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“ O que a lagarta chama de fim do
mundo o Mestre chama de borboleta. ”

Richard Bach
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AVALIAGAO DO EFEITO BIOLOGICO DA RADIAGAO BETA DO *° Sr
EM CELULAS SANGUINEAS HUMANAS E ELABORAGAO DE CURVA
DOSE-RESPOSTA

Elaine Mendes de Oliveira

RESUMO

Dentre varios genotoxicos ambientais, a radiagdo ionizante tem recebido
uma atencao especial, em virtude do seu potencial mutagénico, carcinogénico
e teratogénico. Dentro desse contexto, o presente trabalho foi desenvolvido
com o intuito de avaliar o efeito da radiacdo beta de ®Sr em células humanas,
j& que as informagdes na literatura sdo escassas. Para tanto, células
sanglUineas de cinco doadoras sadias foram irradiadas in vitro com doses de
0,2 a 5Gy de *Sr (0,2Gy/min) e foram processadas para a andlise de
aberragdo cromossdmica e para o ensaio do Cometa. Resultados citogenéticos
mostraram que os tipos de aberragbes cromossdmicas mais freqtentemente
encontrados foram os fragmentos acéntricos, double minute e dicéntricos. Os
valores dos coeficientes o / 3 obtidos do modelo linear-quadratico utilizado para
0 ajuste das curvas dose-resposta mostraram que a radiagéo beta de 9Sr foi
mais eficiente na indugao de lesdes por um Unico evento ionizante que por dois
eventos ionizantes independentes na formagdo de aberragbes cromossdmicas.
Aparentemente, a radiagao beta de ®Sr néo influenciou no numerc modal de
cromossomos em células irradiadas, bem como na cinética do ciclo celular no
intervalo de dose analisado. Quanto ao ensaio do Cometa, houve um aumento
na migragdo do DNA em fung@o da dose de radiagdo, avaliado tanto pelo
analisador de imagem (momento da cauda) como pela classificagdo visual
(dano ao DNA), cuja relag@o dose-resposta se ajustou adequadamente ao
modelo de regressdo nado-linear. As duas técnicas adotadas se mostraram
complementares na avaliagdo do efeito bioldgico da radiagac beta de %Sr em

celulas humanas.
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EVALUATION OF BIOLOGICAL EFFECT OF SR BETA RADIATION IN
HUMAN BLOOD CELLS AND DOSE-RESPONSE CURVE ELABORATION

Elaine Mendes de Oliveira

ABSTRACT

Among several environmental genotoxins, ionizing radiation has been
received special attention because of its mutagenic, carcinogenic and
theratogenic potential. In this context, the aim of this study was evaluate the
effects of XSr beta radiation in human cells, in view of the scarcity of literature
data. For that, blood cells of five healthy donors were irradiated in vitro with
doses between 0.2 and 50 Gy in a %gr source (0.2 Gy/min) and were
processed for chromosome aberration analysis and for comet assay.
Cytogenetic results showed that the type of structural chromosome aberrations
found more frequently were acentric fragments, double minutes and dicentrics.
The values of o and B coefficient of linear-quadratic model used to fit dose-
response curves showed that Pgr beta radiation was more efficient in induction
of lesions from only one ionizing track than two independent tracks in
chromosome aberration formation. Apparently, 9gr peta radiation neither
influenced the modal number of chromosome in irradiated cells nor in cell cycle
kinetic of analyzed dose interval. Conceming the comet assay, there was an
increase in DNA migration in a dose dependent manner, evaluated by either
image analysis system (tail moment) or visual classification (DNA damage),
which dose-response relation was adequately fitted to non-linear regression
model. Both adopted techniques were complement in evaluating the biological

effect of Sr beta radiation in human cells.
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1. INTRODUGAO

Muitos agentes fisicos ou quimicos ou produtos consumidos e utilizados
pelo homem (por exemplo, corantes e aditivos alimentares, pesticidas
organoclorados, fumo, alcool, diversos farmacos e vérias fontes de radiacio

ionizante) podem afetar o patriménio genético.

Esses agentes em concentragbes muito pequenas, porém em doses
cumulativas, podem induzir efeitos bioldgicos significativos, como a morte celular,
envelhecimento precoce, doengas genéticas e patologias degenerativas como o

cancer.

Considerando o papel desempenhado pelo DNA no controle de diversas
funcOes celulares, torna-se facil entender que muitas das causas primarias
desses efeitos sejam alteragbes induzidas no DNA pela exposigao aos agentes

genotdxicos,

Dentre varios genotdxicos ambientais, a radiagdo ionizante tem recebido
uma étengéo especial em virtude da sua utilizacdo cada vez maior para as mais
diversas finalidades. Consequentemen_te, tem aumentado o risco de exposi¢do e
a probabilidade de ocorréncia de acidentes, tornando-se necessério, portanto,
" conhecer melhor a agéo da radiagao ionizante, para uma avaliagdo mais acurada

dos riscos bioldgicos envolvidos.
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1.1.CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE RADIAGAO BETA

A radiagdo ionizante interage com as células do tecido vivo e pode
produzir diversos efeitos: citotdxico, mutagénico e carcinogénico. O principal alvo

para estes efeitos € a molecula de DNA, que se encontra no nucleo celular.

As principais lesGes provocadas pela interagao fisico-quimica entre a
radiagdo ionizante e o DNA celular s@o as quebras na fita simples, quebras na
fita dupla. ligagbes cruzadas DNA-DNA e DNA-proteinas, sitios alcali-labeis e
danos as bases puricas e pirimidinicas (IAEA,1986; NATARAJAN & OBE,1983). As
células s&o geralmente capazes de reparar a maioria das lesbes induzidas tanto
por agentes fisicos como quimicos, porém acima de um certo nivel de exposigao,
as células podem entrar num processo de morte devido ao dano ndo reparado ou

reparado erroneamente.

A radiagdo pode interagir com o material bioldégico por meio de agdo direta
e indireta. No mecanismo direto, a energia da radiacdo é transferida diretamente
aos alvos intracelulares, como o DNA, enguanto gque no mecanismo indireto, aos
radicais livres provenientes da radidlise da agua que se difundem e atingem os
alvos (WooToN,1993). Assim sendo, o DNA celular pode ser atingido, direta ou
indiretamente pela incidéncia da radiagdo em sistemas bioldgicos, podendo

resultar numa série de consequéncias danosas para o organismo.

Basicamente, existem dois tipos de radiagdo ionizante que podem causar
danos ao DNA: eletromagnética (raios X e raios gama) e particulada (particulas

alfa, beta e néutrons).
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Esses diferentes tipos de radiagdo produzem efeitos qualitativamente
similares, mas guantitativamente diferentes, o que podem ser traduzidos pelo
conceito de transferéncia linear de energia (LET), definida como uma medida da
guantidade média de energia depositada no tecido por unidade de distancia
percorrida (keV/um). A LET e afetada pela velocidade, massa e carga da radiagao

ionizante (HALL & VARMA /1994).

De modo geral, as radiagdes de alta LET (radiag8es particuladas como alfa
e fragmentos de fissdo) sdo mais eficazes na producdo de danos bioldgicos que
as de baixa LET (raios X, raios gama e particulas beta) por apresentarem uma
velocidade mais lenta e, portanto, depositam toda a sua energia numa distancia
muito curta causando ionizagdo dos atomos do meio por onde atravessam

(CASARETT, 1968; LEWINGTON,1993).

A radiagao beta € uma particula sub-atdmica emitida em alguns tipos de
decaimentos radioativos. Nesses casos um néutron € transformado em um proton
e um elétron; este é emitido como particula beta, que é carregada eletricamente e
interage com os elétrons de atomos dos quais se aproxima, causando ionizagao.
Uma particula beta de energia média percorre cerca de 1m no ar, mas seu poder

de penetragao nos tecidos moles é de 1 a 2mm (WooToN, 1993).

A radiagdo beta possui energia suficiente para penetrar a pele e, por isso
representa um risco de radiagdo externa. Emissores beta internos também s&o

considerados perigosos (TURNER, 1992).

E de grande importancia o estudo desse tipo de radiagao ionizante, tanto
sob o aspecto radiobiolégico como terapéutico, considerando-se o seu grande uso

em medicina nuclear.
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Os radionuclideos emissores de particulas beta como P, 'R, ®gr
ou, ®Y e '™ Sm sdo amplamente utilizados em medicina nuclear como
tragadores terapéuticos em virtude do seu pequenc poder de penetragdo nos
tecidos vivos (1-12 mm com Emax. de 0,3 a 2,27 MeV), o que proporciona uma
redugdo consideravel de toxicidade aos tecidos sadios circunvizinhos (SINGH et

al., 1989; LEWINGTON, 1993,1996; ALLEN & BLAGOYEVIC,1996).

Um estudo desenvolvido por REGULLA (1986) mostra a importancia da
dosimetria para a radiagio beta: cerca de 25% dos locais onde ha envolvimento
com esse tipo de radiacdo n&o existe monitoramento pessoal. Os servigos de
monitoramento utilizando dosimetros dos tipos filme ou termoluminescente
sensiveis as particulas beta, mostram que ha exposigbes significativas a radiagao
beta, principalmente nos reatores, na fabricagido de elementos combustiveis, nas
usinas de reprocessamento e em certas areas da medicina nuclear, na industria e

na pesquisa.

Apesar de todas as aplicagdes da radiagao beta em diversos campos, 0s
efeitos em nivel celular sdo pouco conhecidos. Dessa forma, o conhecimento dos

efeitos bioldgicos da radiagdo beta é de grande importancia.

