudo com macrofagos
peritoneais in vivo, utilizando baixas doses de radiacdo (4,0cGy), a producdo de anion
superdxido foi aumentada quando os macréfagos eram tratados com substancia ativadora da
proteina kinase C (PKC), o PMA, mas a radiacdo apenas ndo altera a producdo de O,". Para
mostrar o efeito das baixas doses de radiacdo no aumento de ROIs uma estratégia
interessante foi a utilizacdo de Zymosan para induzir a atividade fagocitica. Os dados
mostraram que o aumento de O,  em macrofagos ativados, ndo aconteceu pela atividade
(IBUKI et al. ,2000 e SUSU et al. ,2005).

A participacdo das espécies de radicais livres na apoptose in vivo e in vitro foi
investigada através do uso de agentes antioxidantes superdxido dismutase, catalase,
vitamina E e LPS, apoés a irradiacdo gama. Os resultados obtidos mostraram que o estresse
oxidativo causado pela irradiagdo gama, pode ser reduzido por agentes antioxidantes.
Provavelmente esses agentes protegem a membrana mitocondrial, o que foi observado pelo
microscopio em cultura celular (HERNANDEZ, et al. 2005).
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- Efeitos do Exercicio Fisico na Producdo de Radicais Livres por Macréfagos.

Tanto o Exercicio Fisico (EF) moderado como o EF intenso pode aumentar varias
fungdes em macrofagos, incluindo a quimiotaxia, a aderéncia, a taxa de metabolismo do
nitrogénio, a atividade citotoxica e a capacidade fagocitica, e a producdo de peroxido de
hidrogénio e oxido nitrico. Os mecanismos subjacentes a estas respostas ainda permanecem
desconhecidos, mas podem estar associados a fatores neuroenddcrinos (FERNANDEZ,
FUENTE, 1999; MENEGUELLO, 2004 e LEANDRO, 2002). De forma geral, o EF agudo
provoca um aumento na concentracdo de leucdcitos na circulagdo. A leucocitose observada
durante e ap6s o exercicio decorre principalmente do aumento da concentracdo de
neutrofilos. Este aumento parece resultar da migracdo de células do tecido endotelial para o
sangue ou como parte da resposta inflamatoria as lesdes no tecido muscular (LEANDRO,
2002).

Os neutréfilos polimorfonucleares (PMN) compreendem a sub-populacdo de
leucdcitos de maior nimero na circulagdo sanguinea. Para desempenhar suas funcdes nos
tecidos, os PMN migram na direcdo de particulas a serem ingeridas (quimiotaxia). Assim
podem reconhecer, aderir e engolfar muitos microbios, bactérias e virus (fagocitose) e
descarregar o contetdo de seus granulos citoplasméaticos nos vaclolos fagociticos
(desgranulacdo). Além disso, os PMN sdo mediadores da lesdo tecidual durante a
inflamacao, via liberacéo de espécies reativas de oxigénio e outros fatores tdxicos (atividade
oxidativa) (AGRAWAL et al., 2001).

Assim como os neutréfilos, muitas fungdes de macréfagos podem ser afetadas pelo
EF moderado. Porém, essas manifestacdes dependem da duracdo e intensidade do EF. Em
estudo realizado para avaliar o efeito do treinamento moderado em macrofagos obtidos de
ratos envelhecidos. Os animais foram submetidos a exercicio moderado de natacdo 1,0h por
dia, durante seis semanas. Observou-se que a capacidade funcional de macr6fagos em Ratos
envelhecidos treinados (EV-TR), aumenta a quimiotaxia em 2,4 vezes em relacdo aos
envelhecidos (EV) e 3,7 em relacdo aos adultos (AD); a producéo de perdxido de hidrogénio
(H20,) foi aumentada em 3,5 vezes em relacdo aos EV e aos AD; a produgdo de oOxido
nitrico (NO) foi aumentada em 84% nos EV-TR em relacdo aos EV (Meneguello). Em outro
estudo comparativo entre camundongos jovens e velhos, machos e fémeas, utilizou-se o EF
moderado com 1,0:30 min de nata¢do, como também o EF intenso de natacdo até a exaustéo.
Os macrdéfagos peritoneais dos animais submetidos a EF intenso tiveram aumento nos niveis

de corticosterona que ¢ uma caracteristica de situacdo de estresse induzido pelo EF. Os
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animais jovens aumentaram o nivel de corticosterona, como também a atividade de
quimiotaxia em relacdo aos velhos, mas os niveis em fémeas jovens, nas duas funcdes,
foram mais elevados do que em machos jovens. A atividade fagocitica e a producdo de
anion superoxido, também aumentaram no EF agudo em relagdo ao EF moderado em
animais jovens em relacdo aos velhos, porém, sem apresentar diferencas entre 0s sexos
(FERNANDEZ e FUENTE, 999). Alguns pesquisadores demonstraram que a quantidade de
radicais livres no tecido bioldgico esta aumentada ap6s o exercicio agudo/ e ou cronico e
que esse aumento coincide com a presenca de danos teciduais (SCHENEIDER, 2004). O
Estresse oxidativo causado pelo EF, como treinamento, esportivo e competigcdo, elevam
acentuadamente a taxa metabdlica da célula aumentando a formacdo de anion superéxido,
perdxido de hidrogénio e radical hidroxila, dentre outros.

Outro fator de estresse oxidativo é a duracdo do EF. Em estudo de
Quimioluminescéncia urinaria, realizado com humanos, o estresse oxidativo foi estimulado,
variando seu aumento, de acordo com a duragdo e com o tipo do exercicio. E observou-se
que no inicio do exercicio a capacidade antioxidante plasmatica apresentou uma alta na
concentracdo de lactato no sangue, no entanto com o Exercicio Fisico intenso prolongado,
indicou uma elevacdo no plasma de produtos de peroxidagdo lipidica (SOUZA JR. et al.
2005).

Diversos estudos da década de 80 apresentaram resultados nos quais repetidas
cargas de exercicio levaram a danos ou envelhecimento acelerados do mdsculo em
individuos ou cobaias. Entretanto, em estudo feito com o acompanhamento de atletas
durante muitos anos, verificou-se que seu potencial metabolico e sua capacidade funcional
muscular ndo eram prejudicados. Apontaram como possibilidade de mecanismo protetor o
fato de terem encontrado incremento nos niveis de ferro e cobre no suor de atletas apds o
exercicio, especulando que a excrecdo de tais metais no suor diminuiria a extensdo do dano
oxidativo mediado por tais metais. A partir destes estudos levantou-se a possibilidade de que
0 exercicio regular pudesse promover um aumento adaptativo dos mecanismos de defesa do
musculo esquelético capaz de proteger contra as lesdes produzidas por espécies reativas de
oxigénio (SCHENEIDER, 2004).

