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O USO DA APOPTOSE DE LINFOCITOS PERIFERICOS
HUMANOS COMO METODO ALTERNATIVO EM DOSIMETRIA
BIOLOGICA DOS EFEITOS DA RADIAGCAO DO COBALTO-60

MARISA LEMES

RESUMO
Os raios gama afetam as células, resuitando na morte celular como ocorre
em terapia de cancer. A radiagcdo ionizante age pela transferéncia de
energia, preferencialmente pela acdo de radicais livres produzidos pela
radiolise da agua que resulta em danos nos acidos nucleicos e outros efeitos
em lipidios e proteinas. O nivel de exposi¢ao ¢ indiretamente estimado pela
dosimetria fisica, mas a dosimetria bioldgica pode medir o efeito direto da
radiagdo, principalmente em células pds mitéticas pela técnica citogenética
convencional. Recentemente, foi relatado que as células irradiadas
desenvolvem uma morte celular programada ou apoptose. Com uma técnica
de dosimetria biolégica, ndés medimos a fracdo de células apoptdticas em
células sanguineas irradiadas in vitro com *Co de doadores voluntarios
saudaveis. A eletroforese em gel de agarose mostrou uma baixa
sensibilidade, porque o DNA celular apresentou a caracteristica padréo do
dano somente quando as células foram expostas a 100cGy ou mais.
Utilizando a técnica de marcagdo de quebras de DNA, foi observado que a
fracdo de células apoptoticas aumenta proporcionalmente com aumento da
dose de irradia¢do. Sensibilidade similar foi observada quando comparada
com a técnica de citogenética convencional (nivel de detecgdo minimo de
3cGy). Estas técnicas sdo de facil realizagéo, ndo ha necessidade de cultura
celular e todas as células, incluindo as interfasicas podem ser analisadas,

fornecendo uma importante ferramenta em dosimetria bioldgica.



THE USE OF APOPTOSIS IN HUMAN LYMPHOCYTES
PERIPHERAL AS ALTERNATIVE METHODS IN BIOLOGICAL
DOSIMETRY OF RADIATION EFFECTS FROM COBALT-60

MARISA LEMES

ABSTRACT
Gamma rays affect cells in dose-response manner, resulting in cell death, as
in cancer radiotherapy. The ionizing radiation acts by transferring energy,
mainly by free radicals from water radiolysis that result in nucleic acid
damage and other effects in lipids and proteins, The level of exposure is
indirectly estimated by physical dosimetry, but the biclogical dosimetry can
measure the direct radiation effect, mainly in post-dividing cells by classical
cytogenetic approach. Recently, it was reported that irradiated cells develop
an induced programmed death or apoptosis. With a biological dosimetric
technique, we measured apoptotic cell fraction in *°Co in vitro irradiated blood
cells from voluntary heaithy donors. The agarose gel electrophoresis showed
a low sensitivity, because cell DNA presented the characteristic pattern only
when the cells were exposed to 100 cGy or more. Using a terminal DNA
labeling technique we observed that the apoptotic cell fraction proportionally
increases with irradiation. Similar sensitivity was observed when compared to
classical cytogenetics (3 cGy minimum detection level). These techniques are
easier to perform, do not need cell culture and all cells, including interphasic

ones, can be analyzed, providing a good tool in biological dosimetry.



|- INTRODUGAO

Os seres vivos, desde sua origem, estdo expostos constantemente as forgas
fisicas da natureza, em especial a energia nao particulada como a luz e as
ondas de radio, na forma de radiagcdes eletromagnéticas, produzidas por
fontes variadas, sendo a maior delas o nosso Sol (Pereira, 1992). Dentre
estas radiagoes, as que apresentam maiores niveis energéticos sao 0s raios
gama, que sao decorrentes de reagdes em nucleos de atomos, em estrelas,
ou reatores, da desintegragdo ou decaimento de radioisétopos naturais ou

artificiais, como o *°Cobalto (Bitelli, 1982).

Geralmente, estas radiagdes apresentam um nivel energético muito elevado,
permitindo sua interagdo direta com as moléculas constituintes do ser vivo,

promovendo sua ionizagdo através da transferéncia de energia (Riley, 1994).

Quando analisamos estes efeitos sobre as moléculas dos seres vivos,
podemos entao identificar dois tipos de agdo, uma direta dependente da
transferéncia da energia a molécula bioldgica alvo, causando sua ionizagao,
alteragdo de sua estrutura quimica ou fungéo bioldgica, e outra, indireta,
relacionada a transferéncia de energia utilizando moléculas intermediarias
ou radicais (Pryor, 1976). O primeiro fendmeno depende da qualidade da
energia aplicada, de sua densidade e quantidade, do numero de radicais
radiossensiveis e do peso molecular da molécula alvo. Sua utilizagdo em

cristais de misturas de moléculas protéicas nao hidratadas permite estimar o
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peso molecular de fragbes especificas, sem necessidade de purificagdo

(Skalka et al, 1970).

Para o segundo tipo de efeito, indireto, existe a necessidade de moléculas de
transferéncia de energia, que necessitam ser bastante frequentes no meio
estudado e em relativa proximidade as moléculas alvo (Riley, 1994). Assim,
este efeito de ionizagdo e transferéncia de energia ocorre sobre as
moleculas de agua, a mais prevalente nos sistemas bioldgicos, que tornam-
se extremamente instaveis e dissociam-se imediatamente em entidades
chamadas radicais livres, as quais sdo caracterizadas por um simples elétron
orbital nao pareado, fortemente reativas com outras moléculas bioldgicas

(Riley, 1994, imiay et al, 1988).

Detalhadamente, uma das conseqiéncias das interagées da radiacédo gama
com as moléculas de agua € a formagado de varios radicais como hidrogénio
molecular (Hz), perdxido de hidrogénio (H.O:), hidroxila (OH") e peroxila
(HO;"), além de outros. Destes, 0 mais prejudicial para os processos
metabolicos e vitalidade da célula é o peréxido de hidrogénio (Lander, 1972).
Estes radicais podem interagir com oxigénio e possuem vida média longa o
suficiente para interagir com outras moléculas biolégicas, resultando na
transferéncia mais eficiente da energia da radiagao em solugbes aquosas,
afetando as fun¢des das organelas celulares, aumentando o dano efetivo de

uma determinada dose de radiagdo (Gajewski et al, 1990).

Geralmente, os danos decorrentes das vérias interagdes energéticas sao

compensados por sistemas de captacdo preferencial pela acdo de enzimas

»

EOMISSAC Tiitiuniey 1o e nElA NUCLEAR/SF kb

—



antioxidantes como a superéxido dismutase e glutationa peroxidase ou pelo
sequiestro de metais de transigdo pela ferrina, ou scavengers, como a
glutationa, (Riley, 1994) ou reparo de uma lesao por antioxidantes de
cadeias com quebras como o ascorbato e a-tocoferol (Van Zeeland et al
1984), reparo por excisdao ou a iniciagdo de apoptose (Riley, 1994), mas
doses macicas causam danos bioldgicos de alta gravidade, geralmente
levando & morte do ser vivo ou pelo menos sua esterilizagdo, dependendo do
tempo de exposigéo e da susceptibilidade da area ou 6rgdos expostos (Allan,
1992). Além disso, alguns efeitos como o envelhecimento e o aparecimento
de tumores sdo ocorréncia estocastica da radiacao ionizante. Esses efeitos
dependem da sensibilidade individual que relacionada com o ciclo celular

das celulas expostas, do reparo do DNA e da tolerancia ao dano (McMillan et

al, 1994, Devi, 1991).

Os alvos destes efeitos da radiagédo dependem da prevaléncia das moléculas
alvo na celula. As principais moléculas biolégicas afetadas sdo as proteinas
€ 0s acidos nucléicos, que ocorrem em pequeno numero relativo de
moléculas, quando comparadas a outras moléculas biolégicas, como os
agucares, lipidios e aminoacidos (Alberts et a/, 1994, Adams et al, 1972). Por
exemplo, s existe uma unica copia de um gene de hemoglobina em uma
- célula, mas varias moléculas de hemoglobina e enormes quantidades de
glicose, o que torna o dano da radiagdo mais grave quanto mais complexa e

rara for a molécula afetada e sua fungdo bioldgica (Lander, 1972, Okazaki,

1995) .



O efeito da radiagdo sobre proteinas ja foi estudado tanto na agao direta,
utilizado inclusive como ferramenta para determinacdo de peso molecular de
atividades enzimaticas (Skalka et al, 1970), como na acdo indireta em
solugOes, visando a destoxicagdo de venenos (Nascimento et al, 1996) ou
preparagao de imunogenos (Pinho et al, 1995). No entanto, esta agdo sobre
proteinas tem uma importancia menor na indugdo da morte celular. As
enzimas, por exemplo, toleram meihor os danos em decorréncia do grande
numero de copias das moléculas no interior das célu(las, nao afetando

significativamente sua atividade dentro da célula ou a fisiologia celular

(Skalka, 1970).

Em relacdo aos acidos nucléicos, os conceitos supracitados também sdo
validos, sendo que 0s danos aos acidos ribonucleicos, por sua maior
freqiéncia e instabilidade, sdo de menor importancia, quando comparados
aos danos nos acidos desoxirribonucleicos (DNA), de alta estabilidade e
quase sempre com copias unicas ou limitadas de genes, codificados por

bases simples em perfeita seqléncia, distribuidos em uma dupla fita

(Okazaki, 1995).