O radionuclideo ®Sr é produzido pela fissdo do 2°U e tem uma meia vida
fisica de 28 anos (SHAPIRO,1990). O %Sr decai por emissdo beta (Emaxima=
0,54MeV), transformando-se em *°Y (Eméaxima= 2,27 MeV) que também decai por
emissdo beta (HARLEY et al.,1988). Desta forma, o 2gr e 0 %Y formam um
sistema e s&o, portanto, uma fonte pura de particulas beta altamente energéticas

(Eméxima = 2,27MeV; Emédia = 1,13MeV), sendo que uma particula beta de %8r,
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de energia media tem poder de alcance da ordem de 10mm nos tecidos moles.

(uNSCEAR,1977; SHAPIRO,1990).

Pelo fato de ser um produto de fissao do 2°U, o *°Sr pode provocar
contaminagdoc na atmosfera, resultante de testes de armamentos nucleares e do
possivel escape durante o reprocessamento de combustiveis nucleares. Quando
expelido da instalagdo nuclear, o PGy pode entrar no ciclo da cadeia alimentar

terrestre (WILKINS et al., 1984) e representar um risco a salude das populagdes.

Em virtude da escassez de dados em humanos, varios estudos foram
conduzidos em espécies de animais de laboratorio, para obter informagdes sobre

o risco genético induzido pelo *°Sr ( NCRP, 1980 ).

Dados publicados no ICRP (1968) mostram que apds a ingestdo de
radioestroncio, um quarto da quantidade deste radionuclidec & absorvido no fiuido
extracelular e a metade dele € depositado no osso, devido a semelhanga quimica
e metabdlica entre esse elemento radioativo e o célcio; sendo que nos casos de
inalagdo, a proporgdo absorvida aumenta em um terco. Em decorréncia da alta
energia das particulas beta emitidas pelo sistema *°Sr / %Y, o ®Sr depositado
produz irradiagdo cronica no osso e na medula dssea adjacente e por

conseguinte, das células sanglineas { NCRP,1980 ).

Informagbes sobre o potencial de dano do *Sr na indugdo de tumores

dsseos, leucemia e efeitos genéticos estao documentadas no UNSCEAR (1977).

Tendo em vista que vérios tipos de radiacGes ionizantes induzem efeitos
biologicos significativos ao interagirem com células, ha necessidade de

desenvolver metodologias sensiveis para a deteccdo do dano. Entre elas
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destacam--% as técnicas citogeneticas como a analise de aberragbes
cromossarr =as (MOORHEAD et al.,, 7960), micronucleos (FENECH & MORLEY,1985),
irocas entrs cromatides-irmas (LATT,1973) e hibridizagao in situ por fluorescéncia

(FISH) (P17 EL et al.,1988).

No =ntanto, nenhum teste isoladamente é capaz de detectar toda a
variedade 2 efeitos genotdxicos e por isso, geralmente, se recorre a uma bateria

de testes r.2 inclui ensaios in vivo e in vitro.

Assirn , um dos objetivos béasicos dos ensaios de genotoxicidade é o de
tornar possivel extrapolar os efeitos obtidos in vitro para os in vivo decorrentes de

exposi¢bes acidentais e ocupacionais.
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1.2. CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE  ABERRAGOES

CROMOSSOMICAS

Cada cromossomo humano é constituido por uma unica molécula de DNA

de dupla filamento, longa e linear (THOMPSON et al., 1991).

As principals lesGes responsaveis pela formagdoc de mudangas
cromossomicas estruturais sdo as quebras na fita dupla do DNA (BAUCHINGER &
SCHMID,1998). Essas lesbes, induzidas por agentes genotdxicos na estrutura
cromossdmica podem ser reparadas, restabelecendo a configuragdo original, ou
ocorrendo um erro no reparo, resultando em rearranjos Cromossomicos ou

permanecendo sem reparo, originando uma delegao cromossomica.

Assim, as aberragdes cromossdmicas resultam do conjunto da agéo de um
agente clastogénico e dos eventuais erros causados pelos mecanismos de reparo
celular (OkAzAKI, 1995). Dessa forma, a presenga de aberragdes cromossomicas &

um indicativo de que as células sofreram dano no DNA decorrente de algum

agente indutor.

As aberra¢des cromossdmicas podem ser induzidas em qualquer fase do
ciclo celular pela radiagdo ionizante. No entanto, dependendo do estadio do ciclo
celular, diferentes tipos de aberragées podem ser provocados. Se a célula é
exposta na fase Gy ou Gy do ciclo celular, a aberragéo resultante sera do tipo
cromossomico; na fase G, , do tipo cromatidico e na fase S, havera uma mistura

dos dois tipos de aberragdes (CARRANO & NATARAJAN, 1987).

As aberragdes cromossdmicas estruturais podem ser classificadas

basicamente em dois tipos: instaveis e estaveis.



As aberracdes instaveis s@o representadas pelos fragmentos acéntricos,
dicéntricos, doubfe minute, anéis céntricos e acéntricos (Tabela 1), pois podem ser
perdidas durante a divisdo celular. Os fragmentos acéntricos s&o impossibilitados
de se orientarem no fuso mitdtico durante a divisdo celular, visto que néo
apresentam centromero. Ja os dicéntricos geralmente resultam na formacao de
pontes na anafase, podendo interferir na separacéo fisica das duas células-filhas.
Dessa forma, esses tipos de aberracGes podem ser eliminados seletivamente da
populagdo de células proliferativas (BRASELMANN ef af.,1986).

Tabela I. Principais tipos de aberragbes cromossdmicas estruturais do tipo
instave! induzidas pela radiagéo ionizante. (MoURA, A. M.S. et a/., 1986)

Intérfase
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Os dicéntricos sdo decorrentes de danos causados em dois cromossomos
n&o replicados, onde ocorreram rearranjos entre as extremidades quebradas. Se
as extremidades quebradas estiverem a uma distancia muito pequena (menor que
0,fum} e a quebra ocorrer dentro de um intervalo finito de tempo, tais
extremidades poderdo se unir formando uma configuragdo anormal, que é o
cromossomo dicéntrico, acompanhado de fragmento acéntrico. Em situagdes
mais raras, trés ou mais cromossomos podem estar envolvidos (SACHS &

BRENNER,1993; EDWARDS et al.,1996).

Os fragmentos acéntricos sdo estruturas em pares sem a presenca de
centrOmero, resultantes de uma ou duas quebras no DNA a partir de um Gnico ou

de dois eventos ionizantes (SCHMID & BAUCHINGER, 1980).

Os double minute séo estruturas que se apresentam aos pares, menores
que os fragmentos acéntricos e sdo produzidos por duas quebras ocorridas no
mesmo brago de um cromossomo, ou seja, decorrentes de uma delegéo

intersticial (IAEA 1986).

Os anéis céntricos sdo resultantes de duas quebras ocorridas nos dois
bragos do mesmo cromossomo, que se unem originando uma estrutura em forma

de anel com um centréomero acompanhada por um fragmento acéntrico.

As aberragbes estdveis sdo assim chamadas, porque s&o tipos de
alteragbes na estrutura cromossdémica que ndo causam dificuldades mecanicas
na divisdo celular e dessa maneira podem se perpetuar por varias geragdes
celulares. As aberragdes estdveis podem ser representadas por translocagbes

reciprocas e inversdes.
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A presenga de varios tipos de aberrages cromossomicas foi verificada em
células tumorais, em células de sobreviventes de bombas nucleares (YUNIS,1983),

de abortos espontaneos e de malformagdes congénitas (UNSCEAR, 1988).

As aberragbes cromossomicas radioinduzidas sdo geralmente diferentes
daquelas induzidas por outros agentes ambientais, pois envolvem todo o
cromossomo, enquanto que os clastogenicos quimicos afetam somente uma das

cromatides do cromossomo (HARRIS, 1991).

Em decorréncia do potencial clastogénico da radiacéo ionizante sobre as
células. a andlise cromossdmica € muito utilizada, principalmente em dosimetria
biologica, onde as aberragSes cromossdmicas servem como um parametro
sensivel na estimativa de dose absorvida em pessoas expostas acidental ou

ocupacionalmente a radiacio.

A despeito da existéncia de uma quantidade consideravel de trabalhos
publicados sobre os efeitos citogenéticos de radiagdo gama (LLoyD et al., 1994
BARQUINERO et al.,1995; KOKSAL et af.,1995; LINDHOLM et al., 1998) e dos raios X
(MATSUOKA et af.,1994; GREINERT ef al.,1995; BARQUINERO ef al.,1997), existem
poucas informagdes sobre os efeitos das radiacdes particuladas como alfa
(DUFRAIN et al.,1979; SIMMONS ef a/.,1996) e néutron (BAUCHINGER, 1984; HUBER

et al.,1994) em células humanas.

Alguns trabalhos disponiveis sobre o efeito citogenético da radiagéo beta
referem-se aos resultados obtidos de exposicdo in vitro de linfécitos & Agua
triciada (BOCIAN et al.,1977; PROSSER ef al. ,1983; VULPIS, 1984; LucAs ef al.,1992;
TANAKA ef al.,1994; BENO ,1996) ao '**Sm, utilizado em pacientes com cancer

metastatico para o alivio da dor (da SiLva et af,, 1998) e ao '*'| (GUTIERREZ et
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al.,1987). Os trabalhos conhecidos sobre radiagdo beta de estroncio e itrio
utilizaram a técnica do micronucleo como parametro de avaliagao do dano no
material genético (HALL & WELLS,1988; MILL et af.,1996). Um unico estudo que
empregou aberragbes cromossdmicas induzidas em cultura de linfocitos
sanguineos humanos por %°Sr in vitro nas doses de 0,138 a 2,76Gy (14,1Gy.h™")
foi 0 de VULPIS & SCARPA (1986), onde a fonte de material radioativo foi colocada

em contato direto com a amostra sanglinea.