A indicacdo de que o organismo se adapta ao estresse oxidativo, pode ser
determinado pelo sistema antioxidante, que esta dividido em enzimatico e ndo enzimatico. O
primeiro inclui as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx). A catalase desempenha importante papel na eliminacdo do H;O-,

promovendo o seu metabolismo & agua. A GPx também funciona como mecanismo de
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protecdo contra o estresse oxidativo, convertendo a glutationa reduzida (GSH) a glutationa
oxidada (GSSG), removendo H,0; e formando agua. Dessa forma, tanto a CAT quanto a
GPx evitam o acumulo de radical superoxido e de perdxido de hidrogénio para que ndo haja
producdo de radical hidroxila, contra o qual ndo existe sistema enziméatico de defesa. O
perfeito equilibrio entre as enzimas antioxidantes (CuZnSOD, MnSOD, CAT, GPx) é
importante para a manutencao da integridade celular (SCHENEIDER, 2004).

O EF regular é capaz de gerar adaptacbes ao estresse oxidativo, mitigando e/ou
inibindo os efeitos prejudiciais causados pelos radicais livres. Isto acontece devido a uma
série de relagcBes entre o0s sistemas pré6 e antioxidante e o0s sistemas enzimaticos
(SCHENEIDER, 2004). Em geral, os danos musculares causados pelo extresse oxidativo sao
mais acentuados em individuos pouco treinados, que realizam EF acima do seu estado de
condicionamento fisico. Em contrapartida, o EF moderado é um tratamento que altera
positivamente a homeostase de células e tecidos, por diminuir os niveis basais de danos
oxidativos e aumentar a resisténcia ao extresse oxidativo, e nesse sentido é de grande
beneficio para a saude (VANCINI et al., 2005).

Em macrofagos o EF aumenta a atividade citotoxica e este evento correlaciona com
0 aumento da produgdo do NO. Este, componente chave para a resposta imune
antimicrobial e antitumoral é atenuado por explosdo oxidativa (A. KNETHEN, 2002). Os
efeitos do NO foram observados em estudo com exercicio de corrida, durante oito semanas.
Verificou-se que as células aumentaram sua funcionalidade, como também a producéo de
IL-2 e IL-4, sugerindo que a atividade fisica regular aumenta os mecanismos de defesa (H.
SIGIURA et al., 2000). Em contrapartida, em estudos com humanos, o EF intenso pode
reduzir efetivamente o sistema imune e a progressdo de doengas cronico-degenerativas,
como o cancer e doencas cardiovasculares (VITALA et al.,, 2004). Em geral os danos
associados ao estresse oxidativo induzido pelo EF em humanos, sdo mais acentuados em
individuos pouco treinados que nao estdo em condicdes de realizar EF (LAMPRECHT. M.
et al. 2004).
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CAPITULO Il - Material e Métodos

1- Introducéo

Foram utilizados cinco grupos de animais, que foram irradiados em diferentes taxas
de dose, separados em quatro grupos, sendo a metade submetida a exercicio fisico e a
outra metade ndo passou por exercicio. O exercicio fisico executado foi a atividade
aquatica, escolhida por se tratar de uma atividade aerdbia, onde provavelmente ocorrera
aumento de ventilagdo pulmonar. Para o tratamento estatistico foi utilizado o método

fatorial.

2- Escolha dos Animais

Para todos os experimentos in vitro foram utilizados camundongos machos com 8
semanas de idade e peso aproximadamente de 20 a 28g, da linhagem C57BL/6. Estes
animais foram produzidos no Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais e mantidos no biotério da Escola de
Farmacia da mesma Universidade. Os animais foram divididos em 05 grupos de acordo
com a dose e taxa de dose de 2.0Gy.h™ e 4.0Gy.h™, para irradiacdo de corpo inteiro por
Cobalto-60, sendo a identificacdo de cada grupo por caixas. Apds a irradiacdo 0s grupos
foram subdivididos em quatro outros grupos. Sendo, dois grupos de 4 animais,
caracterizados como 2,0Gy.h™ e cinco dias e 4,0Gy.h™ e cinco dias respectivamente e
dois grupos com 8 animais cada um, Exercicio Fisico (EF) de 2,0Gy.h"* e 4,0Gy.h?, e
Sedentario (SD) de 2,0Gy.h™ e 4,0Gy.h™. Além do grupo Controle que néo foi irradiado

com 12 animais. Os grupos foram identificados em caixas etiquetadas.

w

- Métodos de Irradiacao

Foi utilizado o irradiador Gama-cell com uma fonte de Cobalto-60 (E= 1,25 MeV)
do CDTN/CNEN (Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear-Comissao
Nacional de Energia Nuclear), com uma taxa de dose inicial (tempo t,) de 13,98Gy.h-1. A
partir da relagdo D=Do.e-') foi determinada a taxa de dose no momento da irradiagio dos
animais que foram divididos em 02 grupos irradiados de corpo inteiro com taxas de
dose de 2.0Gy.h™ e 4.0Gy.h™' respectivamente. Apés a irradiagdo os grupos foram
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subdivididos em quatro, sendo 2 grupos de 4 animais para o experimento de cinco dias, 2
grupos de 8 animais para 0s experimentos de dez dias e 20 dias. Esses ultimos

caracterizados como grupo Exercicio Fisico (EF) e grupo Sedentéario (SD).

4- Treinamento dos Animais

Os animais foram treinados de acordo com o protocolo de (FERRANDEZ,
FUENTE, 1999). O exercicio fisico consistiu em 1h e 30 minutos de natagdo por dia, 5
dias por semana durante 2 semanas para um grupo e 4 semanas para 0 outro, de acordo
com o experimento. Foram utilizadas piscinas individuais, de 4 litros, com sistema de
aquecimento de temperatura da &gua, para se ter uma temperatura constante de
aproximadamente 29° + 1°C. Os animais do grupo de treinamento foram adaptados ao
meio liquido com sessbes de 30 minutos por cinco dias (Fig 1). Apds o periodo de
adaptacéo, foi realizado o teste de exaustdo inicial com a utilizacdo um peso adicional de
5% do peso corporal preso na cauda (Fig.4). Apés 10 dias de treinamento foi realizado o

teste de exaustdo final com o primeiro grupo e apo6s 20 dias de treino com o segundo

grupo.

|

Figura 4 — Treino de adaptacdo com exercicio aquéatico

5- Protocolo de treinamento

O Treinamento de exaustdo de acordo com o protocolo serve para avaliar o efeito
do aumento da captagdo de oxigénio. Os camundongos nadam com 5% do peso corporal
preso a sua cauda até a exaustdo, quando eles ficam submersos e ndo sdo capazes de
retornar a superficie da dgua por 30s (REURY, F.P et al., 2003).
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Figura 5 - Exercicio aquéatico de camundongo com um peso na cauda

6- Sacrificio dos Animais

Os animais eram sacrificados por deslocamento cervical para retirada das células
peritoneais. Apds 72 da inoculagdo de 2mL de tioglicolato com injecéo intraperitoneal. Em
todos os experimentos de 5, 10 e 20 dias, sendo que nos grupos EF a inoculacdo para a
obtencdo de macrofagos era feita apds o treino de exaustéo final, e o sacrificio 72h apos a

inoculagéo.