Os danos induzidos pela radiagao ionizante ao DNA celular, incluem
mudanca de base, quebras de fita simples e de fita dupla e ligagGes
cruzadas (cross-links) (Costa et al, 1993, Natarajan et al, 1988). Estas
alteracdes na estrutura do DNA, estdo relacionadas com a frequéncia

elevada de mutacao apods a radiagao (Kondo, 1988).



As mutacGes geneticas estao associadas, geralmente, com uma alteragao na
sequéncia de bases na cadeia do DNA. Isto pode ocorrer como resultado da
ionizagao, permitindo uma mudanga na estrutura de uma base particular,
produzindo a formagao de pares errados de bases, alteragdes ou delegcio de

bases induzidas diretamente pela ionizacdo ou pela interacdo de radicais

livres (McMillan et al, 1994).

Outras alteragdes tem sido relacionadas & acgao da radiagdo ionizante, mas
mediados por ativagdo de sistemas bioldgicos do hospedeiro, sempre
independen‘te dos produtos diretos ou indiretos da radiacdo, mas
desencadeados em uma forma indireta da a¢ao da radiagdo ionizante,
dependente da sintese funcional de novos compaostos bioldgicos induzidos
pela radiacao, mas sem sua intervengdo quimica direta (Coggle, 1971) .
Alguns autores relatam até que fendmenos como a hormese, induzidos pela
radiagao ionizante de baixas doses teria um efeito benéfico sobre a fisiologia
do hospedeiro, em uma resposta adaptativa e benéfica, como uma forma de
premunicao eficiente (Devi, 1991, Brown, 1988). Por outro lado, ja esta bem
estabelecido o potencial carcinogénico da exposigao a radiagao ionizante
que, seguido de um periodo latente e variavel, pode levar até décadas para o
aparecimento do tumor. Embora estes tumores ocorram com maior
" freqiéncia em certos tecidos que outros, como a leucemia, a radiagao

sempre aumenta a freqliéncia de todos os tipos de cancer (Devi, 1991,

Harris, 1991).



Independente do tipo de molécula afetada, outros fatores também interferem
nesta susceptibilidade a radiagdo. Os varios precursores, que vao compor as
varias espécies das quais as moléculas biologicas, respondem de maneira
variada a radiagdo (Adams et al, 1972). Alguns sdo muito radiorresistentes e
outros particularmente sensiveis, tornando-se os locais de sua maior
prevaléncia, mais sensiveis dentro de uma mesmo tipo de molécula
biologica, resultando em diferentes sensibilidades de compostos de um
mesmo grupo de moléculas, mas que apresentam diferentes prevaléncias
destes compostos. O exemplo é a radiossensibilidade das moléculas de
timina, que dimerizam facilmente quando irradiadas pela radiagado
ultravioleta, gerando pontos frageis na molécula de DNA, justamente nas

areas de maior prevaléncia deste nucleotideo (Van Zeeland, 1984).

Do ponto de vista da biologia celular, os efeitos da radiagdo ionizante sé&o
extremamente importantes e interferem nos varios escalfes do metabolismo
celular. Alguns fendmenos decorrentes da radiagao ionizante podem ser
explicados diretamente pelo efeito isolado da radiagédo sobre moléculas
especificas, tanto diretamente como indiretamente, pela mediagdo dos
radicais livres produzidos pela radidlise da agua, anteriormente comentada.
Entre estes fendmenos podemos identificar a peroxidagdo de lipideos,
disfungé@o celular causada pela alteragdo de proteinas e outros eventos
relacionados a uma agdo generalizada da radiagdo e independente de
qualquer metabolismo interno da célula. Estes fendmenos resultam na morte
celular através de necrose, a morte “necrética”, com destruigdo concomitante

dos varios compartimentos celulares, ocorrendo principalmente em altas
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doses de radiagao, semelhante a agao do calor. As células sao incapazes de
manter a homeostase, principalmente por ions de calcio que iniciam
alteragdes bioquimicas e estruturais ndo especificas comum neste processo
(Walker et al, 1988). Na morte necrética, o processo agressor € totaimente
externo a célula em processo de morte, ocasionando um sofrimento
citoplasmatico evidente concomitante com as alteracdes nucleares. Ocorre
aumento da permeabilidade da membrana, aumento do volume de liquido na
matriz mitocondrial; dissociagdo de ribossomos e lisossomos seguido por
irreversivel aumento de liquido intracelular e lise; para evoluir com
degradacgao e fragmentagao aleatoria de DNA. A necrose ocorre geraimente
em grupos de ceélulas afetadas pela mesma agressao e cujo processo

provoca resposta inflamatoria (Ueda et al, 1994, Szumiel, 1994).

As hipoteses e os dados sobre a natureza do dano letal produzido pela
radiagao ionizante identificam quebras heterdlogas, na fita dupla de DNA,
como sendo o tipo mais comum de lesdo que ocasiona a morte de células de
mamiferos (Haimovitz-Friedman et al, 1994), ocorrendo em doses de

radiagao muito inferiores as necessarias para causar a morte necrotica.

Tais lesdes s&o produzidas no DNA pela interagdo direta da radiag¢ao, ou
pela acdo de intermediarios reativos de oxigénio gerados dentro da célula,
especialmente OH'. (Gajewski et al, 1990). Embora as céiulas sejam capazes
de reparar a maior parte dos danos, a maioria das quebras de fita dupla de
DNA né&o sao reparaveis, pelo fato de que o reparo do DNA depende da

manutencéo da integridade da outra fita e da proximidade das fitas lesadas,



mas algumas sao reparadas por uma ligagdo. No caso de reparo pos-
replicacional, a célula duplica seu DNA independente da presenga do dano.
As quebras de fita e danos na base podem ainda ser reparados por excisao,
um processo complexo no qual ha varios passos, como uma retirada de base
proxima ao dano; seguida de excisdo do dano; e sintese de nova fita por uma
polimerase usando uma fita nao danificada como uma cdpia com ligadura
das extremidades livres (IAEA, 1986). Algumas lesdes nao reparadas de
DNA levam a morte celular, associadas com a formagéo de aberracdes
cromossomicas e disfuncao no DNA, durante a préxima divisdo celular,
ocorrendo um desbalanceamento no material genémico das células filhas,
ocorrendo uma morte celular posterior a mitose, a morte “mitdtica “. Este
processo de agressao afeta a capacidade reprodutiva dos acidos nucléicos,
embora mantendo relativamente integra as fungdes somaticas da célula até o
momento da divisao celular (Potten, 1987). A relacao entre quebras de fita
dupla e morte reprodutiva ou morte interfasica dependem do estagio do ciclo
celular em que as células se encontram sendo que em linféides e mieldides
ocorre morte interfadsica imediata apds a exposigao a radiagao ionizante
assim como mor,te mitdtica progredindo para divisdes posteriores. O
fendmeno da morte mitdtica ou reprodutiva-esta intimamente relacionado as
quebras e rearranjos cromossdmicos que impedem a adequada separacao
cromossémica pelo fuso mitdtico, levando com que haja uma diferenca
significativa do material gendmico de uma ou das duas células filhas. A

celula afetada, com desbalango em sua estrutura gendmica ndao consegue



sooreviver apos a primeira divisao celular (Potten, 1987, Radford ,1991 e

1594a).

Frequentemente, este dano ndo ocorre em uma parte do DNA significativa
para a fisiologia celular normal ndo reprodutiva. Ainda ndo estd bem
estabelecido se tais quebras também levam a morte celular interfasica
radioinduzida, associada ou ndo com outros eventos do mgtabolismo celular
(Haimovitz-Friedman et al, 1994, Radford, 1994a). Este tipo de fendémeno, de
manutencao da capacidade vegetativa somatica mas- incapacidade de
reproducao, tem sido proposta para uso em vacinas com agentes irradiados,

como Nno caso da esquistossomose (Wales et al, 1992).

Outro fendmeno freqliente induzido pela radiacdo ionizante é a alteragéo da
fisiologia da célula, levando a uma morte fisioldgica ou suicidio celular, num

processo bastante fisioldgico caracteristico, denominado apoptose (Story et

al, 1992, Filippovich et a/, 1988).

A apoptose ocorre em tecidos normais sendo regulada por uma complexa
sequUéncia de mecanismos, alguns dos quais sdo também envolvidos com a
regulagdo do ciclo celular, mitose e diferenciagdo. O controle preciso da
apoptose esta associado com seu papel de eliminar algumas células durante
- 0 desenvolvimento normal do tecido na homeostase de tecidos maduros
(Hurle, 1988). Neste processo a fungdo da apoptose € oposta aquela da
mitose. A indugao da apoptose pela radiagao e por outros agentes de terapia

de céncer agem sobre este complexo mecanismo de controle fisioldgico

(Allan, 1992).