Como exemplos de trabalhos que reportaram efeitos do *°Sr in vivo,
podemos citar os estudos qUe mostraram alguns casos de dermatite e incidéncia
aumentada de cancer em um determinado grupo de trabalhadores que
manipulavam tintas luminescentes contendo *Sr e “®Ra. Nesses individuos foi
observado um aumento significativo de células contendo aberragdes
cromossOmicas tanto estaveis como instaveis, quando comparadas com as de
individuos ndo expostos (MULLER et al., 1966: TUSCANY & MULLER, 1967; WENGER

et al., 1968; VOLF,1971).
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1.3.CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE A DOSIMETRIA BIOLOGICA

As aberragbes cromossdmicas sdc manifestagbes celulares muito
sensiveis do dano causado ao DNA. Assim sendo, elas tém sido amplamente
utilizadas para diversos fins, como por exemplo em genética toxicologica,

biomonitoramento e em daosimetria bioldgica.

A dosimetria biologica teve inicio na década de 60 quando MOORHEAD et al.
(1960) observaram que os linfocitos sangUineos periféricos humanos entravam
em estadic de divisdo celular se estimulados pela substancia chamada
fitohemaglutining, retirada do extrato de feijdo preto. ja que, normalmente essas

células ndo se dividem na corrente sanguinea.

BENDER & GOOCH, em 1962 mostraram que a ocorréncia de aberragbes
cromossdmicas em linfocitos humanos poderia servir como um dosimetro
biolégico, j4 que era observada uma relagdo estreita entre o numero de

aberragbes cromossdmicas e a dose de radiagdo utilizada.

Esse periodo foi considerado um marco para a dosimetria biologica e
desde entdo tem sido utilizada em casos de exposigdo acidental ou ocupacional e
em casos de suspeita de exposicdo em varios laboratérios do mundo (LLOYD ef

al,1978,1983,1986, 1987; |AEA 1986; RAMALHO ef al, 1988, LITTLEFIELD et

al., 1990).

Os linfocitos sanguineos periféricos s&o o tipo celular utilizado na

dosimetria bioldgica por apresentarem uma série de caracteristicas favoraveis:

- Apresentam uma alta radiossensibilidade;,
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. encontram-se amplamente distribuidos por todo o corpo;

. a maioria dos linfocitos sangiineos encontram-se na fase GO do ciclo

celular, constituindo uma populaggo celular naturalmente sincronica;

- o0s danos cromossomicos estruturais observados in vivo Ssao

extrapolaveis in vitro;

_ s3o faceis de serem obtidos (Evans & O'RIORDAN,1975; MULLER &

STREFFER,1991).

A estimativa de dose se baseia na comparagdo da frequéncia de
aberracfes cromossbmicas induzidas pela radiagéo em linfécitos de individuos

expostos com a frequéncia ocbservada em linfocitos irradiados in vitro com doses

conhecidas.

Por essa razéo, na necessidade de se estabelecer curvas dose-resposta
para cada tipo de radiagdo, que servem COMO padroes de referéncia para a
estimativa de dose absorvida em pessoas expostas, visto que varios tipos de

radiagao diferem na eficicia em produzir danos biolégicos (IAEA,1986).

As curvas dose-resposta para a indugdo de aberragdes cromossodmicas
mais freqUentemente encontradas na literatura sdo para raios X (MATSUOKA et
al. 1994; GREINERT et &/, 1995; BARQUINERO et &/, 1997) ou gama (LLOYD et al,
1994; BARQUINERO ef &/.,1985; KoKsAL et al., 1995, LINDHOLM et al., 1998). Para
tanto sao utilizadas freciéncias de dicéntricos (BARQUINERO et al., 1995; LINDHOLM
et al.,1998) ou dicéntricos mais anéis céntricos (TANAKA et al,1994), que s&0
considerados tipos de aberragdes cromossdmicas caracteristicos da radiagao

ionizante (aberragées cromossdmicas radioinduzidas), apresentam uma taxa

e
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espontanea relativamente baixa, além de serem facilmente identificados, sem

necessitar de uma tecnica especifica de bandamento cromossdmico.

Qutros tipos de aberrages cromossdmicas como fragmentos acéntricos e
double minute sdo pouco utilizados para a conétrur;éo de curvas dose-resposta
para fins dosimétricos, principalmente pelo fato da freq@éncia espontanea ser
mais alta que a apresentada por dicéntricos, além de serem produzidos por outros

agentes como clastogénicos quimicos.

No entanto, autores como BReEwWeN & LuiPPOLD (1971), pesquisando a
freqiéncia de aberragGes cromossdmicas em amostras irradiadas com raios X e
gama, LLoYD et al. (1973} em estudos dosimétricos de irradiag&o parcial do corpo
humano com raios X e WAGNER et al. (1983) em experimentos relacionados a
aplicagdo de diferentes tipos de coloragio de cromossomos para a observagao de
aberragdes cromossdmicas induzidas em linfocitos humanos por raios X

analisaram o aspecto quantitativo de fragmentos acéntricos em fungéo da dose de

radiagao.

Poucos dados sdo encontrados na literatura sobre double minute (TANAKA
et al.,1994), talvez por ndo serem os tipos de aberragdes cromossdmicas mais
indicados para o enfoque dosimétrico, 0 que n&o diminui a sua importancia sob o

ponto de vista radiobiolégico.

Em muitas situages, por exemplo, quando determinados radionuclideos
s&o incorporados no organismo, é muito dificil fazer uma estimativa quantitativa
de dose equivalente de corpo inteiro pela dosimetria biolégica (LLoYD et al., 1984).
Muitas vezes, ocorre uma distribuigdo localizada de nuclideos em érgaos/tecidos

especificos, provecando uma exposigdo cronica das células circunvizinhas, além
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das taxas de dose que diminuem em virtude do decaimento radioativo e da
metabolizacdo e excregdo. Todavia, ha o interesse fundamental crescente sobre

os efeitos bioldgicos desses radionuclideos em nivel celular.
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1.4. CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE O TESTE DO COMETA

Além das técnicas citogenéticas utilizadas para a deteccao do dano
radioinduzido, outras metodologias tém sido propostas como os metodos
bioquimicos. Dentre eles, figuram .0s gradientes alcalinos de sacarose, eluicao
alcalina ou neutra, eletroforese alcalina de gel, sedimentagdo de nucledide,
medidas viscoelasticas de DNA (FAIRBAIRN et al.,1995) e o teste do Cometa,
também chamado de eletroforese de microge! (OSTLING & JOHANSON, 1984), gue

permite a visualizagdo direta do dano aoc DNA em nivel de células individuais.

O teste do cometa se baseia no principio da eletroforese, onde uma
suspensao de células a serem analisadas é colocada numa fina camada de gel de
agarose sobre uma lamina histologica, tratada com a solugéo de lise para a
remogdo de proteinas, submetida a eletroforese e corada com um agente
fluorescente com afinidade ao DNA. A eletroforese permite que os fragmentos de
DNA, que tdm carga negativa ( - ), migrem em direcéo ao anodo ( + ). As celulas
resultantes apresentam uma parte mais concentrada e circular, representada pelo
DNA nio lesado (‘cabeca’) e filamentos danificados que migram durante a
eletroforese formando a “cauda’. A distancia de deslocamento em direg@o ao
anodo é diretamente relacionada com a intensidade de dano ocorrido no DNA; dai

a denominagao de “teste do cometa” (OSTLING & JOHANSON,1984).

A técnica originaimente proposta sofreu modificagbes em 1988 por SINGH
et al, e posteriormente em 1989 por OLIVE, que utilizaram condig&o alcalina em
vez de neutra para a lise e eletroforese das células, que permite ndo s a

visualizagio de quebras duplas no DNA, mas também a detecgao de quebras
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simples na cadeia do DNA e sitios alcali-labeis. Assim sendo, a condig&o alcalina

& mais sensivel que a neutra.

1.4.1. Avaliagao do dano

A avaliacdo do dano no DNA pela técnica do cometa pode ser feita
basicamente por duas maneiras: manualmente ou por analise de imagens

utilizando programas de computacao.

A analise manual consiste em medir o comprimento do cometa {didametro
da cabega mais o comprimento da cauda) ou somente o comprimento da cauda
por meio de uma escala calibrada na ocular do microscopio ou de negativo das

fotomicrografias (MCKELVEY-MARTIN ef al., 1993; VIJAYALAXMI et af., 1992;1993).

Uma outra maneira de avaliar a extenséo do dano manualmente & por meio
da classificagdo visual dos cometas baseada no seu aspecto morfologico, desde
nao danificado ao extremamente danificado, passando por classes intermediarias

de lesd@o (ANDERSON ef al., 1994; ViISVARDIS et al., 1997; JALOSZYNSK! et af., 1997).

A analise computadorizada de imagem permite obter dados como o valor
do momento da cauda (“tail moment’) e outros parametros como a area total do
cometa, comprimento total, comprimento da cauda, diametro da cabega e

porcentagem de DNA da cabecga e da cauda ( BOCKER et al., 1997).

O momento da cauda é considerado por varios pesquisadores como um
parémetro quantitativo mais apropriado para a avaliacdo do dano ac DNA, pois

leva em conta a migracdo do material genético bem como a quantidade relativa
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de DNA na cauda. Este parametro associa em um dnico valor as duas medidas
de migracdo do DNA: o comprimento da cauda e a quantidade de fragmentos
de DNA | representada pela intensidade de fluorescéncia na cauda. Este
parametro € fornecido pelo analisador de imagens, sendo importante salientar que
cada programa de analise de imagens possui sua prépria definigdo de momento
da cauda. No caso do programa Casys (SYNOPTICS), por exemplo, o valor é
definido como o produto da intensidade total pela distancia entre o centro optico
de massa da cauda e o centro da cabegca do cometa na diregao da corrente
aplicada. Ja no programa ‘Interative Image Analysis System Comet Assay II"
(PERCEPTIVE), o momento da cauda ¢ calculado como o produto do

comprimento da cauda pela intensidade de fluorescéncia na cauda.