7- Obtencdo de macrofagos peritoneais de camundongos

Para obtencdo de macréfagos peritoneais, os camundongos C57BL/6 eram
inoculados por via intraperitoneal com 2,0 mL de tioglicolato a 3% Apos 72 horas, 5,0 mL
de PBS gelado foram injetados na cavidade peritoneal desses animais e em seguida
recolhidos com seringa. O liquido peritoneal rico em macréfagos era lavado por uma vez
com PBS estéril, contendo 50 mg.mL™ de garamicina, a uma taxa de 2000 g por 10 minutos.
As células eram contadas em camara hemacitométrica de Neubauer e 1,0 x 10° células em
placas de 96 pocos (NUNC) contendo 200 uL de RPMI/SFB por poco. Em seguida as
células eram incubadas por 18 h a 37°C na presenca de 5% de CO, (Estufa Forma Scientific

- Model 3157, Marietta, Ohio). Logo ap6s, a funcionalidade dos macréfagos era avaliada
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utilizando os seguintes parametros: viabilidade celular, explosdo respiratdria, producao de
oxido nitrico e atividade fagocitica.

8- Avaliacdo da viabilidade celular

A viabilidade das células do lavado peritoneal foi determinada pelo método do MTT, ensaio
colorimétrico que mede a atividade da desidrogenase mitocondrial, baseado na capacidade
das células viaveis reduzirem o sal 3-(4,5-di-metilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo
de cor amarela no produto formazan, um cristal de cor escura (GORDON, 1974). As células
obtidas do lavado peritoneal de camundongos irradiados sedentarios e treinados e os de
camundongos nao irradiados foram plaqueadas, em quadruplicata, em placas de 96 pogos na
concentracdo de 1,0x10° células em meio RPMI-1640 e 10% de SFB, e mantidas a 37° C
por 24 e 48 horas. Quatro horas antes do término do tempo estabelecido, 20 uL de MTT 5,0
mg/mL foi adicionado. Terminado o tempo estabelecido, o sobrenadante foi retirado e 150
pL de dimetilformamida misturado com SDS 10% diluido em agua na proporcéo de 1:1 foi
adicionado a cada po¢o, homogeneizado bem para completa dissolugdo dos cristais de sal
originados do metabolismo mitocondrial, responsavel pela coloracdo (Fig 6-B). A leitura da
absorbancia a 570 nm era imediatamente realizada em aparelho que quantifica o numero de

células em cada pogo.

A B

Figura 6 - Ensaio calorimétrico de MTT.
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Os macréfagos aderentes cultivadas em meio RPMI/SFB10% (A) foram incubados com sal
MTT formando cristais no meio intracelular. Apds 4 horas os cristais escuros (B) foram

dissolvidos em dimetilformamida como descrito em material e métodos.

9- Ensaio de Quimioluminescéncia

Macréfagos peritoneais (5,0X10°) de camundongos irradiados foram incubados com
2,0x10°M de Luminol (5-amino-2, 3-dihydro-1, 4-phthalazinedione), na presenca ou
auséncia de PMA (“Phorbol-Myristate-Acetate”) (FERRARI M., 1990). A reacgédo foi
realizada em PBS em volume final de 1,0 mL. A quantidade de radicais do oxigénio
contida no interior de cada célula reage com o luminol e emite luz. A emissdo de luz foi
medida através da frequéncia de emissdo em intervalos de um minuto utilizando um
Luminémetro LKB-Wallac 1250. As leituras eram feitas por periodos variados de tempo,
durante 60 minutos. A cada intervalo o aparelho quantifica os radicais de oxigénio que

estdo no interior das células.

Qz +luminol =°.¢
NO2". ¢

Luminol:. £
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Figura 7 - Simulacdo das explosdes respiratdrias do oxigénio no meio intracelular.

10- Quantificacdo da producéo de 6xido nitrico (NO) por macro6fagos.

Os macrdfagos incubados em placas de 96 pocos foram tratados com Interferon-

gama (IFN-y) murino na dose de, 60 U/mL e com LPS purificado de Escherichia coli 0127
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na concentragdo de 0,1 ng.mL™. Como controle foram utilizados macréfagos incubados na
auséncia de IFN-y e LPS. As células eram incubadas novamente por 24 e 48, horas e 0s
sobrenadantes eram removidos para a quantificacdao de 6xido nitrico.

O NO foi determinado indiretamente pela quantificacdo do nitrito (NO;) resultante
de sua oxidacdo no sobrenadante de cultura de macrofagos através da reacdo colorimétrica
de Griess. Para isso mistura-se na hora do uso, nas placas de 96 pocos, 100 uL da amostra
com 100 uL do reagente de Griess, na propor¢do de 1:1, 1% de sulfanilamida em 2,5% de
HsPO, e 0,1% de diamina-di-hidroclorido naftaleno (NEED) em 2,5% de H3PO,
(FERRARI, M. et al, 1990). Ap6s 10 minutos a absorbancia a 540 nm das diferentes
amostras foram comparadas com os valores da curva padréo obtida pela dosagem de nitrito
de sddio diluido em meio RPMI, em concentragdes que variavam de 2,0 a 200 uM. Os
resultados foram apresentados como média de duplicatas + erro padrdo da média de um

experimento
11- Reagentes
Todos os regentes e drogas utilizadas neste trabalho foram de alto teor de pureza

(P.A.) provenientes de um dos seguintes laboratdrios: Sigma Chem. Co, Amresco, Merck,
Boehringer Mannheim, Difco, BDH Laboratory Suplies e USB.
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CAPITULO I11 - Resultados e Discussdo

1- Avaliacéo do treinamento moderado em natagéo.

O efeito do Exercicio Fisico (EF) em macrdfagos irradiados de corpo inteiro in vivo
foi avaliado através do exercicio de natacdo. Durante o exercicio aquatico acontece um
aumento do consumo de oxigénio (VO2) que pode ser observado atraves da diferenca entre
o tempo de exaustdo inicial e final (REURY F.P et al.,, 2003). A intensidade do EF
moderada foi utilizada por se tratar de camundongos irradiados, onde a preocupagdo maior
era a sobrevivéncia dos animais. Pois, estudos anteriormente mostram que a irradiacdo gama
mesmo em baixas doses causa alguns efeitos bioldgicos, como também o EF intenso ou
agudo aumenta o estresse oxidativo, podendo causar danos aos tecidos e ao sistema imune.
Os animais do grupo irradiado com dose e taxa de dose de 2,0Gy.h™* apresentaram maior
dificuldade tanto para o treino de adaptagéo (se¢des de 30 min. durante cinco dias), como
para todo o treinamento (1,0:30min/dia) de 10 dias e 20 dias, mostrando um comportamento
com maior nivel de estresse, como também dificuldades para utilizacdo do sobrepeso de 5%
do peso corporal em relacdo ao grupo de 4,0Gy.h™. Entretanto, o grupo de 4,0Gy.h*
adaptou-se sem dificuldades tanto ao treino de adaptagdo como ao treinamento de 10 dias e
de 20 dias. A diferenca observada no comportamento entre os dois grupos pode estar
relacionada ao tempo de exaustdo inicial que foi maior em 2,0Gy.h™* do que em 4,0Gy,
porém ndo apresentou diferenca significativa no tempo de exaustdo final, como € mostra na
tabela 5.

