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DOSIMETRIA ESPORULAR: Bacillus subtilis TKJ6312 COMO BIOSSENSOR DE RADIACAO SOLAR
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SPORE DOSIMETRY: Bacillus subtilis TKJ6312 AS BIOSENSOR OF BIOLOGICALLY EFFECTIVE SOLAR RADIATION. Since
2000, spore dosimetry and spectral photometry have been performed in parallel at the Southern Space Observatory, Sao Martinho

da Serra (Southern Brazil). A comparative study involving data from Punta Arenas - Chile (53.2° S), Sao Martinho da Serra (29.5°
S), Padang — Indonesia (0.9°S), Brussels — Belgium (50.9° N) and Kiyotake — Japan (31.9° N) from 2000 to 2006 is presented. The
Spore Inactivation Doses presented the higher values in summer (973 + 73 for Punta Arenas and 4,369 + 202 for Sdo Martinho da
Serra, as well 1,402 + 170 and 3,400 + 1,674 for Brussels and Kiyotake, respectively). The simplicity, robustness and high resistance

of bacterial spores makes the biosensor an potential biological tool for UV-B monitoring.
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INTRODUCAO

A radiac@o solar € essencial para a vida na superficie da Terra,
mas paradoxalmente € também um fator de estresse ambiental para os
organismos vivos. Trabalhos t&ém mostrado que desde a década de 70
a concentracdo de ozOdnio estratosférico tem decrescido em média de
0,5% ao ano para quase todas as latitudes nas regides extra-tropicais,
devido a emissdes antropogénicas de derivados de clorofluorcarbonos.
Deste entdo, a média global de incidéncia de radiagdo UV-B (280- 320
nm) tem aumentado em torno de 5%.' O 4cido desoxirribonucléico
(DNA), ou seja, o material genético das células € o principal alvo da
radiagdo UV solar.2 Portanto, danos causados em organismos vivos
devido a exposi¢@o solar, incluindo riscos a satide humana, a ecos-
sistemas terrestres e aquaticos tém sido uma preocupagio global.>*
Conseqiientemente, 0 monitoramento da radiagdo UV solar tem sido
realizado mundialmente.

Esse monitoramento requer instrumentos de coleta de dados de
alta sensibilidade, para que se possam dimensionar efetivamente os
riscos causados pela radiagao UV solar a satide humana. Atualmente,
um método comum para se ter acesso ao potencial dano biolégico
causado pela radiagdo solar € o calculo da dose biologicamente ativa
da radiagdo solar, que € obtida através da transformagdo de dados
da radiagdo solar incidente com algum espectro de ag¢do bioldgica
de interesse, através do uso de espectrofotometros. Um porém € que
espectrofotdometros sdo aparelhos normalmente de grande porte, de
alto custo operacional e requerem calibragdes onerosas, uma vez
que necessitam de jogos de lampadas e filtros especiais, além de
necessitarem de um controle de tensdo bastante refinado.

No caso de dosimetros comercialmente disponiveis, que medem
o efeito bioldgico da radiagdo, tém sido construidos com sensibi-
lidade espectral préxima ao espectro de acdo do eritema, definido
pela Comiss@o Internacional de Radiagdo.’ Entretanto, utilizando
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estes instrumentos de banda larga, os quais fornecem a irradiancia
integral para toda a faixa espectral que medem para detectar tendén-
cias de longo tempo da radiagdo UV-B, dados controversos tém sido
observados.® Para complementar tais dosimetros fisicos, diversos
biossensores tém sido desenvolvidos, utilizando a vitamina D, ura-
cil, DNA, bacteri6fagos, esporos de bactérias, entre outros.”!'! Para
aplicacdes em medidas de campo, os dosimetros bioldgicos devem
ser robustos, ou seja, fisiologicamente estaveis por longo periodo de
tempo, de facil manuseio, fotossensiveis, seguros, de baixo custo e
o efeito bioldgico avaliado deve ser afetado somente pela radiacio e
ndo por fatores ambientais e climéaticos."

Entre os métodos bioldgicos citados e propostos na literatura,
o uso de biossensor baseado na inativagdo de esporos de Bacillus
subtilis apresenta varias propriedades adequadas para sua utilizacdo
como dosimetro solar bioldgico, incluindo sua simplicidade, facili-
dade de manuseio e transporte para o local de teste, possibilidade de
armazenamento prolongado estdvel antes e depois da exposicdo, bem
como uma reprodutibilidade da resposta de inativagao.

