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Efeitos das radiações y (60Co) e p (9 0Sr) em células de ovário de hámster 

chinês (CHO-K1): indução de micronúcleos e morte celular 

Daniella Murakami 

RESUMO 

Entre os vários tipos de radiação ionizante, os radionuclídeos emissores beta estão 

envolvidos em vários setores da atividade humana, por exemplo, em medicina nuclear, 

indústrias nucleares e em biomedicina, aumentando, consequentemente, o risco de 

exposições acidental, ocupacional ou terapêutica. No entanto, apesar da sua reconhecida 

importância, há poucas informações sobre o efeito da partícula P em nível celular em 

comparação com outros tipos de radiação ionizante. Assim, o objetivo do presente trabalho 

foi o de averiguar efeitos genotóxicos e citotóxicos do 9 0Sr, uma fonte pura de partículas 

beta altamente energéticas, em células CHO-K1 e comparar os dados obtidos com os do 
6 0Co. Para tanto, células CHO-K1 irradiadas com diferentes doses (1,0; 2,5; 5,0 e 7,5 Gy) 

de 6 0Co (0,34 Gy/min) e de 9 0 Sr (0,23 Gy/min) foram processadas para a análise de morte 

clonogênica, indução de micronúcleos (MN) e mortes necrótica e apoptótica. Ás curvas de 

sobrevida obtidas para ambos os tipos de radiação foram melhor ajustadas pelo modelo 

linear-quadrático, as quais mostraram ser similares entre si. Todavia, os resultados 

citogenéticos mostraram que, tanto a proporção de células micronucleadas como a 

magnitude de lesões radioinduzidas demonstradas pela análise de distribuição de MN, 

foram significativamente mais altas em células irradiadas com 6 0 Co do que com 9 0Sr, ao 

passo que parada indução de morte celular, o 9 0 Sr foi mais dañineante que o 6 0Co. A 

necrose foi a principal modalidade de morte observada em células CHO-K1. Os dados 

obtidos sugerem que a incidência mais baixa de células micronucleadas observada quando 

da exposição com 9 0 Sr pode ser decorrente de uma eliminação seletiva de células 

severamente danificadas da população por processo necrótico numa proporção mais alta do 

que com 6 0Co. Os dados obtidos mostraram também, a necessidade da utilização de vários 

parâmetros para uma melhor estimativa da radiossensibilidade celular frente à ação dos 

genotóxicos ambientais, o que será de grande valia não somente do ponto de vista 

radiobiòlógico, como também oncológico e terapêutico. 
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Effects of y ( C o ) and p ( Sr) radiations in Chinese hamster ovarian cells 

(CHO-K1): induction of micronucleus and cell death 

Daniella Murakami 

ABSTRACT 

Among various types of ionising radiation, the beta emitter radionuclides are 

involved in many sectors of human activity, such as nuclear medicine, nuclear industries 

and biomedicine, with a consequent increased risk of accidental, occupational or 

therapeutic exposure. Despite their recognized importance, there is little information about 

the effect of beta particles at the cellular level when compared to other types of ionizing 

radiation. Thus, the objective of the present study was to evaluate the genotoxic and 

cytotoxic effects of 9 0Sr, a pure, highly energetic beta source, on CHO-K1 cells and to 

compare them with data obtaneid with 6 0Co. CHO-K1 cells irradiated with different doses 

(1.0, 2.5, 5.0, 7.5 Gy) of 6 0 Co (0.34 Gy.min1) and 9 0 Sr (0.23 Gy.min *) were processed for 

analysis of clonogenic death, induction of micronuclei (MN) and necrotic and apoptotic 

death. The survival curves obtained for both types of radiation were better fitted by the 

linear-quadratic model and were similar. However, the cytogenetic results showed that 

both the proportion of micronucleated cells and the magnitude of radioinduced lesions 

demonstrated by the analysis of MN distribution were significantly higher in cells 

irradiated with 6 0 Co than in cells irradiated with ^Sr, whereas 9 0 Sr was more damaging 

than 6 0Co in trems of cell death induction. Necrosis was the major type of death observed 

in CHO-K1 cells. The data obtained suggest that the low incidence of micronucleated cells 

after exposure to 9 0Sr may be a consequence of selective elimination of severely damaged 

cells from the population by the necrotic process at a higher rate than observed with 6 0 Co 

exposure. The data obtained also demonstrated the need to use several parameters for a 

better estimate of cellular sensitivity to the action of genotoxic agents, which would be 

important in terms of radiobiology, oncology and therapeutics. 
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1. INTRODUÇÃO 

Vários agentes, direta ou indiretamente, podem afetar o patrimônio genético dos 

seres vivos. Estes podem ser divididos em dois grupos: os agentes endógenos que estão 

associados aos componentes genético, hormonal e imunológico, e os exógenos que estão 

relacionados com o meio ambiente, do qual advém vários fatores de risco como álcool, 

fumo, aditivos e corantes alimentares, pesticidas organoclorados, medicamentos e várias 

formas de radiação ionizante. 

