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1- INTRODUCAO

A radiagio solar ¢ um dos fatores fundamentais para a vida na Terra. Além de efeitos
benéficos e indispensaveis, a radiagfio solar pode causar danos 4 muitos organismos e,
assim, pode também ser considerada como um fator de estresse ambiental importante para
a vida na Terra. A descoberta nas Gitimas dnas décadas da redugo do ozdnio atmosférico
global e do fenémeno do buraco de ozdnio tem causado um grande interesse cientifico
devido ao possivel aumento da intensidade ‘de radiagio ultravioleta solar na superficie
terrestre (Kirchhoff 1995, Kirchhof et al. 1996). Um aumento na intensidade de radiagio
UV-B pode causar efeitos adverscs na Biosfera. G -4cido desoxirribonucléico (DNA), o
material genético das células, é o principal alvo da radiagio UV solar a nivel molecular
(McGregor 1999, Cadet et al. 1992), e portanto, danos biologicos incluindo riscos a saide
humana (Bednarska et al. 2000, Beissert abd Schwarz 1999, Meyer-Rochow 2000, Van de
Leun et al 1993), & ecossistemas terresires e aquaticos tem sido e também serd no futuro
uma preocupa¢io global (Ries et al. 2000, Rousseaux ei al. 1999). Conseqiientemente, o
monitoramento da radiagdo UV solar tem sido realizado mundialmente.

A energia absoluta na porgio UV-B do espectro solar ocupa uma fragio muito pequena da
insolagiio total e, provavelmente, é a porgiio mais vulneravel 4s mudangas e perturbacdes
das condigbes ambientais tais como variagdes de composi¢gio quimica da atmosfera,
meteorologicas e geograficas (Kirchhof 1995). Devido a sua pequena intensidade, a
medida de radiagio UV solar na superficie da Terra é extremamente dificil
Espectroradidmetros tém sido desenvolvidos para evitar estas dificuldades e, atualmente,
estes equipamentos sdo capazes de produzir medidas espectrais da mais alta qualidade. No
entanto, estes equipamentos sio caros e necessitam de uma calibragio e manuten¢ido

rigorosas para produzir resultados precisos e, assim, limitados a determinados locais.

Sabe-se que existe uma relagio inversa entre a intensidade espectral solar e o espectro de
absorgio da molécula de DNA. A intensidade solar diminui grandemente quahdo 0
comprimento de onda torna-se mais curto ¢ a absorgio de radiagio pela molécula de DNA

ocorre em comprimentos de onda curtos. Portanto, ¢ dificil e impraticavel estimar efeitos
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Liclbpicos através de determinagdes fisicas do espectro solar. Para o estudo de efeitos
biologicos através de determinagdes fisicas utilizam-se espectros de ponderagio, os quais
atribuiram pesos maiores a comprimentos de onda de maior interagiio bioldgica, ¢ a
sensibilidade biolégica nos diferentes comprimentos de onda € descrita por um espectro de
a¢do (McKinley e Diffey 1987, 1999, Yoon et al. 2000).

Determinag¢des biologicas realizadas sobre a luz solar natural sio faceis, mas para que um
sistema biologico possa ser utitizado como um sensor til, a amostra/sistema deve cumprir
varias exigéncias, como: deve permitir ficil transporte e manipulagfio 4 campo; deve ser
suficientemente sensivel e o efeito bioldgico avaliado -deve ser afetado somente pela
radiagio e nfio por outros fatores ambientais. Entre_os métodos citados e propostos na
literatura como biosensores solares capazes de medir diretamente o efeito biolégico
causado pela radiagio UV, o método bioldgico baseado na inativagio de esporos de
Bacillus subtilis desenvolvido por Munakata (1980), apresenta virias propriedades
adequadas para sua utilizagio como um dosimetro solar biolégico, incluindo sua
simplicidade e facilidade de uso e transporte para o local de teste e armazenamento
prolongado estivel antes e depois da exposigio.

Este trabalho teve como objetivo comparar as medidas de radiagio ultravioleta solar

obtidas através da dosimetria de esporo com as obtidas pelos detectores fisicos UV-
Bidmetro, UV-Radidmetro e Espectrofotdmetro Brewer instalados no OES.
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2 - DESENVOLVIMENTO TEORICO
2.1, A radiaciio ultaravioleta

A radiagio ultravioleta (UV) representa uma pequena fiag3o da energia radiante total que
atinge a superficie da Terra. E de grande importancia na estruturagio da atmosfera terrestre
e também tem grande agio na biosfera (Frederick ¢ Lubin, 1994; Frederick e Lubin, 1988,;
Madronich, 1993). A radiagio UV influencia na distribuicio de temperatura, na
fotoquimica e na dinfimica através de sua absor¢iio pelos constituintes atmosféricos,
determinando .as estruturas da estratosfera, mesosfera ¢ termosfera inferior (Brasseur e
Solomon, 1984). A radiagio UV que atinge a biosfera varia com o tempo e localizagio.

Dentre os fatore;s que afetam a quantidade e distribuicio da radiagio UV, pode-se citar; o
dngulo solar zenital; espessura e distribuigiio vertical da coluna de 0z6nio; absorgio e
espalhamento por aerossdis e gases atmosféricos, absorcio, espathamento e reflexiio por
nuvens; albedo do solo; altitude e latitude geograficas (Madronich, 1993; WHO, 1994).

Uma classificagiio universalmente adotada para a radiagio ultravioleta baseta-se em
critérios de acordo com a sua interagio bioldgica. De acordo com este critério, a radiagiio €
classificada em UV-A, 320 nm — 400 nm; UV-B, 280 nm — 320 nm, ¢ UV-C, < 280 nm
(Robinson, 1966). A radiagiio na faixa do UV-A compreende aproximadamente 6,3% da
emissio da energia total do Sol (Frederick e Lubin, 1994). A absorgfio pela atmosfera é

muito fraca e em conseqiiéncia a maior parte da radiagio UV-A atinge o solo.

A radiagio na faixa UV-~B corresponde a 1,5 % da energia total do Sol (Frederick e Lubin,
1994), tendo o mator efeito bioldgico na superficie terrestre (Kirchhoff, 1995). Esta faixa €
fortemente absorvida pelo ozdnio, mas uma parcela significativa ainda atinge a superficie
terrestre. A radiagio na faixxa UV-C corresponde a cerca de 1% da emissdio solar
(Frederick e Lubin, 1994) e niio atinge a superficie terrestre devido a forte absor¢io na
atmosfera pelo ozonio ¢ oxigénio molecular (Figura 2.1). Sua importincia reside em dirigir

a quimica da estratosfera e a formagio da camada de ozbnio.
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Figura 2.1. Penetragioc da Radiagio Ultravioleta na atmosfera terrestre (Fonte:
http.//iwocky.gsfc.nasa.gov )

A Radiagdio Ultravioleta do tipo B (Radiagiio UV-B) corresponde a uma pequena parcela
da energia solar total incidente na superficie terrestre. Entretanto, a Radiagdo UV-B éa que
possui maior interagdo bioldgica. Na faixa de 280 para 320 nm (UV-B) a intensidade de
radiagdio cresce rapidamente, isto é, a intensidade é muito maior em 320 do que em 280
nm A sensibilidade biologica comporta-se de forma contrdria: a maior interagio da
radiagiio com os seres vivos ocorre nos menores comprimentos de onda. Devido a esse
fator, os dados de Radiagio UV-B total siio ponderados com um espectro de agio, como
exemplo o Espectro de Ag¢do de Eritema (McKinlay e Diffey, 1987), ou seja, ¢ atribuido

um peso para cada comprimento de onda na faoxa analisada.

Como mencionado acima, a irradidncia biologicamente ativa é melhor considerada sob a
forma de uma energia ponderada. Para um “espectro de intensidade de radiag@o” E(A) e um
“espectro de a¢io” S(A) a “intensidade espectral ponderada” para um efeito biolégico
particular ¢ definida pelo produto E(L)S(A). Integrando-se o produto E(A)S(2) sobre todos
os comprimentos de onda obtém-se a intensidade de radiagio efetiva (taxa de energia
efetiva), resultado da convolugiio das intensidades espectrais com o espectro de agéo;
integrando esta irradidncia efetiva sobre um periodo de tempo, obtém-se a Dose de
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Radiagio, em unidades de emcigia por drea [J/m® ]. A expressio a seguir representa
matematicamente o conceito de dose:

Dose = [[E(A)S(\)dAdt

A dose € uma quantidade de energia ponderada para uma dada agfio biologica a que, por
exemplo, uma pessoa foi exposta num processo de irradiagio. Uma definigio muito
importante é a dose eritematosa minima, que uma vez aplicada produz apés um periodo de
24 horas sinais de queimadura na pele (situagio eritematosa). Surge dai a definigio do
MED (Minimum Erythema Dosis) que é a quantidade de energia minima capaz de causar
um eritema.