Algumas consideragées sobre o controle da apoptose pode ser
convenientemente explicadas em trés eventos seqiienciais: (a) agdo de um
estimulo iniciador sobre uma célula susceptivel. Estes estimulos podem ser:
toxina, calor, irradiag@o receptores para TNF ou Fas/APO-1/CD95, (b) uma
fase efetora onde é feita a decisdo para morte, com ativagdo de enzimas
catabolicas e eventos reguladores e implicagdes de eventos mitocondriais,
durante o qual a célula permanece fenotipicamente normai, e (c) a é uma
fase de degradagdo durante a qual as células adquirem uma caracteristica
bioquimica e morfoldgica do estagio final de apoptose onde a fragmentagdo

de DNA e degradagdo de proteinas tornam-se aparentes. (Allan, 1992 e

Kroemer et al, 1997).

Morfologicamente, a apoptose ou morte celular programada € um processo
de morte fisioldgica que apresenta redugdo do volume celular (Story et al,
1992); preservacgdo da integridade da membrana evitando a liberagéo de
mediadores inflamatdrios (Zettl et al, 1994); organelas morfoldgica e
fisiologicamente intactas por um longo tempo durante a apoptose (Molioy et
al, 1994), condensagao da cromatina e degradagao nao aleatdria de DNA em
fragmentos de tamanho oligonucleossémicos (Story et al, 1992). Estas
caracteristicas fazem com que o processo ocorra em células isoladas sem
~ causar resposta inflamatéria e de maneira programavel (Szumiel, 1994; Ueda
et al, 1994). O processo é fisiolégico, visando uma homoeostase do conjunto

celular envolvido e varia para cada tipo de ¢rgdo ou tecido (Story et al,

1992).



Durante a morte celular apoptética desenvolvem-se os sinais morfologicos
precedidos por ativagdo de uma endonuclease (Dolzhanskiy et al, 1995)
dependente de ions de calcio e magnésio com subseqiiente clivagem de
DNA em fragmentos internucleossomais com tamanho de multiplos de 180-
200 pb (oligonucleossomos). (Mori et al, 1994: Macklis et al, 1992; Yamada
et al, 1988, Collins et al, 1992; Ferrer et al, 1994; Radford et al, 1994c). A
apoptose pode ocorrer pela ativacdo de endonuclease enddgena sem o

desencadeamento de uma cascata génica, mas preferencialmente é iniciada

por controle génico (Bowen, 1993).

Os sinais gerados pela membrana de uma célula afetada ativam células
vizinhas intactas para a infiltragdo de macrofagos que fagocitam as células

sob apoptose (Ueda et al, 1994).

O processo de apoptose ocorre por ativagdo de uma complexa seqliéncia de
eventos, que sdo controlados por pelo menos trés vias que podem ser
iniciadas por sinais gerados na membrana; por quebras induzidas
diretamente nas fitas de DNA ou pela agdo de radicais livres dentro da

celula, resultando na ativagdo de uma via final intranuclear (Steller, 1995).

O desencadeamento do processo apoptético induzido pela radiagdo
ionizante n&o esta bem definido. Embora a radiacdo produza quebras duplas

na fita de DNA, ndo sdo todas as células com tais danos que sofrem

apoptose (Radford, 1991).
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O estimulo para apoptose radio-induzida parece estar relacionado ao
numero de quebras de DNA produzidas, a taxa com que elas ocorrem e a
rapidez e eficiéncia do sistema de reparo (Carson et al, 1986). O
esgotamento de NAD consumido no mecanismo de reparo do DNA esta
associado com a indugdo de apoptose em algumas células. Este efeito pode
ser revertido utilizando-se um inibidor de reparo de DNA, 3-Amino-
benzamida, agindo por ribosilagdo de poly (ADP) e nicotinamida protegendo

linfocitos periféricos contra o efeito letal. (Carson et a/, 1986).

4

A duragdo da fase efetora entre a irradiagdo e o come¢o da apoptose pode
variar de minutos em timdcitos a horas na espermatogénia. Eventos na
progressao do ciclo celular podem ser importante na iniciagdo e expresséao

de apoptose radio-induzida em alguns tipos celulares (Yamada et a/ 1988,

Radford, 1991).

Os mecanismos de ativagdo dos varios modos de apoptose nédo estdo bem
estabelecidos. Em alguns modos de apoptose induzidos por radiagdo ou
quimioterapia, as lesdes primarias no DNA tém sido consideradas como

sinais que disparam a resposta apoptética (Haimovitz-Friedman et a/, 1994).

Embora o DNA seja considerado o alvo principal, outros alvos ndo nucleares
. podem estar envolvidos diretamente ou indiretamente na indugdo de
apoptose para radiacdo ionizante. A apoptose ocorre naturaimente ou sob
muitas circunstancias patologicas, controlada por mediadores e substancias

especificas agindo inicialmente via receptores da superficie celular. Tais
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mecanismos mediados por receptores podem também influenciar a

ocorréncia da apoptose radio-induzida (Allan, 1992).

A apoptose pode ser decorrente da interagdo da radiagdo ionizante com
membranas celulares gerando ceramida (Obeid et al, 1993), evento critico e
obrigatério na cascata apoptética em células epiteliais. Eles sugerem esta
alternativa a hipotese de que s6 o dano no DNA provoca morte celular
radioinduzida (Haimovitz-Friedman et al, 1994). Em estudos com um inibidor
de dano na membrana, Troiox, um analogo da vitamina E, inibiu também a
fragmentacdo de DNA induzida por raios gama, quando adicionado 30

minutos apods a irradiacdo pelo blogueio do influxo de Ca** em timdcitos

(Ramakrishnan et al, 1993).

Em alguns eventos, presumindo que o DNA seja o alvo inicial para apoptose
radio-induzida, a resposta celular ao dano na forma de reparo do DNA pode
levar & morte celular sob expressdo de oncogenes envolvidos no processo
(Story et al, 1992; Kane et al, 1995), por exemplo o gene codificador da
proteina p53 (Haber, 1995) e os gens cmyc (Radford et al, 1994b; Szumiel,

1994), Ha-ras, bcl-2 (Allan, 1992, Wyllie et al, 1987).

Em geral, apds a indugdo de quebra de fita simples e de fita dupla,
" processos enzimaticos reparariam ou nao o dano, reparo este que se
tornaria visivel na préxima metafase (Sachs et al, 1993). O reparo do dano
pode produzir um erro que resultara na formagdo de aberragdes
cromossOmicas dicéntricas, anéis céntricos, fragmentos acéntricos, além de

translocagbes e inversbes (Sachs et al, 1993). O reparo do dano aos
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cromossomos esta relacionado ao reparo do DNA assim como de seu

microambiente associado a proteinas igualmente importantes no processo de

reparo (Lander et al, 1972).

Assim uma das consequéncias biolégicas da radiagdo ionizante em células
eucarioticas € a formacdo de aberragdes cromossOmicas. Andlises
comparativas entre diferentes tipos de radia¢do indicam que as quebras de
fita dupla conduzem diretamente e proporcionalmente & formacgdo de
aberracoes cromossdmicas (IAEA, 1986). Em 1962, os pioneiros Bender e
Gooch sugeriram o uso de aberragdes cromossémicas como medida

quantitativa de exposi¢do a radiagao de um individuo.

Desde entdo, a frequiéncia de aberragdes cromossdémicas radioinduzidas tem
sido utilizada na mensuragac dos efeitos de uma dose desconhecida de
radiacdo. Esta estimativa, ou dosimetria bioldgico, tem sido usada por mais
de 30 anos com o objetivo de fornecer um meio para a estimativa de dose
equivalente de corpo inteiro, apos elevadas exposi¢des, reais ou suspeitas, a
radiagdo ionizante (IAEA, 1986; Lioyd et al, 1990). Esta técnica permitiu a
dosimetria bioldgica em acidentes, como ocorreu com @ manuseio incorreto

de rejeitos de uma fonte de 'Cs por individuos de Goiania em 1987

(Campos et al, 1990).

A dosimetria bioldgica € utilizada em todas as situagbes em que a dose
absorvida de corpo inteiro € desconhecida ou incerta, como em exposigdes

acidentais ou ocupacionais, ou nos casos em que a avaliacdo de dose por



meio de dosimetria fisica ndo € possivel, além de convalidar a estimativa ae

aose a dosimetria fisica (IAEA, 1986).

O objetivo da dosimetria bioldgica € fornecer informagdes para o progndstico
dos individuos expostos, pois a evolugdo clinica destes a doses
possivelmente elevadas pode ser adequadamente prevista e planificada,

visando o melhor tratamento médico (Barabanova, 1990).

Dentre os diversos parametros bioldgicos estudados, a produgdo de
aberragbes cromossémicas em linfécitos sanguineos per‘iféricos em seres
humanos como indicadoras de exposicdo & radiagcdo tem sido, até o
momento, o melhor método para a determinagédo da dose de radiagao, pois

apresenta uma relagdo dose resposta precisa, € pouco influenciavel por

fatores externos e independe do tipo de radiagdo (Moura et al, 1986).

Outras vantagens residem na possibilidade de obtencdo de um grande
numero de linfécitos em poucos mililitros de sangue; onde constituem uma
populagdo celular sincronizada no estagio GO, com longa vida média e uma

baixa incidéncia de aberragdes cromossdmicas esponténeas (Moura et al,

1986).