Tabela 5 - Tempo de exaustdo inicial e final para os quatro grupos de animais
submetidos a EF aquatico, com 10 dias e 20 dias.

Dose de radiacdo/duracdo do EF Exaustdo inicial Exaustdo final
2Gy 10 dias 3h 027 £ 10’ 3h 05°+10°
2Gy 20 dias 3h 10’5’
4Gy 10 dias 2h 29°+ 15° 3h £ 10’
4Gy 20 dias 3h 15" +10°
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2-Viabilidade de macrdéfagos peritoneais submetidos a radiacéo por cobalto 60.

Para investigar o papel do treinamento fisico na regulacdo das funcdes de macréfagos de
camundongos C57BL/6 irradiados com cobalto 60 para as dose de 2,0 Gy e 4,0 Gy As
células peritoneais dos animais irradiados sedentérios (SD), as dos treinados (EF) e as dos
animais controle (sem irradiacdo) foram recolhidas para avaliacdo da viabilidade celular.
Pelo ensaio de MTT observamos que tanto as células irradiadas como as células controle
permaneceram viaveis apés 24 e 48 horas de incubacdo, tempo utilizado em nossos

experimentos.

3- Efeitos da radiacdo com cobalto 60 na explosdo respiratoria de macrdfagos

peritoneais de camundongos C57BL/6.

Um parametro utilizado para investigar possiveis alterac6es induzidas pela radiacéo

na funcionalidade de macrdfagos foi & producéo dos radicais de oxigénio. Os macrofagos
peritoneais de camundongos irradiados (CI) foram incubados na presenca de luminol e
ativados com PMA, potente indutor da explosdo respiratoria em fagocitos, através da
ativacdo da proteina kinase C (PKC) (GORDON et al.,1974). A figura 4 mostra que 0s
macrofagos de Cl submetidos & dose de radiagdo de 2,0 Gy produz baixas quantidades de
intermediarios reativos do oxigénio (ROIs) quando comparadas ao controle. Enquanto que
as celulas provenientes de Cl com a dose de 4,0 Gy parecem ndo apresentar diferencas
significativas para células controle.
Os macrdfagos apresentam funcdo importante na regulacdo imunolégica e protecdo contra
infeccdo por exercerem atividade endocitica intensa, secretarem enzimas, proteinas
plasmatica, ROIs e outros. De acordo com o estado de ativacdo, os macrdéfagos séo
classificados em residentes, inflamatdrios e ativados. Macrofagos residentes estdo presentes
nos tecidos e demonstram atividade funcional e producdo de ROIs baixas. Quando ativados,
0s macréfagos aumentam o consumo de oxigénio seguido de reducdo unieletrénica, levando
a formacéo de ROIs (HALLIWELL et al. 1992).

A producdo ROIs é aumentada em macréfago devido a ativagdo de um complexo
enzimético associado @ membrana que é dependente de estimulos externos como acdo de
linfocinas ou quando uma particulas estranhas, como microrganismos, entra em contato com

a membrana plasmatica. Neste caso, os ROIs formados atuam como microbicidas
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possibilitando a destruicdo de microorganismos no interior do macréfago. Por outro lado,
esses radicais agem tambem causando prejuizos as células e tecidos. Estudos mostraram que
danos na membrana celular e organelas ocorrem como resultado direto da interacdo dos
ROIs ou pela formacdo de perdxidos e seus produtos (COOPER et al.,2002). A capacidade
dos radicais OH para iniciar e propagar a peroxidacdo em fosfolipidios de membrana pode
levar a danos na membrana e conseqiientemente na célula devido a ruptura na integridade
mitocondria, quebra na fita de DNA e inativacdo de proteinas (VITALA, P.E.et al.,2004).

O aumento da producdo de ROIs constituem indicadores da ocorréncia de ativagéo
dos macrofagos. Estudos recentes mostraram que exposi¢do a LDR (Low dose ionizing
radiation) aumenta a funcdo de macrdfagos e resposta de células T CD8+ em camundongos
C57BL/6 (PANDEY R. et al.,2005). A dose de 4,0 cGy in vivo induz a producdo de ROIs
por macrofagos que contribui para o aumento da atividade citotoxica de macréfagos apos
baixas doses de irradiacdo gama (H.SIGIURA et al.,2000). Os resultados encontrados na
figura 4 revelam a importancia da taxa de dose de cobalto 60 em macrdfagos peritoneais.
Por um lado, a reducédo na exploséo respiratoria observada na taxa de dose de 2,0 Gy sugere
uma desativacdo de macrdéfagos, o que pode torna-los mais susceptiveis a infec¢bes por
microrganismos intracelulares. Enquanto que, a dose de 4,0 Gy parece ndo alterar a exploséo
respiratéria de macrofagos, apés cinco dias de irradiacdo. As trés curvas possuem 0 mesmo
formato a partir de 15 minutos, apresentando uma diminuicao quase exponencial da leitura.
Isto sugere que no tempo de 15 minutos provavelmente esteja ocorrendo maxima producéo
de ROIs e consequientemente maior ligagdo desses radicais ao luminol. Os resultados s&o
apresentados na figura 8, A e B.
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Figura 8 - Producéo de ROIs por macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6
irradiados com cobalto 60.

As células peritoneais foram recolhidos apés 5 dias de irradiacdo nas doses de 2,0 Gy
e 4,0 Gy. Os macrdfagos controles (NI) e irradiadas (1,0 X 10* células) foram incubadas
com Luminol (2,0X10* M) na auséncia (A) ou presenca (B) de PMA. A producéo de ROIs

foi quantificada como descrito em material e métodos.
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4- Efeitos do treinamento na explosdo respiratoria de macréfagos peritoneais

submetidos a radiacéo por cobalto 60.

O exercicio fisico esta associado a geragdo de radicais livres do oxigénio (COOPER
et al. 2002; CAZZOLA et al.,2003 e ZOPPI, 2003). J& foi demonstrado que 0 exercicio
agudo e/ou cronico aumenta a quantidade de ROIs nos tecidos biologicos e esse aumento
coincide com a presenca de danos teciduais (CAZZOLA,2003). Neste estudo, o EF
moderado foi utilizado por ativar efetivamente a producdo de ROIs sem prejudicar
diretamente os macrofagos. O efeito do EF foi observado em macrofagos de Cl para a dose
de 2,0Gy (Fig 5A e 5B) e 4,0Gy (Fig 9 A e B) e comparados com macrofagos controle (NI).
Um parametro importante utilizado foi a duracdo da atividade fisica: 10 e 20 dias de
treinamento. Nas figuras 5A e 6A podemos observar que, apds 10 dias de EF, a explosdo
respiratéria em macrofagos de Cl com 2,0Gy e 4,0Gy respectivamente, teve um discreto
aumento quando comparada a macrofagos de Cl sedentarios. Os niveis de producédo de ROIls
em macrofagos de Cl treinados se aproximam daqueles produzidos por macréfagos controle.
Esses dados sugerem o envolvimento do EF na recuperacéo da funcdo de macréfago. Apos
20 dias de EF (Fig. 5B e 6B) observamos que a explosdo respiratéria aumenta nos
macrofagos de Cl com 2,0Gy e 4,0Gy treinados e sedentarios alcangando niveis acima do
grupo controle, NI. Esses resultados ficam evidentes quando comparamos o perfil das trés
curvas do grafico A com o B, tanto na figura 8 quanto na figura 9. Nossos resultados
sugerem que a duracdo do EF é fator importante, ndo s6 na recuperacdo da fungdo de
macrofago como também na regulacdo positiva da funcdo de producdo de ROIs por essas

células.
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Figura 9 - Efeito do exercicio fisico na explosao respiratdria de macrofagos peritoneais
submetidos a radiacéo com cobalto 60.

Macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram irradiados na dose de
2,0Gy e em seguida divididos em dois grupos: submetidos a exercicio fisico (EF) e
sedentarios (SD). Como controle foram utilizados macréfagos de camundongos néo
irradiados (NI). As células foram incubadas com luminol e PMA ap6s10 dias (A) e 20 dias
(B) de treinamento. A producéo de radicais livres do oxigénio era quantificada com descrito
em Material e Métodos.
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Figura 10 -Efeito do exercicio fisico na explosao respiratdria de macréfagos peritoneais
submetidos a radiacéo com cobalto 60.

Macrdfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram irradiados na dose de
4,0Gy e em seguida divididos em dois grupos: submetidos a exercicio fisico (EF) e
sedentario (SD). Como controle foram utilizados macrofagos de camundongos néo
irradiados (NI). As células foram incubadas com luminol e PMA ap6s10 dias (A) e 20 dias
(B) de treinamento. A producéo de radicais livres do oxigénio era quantificada com descrito

em Material e Métodos.

5- Producéo de o6xido Nitrico por macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6

submetidos a radiacéo por cobalto 60 e ativados com IFN- e LPS.

A producdo de NO por macréfagos é dependente da natureza e ordem de sinais
estimulatorio. Varios autores mostraram que tanto a radiacdo ionizante quanto o exercicio

fisico regulam positivamente a producdo de NO por macrofagos ativados com IFN-y e/ou
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Lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (IBUKI, 2000), mas ndo existem dados sobre o efeito
conjunto da radiacéo e do EF na producdo de NO por estas células. Assim, para determinar o
efeito do exercicio fisico moderado na producao de NO por macrofagos peritoneais de Cl, as
células foram ativadas com IFN-y associado a LPS, potentes indutores de NO. Foi
observado que os macrdfagos irradiados nas doses de 2,0 e 4,0 Gy e submetidos a EF por 10
e 20 dias ndo produzem concentrages quantificaveis de NO assim como as células NI.
Esses dados mostram, como outros autores (NISHIZUKA, Y. 1992), que a radia¢do sozinha
ndo é sinal ativador de macrofago para a producdo de NO e que a associa¢do com o EF ndo
altera essa resposta de macrofago ndo ativado. Na figura 7A podemos observar, para ambas
as doses de irradiacdo, que os macrofagos de Cl sedentarios tratados com IFN-y e LPS,
produziram menos NO do que macrofagos controle (NI) também tratados. Ja os macrofagos
provenientes de camundongos irradiados e treinados por um periodo de 10 dias, produzem
mais NO do que macrofagos Cl sedentarios. Essa diferenca € maior em camundongos que
receberam a dose de 4,0Gy de irradiacdo quando comparamos dentro do grupo de ClI
sedentério e treinado como quando comparamos Cl sedentérios e NI (Fig. 7A). Apo6s 20
dias de treinamento os macrofagos de Cl sedentérios atingem niveis de NO2-préximos dos
macréfagos controle. O treinamento durante 20 dias parece ndo alterar a producdo de NO
por macréfagos de Cl em nenhuma das doses de irradiacao utilizadas (Fig 7B).

Os dados da literatura referentes ao papel da radiacdo ionizante na regulacdo da
producdo de NO por macréfagos mostram que altas doses (6,0 Gy) e baixas doses (1,0-5,0
Gy) de irradiagdo aumentam a inducdo da proteina NOS2 por macréfagos peritoneais de
camundongos C57BL/6 e por linhagem celulares de macréfagos J774.1 e RAW 264.7
respectivamente, quando ativadas com IFN-y e/ou LPS e conseglientemente a producéo de
NO. Diferentemente, nossos dados mostram que macréfagos de Cl produzem menos NO
qgue o controle e que o EF pode contribuir para os niveis de NO de macréfagos de CI
alcancarem os niveis produzidos por macr6fagos NI. Esse resultado contrario pode ser
explicado por dois fatos: nossos experimentos foram realizados in vitro com células de
animais previamente irradiados, diferentemente dos demais trabalhos onde os macrofagos
eram obtidos dos animais para posterior irradiagdo in vitro (PANDEY et al. 2005). Outro
fato importante a ser discutido é que a avaliacdo da producdo de NO realizada por outros
autores foi 24 horas apos irradiacdo em contraste com os tempos de 10 e 20 dias usada em

NOSSO experimento.
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Figura 11 — Producdo de NO por macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6

submetidos a radiagdo por cobalto 60 e ativados com IFN-y e LPS.

Macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 irradiados com 2,0Gy e 4,0Gy de
cobalto 60 foram recolhidos apds 10 (A) e 20 dias (B) de treinamento (EF). As células
foram tratadas com IFN-y na concentracéo de 60 U/mL combinada com 0,1 ng/mL de LPS e

apos 48 horas incubacao, o nitrito foi quantificado no sobrenadante das culturas celulares.
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CONCLUSAO

As conclusdes decorrente desse estudo foram:

- A irradiagdo in vivo de camundongos C57BL/6 com cobalto 60 com taxas de dose de 2,0
Gy.h™ e 4,0 Gy.h™ ndo afeta a viabilidade de macréfagos peritoneais que permanecem em

cultura, como o controle, por 24 e 48 horas.

- A dose de radiacdo modula a explosdo respiratoria de macréfagos de camundongos
C57BL/6. Assim, a dose de 2,0 Gy parece inibir a producédo de intermediarios reativos do
oxigénio (ROIs) quando comparadas ao controle, enquanto a dose de 4,0 Gy parece nio

alterar essa funcao.