2.2, O ozénio atmosférico

O ozbnio atmosférico assume um papel de importancia vital para a biosfera terrestre, pois
absorve a radiagiio ultravioleta proveniente do Sol A radiagio correspondente a faixa do
UV-B, incidente na superficie, é a que apresenta a maior suscetibilidade as variag3es da
quantidade de ozbnio, além de ser a responsivel pelos maiores danos aos sistemas
biologicos. A regifo atmosférica onde as moléculas de ozdnio estio preferencialmente

localizadas € a estratosfera, definida entre 15 e 50 km de altura.

A Figura 2.2, apr&sénta a segdo reta de absorgiio molecular para o ozﬁrﬁo.m temperatura de
226 K para a faixa 290-325 nm (Molina e Molina, 1986). Observa-se que a secdo reta de
absorgdo molecular decai exponencialmente com o comprimento de onda na regiio
espectral considerada, ou seja, a2 absorgdo de radiagiio pelo ozbnio ¢ mais intensa em
comprimentos de onda mais curtos.
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Figura 2.2. Segdio de absorgio molecular de ozdnio na faixa de 290 a 325 nm (Fonte:
Molina e Molina, 1986).

Quando se quer estudar a absor¢io de radiagdo solar, é importante saber a quantidade total
de moléculas de ozénio no caminho 6tico da radiagfio solar. Surge entdio a definigio de
“o0zbnio total” ou “cotuna total de ozénio”. A unidade adotada para a Coluna Total de
Ozbnio € a Umidade Dobson (UD). Uma Unidade Dobson (1 UD) equivale a uma coluna
atmosférica de ozdnio de 0,001 cm de espessura, comprimida nas condigdes normais de
temperatura e pressio, 0°C e 1 atm. Uma Unidade Dobson contém 2,69.10'° moléculas de
Oz6nio, numa coluna de base unitéria de area 1 cm’.

No inicio dos anos 1980s foi constada uma grande redugiio no ozdnio dﬁrante a primavera
austral no continente antartico (Chubachi, 1984; Farman et al, 1985). Esta mudanga
drastica na coluna total de ozénio foi verificada ser muito grande em profundidade e
extensdo, mas restrita a regiio da Antéartica. Este fendmeno, que é sazonal foi batizado
com o nome de Buraco de Ozénio Antartico (Solomon, 1990; Anderson et al, 1991). O
buraco de ozdnio ¢ definido geograficamente como a 4rea onde a coluna total de ozdnio é

menor que 220 UD,
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Uma redugfio significativa do ozbnio poderia acarretar um aumento no fluxo da radiagfo
UVB na superficie terrestre, sendo estimado que uma redugiio de 1 % no ozdnio total

poderia acarretar um aumento de 1,2 % da radiagio UV biologicamente ativa (Krzyscin,
1996; McKenzie et al, 1991).

2.3. Efeitos biolégicos da radiaciio ultravioleta solar

A mokcula de DNA esti freqiientemente exposta a agentes, naturais ou artificiais, que
provocam modifica¢des na sua estrutura e na sua composigio quimica. Dentre os agentes
naturais, os efeitos da interagio da radiagio ultravioleta solar do tipo B no DNA tém
causado um grande interesse cientifico, justamente pelo fato de que o dano causado no
DNA € o evento inicial numa variedade de reagbes fotobiologicas criticas, como por
exemplo, o bloqueio das rotas de duplicagio e transcrigio do DNA, que resultam em
processos de morte celular como a apoptose. Em outros casos, as lesdes que sdo fixadas no

genoma como mutagdes, alteram o ¢ddigo genético inicial, podendo resultar em processos
de tumorgénese.

A radiagio UV-B produz principalmente dois tipos de lesdes (Fig. 2.3), os dimeros de
pirimidina ciclobutano (CPDs) e os dimeros de pirimidina-pirimidona ou 6-4 fotoprodutos,
que s&o originados pela ligacio covalente de duas pirimidinas adjacentes, principalmente
entre timinas. Quando estas lesdes nfo sfio corrigidas comretamente pela maquinaria de
reparo do DNA, elas podem ter efeitos no processo de morte celular, envelhecimento,

mutagénese e carcinogénese.

Figura 2.3. Efeito da immadiagdo UV sobre
uma molécula de DNA, causando a
dimerizagio entre bases npitrogenadas,
principalmente entre Timinas.
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Pelo fato de a molécula de DNA ser o material genético da célula e, portanto, presente em
todos os seres vivos, qualquer dano na sua estrutura ou composi¢io pode desencadear uma

série de conseqiiéncias nos seres humanos, ecossistemas terrestres e aquaticos.

Nos seres humanos, a exposi¢iio & radiagdo UV por curte periodo pode induzir a eritema,
ou queimadura solar, o qual, se grave o bastante, pode resultar em formagfio de bolhas e
destruigio da superficie da pele com infecgSes secundarias e efeftos sistémicos, similares a
queimaduras de primeiro ou segundo grau por calor (WHO, 1994).

Entretanto, exposi¢des por longos periodos muitas vezes induzem doengas degenerativas
na pele, além de tumores pigmentados (melanomas) e nfio pigmentados (nio melanomas).
No Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer, Ministério da Satde, o
principal cincer que atinge a populagiio brasileira é o cincer de pele nfio-melanona.

Efeitos intensos da radiagio UV nos olhos consistem-se no desenvolvimento de cataratas e
fotoconjuntivites, as quais sio desconfortaveis, mas normalmente reversiveis e facilmente

prevenidas com o uso apropriado de protegio ocular (6culos com filtros contra UV).

Um efeito positivo da radiagio UV é a formagiio da vitamina D:; a partir do
7-dehydrocholesterol (Tevini, 1993a). Esta é uma vitamina essencial ao corpo, pois regula

o metabolismo do ciicio e do fosfato & previne o raquitismo.

Nos ecossistemas terrestres, a radiagio UV pode interferir no crescimento das plantas. O
grau de efetividade da radiagdo UVB varia de espécie para espécie. Quando sensibilizadas
as plantas muitas vezes exibem uma redugiio na altura, no peso seco, na irea das folhas, na
atividade fotossintética e na floragio. Enzimas fotossintéticas, caminhos metabdlicos e
pigmentos fotossintéticos podem ser afetados diretamente ou indiretamente pela radiagio

UVB, resultando na diminuicdo da atividade fotossintética (Tevint, 1993b)

Nos ecossistemas aquaticos, a radiagio UV pode causar efeitos adversos no fitoptancton,

base de toda a cadeia alimentar aquéitica que serve como alimento para os consumidores
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primérios (como larvas de peixes e camardo), os quais por sua vez sio consnmidos pelos
consumidores secundarios e terctarios (peixes). O fitoplincton orienta-se dentro da coluna
de 4gua usando fatores externos, assim os mecanismos de mobilidade e orientagfio sio
prejudicados pela exposigio a radiagio UVB (WHO, 1794; Hader, 1993). Esta inabilidade
do fitoplincton de ajustar sua posi¢iio dentro da coluna de 4gua causa massiva inibigiio da
fotossintese (WHO, 1994; Vernet et al. 1994).

2.4. Métodos para monitorar a radiacfio UV biologicamente ativa

Para avaliar os riscos biolégicos provocados pela radiagio UV, € necessirio um sistefoa
preciso e seguro que pondere a irradidncia spectral de acordo com a resposta biologica
constderada. Em geral, trés métodos para quantificar a eficiéncia bioldgica da radiagio UV
ambiental podem ser utilizados: (1) espectroradidmetros ponderados, onde quantidades
radiométricas ponderadas biologicamente sio derivadas dos dados espectrais pela
multiplicagio com o espectro de agio de uma reagio fotobiologica relevante, como
exemplo: dano aoc DNA, formagio de eritema, ciincer de pele, redugio de produtividade de
plantas terrestres ou sensibilidade de ecossistemas aquaticos 3 radiagio UV; (2) uso de
substincias quimicas que possuam sensibilidades espectrais semethantes a uma curva de
resposta biologica e (3) dosimetros biolégicos que ponderam diretamente a luz solar
incidente em relagfio & eficiéncia biolégica dos diferentes comprimentos de onda e a

interagio entre eles.

Para a avaliagio de riscos € necessaria uma medida segura da dose ativa biologicamente, o
qual ¢é dada pela ponderagiio da irradidncia espectral incidente com a eficiéncia biologica
dos diferentes comprimentos de onda. A dose ativa biologicamente pode ser medida

diretamente através da utilizagiio de dosimetros biologicos como a dosimetria de esporos.