Habitualmente a estimativa de dose de radiagdo por meio de alteragdes
induzidas em células do corpo humano tem sido estudada por meio de varias
técnicas, a maioria visando deteccdo de quebras cromossémicas por
exémplo. pela  técnica  citogenética  convencional  (Aberragbes

Cromossémicas), pela técnica de indugdo de micronucleo, pela técnica de
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condensagao cromossdmica prematura, etc. (Muller et al, 1991), que

comentaremos brevemente a seguir.

A analise de aberragGes cromossémicas é feita apos a primeira mitose de
linfocitos de sangue periférico expostos a radiagdo na fase G1 do ciclo
celular. Estes apds um periodo de reparo sdo mitogenicamente estimulados,
passando para subsequente fase do ciclo celular, sendo que entdao as
aberragbes cromossdmicas induzidas sdo conseqlentemente do tipo
cromossoémico, ou seja, 0 dano envolve ambas as$ cromatides do
cromossomo e geralmente dois cromossomos sao envolvidos. Quando sao
observadas aberragdes do tipo cromatidico pode-se deduzir que o dano nao
foi causado pela radiagado, e sim durante a primeira fase de sintese de DNA
in vitro, como resultado de um erro de replicagdo ou de erro de reparo de
DNA danificado por eventos nao relacionados a radiagao. (Potten, 1987). Se
adicionarmos Bromodeoxiuridima (BrdU), um analogo da timidina &s cuituras
por duas divisbes consecutivas podemos observar se ocorreu troca entre
cromatides irmas, mas estes efeitos embora causados pela acdo de agentes

quimicos e luz ultra violeta, ndo estédo relacionados com a agao da radiagao

ionizante (Wolff, 1991).

Este método obviamente possui algumas desvantagens que influenciam na
obtencao de um diagnostico rapido. A técnica consome muito tempo para
execugao e obtengdo dos resultados (48 horas para cultivo e pelo menos 1

dia para observacdo e contagem), além de um profissional altamente

treinado para analise (Miller et al, 1991).
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A perda de dicéntricos, de anéis céntricos e de fragmentos acéntricos apds a
primeira mitose, dificulta o uso destas aberragdes em dosimetria bioldgica
(Doloy et al, 1994). Apos exposicao acidental, fica dificil definir a extensao do
periodo para o qual a freqliéncia das aberragbes instaveis observadas em

linfécitos pode ser usada em dosimetria (Doloy et al, 1994).

Outro metodo bastante utilizado é a contagem de micronucleos. Os
micronucleos sdo formados por fragmentos acéntricos resultantes de
quebras de cromatides provocadas pela agao direta da radiagdo. Esses
fragmentos acéntricos em linfécitos periféricos estimulados pela
fitohemaglutinina ndo sdo incorporados ao nucleo principal apos a
cariocinese e podem ser vistos no citoplasrﬁa de ceélulas binucleadas,
quando ¢ bloqueada a citocinese pela agao da citocalasina B. A analise de
micronucleos em linfocitos irradiados é mais rapida e simples, mas requer 72
horas para cultura e ndo ¢ tdo sensivel quanto a Citogenética Convencional

pois nao é possivel a diferenciagdo entre uma exposigdo parcial ou

localizada (Miller et al, 1991).

Durante a exposi¢ao de linfocitos a radiagdo, as quebras de fita dupla, que
resultam nas aberragbes durante a divisao celular, poderiam ser observadas
~sem necessidade de divisao celular, se a cromatina interfasica condensasse
do mesmo modo como ocorre durante a metafase. Isto seria possivel se a
célula irradiada interfasica fosse fundida com uma celula mitética de padréao
cromossémico completamente diferente, como por exemplo, através da fuséo

de linfocitos humanos com células CHO de hamsters chineses, uma



linhagem estabelecida. isto permitiria a condensagao das cromatides e assim
a identificacdo das quebras pela contagem dos fragmentos obtidos, pela

utilizacdo da maquinaria de condensagao cromossomica da célula em mitose

(Pantelias et al, 1993).

Dentre os métodos de analise de células interfasicas, a técnica de indugao
de condensacao da cromatina de linfdcitos irradiados pela fusdo com células

mitoticas, tem apresentado alta compiexidade tecnolédgica dificultando sua

reprodutibilidade (Muller et al, 1991).

As celulas diferenciadas sao normalmente muito radiorresistentes e mostram
uma lenta perda de viabilidade apds a irradiagao. Entretanto, os linfocitos
sao celulas altamente radiossensiveis e perdem a viabilidade rapidamente
apos a irradiagao (Radford et al, 1994b; Radford, 1994a), ao contrario de
outros tipos celulares que sao mais radiossensiveis quando se dividem
ativamente (Trowell, 1952). Alguns pesquisadores tém se interessado pelo
tipo de morte morfologicamente distinta, chamada apoptose, a qual os
linfécitos s@o submetidos por causa de sua alta radiossensibilidade. A morte
de linfocitos interfasicos irradiados ndo requer progressao no ciclo celular,

mas parece requerer sintese de RNA e de proteinas (Radford et al., 1994c

Okada, 1970).

Entre estes fenémenos, a apoptose ou suicidio celular tem sido um
relacionado a acdo da radiagao ionizante em linfécitos humanos e em células
intestinais. Gavrieli et al (1992) estudaram linfocitos em sistemas onde a

apoptose foi experimentalmente induzida e mostraram que a mesma esta
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associada a atividade da endonuclease enddgena e sugeriram que a
fragmentacdo da cromatina é a maior caracteristica bioquimica do processo
apoptdtico (Collins et al, 1992). Recentemente, algumas técnicas tém sido
descritas para a detecgdo especifica destas quebras de fitas de DNA ao

nivel molecular nas células interfasicas (Mori et al, 1994).

Os timécitos sdo células altamente radiossensiveis e apresentam morte
interfasica dentro de poucas horas apds baixas doses de radiagdo X (0,46 a
92 Gy). As quebras radioinduzidas de fita de DNA sdoc geradas
aleatoriamente (Story et al, 1992) e sao reparadas no periodo de 2 horas de
incubagdo a 37°C (Yamada et al, 1988). Apos este periodo € possivel
detectar fragmentagdo de DNA causada por quebra de fita dupla em
timocitos, mas em linfécitos o aparecimento da fragmentagao ocorre 4 horas

apos a irradiagao (Soldatenkov et al, 1989).

A morte celular induzida por raios X ocorre rapidamente em algumas
linhagens celulares linféides de camundongo ,um modelo util para o estudo

da radiossensibilidade de linfocitos (Radford, 1994a).
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jonizante.



Foi demonstrado que o0s timdcitos mitoticamente inativos e os linfocitos
interfasicos morrem rapidamente apds a irradiagdo, sugerindo que 0

processo de morte ndo dependa de alteracdes gendmicas (Akagi et al 1993).

O fenémeno de morte interfasica apoptdtica tem sido longamente associado
com a alta sensibilidade de células linféides (Macklis et al, 1992), e € um tipo
comum de morte celular radio-induzida também em células do timo e de

outras de linhagens hematopoiéticas (Haimovitz-Friedman et al, 1994).

«

As celulas mitoticamente ativas e células que ndo se dividem (incluindo
linfécitos interfasicos) estdo sujeitas a morte apoptdtica apos a irradiagao
(Radford et al, 1994b). A morte radio-induzida de linfécitos € supostamente

um caso de morte celular programada (Soldatenkov et al, 1989).

A_po’s a irradiagao, a apoptose € o modo predominante de morte celular em
linhagens de células hematopoiéticas e que ocorre em tempos diferentes.
Por exemplo, a irradiagéo de células ST4 (linhagem de células linféides) em
cultura com 3 Gy, apds 3 horas, 100% das células estavam em apoptose,

mas outros tipos celulares podem entrar em apoptose até 40 horas apds a

irradiacac (Radford et al, 1994a).

- Embora existam evidéncias de apoptose em linhagens celulares linféides e
mieldides que morrem em tempos diferentes apds a irradiagao, tal fato nédo

elimina a possibilidade de que também ocorra morte necrética (Radford et al,

1994c).



A técnica mais comumente usada para deteccao de apoptose € a analise de

fragmentos de DNA por eletroforese em gel de agarose (Gavrieli et al, 1992,

Dolzhanskiy et al, 1995, Hueber et al, 1994)).

O processo de degradagao de DNA pela acdo de endonucleases endogenas
em regides de ligagdo internucleossomal, gera fragmentos, os quais

produzem bandas regulares e multiplas quando  analisados

eletroforeticamente (lwata et al, 1994).

Quando células necroticas sao analisadas eletroforeticamente sao
produzidos fragmentos de variados tamanhos, gerando no gel um fundo
progressivamente mais intenso, mas sem bandas definidas de DNA (smear)

indicando degradacgao aleatdria (Collins et al, 1992).

Assim, os fragmentos regulares formados durante a apoptose sao
considerados como a principal caracteristica deste tipo de morte (lwata et al,
1994). Deste modo, o gel apresenta bandas com multiplos do tamanho de
protecdo nucleossomal, semelhante a uma escadaria (ladder). Entretanto,
este método ndo permite distinguir células individuais sob apoptose, mas

pade-se certificar de que houve fragmentagao de DNA nuclear.