Tentativas de aplicar este dosimetro sob vdrias condigdes tém sido
bastante estudadas na tltima década e comparagdes com dosimetros
fisicos tém sido realizadas geralmente com a taxa de dose sendo
determinada em minutos.'*!* Entretanto, para aplicacdo de longo
periodo, sob diversas condicdes climdticas, alguns problemas surgem
e serdo discutidos posteriormente.

Neste trabalho sdo apresentados os resultados de monitoramentos
mensais continuos da radiac@o biologicamente ativa usando dosime-
tria esporular no sul do Brasil, bem como comparagdes com outras
localidades espalhadas em diversas latitudes e continentes.

PARTE EXPERIMENTAL
Medidas fisicas de radiagdo podem ser realizadas com espectrofo-

tometros Brewer capazes de medir além da radia¢@o na faixa de UV-B
e UV-A, O,, NO,, SO, e espalhamento rayleigh. Os modelos MKII
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056 (2000-2002) e MKIII 167 (2002-atual) medem a radiagao UV na
faixa espectral de 286,5 a 363,0 nm, com uma resolugdo de 0,5 nm.
Neste estudo, as medidas de radiacdo UV-B obtidas pelos Brewer’s
foram ponderadas com o espectro de a¢do dos esporos utilizando o
software UV-Brewer versdo 2.1 e seguindo uma calibra¢@o quinzenal
utilizando-se ldmpadas padrdes externas.

As medidas de radia¢do biologicamente ativa, empregando a
dosimetria esporular, consistem na utilizacdo de esporos de Bacillus
subtilis TKJ6312. Devido a deficiéncia, ou modificacdo de ambos
mecanismos de reparo do DNA esporular, NER e liase SP, estes se
tornam sensiveis a radiacdo solar UV, o que possibilita a sua utiliza-
¢do como um dosimetro solar biolgico para monitorar a fracio da
radiagdo solar UV que € biologicamente ativa. O dosimetro de esporos
tem sido preparado no Laboratdrio de Ciéncia da Vida da Faculdade
de Ciéncias da Universidade Rikkyo, Téquio, Japdo, onde os esporos
da cepa mutante de Bacillus subtilis TKJ6312 sdo misturados com
0,6% (m/v) de agarose.'® Quatro aliquotas de 5 pL dessa suspenséo,
cada uma contendo aproximadamente 10°esporos sdo adicionadas
sobre um filtro de membrana e dispostos em slides. Em seguida, uma
amostra é coberta com cartio (controle). Por Gltimo, as trés amostras
que serdo expostas a radiacdo solar local sdo cobertas uma lamina
de polietileno azul de 0,04 mm (modelo BPS04) de espessura e
protegidas em outra lamina de polietileno azul de 0,07 mm (modelo
BPS07) de espessura. As 1aminas de polietileno azul BPS04 e BPS07
sdo adequadas para esse uso, pois suas transmitancias sao uniformes
na faixa espectral de 254 a 365 nm.'® As amostras, apds exposicio,
sdo entdo armazenadas no escuro até revelagdo. Ap6s exposicdo, cada
membrana € recortada e disposta em tubo de ensaio. Um volume de
1,0 mL de dgua € adicionado e aquecido a 75 °C por 15 min visando
a liberag@o dos esporos para solugdo. Na seqiiéncia, uma aliquota da
suspensdo € colocada em um meio de cultura agar minimo suplemen-
tado com dcido casaminico e as colonias contadas apds uma incubagio
de 24 ha 37 °C. A média dos esporos das trés amostras expostas (N )
€ entdo dividida pelos esporos da amostra controle, nao exposta (N ),
para se obter a fracio de sobrevivéncia (N /N ) dos esporos em fungao
da quantidade de radiagdo incidente biologicamente ativa, ou capaz
de inativar os esporos. A dose de inativagdo esporular, SID (Spore
Inactivation Doses), é obtida do valor absoluto do logaritmo natural
da fracdo de sobrevivéncia da Equagdo 1
SID =-In [N/N_] (1)