Acredita-se que o principal dano molecular causado pela radiagio UV ¢ a formagiio de
fotoprodutos no DNA. A indugfio de fotoprodutos £ intrinsicamente invariavel, ou seja, sua
formagio € independente das mudangas de tempo e calibragio, os quais sio inevitaveis
para detectores fisicos (Hieda 1999).
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Idealmente, a resposta espectral de um dosimetro biologico deve ser idéntica aquela do
efeito fotobiolégico considerado. Muitos dosfmetros bioldgicos sdo baseados em bactérias,
virus ou Licmoléenlas como datectores sensiveis 4 radiagio UV e grandemente refletem a
sensibilidade do material genético da vida & radiagio UV. Como existe uma grande
evidéncia de que o dano causado no DNA pela radiagio UV € o evento inicial numa
variedade de reagdes fotobiologicas criticas, tais como: imunosupressio, promogiio de
tumor e fotocarcinogéneses em humanos, e apresenta um papel central nos efeitos adversos
da radiagio UV nas plantas terrestres e para uma certa extens3o em ecossistemas aquiticos,
dosimetros bioldgicos baseados na capacidade da luz solar de danificar o DNA sdo
especiaimente apropriados para medir as implicages biologicas da radiagio UV na
superficie da terra (Horneck 1999). Além disso, muitos sistemas dosimétricos biolégicos
sdo caracterizados por um aumento exponencial da sensibilidade espectral nos menores
comprimentos de onda na regiio ultravioleta. Portanto, eles respondem de uma maneira
muito sensivel a pequenas variagdes nos menores comptifnemos de onda do espectro solar
que sio modulados pelo ozénio e, também, seus espectros de aglo sio similares aquele
obtido para o dano no DNA (Fig. 2.4). O espectro de agio de esporos de Bacillus subtilis
TKJ6312, utilizado na dosimetria de esporo, foi obtido através da interpolagio de valores
da taxa de inativagio de esporos determinada experimentalmente utilizando o “Okazaki
large spectrograph” (Munakata et al. 2000). O espectro de agio de indugiio de eritema
(McKinley and Diffey 1987) é uma referencia estabelecida pela “Commission International

de I'Eclairage (CIE) ¢ o espectro de dano ao DNA foi originalmente compilado por Setiow
(1974).
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Figura 2.4. Espectro de a¢io Eritema, DNA ¢ Esporo. (Fonte: Munakata et al. 2002).

2.5, Critérios para qualificaciio ¢ caracterizaciio de dosimetros biolégicos

2.5.1. Critérios fotobiolégicos

A dosimetria bioldgica é especialmente valida quando é indicativa de um processo
fotobiologico significante, tais como: efettos da radiagio UV na sade humana e balango
de ecossistemas. A vantagem de um dosimetro biolégico reside na comncidéncia de sua
resposta espectral para aquela do fendmeno considerado. Embora quase todos os espectros
de agfio de efeitos bioldgicos adversos da luz solar diminuem com o aumento do
comprimento de onda na regiio UV-A e UV-B, a proporgio de declinio varia
consideravelmente. Mesmo assumindo o mesmo ponto final, eles podem ser diferentes para
espécies diferentes e mesmo para cepas. Este fendmeno reflete a complexidade de uma
variedade de mecanismos celulares para processar o dano induzido pela radiagio UV. A
maioria dos espectros de acdo utilizados na ponderagio de medidas espectrais para obter a

radiagiio biologicamente ativa foram determinados por organismos expostos a radiagdo
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monocromatica. A luz solar, entretanto, € policromitica e radiages de diferentes
comprimentos de onda podem inieragii. Fortants, se existe a possibilidade de um efeito
interativo da radiagiio solar, e se esta hipotese for comprovada, entio o espectro de agio
monocromatico deveria ser complementado pelo espectro de agfio policromatico.

2.5.2. Critérios radiométricos

Dosimetros bioldgicos devem preencher os mesmos critérios como para qualquer outro
sistema dosimétrico, como a reprodutibilidade. do sistema e suas propriedades Opticas. Um
conjunto de critérios foi estabelecido pelo projeto BIODOS da Comissio Européia, um
projeto para desenvolver sistemas dosimétricos biolégicos para monitorar o impacto da
radiagio UV ambiental na satde humana e biosfera. A eficiéncia da radiacio UV solar
deve ser quantificada em unidades de medida que possam ser comparadas com outras
medidas (como exemplo, dados calculados de espectroradibmetros) e devem possibilitar a
conversiio para outras unidades de importincia média/fotobioldgica (como exemplo MED).

Para obter dados reprodutiveis, o procedimento deve ser padronizado, o sistema sensivel
bioldgico deve ser bem definido (como exemplo por cepas bem definidas geneticamente), a
operagio do dosimetro deve ser independente de condigdes ambientais (temperatura,
umidade relativa, chuva, etc.) ¢ deve ser estivel com o tempo. Exigéncias rigidas foram’
estabelecidas para as propriedades radiométricas, o qual incluem a curva de identificagio,
o espectro de agdio, a linearidade da resposta, aditividade da resposta, a resposta absoluta e
relativa, o potencial de interagdes policromiticas, sua dependéncia com a temperatura ¢
umidade relativa e 0 design da entrada éptica. A viabilidade de dosimetros biolégicos deve
ser comprovada pela intercomparagic com espectroradidmetros ponderados
biologicamente. Para aplicagdes a campo, os dosimetros biolégicos devem cumprir
exigéncias importantes, como: ser robusto, apresentar estabilidade por longo periodo de
tempo, ser de ficil manuseio, seguro e baixo custo (Horneck 1999, Bais and Kazadzis
1999, Gillotay and Bolsee 1999, Hieda 1999).
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2.5.3. O papel da medida UV espectral na dosimetria biolégica

Espectroradidmetros ¢ sistemas dosimétricos biolégicos apresentam principios de operacio
diferentes, o que faz a comparagic d¢ suas medidas dificil. Pode-se distinguir trés
principais diferencas entre estes métodos, que sio: a geometria da entrada dptica, o tempo
de medida e a sensibilidade espectral relativa (Bais e Kazadzis 1999). Os efeitos
produzidos por estas diferengas devem ser levados em consideragio antes de realizar uma
comparagio direta destes dois sistemas.

2.5.3.1. Geometria

Os tipos mais comuns de medidas espectrais da radiagio UV solar sio aquelas
representadas pela irradiagio global e direta. A primeira é também conhecida como
irradifincia ponderada pelo cosseno, desde que todos os fluxos de fétons sio monitorados
como o produto do cosseno de seus 4ngulos de incidéncia. Além destes dois tipos de
medidas, existe a chamada fluxo actinico que representa a radiagio que receberia um
sensor esférico. Existem poucos equipamentos capazes de medir espectralmente o fluxo
actinico. Cada um destes trés tipos de medidas apresentam aplicabilidade diferente, o qual
esta intimamente relacionada a superficie que recebe a radiagio. Alguns sensores
bioldgicos sio expostos similarmente a objetos ésférkos, enquanto outros sio proximos a
exposigdo em superficie plana. Existe grande diferenca entre estes tipos de medidas e,
portanto, é importamte caracterizar corretamente as propriedades de exposicio dos
dosimetros biolégicos antes de compara-los com medidas fisicas. Atualmente, muitos
espectroradiémetros sfo capazes de registrar separadamente a irradidncia direta, difusa e
global, permitindo a simulacio de geometria de exposigio de sensores bioldgicos, o qual

resulta em comparacgles que sio mais adequadas.
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2.5.3.2. Tempo de medida

A verredura especiroradiométrics neccssiia de varios minutos para completar o registro de
um completo “scan”. Isto pode introduzir significantes incertezas e erros, especialmente
quando medidas durante condigdes atmosféricas altamente vanidveis sio realizadas. Ao
contrario, pirandmetros de resposta rapida ou detectores de banda larga podem seguir
muito aproximadamente a variagfo da radiagio 2 campo no tempo, fornecendo medidas
com tempo de resolugio da ordem de um segundo. Nas medidas espectrais, a variabilidade
da radiagio a campo pode levar a distorgio do espectro, alterando desta forma as
caracteristicas espectrais. A variagio da radiagio ambiental durante um dia claro € muito
pequena, assim, mesmo a média de dados de um detector de banda larga seria suficiente
para a comparagio com medidas espectrais. Por outro lado, durante dias nublados a
variagdo pode ser elevada, causando dificuldades nas comparagdes,

2.5.3.3. Sensibilidade Espectral

Nos sensores bioldgicos, como muitas moléculas orginicas nos tecidos vivas contém
croméforos que absorvem eficientemente na regido UV-B (Madronich 1993), a radiagiio €
estimada por seu impacto nos organismos. Como exemplo desse impacto, pode-se citar a
fotossintese, morte de bactérias ou microrganisrhos, dano no DNA, entema ¢ aparecimento
de cancer de pele. Para quantificar esse impacto, detectores de UV biologicos integram a
radiagio solar em relagio 20 comprimento de onda e tempo e, assim, fornecem um registro
de dose bioclogicamente ativa total em relagio a um determinado periodo independente de
mudangas nas condigdes de tempo.