Recentemente foi desenvolvido por Gavrieli et al (1992), uma técnica para
visualizagdo de morte celular programada por meio de marcagdo de
fragmentagdo nuclear em células isoladas por meio de preparagdes
hvistolégicas em tecidos com atividade apoptética reconhecida. O método

baseia-se na ligacdo de uma enzima terminal deoxinucleotidil transferase
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(tdt) a extremidade 3'-OH das quebras simples ou duplas de DNA. A tdt
catalisa a sintese de um polimero polideoxinucleotideo biotinilado. A biotina
deste composto permite a ligagdo de um conjugado avidina-peroxidase que
quando revelado com seu substrato cromoégeno, pode ser analisado por

microscopia optica (Mori et al, 1994; Haimovitz-Friedman et al, 1994,

Dolzhanskiy et al, 19995).

Todos estes metodos apresentam diferentes aspectos de vantagens e
desvantagens, mas as técnicas alternativas, utilizando células interfasicas,
tem sido pouco utilizadas para dosimetria bioldgica e, inclusive, a apoptose
radioinduzida nunca foi utilizada para este fim, até o nosso conhecimento,
onde certamente poderia auxiliar na dosimetria biolégica, de forma rapida e

eficaz, sem a complexidade dos métodos citogenéticos.



Il - OBJETIVOS

Geral:

Pesqguisar métodos alternativos de dosimetria biolégica que permitam estimar

a dose de radiacao de *Cobalto recebida, em linfocitos periféricos humanos,

sem necessidade de reproducao da célula.

Especificos:

o Verificar a ocorréncia de apoptose radio-induzida em linfocitos periféricos
humanos, detectada por padrao caracteristico  de quebras
internucleossomais de DNA isolado, submetido a eletroforese em agarose, e

sua eventual relacado dose-resposta.

o Determinar a apoptose em linfdcitos periféricos humanas, através da
marcacdo terminal das quebras de DNA (IDNEL), para determinagédo da

fracao apoptética de linfocitos periféricos humanos.

e Determinar a relagdo dose resposta entre eventuais alteragGes na fragao
apoptotica, determinada pela IDNEL, e a dose de radiag&o por ®Cobalto a

que os linfocitos periféricos humanos serdo expostos in vitro.

o Avaliar outros métodos de dosimetro bioldgico em células interfasicas,
utilizando técnicas de condensagdo prematura de cromatides, pela
hibridagdo de células humanas interfasicas e células em mitose, com

avaliacdo de quebras cromatidicas.

S S B R Y- I



» Comparar os varios métodos com a dosimetria citogenética convencional.



Il - MATERIAL E METODOS
Materiais
A - Reagentes e Solugées

Os reagentes e demais materiais utilizados nos experimentos foram de
qualidade pro-andlise, sendo adquiridos comercialmente de fontes idéneas.
Os materiais para utilizagdo nas técnicas de marcacido terminal e
eletroforese foram de qualidade para biologia molecular. Todas as solugdes
foram preparadas com agua ultra-pura de qualidade MilliQ. Os fornecedores

mais especificos serdo citados ao longo do texto.

B -Obtengao das amostras

O sangue foi obtido por pungdo venosa em seringa heparinizada, de
voluntarios humanos, saudaveis nao fumantes que nao estivessem ingerindo
medicamentos, previamente informados e com consentimento expresso e
testemunhado. Apds a coleta, as amostras foram aliquotadas e
imediatamente processadas. Informagdes sobre uso de drogas ou outras
provaveis causas dos efeitos mutagénicos foram questionados e somente

voluntarios saudaveis faram incluidos nos ensaios.

Os doadores foram:

Doador no. 1 - Sexo feminino, com 29 anos de idade,
Doador no. 2 - Sexo masculino, com 51 anos de idade,

Doador no. 3 - Sexo feminino, com 36 anos de idade.



Métodos

A - Irradiagao e conservagao das amostras

Na presenca de oxigénio, em temperatura corporea aproximada e sem outros
preservativos,  aliquotas  sanguineas uniformemente colhidas e
homogeneizadas foram submetidas & irradiagdo por *°Co, em uma taxa de
dose constante de 5cGy/min, em fonte panoramica de baixa poténcia, ou
1Gy/min, em uma Gamma Cell 220 ( Atomic Energy of Canada), utilizando
blindagem de 90%, nas doses determinadas para cada experimento.

Controles adequados eram incluidos em todas as fases do processo.

As amostras irradiadas foram incubadas por 24 horas a 37°C para permitir

que o reparo celular ocorresse, principalmente para os estudos

citogeneticos.
B - Cultura Convencional de Linfécitos

Ao sangue total foi adicionado meio de Cultura MEM enriquecido com 10%
de soro fetal bovino (SFB), fitohemaglutinina (agente mitogénico) e 5 ng/mi
de Bromodeoxiuridina (BrdU), um analogo da timidina utilizado para
selecionar as células em primeira divisdo. A amostra sanguinea foi cultivada
em estufa a 37°C durante 48 horas, sendo que duas horas antes do término
deste periodo foi adicionada colchicina na concentracao de 0,2 ug/mi, a fim

de bloguear as células em metafase. Em seguida as células foram tratadas




com solucdo hipoténica (KCI 0,075M e Citrato de Na 1% 3:1) e fixadas em
metanol e acido aceético (3:1). Para a sensibilizagao da BrdU, as células
foram coradas em 5ug/mi de Hoechst 33258, incubadas a 60°C sob luz U.V.,

comprimento de onda de 254 nm, em tampao Mc llvaine, durante duas horas

e coradas com Giemsa 2%, (Bender e Gooch, 1962).

C.1 - Preparo das células CHO

As células CHO foram cultivadas em meio RPMI 1640 enriquecido com 10%
de SrB, glutamina 200 mM e 100 g/ml de penicilina/estreptomicina. Para a
fusao com os linfécitos, as células CHO foram tratadas com meio de cultura
enriquecido com 10% de SFB e 0,2 ug/ml de colchicina durante 4-5 horas,
para bloquear o maior numero de células possivel em metafase. Apos a
incubagao as células foram lavadas com PBSA e a separagao das células
mitGticas foi realizada por destacamento de modo que s0 as células mitéticas
se desprendessem da monocamada, e as interfasicas continuassem

aderidas. As células mitéticas foram entdo lavadas em meio sem soro e

reservadas para a fusao.
C.2 - Separagdo de linfécitos

Para a separagao dos linfocitos, o sangue total foi diluido em PBSA na
propor¢do 1:1 e cuidadosamente adicionado sobre o gradiente Ficoll-Paque
em tubo de ensaio e centrifugado a 20°C, por 30 minutos a 2000 rpm. Em

seguida as células foram lavadas em meio contendo soro fetal bovino e em

meio sem sore.
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C.3 - Fusao celular

Para efetuar a fusdo, as células CHO mitdticas foram lavadas em meio sem
soro, colocadas em tubo de ensaio juntamente com os linfécitos separados
do sangue total e lavadas novamente em meio sem soro. Todo o
sobrenadante foi descartado e o “pellet’ de células foi ressuspendido em
uma solucgdo de Polietilenoglicol (PEG) a 50% em meio de cultura durante 1
a 2 minutos aquecida a 37°C, em seguida as células fora;n de centrifugadas
por 4 a 6 minutos para a remogao de toda a solugdo de PEG e adigao de
meio sem soro e centrifugadas novamente a 1000 rpm, lavadas com meio
contendo soro, hipotonizadas com KCI 0,075M e Citrato de Na 1% 3:1,

fixadas com metanol e acido acético 3:1, gotejadas em ldminas e coradas

com Giemsa 2% (Pantelias et a/, 1983).
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reagentes com o substrato. Para inativar uma eventual atividade peroxidase

endégena, as laminas foram incubadas em H,O, a 2% por 5 min. a

temperatura ambiente.

O material permeabilizado e inativado foi lavado em &gua bidestilada e
mergulhado ou recoberto com tampao TDT (30 mM Tris pH 7,2; 140 mM
Cacodilato de Sodio e 1 mM Cloreto de Cobalto). Em seguida, o tampao de
lavagem foi retirado e as [&minas cobertas com uma solugdo contendo 0,3
U/ul tdt: 2 nM 14—dAj’P bictinilada; 2 nM dCTP; 2 nM dGTP; 2 nM dTTP em

tampdc TOT por 60 min. em atmosfera tmida a 37°C.

A reacao acima foi terminada incubando-se as Idminas em tampao TB (300

mM Cloreto de Sddio e 30 mM Citrato de Sodio) por 15 min., a temperatura

ambiente.