O espectro de agdo dos esporos € determinado através de ex-
perimentos laboratoriais que analisam o efeito bioldgico para cada
comprimento de onda da faixa espectral desejada. Utilizando-se
esporos suspensos em agarose e adicionados em filtros de membrana,
o espectro de acdo de inativag@o dos esporos € obtido usando um
espectrometro modificado para este fim, Okazaki Large Spectro-
graph, que abrange os comprimentos de onda de 254 a 400 nm."
Esse espectro de agdo € entdo utilizado para as comparacdes com
detectores fisicos através de cdlculos de eficiéncia como formulado
por Setlow et al.."®

Portanto, o monitoramento mensal da radia¢do biologicamente
ativa usando dosimetria esporular vem sendo realizado desde 2000
no Observatdrio Espacial do Sul (29.4°S, 53.8°0 - OES/INPE) em
Sdo Martinho da Serra, RS, e comparado com outras localidades
distribuidas em diversas latitudes e em diferentes hemisférios, como
Punta Arenas - Chile [53.2°S], Padang — Indonésia [0.9°S], Kiyotake
—Japao [31.9°N] e Bruxelas — Bélgica [50.9°N]. Além disso, para os
dados do OES, os dados do dosimetro biolégico tém sido comparados
com dados de integrais mensais de radiacdo UV-B e de SID calculadas
espectrofotometricamente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Exposicoes mensais do dosimetro esporular vém sendo continua-
mente realizadas desde mar¢o de 2000, com o objetivo de obter séries
temporais e analisar a varia¢do sazonal e as amplitudes intersazonais
da radiacio ultravioleta solar biologicamente ativa para a latitude do
OES (29.,4°S).

A série temporal (Figura 1) mostra uma razdo praticamente
constante entre as amplitudes de radiagdo medida fisicamente
(UV-B,,...) € SID na ordem de UV-B, = 200 SID. Essa razdo,
relativamente continua, alta e para toda a varia¢do sazonal ratifica a
potencialidade dos esporos, pois, além de variar numa faixa linear
bastante ampla, as integrais mensais de radiagdo sdo visivelmente
correlaciondveis (Figura 2) com os valores de SID. Para a apli-
cacdo a campo e de rotina confidvel, os esporos devem preencher
os mesmos critérios radiométricos de qualquer outro dosimetro,
confirmados experimentalmente neste trabalho. Portanto, torna-se
importante uma intercomparagdo entre dosimetros biolégicos com
fisicos para se verificar a existéncia de uma relag@o analitica entre
os esporos e as medidas fisicas de radiac@o. A principal vantagem de
um dosimetro biolégico reside em sua medida direta da radiagdo que
¢é biologicamente ativa, ou seja, a que causa danos a organismos sem
a necessidade de complexos hardwares e softwares requeridos pelos
dosimetros fisicos. Outro aspecto importante € o fato de ndo existir
na literatura uma validag@o analitica consistente, ou um estudo mais
criterioso envolvendo figuras de mérito para medidas que envolvem
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Figura 1. Série temporal das medidas de UV-B obtidas pelo Brewer (®) e da
dose de inativacdo esporular () para o periodo de 2000 — 2006
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Figura 2. Correlagdo entre as medidas das integrais mensais de radiagdo

UV-B (Brewer) e das exposigoes mensais envolvendo os esporos (SID)
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longas séries temporais de medidas de radiacdo. Assim, torna-se
dificil analisar os dados para escalas temporais longas apenas com
base em calibracdes esporddicas, uma vez que equipamentos, como
o espectrofometro Brewer, exigem para tanto uma combinagdo de
dias sem nuvens para a realizacdo das mesmas. Teoricamente seria
recomendada uma calibragio quinzenal para todo e qualquer modelo
de Brewer, porém a combinagdo temporal (quinzenal) e dia de céu
limpo, ou sem nuvens, pode ser um limitante prético.

Através de uma regressao linear um elevado coeficiente de cor-
relacdo (r ~ 0,94, p<0,0001) entre as medidas fisicas e bioldgicas &
obtida (Figura 2).

Para uma aplicagdo de rotina confidvel, o dosimetro de esporos
deve preencher um conjunto de critérios estabelecidos pelo projeto
BIODOS da Comissdo Européia, que se preocupa em desenvolver
sistemas dosimétricos biolégicos para monitorar o impacto da radia-
¢do UV ambiental na saide humana e biosfera." Um dos critérios
mais importantes para a validagdo de um dosimetro biolégico, como
destacado anteriormente, € a relevancia do processo fotoquimico/
fotobiolégico do dosimetro em relagio a diferentes efeitos bioldgicos.
Apesar do fato de que muitos sistemas bioldgicos diferem em seus
espectros de acdo para o foto-dano causado pela radiagdo, uma vez
que suas fisiologias sao diferentes, todos possuem em comum 0 mais
importante constituinte para dano induzido por UV, o DNA.