Os detectores biologicos, geralmente estio baseados em um dos processos bioldgicos
mencionados acima, 0 qual sio estimulados pela radiagio UV solar e sdo caracterizados
por um {nico espectro de agdio. A determinacio do espectro de agiio para cada sistema
biologico ¢ uma tarefa dificil, e erros na determina¢io do espectro de agio podem causar

erros na irradiancia ponderada biologicamente.  Deve-se mencionar, que respostas
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biolégicas podem refletir interages entre diferentes comprimentos de onda da regiio UV.
InteragBes sinergisticas entre radiagio UV de diferentes energias foram relatadas para
diferentes pontos finais biclgicos, espscialieuie para sistemas proficientes no reparo de
DNA. Tais interagdes potenciais ndo estio incorporadas nos espectros de agdo
determinados pelas fontes de radiagio monocromitica. Se estas interagBes fossem
conhecidas, elas poderiam ser facilmente levadas em consideragdo na ponderagio biologica
de medidas espectrais.

2.6. Dosimetria de esporo

A dosimetria de esporo consiste na utilizagio de Bacillus subtilis TKJ6312 para medir a
radiagio ultravioleta solar biologicamente ativa. Este método baseia-se na perda da
capacidade formadora de colonia devido ao dano causado no DNA da bactéria, Bacillus
subtilis, pela radiagio ultravioleta. A bactéria pertencente a espécie Bacillus subtilis tem a
forma de um cilindro de aproximadamente 3-5 pum de comprimento ¢ 1 pm de largura
(Figura 2.5).

1, R 3 N
Bk N =Es

Flgura 25, M:crograﬁa de Bacillus .subinhs em colorac;ao de Gram.
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Algumas espécies de bactérias Gram positivas (principalmente dos géneros Bacillus,
Clostridium, Sporosarcina y Thermoactinomyces), dispdem de uma série de estratégias
adaptativas quando se véem submetidas & privacfio de nutrientes em seu meio ambiente.

Estas bactérias, além do crescimento vegetativo, podem apresentar um estilo de vida
alternativo que implica na formagio de esporos, processo de diferenciagio celular. Os
esporos apresentam uma morfologia e uma composigio enzimitica ¢ quimica que lhes
confere resisténcia a condigdes pouco propicias ao crescimento vegetativo, como: auséncia
de nutrientes, baixa disponibilidade de 4gua ou temperatura elevada. O contetido de dgua
diminui de 75-80%, nas células vegetativas, para 15-20% nos esporos, os quais apresentam

uma baixa atividade metabolica (dormentes) comparada a das células vegetativas (Black
1996).

As células vegetativas quando submetidas a condigdes adversas formam esporos como uma
estratégia de sobrevivéncia (Figura 2.6).

V. Lize da céluta-mae
Liberagio do esporo

Figura 2.6. Processo de diferenciagio celular de uma célula vegetativa para a formagio de
esporo.

Este processo de diferenciagiio celular segue os seguintes passos:

* Replicagdo e condensagio do DNA formando uma estrutura filamentosa paralela ao eixo.
longitudinal da céhula.
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» Divisio celular assimétrica decorrente da invaginagio da membrana plasmitica em
posi¢io distal da célula, formando-se um septo que origina os dois compartimentos.

« Expressiio génica compariimenializada.

» Englobamento do pré-esporo pela célula-mie a qual produzird uma série de novas
moléculas que serfo depositadas ao redor do pré-esporo, organizando a cortex e a capa de
proteinas que envolverdo o esporo maduro.

*» Morte programada da célula mie e concomitante liberagiio do esporo maduro.

O esporo (Figura 2.7) quando encontra condi¢des propicias para o crescimento, germina e
retoma a forma vegetativa.

Figura 2.7. Estruturas de um esporo

Embora o DNA nos esporos ¢ muito bem protegido de muitos parimetros toxicos
ambientais, a exposi¢do 2 radiagio UV solar causa a formagio de “esporo fotoprodutos™
entre residuos de timinas adjacentes em uma maneira similar 4 formagio de dimeros de

pirimidina ciclobutano ou fotoprodutos 6-4 nas células vegetativas.

Bactérias formadoras de esporos desenvolveram um sistema iinico de reparo para enfrentar
a formagiio de “esporo fotoprodutos” no DNA. O dano niio é somente reparado pela
presenca do “reparo por excisfio de nucleotideo”, mas também por uma enzima de conserto

completamente especializada para os fotoprodutos (Munakata 1974).

Esta liase esporo fotoproduto é uma da mais criativas estratégias adaptativas empregada

por bactérias formadoras de espores. O duplo mecanismo de reparo operando na
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germinagfio e crescimento das células foi geneticamente analisado usando combinagdes de
mutantes. Uma das cepas apresentou muta¢des em ambos os sistemas de repato e produziu
esporos hipersensiveis 2 radiagio UV. A cepa de Bacillus subtilis deficiente nos dois
mecanismos de reparo do DNA foi denominada de TKJ6312. Estes esporos foram
inativados para 37% de sobrevivéncia quando expostos a 0.8 J/ m® a 254 nm (Munakata e
Rupert 1975). Em experimentos realizados posteriormente foi demonstrado que estes
esporos com dupia mutagio sic cxiramamente sensiveis quando expostos a luz solar
natural e a dose letal foi obtida em poucos minutos (Munakata 1989).

Existem dois aspectos importantes na cinética de 'mativagio de esporos deficiente no
reparo televantes para a dosimetria. Um ¢ a hipersensibilidade que permite medidas em
curta duragiio. O outro é a rigida cinética exponencial em contraste a esporos proficiente no
reparo que exibem moderado “shoulder” na curva de sobrevivéncia. Devido a cmética
exponencial, a dose recebida pelos esporos pode ser determinada por uma medida de
qualquer duragio. Esta generalizagio parece ocorrer para qualquer radiacio
monocromdtica de comprimentos de onda entre 150 nm e 400 nm, e, portanto, para todos
os componentes da radiagio UV solar genotéxica (Munakata et al. 2000). Entretanto, é
seguro assumir que esta cinética exponencial também permanece verdadeira para a
radiacio solar naturzl, apesar do fato de que neste caso, a radiagio é policromitica ¢ o

componente de comprimento de onda exibe mudangas incessantes.

No laboratorio, as curvas de sobrevivéncia foram obtidas pela im;diag:ﬁo de esporos em
suspensio aquosa. Entretanto, em experimentos a campo, é inconveniente realizar
exposicdes em solugio aquosa. A introdugiio de amostras secas grandemente ampliou a
aplicabilidade da dosimetria. Como os esporos deviam ser re-suspensos em agua antes da
determinagiio da habilidade de formar coldnias, o método de secar e recuperar os esporos
precisou ser desenvolvido. Nas primeiras tentativas, a suspensio contendo um namero fixo
de esporos (cerca de 5x10%) foi adicionada num filtro de membrana (0.25 pum) com a
utilizagdo de sucglio fraca, e a extragiio foi reaiizada esfregando com uma pipeta ou pela
utilizagio de ultra-som (Munakata 1980). Este método de recuperagio dos esporos foi

laborioso e algumas vezes incerto. Posteriormente, quatro amostras contendo cerca de 10°
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esporos e suspensas emn agarose de baixo-derretimento foram adicionadas no filtro de
membrana e este procedimento foi satisfatério em assegurar uma completa recuperagiio por
aquecimento de pedagos do filre em égua a 75°C por 15 min (Munakata et al 1996,
Munakata et al 1998).

Com a utilizagio de esporos suspensos em agarose e adicionados em filtro de membrana, o
espectro de agfio de inativagio dos esporos foi obtido (Figura 2.4) abrangendo os

- comprimentos de onda de 254 nm a 400 nm {(Munakata et al 1996, Munakata et al 2000). O
espectro de agio destes experimentos é o mais extensivo atualmente, e utilizado para as
compz-a¢lus quantitativas com detectores fisicos através de calculos de eficiéncia como
formulado por Setlow (1974).

3 - METODOLOGIA

3.1, Equipamentos utilizados pelo Programa de Monitoramento do Ozbnio e
Radiacio Ultravioleta

3.1.1. Espectrofotometro Brewer

O Espectrofotometro Brewer modelo MK HI 167 (SCI — TEC Instruments Inc) é um
equipamento que efetua medidas de radiagio através de varreduras do espectro,
determinando o fluxo de energia nos diferentes comprimentos de onda. O Brewer mede
UV em uma faixa que varia de 286,5 nm a 363 nm, com uma resolugio de 0,5 nm.
Assim, para cada comprimento de onda, a cada 0,5 nm, é medida uma quantidade de
energia particular,

O Brewer ¢ um equipamento totalmente automatizado, contendo seu proprio
microprocessador que controla as operagdes internas do instrumento, como os prismas,
filtros, grade de difragio, micrOmetro e outras partes moveis dotadas de motores. O
microprocessador estd ligado a um microcomputador que contém os programas de

operagdo do instrumento, bem como de redugiio e armazenamento de dados. O instrumento
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Brewer ¢ composto por trés partes: tripé, tracker e espectrofotdmetro propriamente dito
(Figura 3.1).