- O EF moderado mostrou-se necessario na recuperacdo de funcéo de explosédo respiratoria
de macrdfagos provenientes de camundongos C57BL/6 irradiados com Cobalto 60 na taxa
de 2,0 Gy.h*

- A duracdo do EF é fator importante, ndo sé na recuperacao de macrofagos de camunongos
irradiados como também na regulacéo positiva de funcéo de producio tanto de ROIs como

de NO, por essas células.
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Tabela 1- Média e desvio padrdo da leitura de intensidade de Luz (mV) referentes ao grafico

4A
Tempo
(minutos) NI std 2 Gy std 4 Gy std
1 NI std 0,5 5,875 29,25 44,27
2 25,5 27,598
3 10,625 11,13 8,375 17,11
4 58,625 12,193
5 -5,375 -9,75 31,125 27,89
6 33,625 44,11
7 22,125 29,94 19,375 9,678
8 17,875 40,324
9 0,25 -9,063 -14,75 28,12
10 15 54,237
11 28,875 14,38 57,375 47,35
12 45,375 56,865
13 84,125 46,06 50,625 43,43
14 72,125 50,076
15 -4,75 -19,06 44,75 25,79
16 54 52,798
17 19,875 15,75 57,125 48,18
18 101,38 92,987
19 11 -11,56 25,25 26,5
20 56,25 26,845
21 42,5 34,94 27 36,81
22 76,5 59,74
23 0,25 -8,875 47,75 35,22
24 98,75 42,903
25 66 88,25 39,25 9,43
26 75 43,947
27 53,625 52,13 25,625 63,19
28 94,125 32,357
29 -5,625 -0,125 52,625 58,7
30 87,875 48,121
31 -18,13 -33,06 10,625 67,46
32 75,875 66,775
33 57,875 44,81 87,625 37,17
34 82,875 32,541
35 -8 -4,563 78 51,44
36 92,5 106,43
37 37,125 21,56 61,375 74,1
38 77,875 38,889
39 39 41,16 40,5 77,13
40 71,125 65,777
41 -14 -20,69 -1,25 37,66
42 83,25 87,733
43 -11,25 -28,75 -16 55,52
44 95,5 107,19
45 31,375 25,81 44,875 53,49
46 84,375 69,202
47 -8,5 -1,375 28,25 50,7
48 76 31,654
49 11,375 11,81 38,625 66,31
50 102,13 70,155
51 -3,875 -8 13,125 66,87
52 134,88 70,656
53 27,625 29,38 39,625 40,75
54 60,375 62,329
55 -15,38 -11,56 -54,625 26,41
56 102,88 126,58
57 -26,88 -42,13 33,625 75,92
58 71,125 52,675 0,5 5,875
59 NI std -0,25 16,86
60 25,5 27,598 10,625 11,13




Tabela 2 — Média e desvio padrdo da leitura de intensidade de Luz (mV) referentes ao

gréfico 4B.
Tempo
(minutos) NI std 2 Gy std 4 Gy std

1 39 20,785 32,75 28,12 9 32,2
2 38,625 37,63 -4,625 29,55 -10,875 18,14
3 17,125 54,815 -10,13 31,54 -8,375 45,54
4 4,625 26,651 12,875 25,86 -2,125 31,82
5 35 32,088 30,25 59,12 35,25 47,72
6 36,625 41,023 -8,375 44,36 40,125 46,2
7 80,375 45,519 86,875 48,89 91,875 34,11
8 132,75 31,542 78,5 62,83 180,25 26,95
9 170,88 27,767 117,88 32,96 304,88 18,01
10 254 47,12 100,5 18,03 359,75 19,05
11 363,25 137,2 154,75 42,43 326,75 39,49
12 420,75 88,167 143,75 74,05 442 114,8
13 390,5 110,12 133,5 25,3 456 78,93
14 511,38 82,209 143,38 71,17 460,88 47,97
15 528,38 169,76 148,38 69,18 470,88 69,52
16 497,88 98,959 137,63 100,5 451,63 52,52
17 381,13 32,752 132,38 56,72 527,13 46,38
18 427,75 63,606 206,75 72,98 425,25 64,06
19 454,13 80,641 181,13 29,76 442,63 65,47
20 366,13 68,435 283 165,6 3375 50,26
21 449,25 82,112 129,5 89,6 401,5 45,6
22 517 120,19 190,25 98,65 384,25 31,84
23 428,13 79,425 158,88 66,07 400,88 95,73
24 418 38,583 156,75 29,03 420 90,71
25 396,13 103,56 170,13 97,26 372,38 78,37
26 439,13 79,693 189,13 47,36 325,88 37,32
27 399,88 61,581 188,88 73,32 332,63 55,41
28 336,63 91,361 88,625 63,07 425,38 64,87
29 332,88 63,683 107,63 53,98 355,38 47,96
30 392,25 98,652 124,25 48,6 311 22,55
31 299 68,563 136,5 45,07 372,5 104,4
32 318,38 103,65 110,88 36,3 330,63 65,19
33 332,63 98,268 95,375 62,02 329,13 107,1
34 400,75 31,209 88,5 64,06 288,25 48,64
35 255,25 49,648 93 52,53 320 79,43
36 274,88 42,366 91,625 58,69 272,38 96,01
37 220,88 88,149 99,375 101,8 289,63 34,38
38 362,38 61,43 132,63 48,96 319,63 78,29
39 284,13 83,66 106,88 43 265,63 77

40 298,88 80,071 92,375 34,47 242,88 73,72
41 303,38 60,083 82,625 51,72 227,88 37,97
42 337,63 82,867 140,13 73,78 293,38 64,33
43 290 47,854 160,75 75,51 302,25 49,97
44 350,38 124,66 121,88 41,28 246,88 75,75
45 300,13 111,19 112,13 50,74 249,38 38,6
46 240,13 34,142 174,88 34,79 213,13 84,1
47 233,13 43,962 123,63 58,8 227,88 27,91
48 248,88 32,868 136,38 15,38 220,13 51,42
49 200,38 28,93 93,625 51,78 212,38 96,31
50 180,75 72,039 69,25 44,71 183,75 80,23
51 204 57,02 124 46,09 246,75 60,81
52 209,75 78,371 144,5 25,57 276,5 68,74
53 217,38 84,627 76,625 29,17 212,63 92,75
54 230,38 132,49 55,625 35,64 201,13 13,33
55 197,25 77,989 99 39,79 209 98,91
56 150,88 60,536 57,125 37,64 139,63 93,09
57 184,5 107,09 40,5 67,76 185,5 59,37
58 256,75 69,749 75 37,11 221,25 36,92
59 145 77,047 58,5 41,16 129,75 27,59
60 168,63 33,297 117,63 71,23 221,38 50,65
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Tabela 3— Média e desvio padréo da leitura de intensidade de Luz (mV) referentes ao

gréfico 5A.
Tempo
(minutos) NI std 2 Gy EF std 2Gy SD std

1 39 20,785 17 10,8 15 26,3
2 38,625 37,63 -6,125 38,3 -12,13 17,5
3 17,125 54,815 -1,375 29,9 -28,13 68,8
4 4,625 26,651 -16,13 12,6 -32,88 51,9
5 35 32,088 -2 40,8 4,75 40,9
6 36,625 41,023 63,88 30,8 10,875 32,5
7 80,375 45,519 83,38 25,4 95,875 67,6
8 132,75 31,542 105,3 48 54,75 50,3
9 170,88 27,767 201,9 46,4 115,13 47,9
10 254 47,12 361 79,1 101 17,1
11 363,25 137,2 318 54,6 236,75 53,2
12 420,75 88,167 377 101 203,75 38,1
13 390,5 110,12 463,3 149 264,25 50,5
14 511,38 82,209 493,1 110 299,88 35,5
15 528,38 169,76 457,9 136 281,63 60,9
16 497,88 98,959 468,6 116 276,38 68,5
17 381,13 32,752 433,6 56,5 363,63 15,5
18 427,75 63,606 449,3 61,1 349,5 84,5
19 454,13 80,641 384,9 75,5 348,13 69,8
20 366,13 68,435 372,6 57,7 352,13 58,8
21 449,25 82,112 376 94,9 265 38,2
22 517 120,19 341,8 51,8 334,5 58,5
23 428,13 79,425 376,1 59,8 315,38 85