Na grande maioria de diferentes efeitos bioldgicos finais, o
processo chave € o dano causado ao DNA pela radiagdo UV. Como
conseqiiéncia, muitos sistemas bioldégicos possuem um espectro
de acgdo similar na regido UV-B, a regido espectral no qual o DNA
apresenta seu maior coeficiente de extin¢do relativo.!” Portanto, a taxa
de inativacdo esporular, conseqiiente do dano ao DNA dos esporos,
induzida pela radiacdo, pode vir a ser usada como uma medida da
radiacdo biologicamente ativa para outros sistemas bioldgicos.

Para se obter dados reprodutiveis e confidveis, o procedimento
deve ser padronizado e o sistema biol6gico deve ser bem definido, por
exemplo, por cepas bem definidas geneticamente. Esse pré-requisito
indica também a necessidade de se obter séries longas de dados, como
¢é o caso deste trabalho, uma vez que se procura uma relagio entre uma
resposta fisica ponderada por um espectro e uma resposta fisiolgica
de dano ao DNA dos esporos. A operacdo do dosimetro de esporos
tem demonstrado ser, a priori, independente de condi¢cdes ambientais
e estdvel com o tempo. Exigéncias rigidas tém sido estabelecidas e
cumpridas na utilizagdo dos esporos em termos das propriedades
radiométricas, as quais incluem o espectro de agdo definido, a faixa
linear de resposta bastante ampla, apresenta uma resposta absoluta e
relativa, o potencial de interacdes policromadticas € definido pelo es-
pectro de acdo e sua dependéncia de fatores ambientais € praticamente
inexistente.'” Portanto, todos esses aspectos vém sendo estudados em
detalhe ao longo desta proposta de utilizagdo do biossensor.?

A sazonalidade da radiagdo ultravioleta biologicamente ativa
obtida no OES, considerados os valores médios de SID observado
(pelos esporos) e o SID calculado (pelo Brewer), para o periodo de
2000 — 2006, ¢ mostrada na Figura 3.

Uma vez comparados os valores medidos (SID_, ) e calculados
pelo Brewer (SID_ . ..), observa-se que os dados sdo estatisticamente
iguais. Como esperado, a variacdo temporal da radiagdo ultravioleta
solar biologicamente ativa medida como SID mensal apresenta um
cardter marcadamente sazonal associada ao ciclo anual do angulo
solar de zénite. Uma notdvel similaridade existe entre os valores
de SID observado e calculado, sinalizando a aplicabilidade dos
esporos na determinacdo de doses biologicamente ativas obtidas por
espectrofotdmetros Brewer, que confirma o sistema biolégico como
biossensor para o monitoramento das mudangas sazonais na radiagao
solar UV na superficie terrestre.

Devido as propriedades radiométricas do biossensor, a possi-
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Figura 3. Relagdo entre os valores de SID calculados pelo Brewer (®) com
base no espectro de agdo e os valores de SID obtidos pelos esporos (B)

bilidade de se quantificar a radiagdo UV solar em uma ordem de
magnitude que pode ser comparada a outras medidas obtidas espectro-
fotometricamente e a possibilidade de conversdo para outras unidades
de importancia médica/fotobioldgica torna-se também vidvel >

Em relacdo aos dados comparativos entre as diferentes estacdes
espalhadas em diferentes continentes, uma variagdo da radiagdo ul-
travioleta solar biologicamente para baixas, médias e altas latitudes,
¢ apresentada na Figura 4.
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Figura 4. Comparagdo entre os valores de SID para diferentes latitudes e
localidades [M]Padang — Indonésia [0,9°S], (V¥ ) Sao Martinho da Serra
[29,4°S], [ ® ] Kiyotake — Japdo [31,9°N], [ * ] Bruxelas — Bélgica [50,9°N]
e [® [Punta Arenas - Chile [53,2°S]) para o periodo de 2000 até 2006