Figura 3.1. Espectrofotémetro Brewer modelo MK I 167 (SCI - TEC Instruments Inc.) com
esquema evidenciando suas partes, instalado no OES.

Os dados de Ultravioleta sdo gravados no formaato Uvdddyy. 167, onde ddd representa dia
Juliano e yy o ano. O numero 167 é o nimero de identificagio do equipamento. Esses
arquivos sfio mais complicados, pois armazenam as medidas de ultravioleta em cada
comprimento de onda medido. E necessaric um software para interpretar as medidas. O
software chama-se Brewer Spectrophotometer UV Data Files Analysis Program e mostra o
valor de indice ultravioleta em cada medida UV realizada ao longo de um dia, bem como o
horério e o 4ngulo solar zenital, além da poténcia de radiagio UV medida a cada 30 min e
a energia integral diria.

3.1.2. UV-Biometro

O principio de medigio do UV-Biémetro modelo 501 A (Solar Light Co.) baseia-se na
detecgdo de luz por um elemento de fosforo com um diodo de GaAs (Arseneto de Galio).
A Radiagio Solar que incide sobre um domo de quartzo do aparelho € parcialmente
filtrada, de modo que apenas os comprimentos de onda na faixa de 280-340nm exctem o
componente de fosforo.Q sensor possui uma sensibilidade semelhante ao Espectro de Agéo
Eritema (Mckinlay-Diffey}, simulando a sensibiidade da pele humana ac UV-B, A
radiagio € instantaneamente medida e o tempo de integragio utilizado é de uma hora. Os
resultados obtidos sio em MED/, sendo gravados em um dataloger conectado a um

computador para a transferéncia de dados.

Relatorio Final de Atividades — PIBIC/CNPq-INPE - Maio/2003



4 Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais - RSU/INPE - MCT 25

1 L) ¥y Fr T F 1 L] L) L] L] L) L)
1 \ i
0.1
3
3 0014
W 4es
154 1 L) T 1] 1 L) L L) L L) 1]
250 200 200 310 320 30 340 350 $80 $70 380 390 400

Compeimento de onda {(am)

Figura 3.2. Espectro de agfo de Entema de McKinlay-Diffey (1987) que o UV-Bidmetro
modelo 501 A (Solar Light Co.) simula.
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Figura 3.3. UV-Biémetro modelo 501 A (Solar Light Co.) e diagrama de suas estruturas
internas, instalado nc OES.

3.1.3. UV-Radiometro

O Radiémetro UV-B modelo MS-210W (da EKQ Instruments) instalado no OES efetua
medidas de radiagio ultravioleta incidente em uma faixa de 280 a 315 nm. Ao contrario do
Brewer, que mede energias em comprimentos de onda particulares, o radibmetro mede a

energia total naquela faixa. E efetuada uma medida por minuto.
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Os dados desse instrumento sio armazenados em um equipamento especifico para este fim.
Esses dados sdo copiados periodicamente e gravados em um Banco de Dados, onde sdo
convertidos para formato texto, pudendo-se assim obter dados de radiacio ultravioleta.

Figura 3.4. Radiémetro UV-B modelo MS-210W (da EKO Instruments) instalado no OES.

3.2, Dosimetro de esporos

O preparo do dosimetro de esporos pode ser divido em quatro etapas, que sio:
v" Produgiio de esporos
v" Preparo de slides
¥ Exposicio solar

v Contagem de vidveis ou determinacio de sobreviventes

3.2.1. Producio de esporos

Para a produgio de esporos, & cepa de Bacillus subtilis TKJ6312 é semaeda em meio
apropriado para esporulacio (meio para esporulacao de Schaeffer modificado). Apds a
mncubagio por 5 dias a 37°C, os esporos sd0 coletados e purificados para a preparagio da
suspensdo de esporos. A suspensio de esporos deve conter no minimo 10° esporos/ml,
abaixo deste nkmero concentrar a suspensio ou preparar novamente. O namero ideal de
esporos na membrana deve ser de 1 x 10%sporos/ml (> 1 x 10° pode causar “shield", < 1 x
10° pode ocorrer a morte de todos os esporos). A suspensdo de esporos pode ser observada

em microscopio de contraste de fase (os esporos devem ser refracteis), mas 2 melhor
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maneira é aquecer a suspensao a 70-75° C para eliminar todas as celulas vegetativas

presentes. Esta suspensfo de esporos pode ser mantida pér longo tempo a 4° C.

3.2.2, Preparo de slides

Preparar a membrana contendo os esporos e fixar no slide.
Preparo da suspensfio de esporos para ser adicionada na membrana
Adicionar em tubo eppendorf com rosca:
v 100 ul de Blue Dextran (1mg/ml)
v 2001 de Agarose (0.8%)
v 5 ul da suspensiio de esporos contendo 10" esporos (pode ser adicionado até 15 ul
dependendo do niimero de esporos na suspensao)

Preparo da membrana
v Colocar os filtros de membrana (0.1 um; Diameter: 25 mm; Color: white;
Surface: plain) no aparato de filtragem 12 “manifolds”
v Dividir a membrana em quatro partes

v Adicionar 5 ul da suspensdo de esporos na membrana como nas ilustragio

abaixo.

¥ Aplicar vicuo moderado por 3-4 min

v" Retirar as membranas do filtro e aguardar até que estejam secas
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¢ Preparo do slide:
¥" Colocar o filtro de mebrana contendo os esporos no slide (marca Gepe), conforme

lustraciio abaixo

v Colocar o carifo preto em duas amostras, conforme ilustragiio abaixo, para evitar a
exposi¢io a radiagio solar. Estas amostras s&o utilizadas como amostras controle.

b

v" Colocar o filtro fino (BSP04 ou BPS07) e fechar o slide, conforme ilustragio
abaixo. O tipo e 0 nimero de cada filtro a ser utilizado depende da irradiagio
esperada, ou seja, deve-se considerar a época do ano, hora do dia e local que a

amostra vai ser exposta.

B TApe R T TR

3
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v' Earolar o slide com o filme grosso (BPS07), conforme ilustragio abaixo. Neste
caso, 0 namero de camadas a serem adicionadas ¢ também de extrema importancia
e, depende das vanidveis citadas anteriormente.

v’ Selar as pontas do plastico antes de dobrar e prender com umz fita.

3.2.2, Exposiciio solar

Até o momento, as exposi¢Bes de dosimetros de esporos estio sendo realizadas no
Observatorio Espacial do Sul (29°, 26', 24" S e 53°, 48', 38" W, 500m), em Sio Martinho
da Serra. As exposi¢Ses por curto periodo de tempo, a saber, exposi¢ies por 10 e 20 min
e exposighes diarias, foram realizadas principalmente para a caracteriza¢io do dosimetro
biologico ¢ sua comparagdo com os detectores fisicos utilizados pelo Programa de
Monitoramento do Ozono Atmosférico ¢ de Radiagdo Ultravioleta. Para as exposiqﬁés
diarias, a escotha e a combinagio dos filtros (BPS04, BPS07 ¢ BPS10) a serem utilizados
é de extrema importincia para a obtengdo do valor da dose de inativagio de esporos
(SID). Para as exposi¢Ses por curto periodo de tempo (10 a 20 min) os filtros nio sio
utilizados. A ilustragio abaixo mostra a exposigio de dosimetros de esporos por um
periodo de um dia no QES.
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A resposta angular de um dosimetro é um fator importante no caso do fluxo solar
global incidente em um superficie plana. Um detector ideal para a comparagio com
espectroradidmetros deve exibir leituras de intensidade dependente do cosseno do
dngulo incidente. A resposta angutar do dosimetro de esporos foi determinada
utilizando o Okazaki large spectrograph (Munakata et al 2000). As amostras foram
inclinadas de um posigio perpendicular normal (0°) para 30, 45 e 60° com um
gonidmetro ajustavel manualmente, e a sobrevivéncia para a wradidncia de 300 e 313
nm determinada. Foi observado um pequeno desvio (<10%) da resposta de cosseno,
exceto para 60° a 300 nm. Portanto, a resposta do dosimetro de esporo é proxima ao

cosseno com a tendéncia de exibir uma eficiéneia moderadamente menor em angulos
maiores.
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3.2.4. Contagem de vidveis

Apds a exposigio solar, os slides sfio abertos e os filtros guardados para medir a
transmitdncia. A mancha azul contendo os esporos ¢ cortada e adicionada em um tubo de
ensaio, conforme ilustra¢io abaixo.