24 418 38,583 340,5 67,4 284,75 86,3
25 396,13 103,56 310,6 94,4 218,88 24,1
26 439,13 79,693 308,1 128 292,38 133
27 399,88 61,581 3414 112 295,38 98,2
28 336,63 91,361 318,9 18,1 254,38 56,3
29 332,88 63,683 262,6 65,9 235,13 65,9
30 392,25 98,652 251,8 79,4 228,5 45,1
31 299 68,563 295,5 23,4 219,25 27,2
32 318,38 103,65 255,4 85,4 215,13 92,4
33 332,63 98,268 172,4 61,3 183,88 48,4
34 400,75 31,209 198,5 43,2 197,5 141
35 255,25 49,648 224 65,2 229,5 95,3
36 274,88 42,366 235,9 58,2 224,38 78,6
37 220,88 88,149 178,6 59,8 179,38 53,3
38 362,38 61,43 285,1 53,2 259,38 74,3
39 284,13 83,66 197,4 91,2 211,63 115
40 298,88 80,071 185,1 38,1 249,88 66,1
41 303,38 60,083 198,6 104 175,13 94,8
42 337,63 82,867 255,4 78,9 201,13 101
43 290 47,854 189 22,8 178 98,5
44 350,38 124,66 195,6 65,3 245,88 96,5
45 300,13 111,19 188,4 36,5 152,63 74,4
46 240,13 34,142 261,1 53 198,38 48,8
47 233,13 43,962 219,9 93,2 134,38 82,9
48 248,88 32,868 181,6 10,9 192,88 70,2
49 200,38 28,93 155,1 334 211,13 79,4
50 180,75 72,039 134,3 22,7 98 38,5
51 204 57,02 235 82,2 139,5 34,8
52 209,75 78,371 210 33,8 196,25 45,9
53 217,38 84,627 172,9 114 175,63 28,5
54 230,38 132,49 106,1 48 153,38 31,2
55 197,25 77,989 187,8 48,4 169,75 71,9
56 150,88 60,536 68,38 65,5 127,13 90,8
57 184,5 107,09 146 67,8 84 53,6
58 256,75 69,749 175,8 56,2 196,5 102
59 145 77,047 124,3 88,5 118,5 56,7
60 168,63 33,297 183,1 44,5 131,13 46,9
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Tabela 4— Média e desvio padrdo da leitura de intensidade de Luz (mV) referentes ao

gréfico 5B.
Tempo

(minutos) NI std 2 Gy EF std 2Gy SD std
1 90,875 31,405 26,13 8,83 46,625 22,65
2 -5,375 29,348 -55,88 35,4 -24,88 50,16
3 -56,125 43,147 -57,63 42,7 -49,63 18,65
4 25,625 58,392 -3,375 50,6 -2,125 31,94
5 46,125 81,291 4,875 11,9 41,375 23,9
6 48 91,864 52,75 119 8,25 38,77
7 -26,625 15,327 130,4 73,1 30,125 55,89
8 70,5 51,61 192,5 62,3 146,5 85,15
9 83,625 35,5 327,1 86,9 242,38 77,96
10 225,63 53,876 456,9 58 269,63 64,87
11 264,25 46,371 5715 83,8 393,5 70,37
12 3135 136,3 606 166 364,25 115,2
13 275,38 49,645 648,4 104 486,38 98,7
14 278,88 54,219 614,1 45,8 541,38 47,69
15 343,63 107,27 736,6 137 700,38 84,94
16 344,38 87,971 610,9 59,3 623,63 131,7
17 250,63 155,91 543,9 90,8 511,88 84,96
18 275,25 113,81 539 68,2 543,25 87,24
19 319,5 146,43 537 144 446,5 26,92
20 248,13 117,65 532,9 122 552,94 1314
21 324,25 35,92 463 89 529 66,34
22 282 23,977 526,5 69 594 83,74
23 243,75 45,273 498 52 511,25 90,92
24 315,38 145,9 461,1 103 545,13 82,65
25 428,13 67,377 543,9 147 499,13 67,72
26 267,75 89,693 476 87,4 468,5 46,93
27 324,25 119,17 494,8 76,7 573,5 42,09
28 213,63 112,71 553,9 77,6 459,63 82,15
29 242,88 66,056 334,6 43,7 444,13 81,39
30 329,5 93,76 452,3 97,1 422,75 101,1
31 255,13 65,825 408,9 78,5 435,88 23,47
32 210,88 106,14 353,9 31,4 347,38 102,5
33 251,88 53,15 402,4 136 394,13 45,83
34 363,25 140,72 310 36,1 364 87,46
35 281,13 96,045 358,1 134 465,88 84,02
36 176,75 47,954 330,3 49,2 487 301
37 115,25 87,704 387,5 133 400,75 76,12
38 2175 57,799 286,8 254 425,5 210,6
39 169,5 55,03 329,5 106 385 169
40 204,88 57,602 250,9 55 353,13 39,46
41 102,5 55,12 319,3 30,2 3455 69,98
42 359,38 165,48 304,9 119 328,63 47,76
43 281,38 123,88 341,6 98,4 339,63 115
44 248,75 77,595 199 66,4 340,75 158,6
45 220,38 25,474 253,6 37,4 330,13 56,99
46 2375 69,207 259 69 457,25 92,01
47 162,75 105,85 266 118 2945 122,4
48 106 91,383 229,5 61,1 3615 78,7
49 280 93,361 256 62,1 355 41,92
50 249 117,93 279 51,6 334,5 76,41
51 188,63 46,936 163,9 136 393,63 119,7
52 161,13 91,799 163,6 46,3 332,88 50,29
53 293,75 71,881 221,3 36,4 285,75 83,32
54 198 97,77 245 63 307,5 81,33
55 147 80,093 187,3 72,3 236,5 66,86
56 236,75 38,664 307,8 103 304,25 27,08
57 168,25 57,506 145 61,4 324,25 21,36
58 200,13 61,223 144,9 113 261,63 86,41
59 122,75 75,958 136 57,3 237 122,9
60 137 38,323 253 144 377 97,33
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Tabela 5— Média e desvio padréo da leitura de intensidade de Luz (mV) referentes ao