A técnica do cometa é de boa sensibilidade, capaz de detectar dano ao
DNA induzido pela radiagao de baixa LET, da ordem de 005Gy em linfécitos
sanguineos periféricos irradiados in vitro { MENDIOLA-CRUZ & MORALEZ-RAMIREZ,
1999). E aplicada na genética toxicoldgica, nos estudos de dano e reparo do

DNA, da apoptose e no biomonitoramento (WOJEWODZKA ef al., 1998).

Trata-se de uma técnica inovadora que consiste numa forma relativamente
réapida, simples e sensivel de medir o dano ao DNA induzido pelos mutagénicos
(COLLINS ef al.,1997): permite a andlise da integridade do DNA em células
individuais, possibilitando a identificacdo de diferentes subpopulagdes dentro de
uma mesma amostra ( WooDs ef al., 1999) e néo requer proliferagéo celular.
Além disso, esse ensaio possui a vantagem de avaliar a heterogeneidade na
resposta a radiagdo e a capacidade de reparo das células, caracteristica relevante

na oncogénese (FAIRBAIRN et al.,1995).
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No entanto, a técnica do Cometa apresenta algumas desvantagens em
relacdo a tecnica citogenética convencional. pois ndo oferece todas as
informacgdes que uma analise de aberracdes cromossdmicas permite, como a
identificacdo de cromossomos ou partes de cromossomas envolvidos, alteragées

numéricas, bem como a avaliagdo da cinética do ciclo celular.
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2.0BJETIVO

O objetivo do presente trabalho consistiu em analisar os efeitos da particula
beta do *°Sr em linfocitos periféricos humanos irradiados in vifro com diferentes
doses, por meio das técnicas de aberracBes cromossdmicas e de eletroforese de

microgel (método do Cometa), dando enfogque nos seguintes aspectos:
- analise de aberragdes cromossdmicas numéricas e estruturais;

- elaboragdo de curvas dose-resposta para a indugdo de dicéntricos,

fragmentos acéntricos e double minute;

- elaboracgdo de curvas dose-resposta para a migragao de DNA.
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3.MATERIAIS E METODO

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
de Pesquisas Energéticas e Nucleares, CNEN-SP, sob n® 006/CEP-IPEN/SP em

12 de novembro de 1998.

O desenvolvimento de todo o trabalho foi realizado na Supervisdo de

Radiobiologia ( TBR ), Departamento de Bioengenharia do IPEN/CNEN- SP.

3.1. DOADORES

Foram utilizadas amostras sanguineas de cinco individuos sadios (A, B, C,
D, E), do sexo feminino, com idades de 25, 38, 23, 37 e 41 anos,
respectivamente, néo fumantes, sem histéria de irradiagbes e sem ingestdo de

qualquer medicamento na ocasido da coleta do sangue.

Todas as doadoras assinaram uma declaragdo (Anexo |) concordando em
participar da pesquisa e responderam ao questiondrio para a obtengdo de

informagGes adicionais pertinentes a pesquisa.
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3.2. METODO

3.2.1. Obtengdo das Amostras Sangiiineas

Foram coletados 10ml de sangue periférico de cinco doadoras, por pungao

venosa em seringas plasticas descartaveis previamente heparinizadas.

Todas as amostras sanguineas coletadas foram submetidas as duas

metodologias: técnica de aberragbes cromossdmicas e técnica do cometa.
3.2.2. Condigio de Irradiagao

As amostras sanguineas foram irradiadas in vitro com particulas beta de
uma fonte de *°Sr /*°Y (Emaxima = 2,27MeV; Emédia = 1,13MeV) (AMERSHAM
BUCHLER), com taxa de dose de 0,2 Gy.min'1 . nas doses de 0,2; 0,5; 1,0, 3.0 e

5,0Gy, a temperatura ambiente e na presenga de oxigénio molecular.

A adaptacdo da fonte de *Sr, a montagem do sistema, bem como a
dosimetria fisica da fonte para a irradiagdo das amostras em condigdes estéreis
foram feitas pelo Departamento de Metrologia das Radiagdes do IPEN/CNEN -
SP. A calibragdo da fonte foi feita utilizando-se uma camara de extrapolagdo

23391(PTW-FREIBURG).

O aparato utilizado para a irradiacdo das amostras, ilustrado na Figura 1,
foi confeccionado em acrilico, pois esse material apresenta densidade proxima a
da agua e semelhante & do tecido, além de possuir baixo numero atbmico, o que

impede a produgdo de raios X a partir da incidéncia de radiagdo beta. Além

emm e b e e s vm e ckian e e e E——

v
oot
t
t
+

i RUCLEYV R

EER



23

disso, foi levado em consideracdo o baixo poder de penetragdo dessas

particuias.

: 80
O aparato consistiu de uma parte para o encaixe da fonte de "Sr e uma

gaveta na parte inferior, onde as amostras acondicionadas em dispositivos

proprios foram colocadas. de maneira que no momento da irradiagdo, estas eram
posicionadas exatamente abaixo da fonte, sendo a distancia entre elas de
41,6mm (Figura1). O alcance da particula beta de *Sr no ar é de cerca de 8,7m

(SHAPIRO, 1990),

As amostras sanguineas coletadas das doadoras foram fracionadas em
seis lotes e colocadas em dispositivos confeccionados em “nylon”, medindo 7mm
de altura e 25mm de diametro, formando uma fina camada de sangue (cerca de

imm). Este procedimento foi utilizado para ambas as técnicas, citogenética e

cometa.
PO -2 L
;]
o s e g s e el L H
; [ \‘ ;
.... .......... ¢BD ..., :g Ln
T b= ]
ol ! i S ,: :
= T . Sp—— it £ {
'!"-'"‘I" ot
g’zi e -~

Figura 1. Esquema do aparato utilizado para a irradiagdo da amostra sanguinea

usando uma fonte de **Sr (medidas em mm) ( vista transversal).



24
3.2.3. Técnica de Aberragdes Cromossémicas

3.2.3.1. Condigao de Cultivo

Para a observagao dos danos cromossdmicos foi efetuada a cultura de
linfécitos sangulineos segundo a técnica descrita por MOORHEAD ef al.(1960) com
algumas modificagbes. Cerca de 0,5ml de sangue total de cada doadora foi
gotejado em tubo de cultura estéril contendo 4,5ml de meio MEM (CULTILAB),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (CULTILAB), 100ul de

fitohemaglutinina (5ug/mi} (GIBCO) para estimular a divisao celular e 60ul de

BrdU (5ug/ml) (SIGMA) para detecgdo de metafases nos diferentes ciclos
celulares apos a irradiagdo. Os tubos contendo o material, foram incubados por
48 horas no total, a 37°C. Trinta microlitros de coichicina (0,1ug/ml} (SIGMA)
foram adicionados 46 horas ap6s o inicio do cultivo para a obteng&o de um maior
numero de metafases para a analise de aberragdes cromossdmicas numeéricas e
estruturais. A cultura foi mantida por mais duas horas nas mesmas condigbes de
incubagdo. Apds esse periodo, as células foram hipotonizadas com uma mistura
de solu¢do de 0,075M KCI e 1% citrato de sédio (MERCK) numa proporg¢ado de
3:1, fixadas com solug@o de metanol e acido acético (MERCK) na proporgéo de
3:1 por trés vezes e entdo, gotejadas em laminas histoldgicas pré-aquecidas a
65°C e em atmosfera Gmida. Apds 24 horas, as laminas foram coradas com
Hoescht 33258 (SIGMA), cobertas com tampdo Mc llvaine (0,5 ml; pH8,0) e
expostas a luz UV (245nm) sobre uma placa aquecida a 60°C, por 40 minutos. A
seguir, as {aminas foram lavadas em agua destilada, secas ao ar e coradas com

5% de Giemsa {SIGMA) em tampao fosfato.
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3.2.3.2. Critérios de Analise

Para a analise microscépica das preparagbes foram levadas em
consideragdo cerca de 100-360 metafases por dose para cada doadora
observando-se as aberragles estruturais e numéricas, utilizando a objetiva de
imersao de 100X . Foram ana[isa;ldas somente ceélulas contendo até 2n - 2
cromossomos. Para a identificacdo de diferentes tipos de aberragbes
cromossomicas estruturais foram utilizados critérios adotados por BUCKTON &
EvaNs (1973). Numa mesma metafase contendo fragmentos acéntricos e
aberragbes de rearranjo, somente um fragmentb acéntrico foi considerado para
cada rearranjo e os outros fragmentos foram contados separadamente. As

metéfases obtidas foram classificadas segundo trés critérios basicos:
a) numero de centrbmeros;
b) presenga de aberragbes cromossdmicas estruturais e

C) se pertencem a primeira, a segunda ou a terceira divisao

mitdtica,

As metafases foram fotografadas ao microscépio éptico CARL ZEISS, no

aumento de 1000X, utilizando filme KODAK ASA400, colorido.
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3.2.4. Técnica do Cometa ou “Eletroforese de Microgel”

3.2.4.1. Condigao de Eletroforese

Para o estudo de danos no DNA pela técnica bioguimica, foi utilizado o
método do cometa ou eletroforese de microgel, versao alcalina, descrito por SINGH

ef al. (1988) com algumas modificagdes.

Imediatamente apos as irradiagbes, as amostras sanguineas foram

mantidas no gelo para a avaliagao do dano inicial.