Apds adigio de 1 ml de H;O esteril, os tubos s3o aquecidos em banho-seco a 70-75°C por
I5min. O volume de amostra/diluicao é selecionado dependendo da contagem esperada e
adicionado em outro tubo de ensaio contendo 3 ml de agar 0.9%. Imediatamente apds
agitar, a amostra de esporos contendo agar é vertida na placa contendo o meio de
contagem. Apds a incubagiio por 24 h a 37°C, € realizada a contagem do nimero de
unidades formadoras de coldnia (UFC). Um valor simples do logaritmo natural da fracdio
de sobrevivéncia € calculado ¢ definido como “dose de inativagiio de esporo” (SID)
conforme 2 formula;
SID = -In (Ne/Nc)
Onde, Ne e Nc representam o niunero de unidades formadoras de coldnia para as amostras

expostas e controle, respectivamente.
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4 - RESULTADOS

Comparagdes dos resultados de radiagio UV bilogicamente ativa obtidos através da
dosimetria de esporo com os resultados de medidas de radiagio ultravioleta obtidos através
de detectores fisicos instalados no Observatério Espacial do Sul (OES), em Sio Martinho
da Serra, foram realizadas com o objetivo de obter a caracterizagio do dosimetro bioldgico
em relagio aos métodos fisicos utilizados pelo Programa de Ozbnio Atmosférico e
Radiagiio Ultravioleta.

4.1. Experimentos realizados em dezembro de 2002

Exposi¢des solares do dosimetro de esporo por um curto (1S min) e longo (diaria) periodo
de tempo foram realizadas de 20 a 29 de dezembro de 2002 no OES. Foram realizadas duas
exposi¢des de 10 min para cada dia em horério de elevada intensidade de radiagio solar, ou
seja, a primeira exposi¢io foi realizada das 12:20 as 12:30 h e a segunda das 12:30 as
12:40 h. Para a exposicio didria, 0 experimento iniciou em tormo das 22:00 h do dia

anterior e o slide contendo os esporos foi recothido apds o pdr-do-sol.

Na Figura 4.1, sio mostrados os resultados diarios da Dose de Inativagio de Esporos (SID)
medidos através da Dosimetria de Espo‘ro e resultados didrios da Dose Ertematosa Minima
(MED) medidos através do UV-Bidmetro. A MED diaria foi calculada somando-se os
valores de MED a cada hora medidos pelo UV-Biometro. Os valores diarios , minimo e
maximo, obtidos da SID foram 15,74 ¢ 14491 e, da MED foram 5,35 e 29,52,

respectivamente.
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Figura 4.1, Comportamento da dose de inativagdo de esporos diaria (WDSID) e Dose
eritematosa minima diiria (WDMED) medidas de 20 a 29 de dezembro de 2002 no OES.

Para ambas as medidas (SID e MED), foi observado um comportamento similar no periodo
analisado (Figura 1), e através da analise de regressio linear foi obtido um indice de
correlagio de 0.973 entre WDSID e WDMED para o periodo de 19 a 24 de margo de 2003
(Figura 4.2).

a® -

R = £.97332

PR

0 20 40 60 80 100 120 140 160
WDSID

Figura 4.2. Dose de Inativagiio de Esporos diaria (WDSID) versus Dose Eritematosa
Minima diaria (MED) medidas de 20 a 29 de dezembro de 2002 no OES.
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Para posterior estudo e caracterizagdio da dosimetria de esporo referente as exposigdes
solares realizadas em dezembro de 2002, analises foram realizadas para comparar a SID
diiria e a energia integral didria na faixa de 280 a 315 nm medida através do UV-
Radidmetro. Este equipamento foi utilizado porque a medida da radiagio UV-B ¢ efetuada
a cada minuto e, assim, uma menor interferéncia das condigbes climiticas na medida de
radiagio pode ser obtida para a comparagio com o dosimetro bioldgico, o qual integra
diretamente o efeito bioldgico em relacio ao tempo de exposigio (Figura 4.3).

5.&10"!'!'! T+ 1 r 1 + 1+ "1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

WDSID

Figura 4.3. Dose de Inativacio de Esporos didria (WDSID) versus Energia Integral Diaria
{(UVB) medida pelo UV-Radidmetro no periodo de 20 a 29 de dezembro de 2002 no OES.

Os resultados demonstraram gue um aumento na radiagio UV-B incidente na superficie
causou um aumento na SID diéria apresentado uma variagio diretamente proporcional e
um indice de correlagio de 0.984 (Figura 4.3).

Embora coeficientes de correlagio extremamente elevados foram obtidos para ambas as
comparagdes realizadas (WDSID x WDMED e WDSID x UVB), um indice de correlagio
mais elevado foi obtido quando a SID didria foi comparada com 2 energia integral diaria na
faixa de 280 a 315 nm (0.984, Figura 3) do que quando comparada com a MED diéria
(0.973, Figura 2), o que provavelmente reflete a eficiéncia do espectro de agio do esporo e

espectro de indugdo de eritema (MED). Adicionalmente, comparagdes entre a SID diaria e
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a energia integral dtaria na faixa de 290 2 363 nm medida pelo Espectrofotometro Brewer
foram realizadas. Neste caso, um indice de correlagio similar ao obtido quando a energia
integrai diéria foi medida pelo UV-Radidmetro foi encontrado (Figura 4.4).
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1.6!10“‘ R = 0.98069 - -
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2 1.0x10%
g b ~
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Figura 4.4. Dose de Inativagiio de Esporos diaria (WDSID) versus Energia Integral Disria
medida pelo Espectrofotdmetro Brewer no periodo de 20 a 29 de dezembro de 2002 no
OES.

Exposigbes por um curto periodo de tempo (10 min), conforme especificado acima, foram
realizadas com o objetivo de comparar a eficiéncia biologica do dosimetro de esporos. Para
este estudo foi comparada a SID observada com a SID calculada. A SID observada
cotresponde ao valor da SID obtida através da exposigio solar do dosimetro de esporos
dividida pelo tempo de exposiglio para obter a SID/min. A SID calculada corresponde a
integral do espectro de eficiéncia obtido através da multiplicagio do espectro de agio do
esporo pela irradidncia espectral obtida pelo Espectrofotdmetro Brewer no horirio
correspondente a metade da exposi¢do (12:30, horario local). Na Figura 4.5, sio mostrados

espectros de eficiéncia referentes aos dias 20, 21 e 22 de dezembro de 2002.
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Figura 4.5. Espectro de eficiéncia para a SID e irradidncia &spectrai observada as 12:30 nos
dia 20,21 e 22 de dezembro de 2002 em S&o Martinho da Serra.

Pode-se observar claramente na Figura 4.5, que existe uma relagio inversa entre a

intensidade espectral solar e a eficiéncia biologica da radiagio ultravioleta. Em outras

palavras, a intensidade solar dimtinui grandemente quando o comprimento de onda torna-se

mais curto e a atividade biolégica ocorre em comprimentos de onda curtos, demonstrando,

assim, como ¢ mmpraticavel estimar efeitos bioldgicos através de determmagdes fisicas do

espectro solar. Analisando a Figura 4.5, verifica-se que a faixa de comprimento de onda

compreendida entre 300 a 315 nm contribuin grandemente para 2 inativagio de esporos.

Na Figura 4.6, estio representadas as estimativas da SID calculada e SID observada

referente as exposigdes solares realizadas em dezembro de 2002. Observa-se que as duas

estinativas apresentaram um

comportamento similar e, geralmente a SID/observada

apresentou valores menores do que a SID calculada.
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Figura 4.6. Comportanento da SID observada versus SID calculada referente ao periodo
de exposicio solar realizado em dezembro de 2002 no OES.

A raziao SIDobservada/SIDcalculada variou de 0,761 a 1,052, apresentando um valor
médio de 0,914 (Tabela 4.1). Através da anélise dos dados apresentados na Tabela 1, é
importante enfatizar que a maior diferenga encontrada entre a SID observada e a SID
calculada ocorreu justamente no unico dia nublado (24/12/2002) quando comparado com
os outros dias do periodo analisado, apesar de que nenhum dia do més de dezembro em que
foram efetuadas as exposigdes solares apresentou condigdio de céu limpo. A maioria das
estimativas da SID calculada exibiu valores moderadamente mais elevados quando
comparada com as estimativas da SID observada (Tabela 1). Esta tendéncta indica que
algum erro sistematico e inerente pode estar envolvido nesta analise. Como mencionado
acima, alguma desta discrepancia pode ser atribuida a condigdes de tempo e ao intervalo de
tempo entre as medidas de radiagio efetuada pelo Espectrofotometro Brewer. Este
equipamento mede a radiagio a cada 30 minutos e necessita de aproximadamente 5 min

para realizar um “scan” compieto.
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Tabela 4.1. Valores da SID observada e SID calculada referente as exposigbes solares
realizadas em dezembro de 2002 no OES.