gréfico 6A.
Tempo
(minutos) NI std 2 Gy EF std 2Gy SD std
1 39 20,785 6,75 15,86 -9,25 20,61
2 38,625 37,63 6,125 33,19 -14,13 39,1
3 17,125 54,815 -41,1 30,08 -43,88 16,31
4 4,625 26,651 -24,4 20,16 -39,88 34,33
5 35 32,088 135 43,39 -10,5 46,5
6 36,625 41,023 74,88 18,24 20,88 35,33
7 80,375 45,519 77,88 32,15 40,38 47,96
8 132,75 31,542 179,8 50,61 51,5 24,67
9 170,88 27,767 204,9 68,48 113,1 24,96
10 254 47,12 296,5 52,13 66 29,97
11 363,25 137,2 348,8 75,64 141 31,29
12 420,75 88,167 402,5 104,3 219,3 83,59
13 390,5 110,12 466,8 40,47 280 59,18
14 511,38 82,209 434,6 102,8 300,9 40,87
15 528,38 169,76 392,9 53,98 317,9 88,3
16 497,88 98,959 428,9 79,41 365,9 70,41
17 381,13 32,752 438,9 44,55 351,4 75,31
18 427,75 63,606 434,3 82,17 2435 52,92
19 454,13 80,641 416,1 42,08 252,6 56,16
20 366,13 68,435 475,1 159,6 293,1 27,39
21 449,25 82,112 337,5 68,89 318,3 72,67
22 517 120,19 361,5 89,91 219 104,9
23 428,13 79,425 365,4 19.4 367,9 14,86
24 418 38,583 360,8 46,74 292 30,51
25 396,13 103,56 270,1 13,63 277,6 74,86
26 439,13 79,693 328,6 44,27 279,9 70,87
27 399,88 61,581 307,9 34,87 322,9 98,78
28 336,63 91,361 236,6 93,13 192,1 93,25
29 332,88 63,683 270,1 33,95 257,9 44,5
30 392,25 98,652 234 42,98 287,5 24,43
31 299 68,563 324 44,33 246,5 47,58
32 318,38 103,65 2379 67,03 235,6 58,81
33 332,63 98,268 2716 80,56 2231 42,7
34 400,75 31,209 207,8 46,74 195 98,98
35 255,25 49,648 238,5 30,03 229,5 27,06
36 274,88 42,366 232,6 73,03 163,6 82,17
37 220,88 88,149 140,1 74,85 148,6 45,92
38 362,38 61,43 239,6 93,73 174,1 32,17
39 284,13 83,66 147,6 33,2 237,4 111,3
40 298,88 80,071 217,9 44,14 226,6 88,68
41 303,38 60,083 197,4 47,7 193,1 60,35
42 337,63 82,867 179,6 64,36 203,4 68,5
43 290 47,854 198,8 65,06 222,8 36,16
44 350,38 124,66 216,6 36,97 192,4 52,6
45 300,13 111,19 176,6 54,37 112,6 16,96
46 240,13 34,142 136,4 33,04 177,1 74,28
47 233,13 43,962 137,1 44,98 127,9 46,89
48 248,88 32,868 127,1 60,74 87,38 38,69
49 200,38 28,93 218,4 84,67 129,4 86,11
50 180,75 72,039 142 103,7 96,75 41,8
51 204 57,02 191,8 18,89 190 29,33
52 209,75 78,371 195 85,95 160,3 55,97
53 217,38 84,627 132,4 64,46 167,4 85,74
54 230,38 132,49 98,13 37,87 1454 94,53
55 197,25 77,989 173,8 104 123 35,12
56 150,88 60,536 113,1 23,17 94,13 92,98
57 184,5 107,09 97,25 35,42 150,8 103,6
58 256,75 69,749 138,5 56,61 181 29,68
59 145 77,047 118,8 110,3 139,8 78,75
60 168,63 33,297 104,4 51,6 157,6 99,03
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Tabela 6— Média e desvio padréo da leitura de intensidade de Luz (mV) referentes ao

gréfico 5B.
Tempo
(minutos) NI std 4Gy EF std 4Gy SD std

1 90,875 31,405 10,88 26,02 12,375 19,81
2 -5,375 29,348 -18,4 14,17 -14,125 16,88
3 -56,125 43,147 -64.,6 32,49 -23,125 35,89
4 25,625 58,392 23,63 25,23 0,875 73,15
5 46,125 81,291 50,88 42,95 18,375 42,25
6 48 91,864 75,5 9,535 11,25 43,5

7 -26,625 15,327 108,9 69,75 85,875 60,99
8 70,5 51,61 156 114,5 91 50,82
9 83,625 35,5 239,1 72,56 255,63 126,2
10 225,63 53,876 382,4 125,3 280,38 62,25
11 264,25 46,371 469,5 87,8 326,25 72,23
12 3135 136,3 4945 80,92 449 38,67
13 275,38 49,645 552,9 92,07 362,88 65,11
14 278,88 54,219 510,9 164,9 332,88 44,41
15 343,63 107,27 562,6 108,9 392,63 62,68
16 344,38 87,971 575,9 179,7 468,13 84,99
17 250,63 155,91 600,4 63,71 455,13 70,98
18 275,25 113,81 456,3 178,2 358 45,89
19 319,5 146,43 534 92,05 3475 74,09
20 248,13 117,65 489,9 43,67 385,19 101,1
21 324,25 35,92 563 126,7 385,75 107,3
22 282 23,977 599,8 140,6 435,5 83,59
23 243,75 45,273 571,3 76,58 309 56,99
24 315,38 145,9 442,9 90,66 257,38 89,65
25 428,13 67,377 523,1 133,5 396,63 96,37
26 267,75 89,693 563 75,85 400,5 78,92
27 324,25 119,17 477,8 21,46 248 72,69
28 213,63 112,71 492,6 103 377,88 73,65
29 242,88 66,056 3354 87,99 278,88 120,8
30 329,5 93,76 513 84,79 375,5 100,9
31 255,13 65,825 428,4 59,57 244,88 74,48
32 210,88 106,14 479,4 58,34 247,38 24,26
33 251,88 53,15 446,1 142,2 234,38 113,1
34 363,25 140,72 333,8 123,8 170,5 64,08
35 281,13 96,045 429,9 90,01 252,38 34,41
36 176,75 47,954 299,5 57 254,25 69,81
37 115,25 87,704 364 78,97 116,5 65,65
38 2175 57,799 368,5 110,4 185,75 75,61
39 169,5 55,03 362,3 80,58 200 93,17
40 204,88 57,602 2954 30,45 188,88 70,94
41 102,5 55,12 361,3 51,64 200,75 85,58
42 359,38 165,48 411,6 160,1 222,88 76,24
43 281,38 123,88 404,4 49,66 307,13 63,81
44 248,75 77,595 375,5 52,14 234,25 95,49
45 220,38 25,474 330,6 75,17 169,38 99,43
46 2375 69,207 305,3 106,4 149 62,41
47 162,75 105,85 335,3 76,83 236 183

48 106 91,383 285,3 79,99 253,75 114,1
49 280 93,361 379,8 159,2 258,5 99,98
50 249 117,93 333,8 83,36 207,5 36,01
51 188,63 46,936 301,1 99,25 190,38 17,54
52 161,13 91,799 290,4 149,6 145,88 79,68
53 293,75 71,881 294 78,8 167,25 91,61
54 198 97,77 225 46,34 124,75 117,1
55 147 80,093 238,3 66,15 113,25 109,8
56 236,75 38,664 351 134,8 109,25 76,84
57 168,25 57,506 233 61,75 131,5 65,41
58 200,13 61,223 231,6 125,9 207,13 65,78
59 122,75 75,958 218 137,3 97,25 107,2
60 137 38,323 262,3 100,3 233,5 20,01
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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