As laminas utilizadas foram preparadas com um dia de antecedéncia. O
preparo consistiu em mergulhar as laminas histolégicas em solugéo de 1,5% de
agarose "normal melting” (SIGMA) em tampéo PBS livre de célcio e magnésio, a
uma temperatura de 65°C, formando uma fina camada de gel. As laminas foram
deixadas na posicdo horizontal “overnight” & temperatura ambiente para uma
secagem perfeita (em duplicata para cada dose). Sobre essa camada de gel foi
adicionada uma mistura de 5ul de amostra sangilinea em 90ul de agarose “low
melting” (0,5% de agarose em tampéo PBS livre de célcio e magnésio) (SIGMA) a
37°C, colocando-se uma laminuia sobré essa camada e levadas em seguida, a
4°C por 5 minutos para solidificagéo do gel. Entéo, as laminulas foram retiradas
delicadamente e as laminas foram mergulhadas numa solugdo de lise gelada
(2,5M de NaCl; 100mM de EDTA; 10mM de Tris; 1% de sarcosinato de sodio
pH10; 1% de Triton X-100; 10% de DMSO) por 2 horas a 4°C, para a remogao de

proteinas.
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Em seguida, as laminas foram retiradas da solugéo de lise e arranjadas
fado a lado numa cuba de eletroforese horizontal (17x20cm-PERMATRON)
cobertas com tampé&o alcalino, pH13 (1mM de EDTA; 300mM de NaOH), por 30
minutos para a expressdo de quebras na fita simples e de sitios alcali-labeis do
DNA, e entdo submetidas a “corrida eletroforética (25V, 300ma- fonte

PHARMACIA ) por mais 30 minutos a 4°C.

Apos essa etapa, as laminas foram lavadas 3 vezes por cinco minutos com
tampao neutralizador { 0,4M de Tris; pH7,5), fixadas em etanol absoluto (MERCK)
por 10 minutos para a preservacdo das laminas bonforme descrito por WooDs ef
al. (1999) e entdo, coradas com 40n! de brometo de etidio (20ug/ml) (SIGMA). Os
cometas resultantes foram observados ao microscopio de fluorescéncia (CARL
ZEISS) no aumento de 400X , equipado com filtro de excitag@o de 515 - 560nm e

filtro de barreira de 590nm.

3.2.4.2. Critérios de Analise

As células foram analisadas por dois métodos: pelo analisador de imagens

Casys (SYNOPTICS) e pela classificagéo visual {JALOSZNSKI et al.,1997).

O programa de analise por imagem Casys oferece varios parametros de
avaliagdo do dano ao DNA, mas foi utilizado somente o momento da qauda (“tail
moment”), por ser considerado como o parametro quantitativo mais apropriado
para a avaliagdo de indugao de dano ao DNA, pois leva em conta a migragéo do
material genético, bem como a quantidade relativa de DNA na cauda (HELLMAN et

al.,1995). O momento da cauda (taii moment) foi calculado multiplicando-se a
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intensidade total pela distancia calibrada entre o centro éptico de massa da cauda
e o centro da cabeca na diregdo da corrente aplicada, sequndo especificagdes do

fabricante.

O dano causado ao DNA pela radiagdo, segundo o método do cometa esta
diretamente relacionado a extensdo de migragdo dos fragmentos de DNA

visualizadas como a cauda do cometa.

A extensdo de dano ao DNA foi avaliada também pela analise visual dos
cometas de acordo com os critérios adotados por JALOSZYNSKI et af. (1997). Os
cometas foram classificados em cinco categorias (0 - 4) de acordo com a
extensdo de migragdo do DNA. Os que se apresentavam somente como uma
figura arredondada, brilhante e sem cauda aparente foram designados como
sendo da categoria O (células n&o danificadas). J& os cometas com uma cabega
muito pequena e com cauda longa e difusa foram incluidos na categoria 4, isto é,
células extremamente danificadas. Cometas com aspectos intermediarios foram
divididos e classificados, segundo seu aspecto como sendo das classes 1, 2 ou 3.
A estimativa quantitativa do dano ao DNA (DD) foi feita segundo a férmula

descrita por JALOSZYNSKI ef a/. (1997):
DD = (N1 + 2.N2 + 3.N3 + 4.N4) / (Z/100).

Onde, DD é o dano ao DNA em unidade arbitraria (ua) e N1 — N4 é o
numero de cometas nas categorias 1- 4 e £ é a soma de todos os cometas

contados, inclusive os da categoria 0.
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Foram analisados cerca de 50 - 60 cometas para cada dose de radiacéo e
para cada doadora, tanto para a avaliagdo do DD, como para a determinagéo do

momentc da cauda.

Os cometas foram fotografados no microscépio de fluorescéncia CARL

ZEISS, usando filme KODAK T-MAX ASA 400, preto e branco.

AT Rk B st et mt L e e e v e o—
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3.2.5. Analise Estatistica

As curvas dose-respostas obtidas para indugdo de dicéntricos, double

minute e fragmentos acéntricos foram ajustadas pelo modelo linear-quadratico.
Y=C+aD+pD? onde
Y= frequéncia da aberragdo por céluia;
C= frequéncia de aberragio espontanea;
D= dose (Gy);
a = coeficiente de regressao linear;
B = coeficiente de regressao quadratico da dose;

A frequéncia de fragmentos acéntricos em fungdo da dose foi também

ajustada pelo modelo linear, segundo a formula:
Y =C +aD, onde
Y = freqléncia de fragmentos acéntricos por célulg;
C = frequéncia de fragmentos acéntricos espontanea;
o = coeficiente de regressao linear;

D = dose (Gy).
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As curvas dose-respostas obtidas para a migracdo do DNA foram
ajustadas pelo modelo de regressdo nio-linear (one phase exponential decay),

segundo a equacao:
Y=A. ™D + B onde
Y = dano ao DNA ou momento da cauda em unidade arbitraria (ua):
A KeB l= constantes do modelo;

D = dose (Gy).

Toda a andlise estatistica foi desenvolvida pelo programa de computacdo

GraphPad Prism.
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4. RESULTADOS

41. AVALIAGAO DO DANO PELA TECNICA DE ABERRAGOES

CROMOSSOMICAS

A andlise citogenética de linfécitos irradiados com varias doses de *°Sr de
cinco doadoras (A, B, C, D e E) mostrou a presenca de varios tipos de aberragdes
cromossOmicas estruturais. As mais freglentes foram os dicéntricos, fragmentos
acéntricos e double minute (Figura 2). Nao foram encontradas aberragoes
cromossomicas do tipo anel acéntrico.

A Tabela Il mostra a frequéncia de diferentes tipos de aberragdes
cromossomicas estruturais encontrados em amostras sanglineas irradiadas com
doses de 0,2 a 5,0 Gy de cinco doadoras individualmente e a média. A amostra
de sangue irradiada com 5,0 Gy da doadora E nao foi levada em consideracéo em
virtude do numero insuficiente de metafases.

Pode-se observar que houve um aumento na freqiiéncia de todos os tipos
de aberragGes cromossdmicas em fungdo da dose de radiacdo beta, em todas as
doadoras analisadas. A doadora A apresentou uma taxa espontanea de dicéntrico
relativamente alta. Os tipos de aberragdes cromossémicas estruturais mais
frequentemente encontrados foram os double minute, os dicéntricos e,
principaimente os fragmentos acéntricos.

As relagbes dose-resposta para a indugdo de dicéntricos, double minute,
fragmentos acéntricos e para a indugdo de fragmentos acéntricos mais double

minute para cada uma das doadoras individualmente estdo expressas
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graficamente nas Figuras 3, 4, 5, 6 e 7 respectivamente. O modelo que melhor
se ajustou aos dados obtidos com radiagdo beta do *Sr foi o linear-quadratico.
Para a indugdo de fragmentos acéntricos, tanto 0 modelo linear como o linear-
quadratico foram utilizados.

Os valores dos coeficientes , alfa e beta, com seus respectivos erros
padrdes (SE) utilizados para o ajuste das curvas e os coeficientes de ajuste do
modelo (r%) estdo expressos na Tabela lll. Os valores de ? mostram que os
modelos se ajustaram adequadamente aos dados obtidos ( r’> 0,95) para cada
uma das curvas.

Os valores dos parametros , alfa e beta, da relagdo dose-resposta para a
indugdo de dicéntricos e aberragbes acéntricas (double minute + fragmentos
acéntricos + aneéis acéntricos) pela radiagdo gama, beta e raios X obtidos da
literatura para comparagdo, levando-se em consideragdo, taxa de dose e
condigbes de cultivo celular similares estdo apresentados nas Tabelas IV e V,
respectivamente.

A Tabela VI apresenta as freqUéncias de metafases com numero modal e
hipomodal de centrdomeros, observados em linfécitos irradiados in vitro com
diferentes doses de *Sr das doadoras A, B, C, D e E, individuaimente.
Aparentemente, ndo houve influéncia da radiagdo ionizante na frequéncia de

células com nimero modal de cromossomos bem como na cinética do ciclo

celular,
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Figura2. Fotomicrografias de metafase mostrando um dicéntrico + fragmento acé_n?r!co _
(setas) (A), double minute(seta) (B) e (C) metafase na segunda divisao celular mitética apos
a irradiagdo com *Sr (1250X)
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e E, irradiadas com varias doses de *°Sr.
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Tabela VI. Frequéncias de metafases com numero modal e hipomodal de
centrdmeros, observadas em linfocitos periféricos das doadoras A, B, C, De E

I VA
Ne de cé|ulas N° centromeros(%) Ciclo celular (%)

(Gy) analisadas 4B 45 44 1° 2°
0 317 313 01 03 304 13

(98,7 (0,3) (0,90 (959} (4.1)
0.2 175 174 0 01 175 0

(99.4) (0} (0.6) (100) (0)
0,5 221 220 01 0 221 0

(98,5) (4 (0) (100) ()
1,0 300 300 0 0 300 0

(100) (0} (0) (100)  (0)
30 265 285 0 G 265 0

(100} (0} (0) {(100) (0

N° de células

N° centrémeros {%)
(Gy) analisadas 46 45 44 1° 2°
0 319 319 0 0 300 19
{100)  (0) {0) (94)  (0.6)
0,2 314 314 0 0 273 41
(100) (O) (0) 87y  (13)
0,5 302 300 0 02 302 0
(88.3) (O) 07y  (100) (0)
1.0 368 368 o 0 300 68
(100)  (0) (0} (61}  (18)
3,0 210 205 1 04 207 03
(97,6) (0,5) (1,9 (99} (1)
Dose N° de células ..N..nenimmams_(_&)"; ' _Gmlo_x:.e.lular_(_b)
(Gy) analisadas 48
; 0 300 300 0 D 300 0
5 (100) (0} (0) {100) (0)
’ 0,2 303 300 V] o 300 3
(100) (0} (0) (100) (0}
0,5 303 300 0 02 303 0
' (99,0) (03) (07) (100) (0)
1,0 148 147 0 02 149 0
{98,6) (0) {1.3) (100) (0)
3,0 187 183 03 01 187 o]
(97,8} (1.8) (0,5) (100)  (0)
50 108 107 ¢ 01 108 0
981) @ (09 (100) (0}