As laminas foram novamente lavadas em agua bidestilada, cobertas com
solugao de BSA (Albumina de Soro Bovino) a 2% por 10 min., lavadas em
agua bidestilada, incubadas em PBS por 5 min. e novamente incubadas com
streptavidina-peroxidase por 30 min., a 37°C, para permitir a ligagcdo desta
com eventuais polinucleotideos biotinilados. Apds lavagens cuidadosas em
agua destilada, seguidas de incubagao em PBS por 5 min., as laminas foram
incubadas com a solugdo reveladora, preparada como descrito a seguir.
Filtra-se 35 mg de DAB em 50 mil de PBS, completa-se o volume para 100 ml
com PBS, adicionando-se 60 wl de H,O, a 36% no momento da colocagéo
sobre as laminas. a incubacdo com o revelédor € mantida por 30 minutos

sobre observacao microscopica (Gavrieli et al, 1992).
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+TdT

+biotina-NTPs

Esquema 3.‘Demonstra9éo da tecnica de adigdo e reconhecimento de

nucleotideos modificados pela técnica INDNEL.
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E - Eletroforese de DNA em Gel de Agarose

O sangue total (5mi para cada dose) foi centrifugado e o plasma,
desprezado. As células foi adicionado 5 mi de tamp&o TKM1 (10 mM tris-HCI,
pH 7,6; 10 mM KCI; 10 mM MgCl;; 2 mM Edta) e 125 ul de Triton x 100 para
lisar as hemacias. Centrifugado a 2.200 rpm por 10 min. a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi lavado com 5
ml de tampdo de TKM1 e centrifugado a 2.200 rpm por 10 min. O pellet
celular foi ressuspenso em 0,8 mi de tampdo TKM2 (10 mM tris-HCI pH 7,6;
10 mM KCI; 10 mM MgCl;; 0,4 M NaCl e 2 mM EDTA) e transferido para um
plastico cOnico de 1,5 ml. Foi adicionado 50 ul de SDS 10% e esta
suspensao foi incubada por 10 min a 55°C. Apds este periodo foi adicionado
0,3 ml de NaCl 5M, centrifugado a 12.000 rpm por 5 min. em microcentrifuga.
Ao sobrenadante foram adicionados 2 volumes de etanol a 100% para que
ocorresse precipitagdo do DNA, este foi centrifugado a 14.000 rpm por 20
min. O DNA precipitado foi removido e lavado em etanol a 70% (gelado) e
novamente qentrifugado por 5 min. a 12.000 rpm. O pellet de DNA foi seco a
temperatura ambiente e ressuspenso em tampao TE pH 8,0 (1M Tris e 0,5M
EDTA). Incubado a 65°C por 30 min., e em seguida incubado a 37°C por 1
hora. Esta suspensdo de DNA foi submetida a eletroforese (80volts) por 3
horas em gel de agarose 1,8 - 2% contendo 0,4 ug/ml de brometo de etidio
em tampao tris-borato. (Técnica modificada pela professora Dra. Carmem S.

B. Martins, Depto. de Genética da Faculdade de Ciéncia Médicas da

Unicamp - comunicagao pessoal).
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Nucleossomo
A

DNA internucleossomal

Endonuclease

Esquema 4. Demonstragéo da separagao eletroforética de fragmentos de

DNA induzidos no processo apoptdtico , a partir de oligonucleossomos.



E - Analise estatistica

A andlise dos dados quantitativos dos estudos de dosimetria biolégica foi
ajustada em um modelo linear quadratico, atraves de um software Graph-Pad
Prisma, com intervalo de confianca de 95% para cada anadlise e ajuste
medido através de r*.(Woolson, 1987), utilizando-se para definicdo de

significancia sempre dos conceitos de que a probabilidade de igualdade a

auséncia de linearidade fosse menor que 0,05.
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IV - RESULTADOS

Inicialmente procuramos aprimorar nosso treinamento em dosimetria
bioldgica pelo aprendizado das técnicas citogenéticas convencionais. Assim,
em nossa abordagem inicial do objetivo proposto, incluimos experimentos de
citogenetica convencional onde podemos demonstrar a maior parte dos
efeitos clastogénicos detectaveis por este método como pode ser observado
na figural, onde podemos observar dois cromossomos -aberrantes, sendo
que o maior dicéntrico é indicado pela seta. Esta é uma mitose obtida a partir
da Cultura Convencional de Linfécitos processada conforme descrito em
materiais e métodos. As células foram expostas a uma dose de 6Gy de *°Co
com taxa de dose de 1Gy/min. Podemos observar um dos principais danos
cromossomicos quando duas fitas do DNA de duas cromatides diferentes sao
quebradas diretamente pela acdo da radiagdo, exibindo um cromossomo

dicéntrico indicado pela seta, formado na tentativa de reparo do dano.







Tendo em vista nossos objetivos de aprimoramento das técnicas de
dosimetria bioldgica, uma vez comprovada nossa eficiéncia com a referida
técnica, procuramos a seguir estudar o desenvolvimento de novas técnicas,
embora houvesse sempre o0 cuidado de acompanhar 0 grupo que

concomitantemente desenvolvia a técnica citogenética convencional.
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Como demonstrado na figura 2, a formagdo de hibridos entre células
mitéticas de Hamster Chinés com linfécitos interfasicos de sangue periférico
humano resulta na condensagdo da cromatina dos linfdcitos, estas
cromatides paodem entdo ser contadas e os fragmentos que excedem 46
podem ser relacionados com a dose de exposigdo a radiagdo, mas embora

promissor, a sua baixa reprodutibilidade impediu que a curva fosse realizada.

Detecc¢do da fragmentag¢ao oligonucleossomal

Linfécitos humanos irradiados com diferentes doses de radiagdo de 60
Cobalto, com taxa de dose semeihante e em diferentes tempos na
GammaCell 220 tiveram seu DNA extraido conforme descrito em métodos.
Apdés cuidadosa secagem, as amostras foram suspensas em TBE e aplicadas
a um gel de agarose adequada a biologia molecular, contendo brometo de
etidio como indicador. Apds a eletroforese por 1 hora, o gel foi
transiluminado por luz ultravioleta e as fragbes fluorescentes fotografadas.
Padrdes de peso molecular adequados foram introduzidos em faixas corridas
concomitantemente. A reprografia computadorizada desta eletroforese pode
ser vista na Figura 3. O DNA extraido de linfocitos nado irradiados apresenta
um perfil caracteristico com apenas uma banda na origem do gel, mostrando
claramente que o processo de extrac¢ao e purificagdo nao gerou, pelo menos
nesta preparagado, nenhuma quebra aleatéria do DNA, nem evidenciou

quebras seletivas que pudessem ser confundidas com fragmentos de

oligonucleossomos (Faixa 1).







Quando analisamos os DNAs de linfécitos submetidos a radiagdo ionizante,
notamos que podemos identificar as caracteristicas bandas em padrao de
peso molecular muitiplos, revelando que o processo apoptético ocorreu
principalmente na dose menor, mas a partir das maiores concentra¢des de
radiagao, este perfil € prejudicado pela presenca de multiplos fragmentos

decorrentes de degradagao aleatdria (faixa 3).

Este processo mostra claramente 0 comportamento apoptético dos linfocitos
humanos quando submetidos & radiagao ionizante, mas a quantificagdo do
processo e as variagoes intratécnica levam a resultados por vezes poucos
conclusivos, como demonstrado pela figura 3.1, onde € mostrada uma
eletroforese de DNA de linfécitos humanos submetidos também a diferentes
doses de radiacdo, mas o perfil eletroforético mostra apenas uma
degradacdo aleatdria corrompendo o perfil eletroforético caracteristico dos
fragmentos oligonucleossomais e obscurecendo o resultado quantitativo do

processo.

Mesmo dessa maneira, a observagao criteriosa do gel revela que contra este
fundo é possivel identificar as bandas de DNA obtidos de fragmentos
oligonucleossomais em algumas faixas, como na faixa 7 onde os linfocitos

foram irradiados nas maiores doses.
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1900 a 2000pb
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Figura 3.1. Reprografia computadorizada de uma fotomicrografia de um gel de agarose
contendo DNA de linfocitos humanos submetidos a diferentes doses de radiagao
ionizante, mostrando a possibilidade de interferéncia da degradagido aleatoria e do
processo de extragdo sobre a qualidade do material a ser analisado. A seguir descrevemos
as origens do DNA em cada faixa. Faixa 1. Padrdes de peso molecular. Faixa 2. Linfocitos
ndo irradiados. Faixa 3. Linfocitos irradiados com 0,20 Gy, Faixa 4. Linfocitos irradiados
com 0,5 Gy, Faixa 5. Linfocitos irradiados com 1 Gy , Faixa 6. Linfocitos irradiados com

2 Gy, Faixa 7. Linfocitos irradiados com 4 Gy, Faixa 8. Linfocitos irradiados com 6 Gy e

Faixa 9. Padrdes de Peso molecular. T T o
ge, Se
dorme o esperade, eliminando a 1 de um

stiva o qarantinds 2 especificidade da coloragdo a ser encontrada.
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Identificagao de apoptose em células isoladas pela técnica INDNEL

(in situ DNA nick end labelling)

Diante da baixa capacidade quantitativa da eletroforese de DNA, linfécitos
humanos submetidos a radiagdo foram testados para a detecgdo in situ da
apoptose, atraveés de técnicas de marcagao terminal das quebras de DNA
com adi¢do de nucleotideos contendo marcadores identificaveis. Em nosso
sistema utilizamos precursores nucleotideos contendo biotina em sua
molécula, o que permite a identificacdo através da avidina ligada a

peroxidase, numa reagao bastante especifica e com adigao de uma molécula

de baixo peso molecular, a biotina.

O primeiro passo no controle desta complexa reacdo implicava na
identificagdo de possiveis células que pudessem apresentar atividade

peroxidasica endogena , e que seriam um fator de confusao na determinagéo

quantitativa do fenémeno.