Varia¢des sazonais foram observadas nas estagdes ndo equato-
riais. Os maximos valores de SID foram obtidos para o verdo (973
+ 73 para Punta Arenas e 4.369 + 202 para Sao Martinho da Serra,
bem como 1402 + 170 e 3400 + 1674 para Bruxelas e Kiyotake, res-
pectivamente) e os menores para o inverno (33 + 8, 332 + 149, 44 +
21 e 163 + 63 para Punta Arenas, Sdo Martinho da Serra, Bruxelas e
Kiyotake, respectivamente). As razdes sazonais entre SID, /SID,
para cada localidade foram obtidas para Punta Arenas (SID,,,/SID,
= 24) e Bruxelas (SID,,,,/SID,, = 29), esta¢Ges que apresentam
maiores latitudes e, conseqlientemente, as menores irradiancias.
Em Padang foram observados os maiores valores de SID, acima de
6.000, nio sendo este valor observado para outras estagdes. A razao
sazonal (SID,,,,./SID, ) para Padang foi significativamente menor
que aquelas das outras estagdes (SID,,,,/SID, = 2) e quando com-
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parada a SID,,,./SID = 12 para Sdo Martinho da Serra e SID_,, ./

MAX MIN MAX
SID,,, = 15 para Kiyotake. Além disso, a variagdo sazonal para
uma latitude de 0,9 °N (Padang — Indonésia), devido a proximidade
equatorial, acaba refletindo uma climatologia tipica que consiste de
duas estagdes ao longo do ano, seca (de marco a setembro) e chuvosa
(de outubro a abril).

Como dosimetro bioldgico, os esporos sdo o de maior abrangén-
cia global, e por ser o mesmo método utilizado em todos os locais,
apresenta-se como uma ferramenta adequada para o monitoramento
global da radiac@o solar ultravioleta.* Além disso, como 0s esporos
sdo altamente resistentes a condig¢des extremas do ambiente, trabalhos
recentes tém sugerido o uso do biossensor para estudos fotoquimicos
e fotobioldgicos em ambiente extraterrestre.?

Apesar do dosimetro de esporos apresentar os critérios exigidos
pelo BIODOS para aplicaciio a campo de longo periodo, alguns as-
pectos precisam ser ainda melhor elucidados. Estudos recentes tém
demonstrado que sob exposi¢do solar, o DNA dos esporos acumula
vérios danos incluindo dimeros de pirimidina, além de quebras na
fita simples e dupla.” Portanto, pela grande diversidade de danos no
DNA dos esporos induzidos pela exposi¢do a radiagdo solar, estes
precisam ser reparados por uma ampla variedade de sistemas de reparo
de DNA em adicdo a liase SP e NER. Estas consideragdes ressaltam a
importancia de estudos complementares dos mecanismos pelos quais
os esporos manifestam suas propriedades de resisténcia.

Além disso, alguns trabalhos tém mostrado que a radiagdo UV-
A, especialmente na banda 320-365 nm, também pode induzir a
formagdo de dimeros da pirimidina.”” Dessa forma, a contribui¢do
da radiag@o UV-A, bem como a influéncia da radiagdo difusa, infra-
vermelha e os resultados espectrofotométricos obtidos para longas
séries temporais ainda precisam ser revistos.?-

CONCLUSOES

Alguns aspectos envolvendo as potencialidades da dosimetria
esporular como proposta de biossensor para radiagdo solar foram
apresentados neste trabalho.

A possibilidade de monitoramento da radiacdo solar por longas
séries temporais destaca a importancia deste trabalho, uma vez que,
até entdo, o foco dos trabalhos tem sido voltado para a compreensio
que envolve a resposta analitica dos esporos frente a radiagdo solar
biologicamente ativa. Além disso, medidas de SID para diferentes
latitudes, porém mesmo hemisfério, e para mesmas latitudes e em
hemisférios diferentes ratificam a potencial aplica¢do da dosimetria
esporular como proposta de biossensor global de radiagdo.

O fato dos esporos serem inertes a diferentes condi¢des ambien-
tais torna-os robustos e adequados também para estudos voltados a
tematica da exobiologia, que envolve a compreensao do aparecimento
da vida em ambientes extraterrestres. Assim, este trabalho indica
também a potencialidade de aplicag¢do da dosimetria esporular, tanto
em termos de exposicio pessoal, quanto no monitoramento local,
regional e global de radiacdo em ambientes com condi¢des ambientais
extremas como a de outros planetas de nosso sistema solar.
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