Tabela VI(Continuagéo). Freqléncias de metafases com nimero modal e hipomodal 45
de centrdbmeros, observadas em linfocitos periféricos das doadoras A, B, C, D e E
irradiados in vitro com varias doses de %Sr.

e

e Dnhar e
Dose N® de células ° ros (%) Ciclo celular (%)
(Gy) analisadas 48 45 44 1° 2°
0 309 309 0 0 300 9
(100}  {0) {0) 871} @9
0,2 304 300 4 0 304 0
(96,7) (1.3} (0) (100)  (0)
0,5 301 301 0 0 300 01
{100} (0) 0.7y ({99,7) (0.3)
1,0 155 154 oy 0 155 0
(99,4} (0.6} (0) (100} (0)
3,0 100 87 08 05 100 o
(87) (8} ) (100)  (0)
5,0 109 107 01 o1 107 02

Dose — Ne c;e células:J

{Gy) analisadas

0 304 300 01 03 304 0
(98.7) (0,3) (1.0) (100) (0)

0,2 187 176 05 06 187 0
(941) (27 (32 (100} (0)

0.5 229 223 04 02 229 0
(97,5) (1.6) (0,9 (100) (0O}

1,0 125 122 02 01 125 0
(97.86) (1.6} (0,8) (100) (0)

3,0 101 101 0 0 100 a1
(100)  (0) (@ (€9,0) (1.0

5,0*

N° de células

(Gy) analisadas

0 1549 1541 02 06 1508 441
{88,5) (0.1) (0.4 (97.3) (27)

0.2 1283 1267 09 07 1239 44
(98,8) (0,7) (0,5 (96B) (3,4)

0.5 1356 1344 06 06 1356 01
(99,2) (0,4} (04) (999) (0,1)

1,0 1097 1081 03 03 1029 68
(984) (0.3) (03) (938) (6,2)

3,0 863 841 12 10 859 04
(974) (1.4 (12) (995) (0,8

5,0 486 475 04 07 484 02
(97.8) (08) (14) (996) (0.4)
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4.2. AVALIAGCAO DO DANO PELA TECNICA DO COMETA

As células sanguineas tratadas pela técnica de eletroforese de
microgel logo apds as irradiagbes apresentaram um aspecto de cometa com
uma cabega brilhante e fluorescente e uma cauda, cujo comprimento e a

intensidade da fluorescéncia variou em fungéo da dose de radiacéo beta.

A Figura 8 mostra os diferentes aspectos dos cometas, resultantes de
células sanguineas irradiadas com vérias doses de radiagac beta e

processadas eletroforeticamente.

Os resultados obtidos de cinco doadoras utilizando dois parametros, o
momente da cauda (MC) segundo o programa Casys (SYNOPTICS) e o

dano ao DNA (DD) pela anélise visual estdo sumarizados na Tabela VII.

Em todas as doadoras, tanto o MC como o DD aumentaram em

fungéo da dose de radiagdo beta de *Sr.

As porcentagens de cometas pertencentes as diversas categorias de
dano (classes 0-4) de acordo com a classificagao visual para cada dose de
radiagao estdo expressos na Tabela VIII.  Verifica-se que h& uma
substituicio de células menos danificadas a mais danificadas com o

aumento da dose de radiagéo beta.

As Figuras 9 e 10 mostram as relagdes dose-resposta ajustadas para
migragdo de DNA avaliada pelo MC e DD, respectivamente, para cada uma

das doadoras analisadas.




Figura 8. Fotomicrografias de células sanglineas irradiadas com %3 e tratadas pela
técnica do Cometa. (A) células sem migracdo do DNA (tipo 0): (B) e (C) células com pouca
migracdo do DNA (tpos 1 e 2); (D) células muito danificadas (tipo 3); (E) célula
extremamente danificada (tipo 4) (450x); (F) aspecto de varios cometas mostrando caudas
longas (225x).
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Tabela VIi. Valores de momento da cauda (MC) e dano ao DNA (DD) encontrados
em amostras sanguineas das doadoras A, B, C, D e E, irradiadas com varias doses
de *°Sr, por meio da técnica do cometa.

Doador Dose N°células analisadas MC (ua) ©D(ua) Células sem migragao Células com migragao

(Gy) de DNA(%) de DNA(%)
i) ) 0.01 860 90,40 9,60
0,2 52 003 9810 7,70 92,30
A 0,5 52 003 13650 0 100
1,0 52 0,04 ~ 23550 0 100
3,0 52 010 296,10 0 100
5,0 52 015 37500 0 100
0 52 0,01 5,80 94,20 5,80
0,2 52 002 90,40 13,50 86,50
B 0.5 52 0,04 217,30 0 100
1.0 52 0,04 250,00 0 100
3,0 52 0,07 32680 0 100
5,0 52 0,08 400,00 0 100
0 52 0,01 7.70 92,30 7,70
0,2 52 002 9420 1,90 98,10
o 0,5 52 0,03 173,10 0 100
1,0 52 0,05 214,50 0 100
3,0 52 0,12 35960 0 100
5,0 52 0,13 398,10 0 100
) 52 0,01 . - -
0,2 52 0,01 - . .
D 0.5 52 0.01 . ; ;
1,0 52 0,03 ; - .
3,0 52 0,11 ; - .
5.0 52 0.13 . - .
0 52 0,01 9,60 90,40 9,60
0,2 52 0,01 101,90 11,50 88,50
E 0,5 52 002 170,20 1,90 98,10
1.0 52 003 23270 0 100
3,0 52 0,10 300,00 0 100
5,0 52 0,13 353,80 0 100
0 260 0,01 8,20 91,80 8,20
0,2 260 0,02 96,10 8,70 81,30
 Media 05 260 0,02 170,20 0,50 99,50
3 1,0 260 0,04 232,70 0 100
: 3,0 260 0,10 320,60 0 100
i 5.0 260 043 381,70 0 100
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Tabela VIII. Porcentagens de células encontradas nas diversas categorias de dano
de acordo com a analise visual para as amostras sanglineas das doadoras A, B, C
e E irradiadas com ¥Sr.

Dose N° Tipo0 Tipo1 Tipo2 Tipo3 Tipo4
(Gy) células
0 52 90,4 96 0 0 0
0,2 52 77 86,5 5,8 0 0
A 0,5 52 1.9 83,5 36,5 0 0
1,0 52 0 0 63,5 36.5 0
3,0 52 0 0 11,5 80,8 7.7
5,0 52 0 0 0 25 75
0 52 94,2 5.8 0 0 0
0,2 52 13,5 82,7 3,8 0 0
B 0,5 52 0 0 82,7 17.3 0
1,0 52 0 0 50 50 0
3,0 52 0 0 0 73,1 26,9
5,0 52 0 0 0 0 100
0 52 92,3 7.7 0 0 0
0,2 52 1.9 94,2 3.9 0 0
0,5 52 0 30,8 69,2 0 0
cC 1,0 52 0 0 88,5 11,5 0
3,0 52 0 0 1,9 36,6 61,5
5,0 52 0 0 0 1.9 98,1
0 52 90,4 9.6 0 0 0
0,2 52 11,5 75 13,5 0 0
E 0,5 52 19 42,3 55,8 0 0
1,0 52 0 0 67,3 32,7 0
3,0 52 0 0 0 100 0
5.0 52 0 0 0 461 539
0 208 91,8 8,2 0 0 0
0,2 208 8,7 84,6 6,7 0 0
Média 0,5 208 0,5 34,1 61,1 4,3 0
1,0 208 0 0 67.3 32,7 0
3,0 208 0 0 3,4 72,6 24,0
5,0 208 0 0 0 18,3 81,7
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Tabela IX. Estimativas dos parametros do modelo utilizado para o ajuste das curvas
e os coeficientes de ajuste do modelo (r*) para o MC e DD.

“po de radiagao Parametro de Coeficientes Estimativa Erro padrac r
avaliagdo do dano

[ gy T e
B 0,18 +0,03
K 0,24 40,08
B (Psr) oD A -340,40 25,79 0,98
B 361,50 +20,12
K 1,03 +0,22
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5. DISCUSSAO

A comparagdo dos efeitos de diferentes tipos de radiagao em
sistemas bioldgicos tem sido muito utilizada para um melhor conhecimento
do seu potencial mutagénico ou carcinogénico em casos de exposig¢io
acidental ou ocupacional a radiacdo. Assim, os efeitos bioldgicos da
radiacdo podem ser analisados empregando-se diferentes metodologias

para a comparacao de varios parametros.

O objetivo desse trabalho foi o de avaliar o dano causado em células ,
mais especificamente ao DNA, pela irradiagdo in vitro de amostras
sanguineas de individuos sadios, utilizando radiagdo beta de *°Sr. Para
tanto, foram aplicadas duas metodologias: a técnica citogenética de

aberragbes cromossOmicas e o teste do cometa.