Na fig, 4, foi feito um teste de controle da inativagdo da peroxidase enddgena
que poderia influenciar nos resultados. Neste caso apdés o0 passo da
inativagdo da peroxidase endodgena procedeu-se a coloragdo com seu
substrato cromogeno que, satisfatoriamente, nao mostrou células marcadas
conforme o esperado, eliminando a possibilidade de um resultado falso

positivo e garantindo a especificidade da coloragao a ser encontrada.
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Apds a eliminagdo de possivel atividade enddégena, a técnica foi aplicada a
laminas contendo linfécitos humanos purificados, previamente irradiados com
doses progressivas de radiacio de *Cobalto, conforme descrito em
Métodos. Os resultados obtidos foram fotografados e’a quantificacdo do
numero de células marcadas foi feito sob cuidadosa observagio
microscopica em pelo menos 1000 células claramente identificaveis. A opgao

de evitar a contagem em aglomerados celulares foi sempre mantida, para

garantia da uniformidade dos resultados.

‘

Na figura 5, apresentamos a documentagao fotografica das células marcadas
pela técnica IDNEL, mostrando claramente a identificagdo de células
positivas, com caracteristicas de marcagdao marrom intracelular e por vezes
apresentando um perfil perinuclear. Este fendmeno pode ser interpretado
pela dificuldade de penetragdo no interior dos nlcleos celulares dos
complexos enzimaticos envolvidos no processo, reéultando entdo na
presente marcagao por vezes periférica.

Assim, na figura 5 A, podemos notar que na auséncia de irradiagdo, ndo séo
identificaveis células marcadas na maioria dos campos observados, como no
campo documentado. Ocasionais marcagdes foram identificadas em campos
isolados. Esta caracteristica pode ser observada em todas as preparagdes
estudadas, em pelo menos dois experimentos e seis amostras.

Na figura 5 B e C, sdo mostradas duas preparagdes contendo linfécitos
_irradiados com doses crescentes de radiagdo, onde é facilmente identificavel

0 numero proporcionalmente maior de células marcadas e facilmente

identificaveis pela coloragdo marrom.
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Esta caracteristica permitiu a obtengao de valores quantitativos confidveis e
reprodutiveis com construgdo de curvas e outras estimativas que serao

apresentadas a seguir, utilizando-se um dos experimentos como referéncia.
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Curva dose resposta para apoptose detectada por IDNEL no doador 1.

Os linfocitos periféricos do doador 1, quando submetidos a radiagdo
ionizante apresentaram uma crescente proporgao de células apoptéticas de
maneira progressiva com a dose de radiagdo ionizante, num claro efeito dose

resposta como pode ser observado na figura 6.

Para a andlise geral da linearidade e do modelo de estimativa, utilizamos
dois modelos quadraticos, um incluindo a variavel constante e outro sem esta
variavel, assumindo-se sua coincidéncia ao zero, tendo em vista o fato de
que poucas ceélulas eram detectadas sem irradiagdo, apesar de existir
sempre uma radiagdo de fundo ambiental. Os dados quantitativos utilizados

podem ser observados na tabela | do anexo.

Os modelos aplicados apresentaram alta convergéncia, acima de 99% e
ambos com alta significAncia estatistica, pelo que optamos pela
apresentacdo de ambos e nao somente do maior. Para completar esta

analise dos resultados apresentamos os valores obtidos para as constantes.

Quando o modelo utilizado foi AX+BX? , encontramos valores de constantes

a seguir: A= 0,1813 + 0.0096 e B=-1,5+0,02 x 10°

Quando o modelo utilizado foi A+BX+CX® , encontramos valores de

constantes a seguir: A= 1,357+1,19, B=0,1707 £ 0.013 e C=-1,36%0,2 x 10
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Curva dose resposta para apoptose detectada por IDNEL no doador 2

Os linfocitos periféricos do doador 2 quando submetidos a radiag&o ionizante
apresentaram uma crescente propor¢do de células apoptdticas de maneira
progressiva com a dose de radiagdo ionizante, num claro efeito dose

resposta como pode ser observado na figura 7 e semelhantes as achados do

doador 1.

Para a analise geral da linearidade e do modelo de estimativa, utilizamos a
mesma sistematica para este doador. Neste paciente notamos que a
convergéncia nao foi tdo eficiente e alguns valores apresentavam sinais de -

um maior valor basal de apoptose. Os dados quantitativos utilizados podem

ser observados na tabela [l do anexo.

Os modelos aplicados neste caso apresentaram alta convergéncia, acima de
97% e ambos com alta significdncia estatistica, pelo que optamos pela
apresentagdo de ambos e nao somente do maior. Para completar esta

analise dos resultados apresentamos os valores obtidos para as constantes.

Quando o modelo utilizado foi AX+BX? , encontramos valores de constantes

a seguir: A= 0,1676 + 0.0156 e B=-1,4840,03 x 107

Quando o modelo utilizado foi A+BX+CX? , encontramos valores de

constantes a seguir: A= 3,037+1,60, B=0,1438 + 0.019 e C=-1,15+0,3 x 10"

“OMISSRO NAGICTLL T <t rwl'E MUCIEAR/SF  PEA



52

100+
= 0.975(y=ax + bx?

(/)]
1)
=
u8 m

8 r?=0.986(y=a+bx+cx?)
g -
£ 0o

o
g’ © 10"
S E
€0
® O
(&)
-
[}
o

1 I 1 1
1 10 100 1000

Dose de Radiagao aplicada(cGy)



53

Curva dose resposta para apoptose detectada por IDNEL no doador 3

Os linfécitos periféricos do doador 3, quando submetidos a radiagao
ionizante apresentaram uma crescente proporgdo de células apoptéticas de
maneira progressiva com a dose de radiagéo ionizante, num claro efeito dose

resposta como pode ser observado na figura 7 e semelhantes aos achados

dos doadores 1 e 2.

Para a analise geral da linearidade e do modelo de estir:nativa, utilizamos a
mesma sistematica para este doador. Neste doador notamos que a
convergéncia embora altamente significante e importante, apresentou os
menores valores de nosso estudo, inclusive com maior valor basal de

apoptose. Os dados quantitativos utilizados podem ser observados na tabela

Il do anexo.

Os modelos aplicados neste caso apresentaram boa convergéncia, acima de
93% e ambos com alta significancia estatistica, pelo que optamos pela
apresentacdo de ambos e nao somente do maior. Para completar esta

analise dos resultados, apresentamos os valores obtidos para as constantes.

Quando o modelo utilizado foi AX+BX? , encontramos valores de constantes

a seguir: A= 0,1605 + 0.0234 e B=-1,43+0,04 x 10°

Quando o modelo utilizado foi A+BX+CX® , encontramos valores de

constantes a seguir: A= 4,22+2 60, B=0,127 £ 0.029 e C=-0,98+0,4 x 10
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Consolidagao dos dados dos viarios doadores e determinacdo de

sensibilidade do método.

Diante da homogeneidade de nossos dados quantitativos obtidos no
estabelecimento da dose resposta da determinagédo da fragdo apoptética em
linfocitos periféricos humanos submetidos a radiagdo por 60 cobalto em
diferentes doadores, optamos por apresentar a consolidagdo destes dados,
visando o estabelecimento de uma curva dose resposta extrapoldvel para
outros pacientes.

Na figura 9, apresentamos esta consolidacdo, utilizando um modelo
exponencial simples, onde o maior fator de variacdo detectado nos pacientes
individuais, ou seja, a constante independente A no modelo completo, foi
retirado para simplificar a analise.

Nesta analise, apresentada em modelo de logaritmo natural da fragdo
apoptotica comparado com o logaritmo natural da dose, com os respectivos
intervalos de confianga, podemos identificar que a regressdo mostra que a
sensibilidade da curva de dose resposta encontra-se entre os valores mais
baixos detectaveis, chegando a identificar até na faixa abaixo dos 5 cGy,

com valores exatos estimados em 3,03 cGy, utilizando-se como critério o

intervalo de confianga de 99%.
Os valores matematicos desta equagdo AX+BX’ sdo:
A=0,1698+0,01082, B=-1,47+0,2 x10™

A convergéncia no modelo foi de r’=0,9576, equivalente a um impacto de

95%.
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Caso utilizassemos o modelo completo A+BX+CX?, os valores difeririam

muito pouco assim como a convergéncia, sendo que os valores obtidos

foram:
A=2,874+1,252, B=0,1473+0,01385 e C=-1,163+0,2305 x 10

A convergéncia no modelo foi de 0,9672, equivalente a um impacto de 96%.,

neste modelo.



LN da Porcentagem de linfocitos com apoptose
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Figura 9 - Avaliagéo conjunta da apoptose radioinduzida nos trés
doadores estudados, utilizando-se intervalo de confianga de 95% e
equacdo y= ax + bx’.0 intervalo de confianga foi estimado baseando-se
em um modelo exponencial simples, para estimar o valor minimo de
sensibilidade.
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V - DISCUSSAOQ

Nossa abordagem visava a procura de novas técnicas que resultassem em
sistemas eficientes de dosimetria biolégica, procurando superar as
dificuldades de tempo de definicdo da estimativa da dose e utilizando células

em interfase, de forma a contemplar a maioria dos efeitos da radiagao no

menor tempo possivel.

f

Inicialmente, produramos adquirir os conhecimentos com a técnica de
detecgdo de aberragbes cromossdmicas pds mitéticas, como estabelecido e
descrito como padrdo ouro para este fim (Bender & Goech, 1962, |AEA,
1986), mas estas técnicas apresentam inumeras dificuldades na obtengao de
resultados rapidos e também somente utiliza as células pos-mitéticas,
perdendo danos eventuais em célula interfasicas, com uma boa sensibilidade
mas que poderia ser implementada se estas células interfasicas fossem

incluidas na analise (Pantelias et al, 1995).