; Condigdes de % Razdo e
{ Data tempo | Sl])obsemdai SIDcalculada SIDobs.!SIDcalc.%
] E Brisa, nuvens ‘ § -
20/12/2002 esparsas ,: 0,110 - 0,119 0,924
Ensolarado, nuvensé . 5
21122002 esparsns | 057" | o619 | 0935
[ Ensolarado, nuvess | - - : g
| 221272002 1 esparsas | oses | o6 | 0%
24/12/2002 | Nublado 0,167 - 0219 ! 0,761
— e .
126122002 | esparsas 0,616 0,625 0,986
“_ = e m’ IR
| 271n2/2002 esparsas | 0,560 | 0664 0,843
i |
1 28122002 nuvens 0,532 0,579 0,920
S R, e
| 2011212002 nuvens To0s22 0,496 . 1,052

Sabe-se que equipamentos com menor freqiiéncia de medidas, no caso do Brewer a cada 30
min, podem acarretar imprecisfio na descrigiio do real comportamento da radiagio em dias
com nuvens e resultar em medidas de energia incoerentes, Outro fator que pode ter
contribuido para as diferengas entre SID observada e SID calculada refere-se ao tempo de

exposigio dos dosimetros de esporos. A dosimetria de esporo apresenta um efeito
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acumulativo em relagio ao periodo de exposigio. Nestes experimentos, dois dosimetros
foram expostos por 10 min e utilizados para calcular a SID/min e, a irradiAncia espectral
utilizada para o calculo foi obtida pelo Espectrofotdmetro Brewer no horario
correspondente a metade da exposigio (12:30). Portanto, mudangas abruptas de tempo
podem naturalmente causar as diferengas encontradas.

Apesar de todas as incertezas que podem estar envolvidas nas estimativas efetvadas, desde
parimetros relacionados a calibragiio do espectrofotdmetro e exatidio das medidas até
e-atidao e precisio relacionada ds anilises microbiologicas e tempo de exposigio do
dosimetro de esporos, um comportamento similar (Figura 4.6) e um elevado indice de
—corre]agﬁo {(0,981) foi encontrado quando comparado a SID observada com a calculada
(Figura 4.7).
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Figura 4.7. SID observada versus SID calculada referente as exposigdes realizadas de 20 a
29 de dezembro de 2002 no OES.
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4.2. Experimentos realizados em Margo de 2003

As exposigdes solares de dosimetros de esporos realizadas em margo de 2003 no OES
seguiram um protocolo similar aquele utilizado nas exposigdes efetuadas em dezembro de
2002. Neste caso, no periodo de 19 a 24 de marc¢o de 2003 exposicdes por 15 min e didrias
foram realizadas. Foram efetuadas duas exposig¢des de 15 min para cada dia, sendo que a
primeira exposigio foi realizada das 12:28 45 12:43 h e a segunda das 12:43 45 12:58 h.

Na Figura 4.8, sio mostrados os resultados diarios da Dose de Inativagio de Esporos (SID)
obtidos pela exposi¢iio didria dos dosimetros de esporos e resultados didrios da Dose
Eritematosa Minima (MED) medidos através do UV-Bidmetro. Os valores diarios, minimo
¢ maximo, obtidos da SID foram 15,38 ¢ 56,78, e da MED foram 4 e 17,56,
respectivamente.
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Figura 4.8. Comportamento da dose de inativagio de esporos diaria (WDSID) e Dose
eritematosa minima diaria (WDMED) medidas de 19 a 24 de margo de 2003 no OES.

Um comportamento similar foi observado para ambas as medidas (SID e MED) no periodo
analisado (Figura 4.8), e através da analise de regressdo linear um indice de correlagio de

0.977 foi obtido quando a WDSID foi comparada com WDMED, (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Dose de Inativa¢gio de Esporos diaria (WDSID) versus Dose Eritematosa
Minima diaria (MED) medidas de 19 a 24 de mar¢o de 2003 no OES.

A analise realizada para comparar a SID diaria e a energia integral didria na faixa de 280 a
315 nm medida através do UV-Radidmetro referente ao periodo de exposi¢io de margo de

2003, confirmou os resultados obtidos nas exposigdes anteriores (dezembro de 2002) e a
vanagdo diretamente proprocional entre a SID e a radiagio UVB (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Dose de Inativagiio de Esporos diaria (WDSID) versus Energia Integral Didria
(UVB) medida pelo UUV-Radiémetro no periodo de 19 a 24 de margo de 2003 no OES.
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A mesma tendéncia para ambas as correlagSes (WDSID x WDMED e WDSID x UVB)
efetuadas, quando comparado os dois periodos analisados (dezembro de 2002 e margo de
2003), foi observada. Para as exposighes realizadas em dezembro de 2002 os imdices
encontrados para as correlagoes WDSID x WDMED e WDSID x UVB foram 0,973 e
0,984 e para as exposigdes realizadas em margo foram 0,977 e 0.998, respectivamente.

Para os experimentos realizados em margo de 2003, os dosimetros de esporos foram
expostos 4 radiag@o solar por 15 min para calcular a2 SID e comparar com os resultados
obtidos experimentalmente. Duas exposicdes de 15 min foram efetuadas em cada dia
analisado (19 a 24 de margo). Nesta série de exposigdes, o que diferiu dos experimentos
anteriores (dezembro de 2002) foi que o espectrofotdmetro Brewer foi programado para
fazer medidas de radiagio no inicio e final de cada exposiciio. Por exemplo, os dosimetros
foram expostos a radiagio solar das 12:28 as 12:43 (primeira exposi¢io) e das 12:43 as
12:58 (segunda exposigio) e medidas de radiagio pelo espectrofotometro Brewer foram
efetuadas as 12:28, 12:43 e 12:58 h. Para o calkuio da SID, as medidas de radiagio
efetuadas as 12:28 e 12:43 h e as medidas realizadas as 12:43 ¢ 12:58 h foram utilizadas
para calcular a SID correspondente a primeira e segunda exposigdo, respectivamente.

As estimativas da SID calculada e SID observada referente as exposigGes solares realizadas
em margo de 2003 estdo representadas na Figura 4.11.

Margo 2003
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Figura 4.11. Comportamento da SID observada versus SID calculada referente ao periodo

de exposigiio solar realizado em margo de 2003 no OES.
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Analisando os resultados mostrados na Figura 4.11, verifica-se, de uma maneira geral, um
perfil semelhante para ambas as estimativas realizadas. No entanto, claramente observa-se
um comportamento varidvel (Figura 4.11) e uma discrepincia entre a SID calculada ¢
observada (Tabela 4.2). Por exemplo, nos dias 19 e 21 (segunda exposigio) as doses
observadas foram maiores, enquanto que para os dias 20, 23 e 24 as doses calculzdas foram
maiores. Para a primeira exposi¢io realizada no dia 21 e ambas as exposigdes realizadas
no dia 22, valores bastante proximos para a SID observada e calculada foram encontrados,
apresentando uma razio de 0988, 0947 e 1,012, respectivamente (Tabela 4.2).
Considerando o perfodo total analisado, a raziio SIDobservada/SIDcalculada variou de
0,531 a 1,901, apresentando um valor médio de 0,989 (Tabela 4.2). Como esperado devido
a maior discrepincia entre SID observada e caiculada, um menor indice de correlagdo para
as exposigdes realizadas em margo (0,847) do que em dezembro (0,981) foi observado,
figura 4.12. ’
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Figura 4.12. SID observada versus SID calculada referente as exposices realizadas de 19 a
24 de margo de 2003 no OES.
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Tabela 4.2. Valores da SID observada e SID calculada referente as exposigdes solares
realizadas em margo de 2003 no OES.

1 12:28-12:43 |
T 20/03/2003

1 12:43-12:58

[ Data | Condigdesde [ Razio
| Horario | tempo | SIDobservada | SIDcalculada | SIDob./SIcal.
Froamon T [ T o
12281248 | Bobmdoe | 0347 | o | e
19/03/2003 nublado :
12:43-12:58 | 0,371 0306 | 1,211
20/03/2003 — L o Mf T

]' 0,733 -
P R SRS .

} 12:28-12:43 °

1 21/03/2003
) 12:43-12:58

Nublado

1 12:28-12:43

[ 22/03/2003
| 12:43-12:58

Nublado

12:28-12:43

T 2370312003
12:43-12:58

Ensolarado com

nuvens esparsas

2470312003
12:28-12:43

24/03/2003 |

12:43-32:58 |

Ensolarado com

nuvens esparsas

L
o

0,327

0,381

0,422

0,901
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A causa das discrepincias encontradas entre a SID observada e a calculada nas exposicdes
realizadas em dezembro de 2002 ¢ margo de 2003 podem ser devidas ao espectrofotometro
ou dosimetro de esporos, ou ambos ¢, um maior nitmero de exposigBes de dosimetros de

esporos a radiagiio solar no futuro s&o necessarias para esclarecer esta questio.
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5 - CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho teve como objetivo comparar as medidas de radiagio ultravioleta solar
biologicamente ativa obtidas através da dosimetria de esporo com as medidas de radiagdo
ultravioleta obtidas pelos detectores fisicos UV-Bidmetro, UV-Radiémetro e
Espectrofotometro Brewer instalados no OES. Estas compara¢bes foram realizadas como
um método para validar e obter a caracterizagio do dosimetro biolégico em relagiio aos
equipamentos utilizados pels Programa de Ozdnio Atmosférico e Radiagio Ultravioleta.