A analise de células sangilineas irradiadas com *°Sr mostrou varios
tipos de aberracdes cromossdmicas estruturais, entre os quais dicéntricos,
anéis, fragmentos acéntricos e double minute. Os mesmos tipos de
aberragbes cromossdmicas foram encontrados também com outros tipos de
radiacbes, por exemplo, raios X (VuLPIs, 1984), gama (KOKSAL ef al., 1995),
néutrons (EDWARDS et al.,1990) e alfa (DUFRAIN et al., 1979), d que corrobora
a observagdo de que os efeitos de diferentes tipos de radiagdo sé&o

qualitativamente similares em nivel cromossamico.

. —
N e -

a[“{;i'TUTU [ TR

*ETICAS E NUCLEARES ’

N —_




56

No entanto, a frequéncia de aberragbes cromossdmicas induzidas
depende de varios fatores: do tipo de radiac&o, da dose, da taxa de dose, da

temperatura e da concentragdo de oxigénio (LLOYD & EDWARDS, 1983).

Os tipos de aberragdes estruturais mais freqientemente encontrados
foram o©s fragmentos acéntricos, seguidos pelos double minute e

dicéntricos.

Uma relagdo quantitativa entre a freqiéncia desses tipos de
aberragbes cromossdmicas e a dose de radiacdo foi avaliada usando o
modelo linear-quadratico (Y= aD + D%, fungdo que melhor se ajustou aos

dados obtidos.

A representacdo fisica dessa fun¢do é a indugdo de algumas
aberracGes por uma Unica trajetéria ionizante (componente linear o) e outras,
pela interagio de duas trajetorias independentes (componente quadratico B).
Em outras palavras, o termo linear representa dano causado por uma
simples trajetéria ionizante que pode induzir uma ou duas quebras
cromossomicas. O termo aD independe da taxa de dose e corresponde a
faixa de doses mais baixas da curva dose-resposta, enquanto que o termo
quadrético pD? depend.e da taxa de dose e equivale ao intervalo de doses
mais altas. Assim, arazdo o /B de dois coeficientes é igual a dose na qual
0s componentes linear e quadrético contribuem igualmente na inducéo de

dano ou na formagéo de aberrages cromossdmicas (LLOYD et al.,1975).

Os dicénticos sdo considerados como os melhores indicadores de

dano por radiagdo em virtude da sua facilidade de identificagdo e baixa
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freqiéncia espontanea. Os anéis céntricos, por sua vez ndo s&o
freqUentemente induzidos pela radiacdo em linfécitos humanos e sua
frequéncia gira em torno de 5-10% da taxa de dicéntricos (BAUCHINGER,

1995).

Os dicéntricos requerem duas lesdes para a sua formagdo e podem
ser produzidos por uma ou duas trajetdrias ionizantes independentes. O
coeficiente o / B obtido para o dicéntrico foi 0,65 Gy, o que significa que,
doses abaixo desse valor na curva dose-resposta estdo relacionadas com
dicéntricos produzidos predominantemente por um unico evento ionizante
que induz duas quebras e, acima dessa dose, com dicéntricos produzidos

por dois eventos ionizantes independentes.

Os fragmentos acéntricos sdo também encontrados freqlientemente
em células irradiadas tanto pelos raios X , gama ou beta. No entanto, tem
sido dada menos énfase ao estudo quantitativo como indicadores de dano
por radiagdo em virtude da incerteza sobre a sua formacgdo, menos
prontamente identificados, além de apresentarem uma incidéncia espontanea
relativamente alta devido aos efeitos que confundem com outros

mutagénicos que nao sejam radiagdes (EVANS, 1970).

Muitos autores tém agrupado como fragmentos acéntricos todo o
conjunto de aberragdes decorrentes de dele¢do terminal, delegéb intersticial
(double minute) e anéis acéntricos (aberracdes acéntricas) (BREWEN &
LUiPPOLD,1971; LioYD et al, 1973,1975ScHMID & BAUCHINGER,1980;

WAGNER ef al.,1983).
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No presente trabalho, todavia, estas aberragdes acéntricas foram
analisadas de duas maneiras; separadamente e agrupadas em fragmentos

acéntricos mais double minute.

Para tanto, foram utilizados dois modelos para o ajuste das curvas:
modelo linear (para fragmentos acéntricos) e o modelo linear-quadratico
(para double minute, fragmentos acéntricos, double minute mais fragmentos

acentricos) que se ajustaram adequadamente aos dados obtidos.

Conforme apresentados na Tabela Ill, os valores dos coeficientes o / B
obtidos para fragmentos acéntricos (1 Gy), double minute (21 Gy) e
fragmentos acéntricos mais double minute (1 Gy) foram mais altos que o
obtido para dicéntricos (0,65 Gy), o que sugere que as aberragbes
acéntricas provocadas por uma trajetoria ionizante predominam nas doses
mais altas em relagdo aos dicéntricos. Isto provavelmente reflete a
proporgéo aprecidavel de fragmentos acéntricos induzidos por uma simples
trajetoria de radiacdo ou resultantes de delecdes terminais, induzidas por um
unico evento ionizante que produz uma quebra associado ao termo linear

aD.

A técnica convencional de co[oréc;éo com Giemsa ndo permite a
detecgdo do processo de formagdo de fragmentos acéntricos: o acéntrico
pode ser oriundo, além da delecdo terminal envolvendo somente uma
quebra, de rearranjo intracromossdmico entre dois bracos diferentes
("interarm exchange ") ou no mesmo brago cromossomico (intra-arm

exchange”), envolvendo duas quebras (HAHNFELDT et al., 1895). Todavia,

CorCLFE ANSY j
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BAUCHINGER & GoTz (1979), utilizando bandamento G em linfocitos irradiados
com raios X, observaram que muitos fragmentos acéntricos sao originarios

de delegbes terminais.

Entre todos os tipos de aberragbes analisados, o double minute
apresentou o coeficiente o mais alto { 3,545 + 1,420), porem coeficiente B

mais baixo (0,166 + 0,281),

O double minute é resultante de duas quebras ocorridas no mesmo
brago de um cromossomo {delecao intersticial). O -predominio de double
minute induzido por uma simples trajetoria ionizante se estende para doses
mais altas ( o / B = 21Gy). Isto pode ser decorrente de uma fracdo
significativa de double minute gue sdo aberragbes cromossdmicas de um
simples "hit" e assim, associado ao termo aD. E possivel que as duas
quebras muito préximas no mesmo bra¢o cromossdmico sejam resultantes
de uma unica trajetoria de elétrons, se levar em consideragdo a estrutura

altamente enovelada e compacta do cromossomo em células de eucarioto.

Os dicéntricos “a priori” sdo aberragdes intercromossomicas enquanto
que 0s acentricos e double minute, intracromossdmicas, e provavelmente
€sses ocorrem mais freqlentemente que os processos envolvendo mais de
Um cromossomo. Nesse caso, as diferentes distancias de interagéo entre as
quebras primarias também podem ser responsaveis para a formagéo de

dicéntricos (SCHMID & BAUCHINGER, 1980).

Estes dados permitem supor que nas doses baixas, onde a frequiéncia

de aberragdes esta relacionada predominantemente com o termo linear (aD),



60

a probabilidade de lesées produzidas independentemente pela radiacao de
se combinarem e de formarem um dicéntrico é reduzida ; as lesdes se nao

séo reparadas podem resuitar em aberragbes acéntricas.

Assim sendo, as frequéncias de aberragdes cromossomicas, como
dicéntricos, double minute e fragmentos acéntricos, podem mudar com o

intervalo de dose na curva dose-resposta (LLOYD ef al., 1975).

Com base nessas informagdes, pode-se dizer que a radiagdo beta de
%®3r nas nossas condicées de irradiagao foi mais eficiente na indugéo de uma
ou de duas lesdes por um simples evento ionizante na formagdo de

aberra¢des cromossdmicas.

TANAKA et al.(1994) discriminaram as aberragdes acéntricas em double
minute e em fragmentos acéntricos para o estudo da eficacia bioldgica
relativa e do efeito da taxa de dose da radiagdo beta de agua triciada (HTO)
em linfocitos e em células da medula éssea humana. Os autores
encontraram uma freqiéncia mais alta de double minute induzido pela
particula beta de °H em relacdo ao acéntrico e que a frequéncia de ambos os
tipos de aberracdes foram mais altos do que 0s encontrados no presente
trabalho na faixa de doses equivalentes. Essa diferenca pode ser explicada
pelas diferentes condicdes de exposigdo das amostras sanglineas. A agua
triciada em contato direto com as amostras provavelmente induziu mais
danos as células, enquanto que, no presente trabalho, a irradiagdo com

particulas beta foi feita a alguns milimetros das amostras.
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Os dados obtidos sobre a frequéncia de aberragbGes acéntricas pela
radiagdo beta do *°Sr do presente trabalho foram comparados com o©s
reportados na literatura com raios X e gama de ®Co (Tabela V). De modo
geral, os coeficientes o do modelo linear-quadratico para raios X foram
mais altos que os apresentados para gama de *°Co que se mostraram
similares com os do presente trabalho. Isso significa uma maior eficiéncia

dos raios X na indugdo de aberragdes acéntricas nas doses mais baixas.

Comparando os dados referentes & inducdo de dicéntricos obtidos
com alguns dados da literatura (Tabela V), Ievandé—se em consideracao
taxas de dose e condigbes similares de cultivo, observou-se que os
coeficientes o e §  foram mais baixos em relagéo aqueles encontrados para
radiagdo gama de '¥'Cs, °Co e "%Ir ( DA SiLvaA, 1997; TAKAHASHI ef al., 1982,

RAMALHO et al., 1988; LITTLEFIELD et a/,, 1980; DUFRAIN et a., 1980).