Em nossa procura, excluimos a pesquisa de micronucleos, pois ela
representa apenas uma simplificagdo da técnica citogenética, utilizando o
mesmo grupo de células pos-mitéticas, apresentando inclusive restrigbes
temporais maiores, pela necessidade de 72 hs para obter a estimativa de

dose (Ballassen et al, 1991, Okazaki, 1995).

Em nossos dados inicias, foi possivel obter preparados hibridos para a
detecgdo de fragamentacdo através da contracao prematura de cromatides.

Este teste é interessante porque utiliza células interfasicas, e tem sido

SSAQ KACCT 7 i HFRTE NUCLEAR/SP PER
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descrito como de maior sensibilidade (Pantelias et al, 1983), mas apresenta
inumeras dificuldades técnicas, como a necessidade de manutengao
constante de células em rapida proliferagdo, para fornecimento de mitoses
para a fusao, além de dificuldades operacionais na sobrevivéncia do hibrido
até a preparagdo e a dificuldade de contagem das cromatides condensadas,
frequentemente em diferentes estagios e ocasionalmente superpostas. Os
relatos de sua maior sensibilidade tambem sdo escassos (Jinseng, et al,

1995), nao sendo encontrados relatos do uso desta técnica na maioria das

revisoes recentes (Okazaki, 1995).

Ao continuar nossa procura, procuramos identificar um marcador molecular, |
na tentativa de encontrar uma forma de marcar as duplas quebras, com
técnicas de biologia molecular, o que seria possivel pela adigdo de
nuclectideos marcados aos locais onde a quebra da fita dupla permitisse.
Nessa pesquisa, ficou claro que, com o uso de terminal transferase e
nucleotideos modificados, esta adigdo era possivel e factivel (Alberts et al,
1996), mas nossa preocupacgdo era com a sensibilidade deste método, até

entdo utilizado em preparagdes de DNA isolado (Alberts et al, 1996).

Os relatos de apoptose radio-induzida foram entdo ressaltados a nossa vista,
na procura de modelos de identificagdo de quebras de fita dupla (Haimovich-
Friedman et al, 1994). Em nossa abordagem, utilizamos inicialmente a
eletroforese do DNA total de linfécitos submetido a radiagdo, que mostrou
claramente, no DNA extraido, o perfil em fragmentos oligonucleossomais

(Szumiel, 1994), conforme demonstrado em nossos dados. Embora
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fundamental para a comprovagdo do fenémeno, a reprodutibilidade deste
metodo em nossas condigdes revelou-se dificil, inclusive com dificuldade
para a quantificagdo dos fragmentos aleatdrios. Estudos mais recentes
mostram inclusive a possibilidade de eletroforese do DNA de células
isoladas, através de uma preparagdo de nucleos inseridos em um gel de
agarose e submetidos a agao de proteases para extragao local de proteinas
e liberagdo do DNA para eletroforese, mas este tipo de estudo € mais
concentrado em estudos de mutagénese tendo sido pouco citado para

deteccao de efeito direto da radiagdo (Sairbarn et al, 1995).

Baseados nestas dificuldades decorrentes da auséncia de quantificacdo da
eletroforese do DNA fragmentado, optamos pela técnica de detecgdo de
apoptose em ceélulas isoladas, baseados em alguns dos principios de
biologia molecular e de histoquimica, que se revelou um excelente método
quantitativo, conforme claramente demonstrado em nossos resultados. A aita
reprodutibilidade dos dados e a pequena dispersao dos dados quantitativos
possibilitou indices de convergéncia elevados com pouca dispersao o que

possibilita 0 uso desta técnica em dosimetria bioldgica.

Para melhorar a comparagdo entre as varias técnicas de dosimetria
biologica, elaboramos um grafico comparativo entre nossos dados de
detrminagao de fragdo apoptdética, dados de quantificagdo de aberragdes
cromossomicas pos-mitdticas gentilmente fornecidos pela Dra. Marcia A.

Silva, de nossa Divisdo de RadioBiologia do IPEN/CNEN-SP, e dados de
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Como pode ser observado, todos os testes utilizados apresentam 0 mesmo
tipo de perfil de dose resposta, mostrando indiretamente que todos eles
medem o mesmo fendmeno, ou seja a agdo da radiagado ionizante sobre o
material genético da célula estudada, o linfécito.

Interessante verificar que a maior sensibilidade dos testes referem-se a
testes que medem também a fragdo interfidsica ndo mitética das celulas
afetadas, sendo que o teste de contragdo prematura de cromatides foi o mais
sensivel, com uma sensibilidade estimada da ordem de 1 cGy, em nosso
modelo matematico.

A determinacdo da fracdo apoptética, pela técnica IDNEL mostrou uma
sensibildade intermediaria, com a sensibilidade melhor q'ue a dos testes de
aberragdes cromossdmicas, mas atingindo apenas uma sensibilidade de 3
cGy.

Esta nossa abordagem mostra a importancia de desenvolvimento de novos
métodos para a determinagdo precisa e eficiente da dose de radiagdo a que
um corpo ou organismo pode ser exposto.

Nossa abordagem concentrou-se na determinagdo de efeitos causados em
fitas duplas mas outras abordagens mais complexas podem ser utilizadas.
Caso outros modelos de biologia molecular sejam utilizados, como técnicas
de polimerase, para completar cadeias simples danificadas, poderiam ser
utilizadas para esta finalidade.

Alem disso, outras técnicas envolvendo a interagdo da radiagdo com
produtos mais estaveis do hospedeiro, como proteinas (Amancio er al, 1997),
poderiam ser utilizadas para a dosimetria biolégica, permitindo uma
sensibilidade tal que permita seu uso em outros usos, como em radioterapia
ou em controle de exposicdo ambiental, onde o comum é a ocorréncia de
baixas exposicdes, o que ressalta a importancia de nosso trabalho.
Finalmente, em nosso trabalho, pudemos utilizar a determinagéo da fracédo
apoptotica para dosimetria bioldgica, sem a necessidade de cultivo de
células, com resultados rapidos e de alta sensibilidade, podendo inclusive

ser executada em material estocado e colhido longe do laboratério, o que
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nao € habitualmente factivel nas areas de acidentes, apenas com complexos

€ onerosos sistemas de preservagao e transporte.
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VI - CONCLUSOES

Com base em nossos resultados, concluimos que a detecgdo e andlise da
apoptose radio-induzida em linfécitos humanos, representa uma abordagem

importante para aplicagéd em dosimetria bioldgica.

Especificamente:

a) ocorre apoptose radio-induzida em linfocitos humanos detectavel pelo

f

padréo caracteristico de quebras internucleossomais do DNA extraido e

submetido a eletroforese em agarose;

b) Este fendmeno, a nivel de DNA, apresenta uma resposta proporcional,

mas de baixa sensibilidade a dose de radiagdo utilizada.

c) A técnica de deteccdo da apoptose em células isoladas, através da
marcagao terminal do DNA (IDNEL), e apresenta alta sensibilidade e

reprodutibilidade, permitindo a determinagdo da fragdo apoptdtica de

linfocitos humanos irradiados in vitro.

d) A fragdo apoptética, determinada pelo IDNEL, é proporcional a dose de
radiagdo * Co, a que os linfocitos foram expostos, com uma relagao

equivalente aos métodos citogenéticos com uma sensibilidade de 3-5 cGy.

e) Outros métodos de avaliagdo de dosimetria bioldgica, que utilizam células
interfasicas, embora factiveis, tem alta complexidade tecnolégica, baixa

uniformidade e pouca reprodutibilidade, necessitando de maiores estudos

para sua padronizagao.
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Tabela | - Freqiiéncia de células marcadas pela técnica IDNEL (doador 1)

Dose Células Células Células marcadas
(Gy) analisadas marcadas (%)
0 1000 6 0,6
0,2 1000 45 45
0,5 1000 135 13,5
1 1000 178 17,8
2 1000 268 26,8
4 1000 405 40,5
6 1000 485 48,5

Tabela Il - Fregiiéncia de células marcadas pela técnica IDNEL (doador 2)

Dose Células Células Células marcadas
(Gy) analisadas marcadas (%)
0 1000 7 0,7
0,2 1000 57 57
0,5 1000 123 12,3
1 1000 192 19,2
2 1000 285 28,5
4 1000 343 34,3
6 1000 474 47 4

Tabela lll - Freqgliéncia de células marcadas pela técnica IDNEL (doador 3)

Dose Células Células Células marcadas
(Gy) analisadas marcadas (%)
0 - 1000 5 0,5
0,2 1000 38 3,8
0,5 1000 113 11,3
1 1000 188 18,8
2 1000 277 27,7
4 1000 487 48,7
6 1000 547 547
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