Considerando as condigBes experimientais utilizadas e através da analise dos resultados
obtidos, pode-se concluir que a dosi;netria de esporo, o qual apresenta como principio a
medida de um dano real na molgéula de DNA causada pela radiacio ultravioleta solar e,
assim, apresenta elevada sensibilidade nos menores comprimentos de onda da radiagio
sowr (faixa correspondente ao UV-B), é um método eficiente para o monitoramento da
radiacio ultravioleta solar biologicaments ativa. Esta constatagdo € decorrente dos bons
resultados obtidos através dos altos indices de correlagdo entre a dose de inativagio de

esporos (SID) e medidas de radiagiio ultravioleta obtidas pelos equipamentos utilizados
neste estudo.

Portanto, a dosimetria de esporo é um método capaz de avaliar os riscos potenciais
causados pela exposigiio de sistemnas biologicos a radiagiio ultravioleta solar, e desta forma,
avaliar o impacto da radiagio ultravioleta ambiental na salide humana e Biosfera. Estes
dados iniciais sio de fundamental importéncia para a posterior utilizagio da dosimetria de
esporo para o estudo da exposiciio pessoal a radiagiio ultravioleta solar e sua utilizagio em
locais onde o monitoramento da radia¢fo solar através de detectores fisicos nio sdo
realizados devido seu alto custo e manutengio, complementando assim as medidas de
radiacio ultravioleta solar obtidas pelos equipamentos utilizados pelo Programa de Qzbnio
Atmosférico e Radiagfio Ultravioleta instalados no OES.

Durante o periodo vigente da bolsa, iniciada em Janeiro de 2003, o bolsista participou do

4th Intermational Conference on Environmental Mutagens in Human Populations — 4th
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ICEMP e 6° Congresso da Sociedade Brasileira de Mutagénese e Teratogénese Ambiental
~ SBMCTA, realizados de 4 a 8 de Maio de 2003, em Florianépolis-SC, sendo co-autor do
trabalho Biological measurements of ambient UV radiation in Brazil and Japan. No mesmo
evento, participou do curso “Mutacio e raparo de DNA. Os devidos certificados e a copia
do resumo apresentado estio em anexo no final deste trabatho.
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7.2. Cépia dos resumos/ Abstracts submetidos e aprovados



BIOLOGICAL MEASUREMENTS OF AMBIENT UV RADIATION IN BRAZIL
AND JAPAN

Nobuy, I{vmelata!, Fibio P. Menezes?, Fabricio B. Dalmas?, André P. Schuch?, Liana F.
Padilha®, Nelson J. Schucn’, Lacia S. Boeira®. 'Rikkyo University, 171-8501, Tokyo, Japan.
*Universidade Federal de Santa Maria — UFSM, 97110-970, Santa Maria-RS, Brazil,
*Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais — INPE/RSU/OES, 97110-970, P.O.Box 5021,
Santa Maria-RS, Brazil.

Solar-UV radiation is considered to be the primary culprit for skin cancers by producing
mutations in tumor suppressor genes and oncogenes. It is important to evaluate factors
determining the level of the exposure to environmental UV radiation in order to assess the
carcinogenic risk. As methods of UV dosimetry, biological systems offer certain
advantages over physical meters, since biologically effective doses based on the absolute
effectiveness are directly determined without recourse to calibrations and model-based
calculations. Spore dosimetry system for measurement of solar-UV radiation employing
dried spores of Bacillus subtilis strain TKJ6312 (uvr spl) has been developed and made to
be applicable under various environmental conditions and in a variety of geometrical and
temporal modes. Continuous monthly measurements are performed at about 15 sites
worldwide including two sites in South America (S&o Martinho da Serra and Punta Arenas)
and 6 sites in Japan. Yearly total doses derived from the sums of monthly values correlated
-primarily with latitude, but there are variations due mostly to weather. Values of the
cumulative yearly doses in SID (Spore Inactivation Dose) at Sdo Martinho da Serra
(29.4°S) in Brazil were 22,000 and 26,000 in 2000 and 2001, respectively, in contrast to
16,000 and 24,000 at Nishihara (26.2°N) in Japan. These results demonstrate that in Brazil,
people are exposed to much higher doses of UV than in Japan, and suggest that the higher
level of exposure is one factor for much higher skin cancer incidences among Braziltans
(~35 per 10%) compared to Japanese (1~4 per 10°). SUPPORTED BY: INPE, CNPq and
Rikkyo University.



MEDIDA DA RADIACAO ULTRAVIOLETA SOLAR BIOLOGICAMENTE
ATIVA ATRAVES DA UTILIZACAO DA DOSIMETRIA DE ESPORO E SUA

COMPARACAO COM MEDIDAS OBTIDAS POR DETECTORES FiSICOS

Fabricio B. Dalmés 2 (UFSM, Bolsista PIBIC/CNPq)
Dra. Liicia S. Boeira” (RSU/INPE-MCT)
Dr. Nelson J. Schuch®® (RSU/INPE-MCT)

RESUMO

A radiagdo solar ¢ um dos fatores fundamentais para a vida na Terta. Além de efeitos benéficos
¢ indispensiveis, a radiagio solar pode causar danos a muitos organismos e, assim, pode
tambeém ser considerada como um fator de estresse ambiental importante para a vida na Terra. A
descoberta nas ultimas duas décadas do fendbmeno do buraco de ozdnio tem causado um grande
interesse cientifico devido ao possivel aumento da intensidade de radiagéio ultravioleta solar na
superficie terrestre. De fato, se esta exceder os limites a partir dos quais os mecanismos de
defesa, inerentes a cada espécie, se tomarem ineficazes, poderfio ser causados varios danos 2
nivel bioldgico e, assim efeitos adversos em ecossistemas terrestres, aquiticos e na saide do
homem. Conseqilentemente, o monitoramento da radiagio UV solar tem sido realizado
mundialmente. Este traballio teve como objetivo utilizar a dosimetria de esporo para moniterar a
radiagio ultravioleta solar e comparar os resultados obtidos através deste método bieldgico com
os obtidos através de detectores fisicos. A dosimetria de esporo consiste da utilizagie de esporos
de Bacillus subtilis TKJ 6312 (hipersensiveis a radiagdo UV solar), sendo a vulnerabilidade do
biossensor atribuida 4 sensibilidade fotoquimica de sew DNA. O preparo das amostras para
exposi¢io solar consiste de quatre etapas: (1) produgio de esporos, (2) preparo de slides, (3}
exposi¢do solar, (4) contagem de sobreviventes (ou viaveis) através do método de contagem
microbioldgica padrio. A dose biologicamente ativa é expressa em termos da dose de inativagio
de esporos (SID), correspondendo a: SID = n (Ne/Nc), onde Ne e Ne representam a média de
UFC na amostra exposta € controle, respectivamente. Exposicdes solares do dosimetro de
esporo por um curto (13 a 15 min) e longo (didria) periodo de tempo foram realizadas de 20 a
29 de dezembro de 2002 e de 19 a 24 de margo de 2003 no Observatério Espacial do Sul (OES).
Para as exposigdes diarias, e através da andlise de regressio linear, foram encontrados elevados
indices de correlagdo entre SID didria versus MED diaria obtida através do UV-Biémetro
{Modelo 501A da Solar Light) e entre SID didria versus energia integral didria na faixa de 280 a
315 nm medida pelo UV-Radiémetro (Modelo MS-210W da EKO Instruments). Neste caso,
indices de correlagiio de 0.973 a 0.998 foram observados para ambas as séries de exposigdes
realizadas. Para as exposigbes por curto periode de tempo (10-15 min), a SID observada
experimentalinente foi comparada com a SII calculada através do espectro de eficiéncia obtido
pela multiplicagio do espectro de aglio do esporo pela irradidncia espectral obtida pelo
Espectrofotdometro Brewer (Modelo MK 111 167, da SCI - TEC instruments inc.). Neste caso,
indices de correlagio de 0.981 e 0.847 para as exposi¢Oes realizadas em dezembro de 2002 e
margo de 2003, respectivamente, foram encontrados. Através da anilise dos resultados obtidos
e, considerando as condigdes experimentais utilizadas neste wrabalho, pode-se concluir que a
dosimetria de esporo é um método eficiente para avaliar os riscos potenciais causados pela
exposicao de sistemas bioldgicos a radiacgdo ultravioleta solar.
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