Do mesmo modo, comparando os resultados obtidos no presente
trabalho com os de VuLPIS & SCARPA (1986) sobre a eficiéncia da particula
beta de *Sr na indugdo de dicéntrico foi possivel verificar  que os
coeficientes . e B encontrados por estes autores foram mais altos. Essa
diferenca encontrada com *°Sr pode ser explicada pelas diferentes condigbes
de irradiagéo adotadas nos dois trabalhos. VuLPIS & SCARPA (1986)
irradiaram as amostras sangilineas utilizando uma fonte de radioestrdncio
em contato direto com a amostra. J& no presente trabalho foi empregada

uma irradiagao externa .
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Iguaimente, os dados apresentados por VULPIS (1984) e por TANAKA et
al. (1994) com a radiagao beta de *H foram mais altos que os encontrados
no presente trabalho. Essas diferengas podem também ser atribuidas as
condicdes de irradiagdo das amostras. o que pode ter influenciado nos

-

resultados.

Quando se compararam as curvas obtidas de ®Sr com as de raios X
(LLOYD et al, 1984; VuLris, 1984), esses apresentaram valores mais altos
(coeficientes o e ) em relagio aos obtidos no presente trabalho. Os raios X
foram mais eficazes que as particulas beta de *°Sr quando se empregaram
condigcbes similares de exposi¢do, ocorrendo 0 processo inverso quando se
comparou os dados de VULPIS & SCARPA (1986), onde a fonte foi introduzida
diretamente na amostra sanguinea. Resultados similares foram obtidos por
Hall & Wells (1988) e por Mill et al. (1996) que analisaram a indugédo de
micronucleo pela radiagao beta de *Sr (1-1,6 Gy/min) na faixa de dose de
0,3 a 3Gy em linfocitos humanos. Os autores verificaram que a irradiagéo
externa com particulas beta foi menos efetiva que os raios X (0,5 — 2Gy/min)

na indugdo de micronucleos.

Além das condigbes distintas de irradiagbes, as diferengas entre os
raios X e beta de *°Sr podem ser decorrentes de diferencas no espectro de
LET entre estes dois tipos de radiagdes: os raios X foram mais eficientes na
producdo de duas lesdes tanto por uma como por duas trajetdrias ionizantes

do que os elétrons produzidos pelo Ngr (EDWARDS,1997 ).
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A interpretacdo sobre a relagdo dose-resposta para a indugéo de
aberracbes cromossdmicas por diferentes tipos de radiagéo ionizante & dificil
em virtude da complexidade de fatores envolvidos. Uma quantidade
significativa de trabalhos publicados sobre a indug&o de dicéntricos por raios
X, gama ou néutrons em linfocitos humanos mostraram que ha consideraveis
variagbes interlaboratoriais. Alguns fatores tém sido apontados para estas
diferencas comb variabilidade dos doadores, diferenga no modelo
experimental, métodos de cultivo celular e técnicas de ajuste das curvas

(LLoYD & EDWARDS, 1983).

No entanto, com base nos dados apresentados na Tabela iV, pode-se
dizer, de uma forma geral, que as particulas beta de *Sr foram menos
eficientes na indug&o de dicéntricos que a radiacido gama de ®Co, "*'Cs e
'%2r e raios X, quando se emprega uma fonte externa de irradiagdo. Quanto

a indug&o de aberragdes acéntricas, o efeito do *Sr foi similar ao de ®Co.

As curvas dose-resposta para radiagdo beta sac particularmente
importantes no biomonitoramento de pacientes submetidos & terapia com
radiofarmacos como '*Sm-EDTMP, '*'I-BDP3 e outros emissores beta
(SINGH ef a/.,1983). Sao de grande valia também em casos de exposi¢do
acidental ou ocupacional, pois permitem uma inferéncia para © risco
genético. O *°Sr & gerado no reprocessamento de combustiveis nucleares e,
quando ingerido ou inalado, deposita-se em grande parte na medula dssea,

causando ionizages em células sanglineas.

Os dados mostraram também que ndo houve diferenga digna de nota

guanto ao nimero de centrdmeros, bem como quanto a frequéncia de células
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na primeira ou na segunda divisdo mitdtica apds a exposigdo com varias
doses de radiagdo. Estas observagdes sugerem que a radiagao beta nao
influenciou o numerc modal de cromossomos em células irradiadas bem

como na cinética do ciclo celular no intervalo de dose analisado.

Quanto ao numero de células analisadas, observou-se uma gueda no
numero de metafases disponiveis nas doses mais altas, inclusive
impossibilitando a andlise da amostra da doadora E , irradiada com 5 Gy.
Uma das possiveis explicagdes poderia estar relacionada com a morte

seletiva de células afetadas pela radiagéo.

As aberragbes encontradas em células irradiadas sdc muito
danificantes e, dessa maneira, elas podem, muitas vezes, levar @ morte

celular e, portanto, sao seletivamente eliminadas da populagao celular.

No entanto, certas transiocagdes reciprocas e inversdes que sdo tipos
de aberragBes estaveis, que permanecem vidveis por varias geragbes
celulares, podem apresentar grandes implicagdes na génese de neoplasias
humanas (ALBERTS et a/., 1994), como por exemplo, a leucemia mieldide
crénica e o linfoma de Burkitt . Além disso, muitas células tumorais sao
cromossomicamente instaveis, apresentando vérios tipos de aberragfes

cromossomicas tanto numéricas como estruturais (YUNIS, 1983).

Vérios autores demonstraram que a freqiiéncia de translocactes
reciprocas € similar a de dicéntricos (LUcAs et al., 1996). Em outras
palavras, as translocagbes reciprocas so tipos de dicéntricos estaveis e

similarmente, as inversdes pericéntricas , de anéis céntricos (EDWARDS et al,
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1989). Embora os tipos estaveis sejam mais dificeis de serem detectados
pela coloragao convencional , tecnicamente, eles sdo induzidos pela radiagéo
na proporgao de 1:1 com tipos instaveis em linfdcitos humanos. Assim, ha
uma proporcionalidade direta entre formacdo de aberragdes instaveis e

cancer.

Quanto a técnica de eletroforese de microgel, uma analise do aspecto
morfoldgico dos cometas obtidos apds a irradiagdo de células sanglineas
com *Sr mostrou um padrao muito similar ao obtido com a irradiagcido gama
de ®°Co (NASCIMENTO, 2000). As caudas dos éometas resultantes da
iradiagdo com °Sr mostraram uma melhor definigdo e uma  maior
intensidade de fluorescéncia, o que pode ser atribuido a uma fixagao prévia
das laminas, antes da coloragdo com brometo de etidio. Esses resultados

corroboram os reportados por WooDs et af.(1999).

Os dados obtidos mostraram um aumento concomitante na migragao
do DNA com o aumento da dose de radiagio, avaliado tanto pelo analisador

de imagem (momento da cauda) como pela classificagéo visual (DD).

Os valores basais com menos de 10% de células danificadas da
categoria 1, isto &, células com pouco dano, mostraram que as amostras
sanguineas foram processadas adequadamente sem a introdugdo de danos

adicionais ao DNA, provenientes de problemas técnicos.

As duas técnicas aqui empregadas mostraram-se bastante sensiveis e
reprodutiveis e podem ser utilizadas como ferramentas valiosas para uma

melhor compreenséo dos fendmenos radiobiolégicos em nivel celular © @

-
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técnica de aberragdes cromossomicas detecta lesbes ndo reparadas do
DNA, particularmente as quebras nas fitas duplas , enquanto que a técnica
do cometa permite avaliar quantitativamente as lesbes ocorridas
imediatamente apés as exposi¢cdes em células individuais, como quebras
simples e duplas do DNA e sitios alcali-ldbeis. Todas essas lesdes
representam tipos importantes de danos causados ao material genético e

estdo relacionados com varios efeitos de grande significado bioldgico.

Nesse sentido, pode-se afirmar que as duas técnicas s&o
complementares: a técnica de aberragcbes nos fornece a riqueza de
informagdes e a técnica do cometa, por sua simplicidade e rapidez € muito

adequado para fins de “screening’”.
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6. CONCLUSOES

Os dados obtidos sobre a analise qualitativa e quantitativa do efeito da
radiacdo beta de *Sr (O,2Gylmin5 em células sanguineas de 5 doadoras
sadias, irradiadas in vitro com doses de 0,2 a 5Gy, utilizando a técnica de

aberragdes cromossdmicas e o ensaio do Cometa, permitiram concluir que:

« 0s tipos de aberragbes cromossomicas mais frequentemente
encontradas foram os fragmentos acéntricos seguidos pelos double

minute e dicéntricos;

* aradia¢do beta de *°Sr foi mais eficiente na inducéo de lesdes por
um unico evento ionizante que por dois eventos ionizantes

iIndependentes na formagéo de aberragdes cromossamicas;

» a radiagdo beta de *Sr foi menos eficiente na produgdo de
dicéntricos que os raios X e a radiagdo gama de *Co, "*'Cs, '*Ir,

nas condigdes de irradiagido adotadas;

 a eficiéncia da radiagdo de *Sr foi similar a de radiagdo gama de

60 . ~ - n .
Co na indugéo de aberragdes acéntricas;

» a radiagdo beta de *Sr nao influenciou no nimero modal de
cromossomos em células irradiadas, bem como na cinética do ciclo

celular;
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houve um aumento na migragdo do DNA em fungdo da dose de
radiagao beta, avaliado tanto pelo analisador de imagem (momento

da cauda), como pela classificagdo visual (dano ao DNA);

as duas técnicas empregadas (citogenética e bioguimica)
mostraram-se sensiveis e complementares na avaliagao do efeito

bioldgico da particula beta de **Sr em células humanas.
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PESO:. ... kg

FUMANTE: ( )SIM ( )NAO  QUANTIDADE/DIA ... ...
FAZ USO DE ALGUM MEDICAMENTO: - ( )SIM ( )NAO

AUTORIZACAO
......................................................................................................... autorizo a coleta de
amostras sangiineas (5 mL) para estudos citogenéticos a serem realizados no Instituto de
Pesquisas Energéticas ¢ Nucleares (IPEN-CNEN/SP) Departamento de Radiobiologia, cujos

resultados serdo utilizados na Dissertagdo de Mestrado de Elaine Mendes de Oliveira.
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