A radiação ionizante é uma modalidade terapêutica muito difundida na prática 

clínica e oncológica, além de ser utilizada com outras finalidades, tanto na indústria como 

na agricultura. Dessa maneira, torna-se necessário conhecer melhor sua ação nos casos de 

ocorrência de acidentes e de exposição ocupacional, para uma avaliação mais acurada dos 

riscos biológicos envolvidos. 

Sabe-se que quando alguma forma de radiação ionizante, eletromagnética (raios-X 

e y) ou particulada (neutrôns e partículas a e P), é absorvida por um material biológico, há 

possibilidade que esta venha interagir diretamente com alvos celulares, dentre eles o DNA. 

Sua natureza não específica induz uma variedade muito ampla de danos e respostas de 

estresse em vários tipos celulares. 

A radiação ionizante pode modificar o DNA por dois mecanismos básicos: ação 

direta, quando há interação direta da energia da radiação com o DNA e por ação indireta, 

quando ocorre transferência de energia da radiação, primariamente às moléculas 

circundantes do DNA, especialmente a água, levando ao início à uma cadeia de reações 

químicas e bioquímicas, que resultam na produção de radicais livres, (*OH, *H),espécimes 

COMISSÃO NAOOMM. DE EWERGiA NUCLEAR/SP-FEN 



2 

reativos de O2 ( O 2 " H 2 O 2 ) e vários radicais orgânicos que podem afetar a estrutura e a 

função celular. 

Tanto os efeitos diretos, como os indiretos, produzem uma variedade de lesões à 

molécula de DNA, como quebra nas fitas simples e duplas da molécula, ligações cruzadas 

(entre DNA-DNA, entre DNA-proteínas) e alterações na desoxirribose ou nas bases 

púricas e pirimídicas (Hall, 2000; Pouget &Mather, 2001). 

Apesar de todos os tipos de radiações induzirem efeitos qualitativamente similares 

nos sistemas biológicos, o tipo de radiação implica numa diferença quantitativa 

considerável na expressão da resposta biológica, embora a quantidade total de energia 

depositada e o número de pares de íons formados sejam os mesmos (Goodhead et ai, 

1993; Hall & Varma, 1994). Isto porque os efeitos biológicos estão intimamente 

relacionados com a transferência linear de energia (LET) que é definida como uma medida 

da quantidade média de energia depositada no tecido por unidade de distância percorrida 

(keV/um). 

De modo geral, as radiações de alta LET (partículas a , íons pesados, fragmentos de 

fissão e nêutrons) induzem maiores danos biológicos que as de baixa LET (raios-X, y e 

partículas 3) por apresentarem uma velocidade mais lenta e, portanto, depositarem toda a 

sua energia numa distância muito curta (50 - 90 um no tecido) (Casarett, 1968; Lewington, 

1993; Hall, 2000). 

O estudo dos efeitos da radiação beta em nível celular é de particular interesse, tendo 

em vista a sua aplicação direta em medicina nuclear. Muitos radiofármacos utilizados para 

fins diagnóstico e terapêutico são fundamentalmente emissores beta (153Sm-EDTMP, 

Na 1 3 1I, 186Re-HEDP, 89SrCl), considerados como os mais promissores em virtude do seu 

pequeno alcance nos tecidos (alcance máximo de 1 a 12 mm no tecido mole) e da sua 

energia (Emáx de 0,3 a 2,3 MeV), minimizando a radiotoxicidade aos tecidos sadios 
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circunvizinhos (Lewington, 1993; Alien & Blagojevic, 1996). Além disso, a radiação beta 

está envolvida também em outras áreas, por exemplo, em indústrias nucleares e em 

biomedicina, associadas com exposições ocupacional ou acidental (Reguila, 1986). 

A despeito da sua reconhecida importância, trabalhos publicados sobre os efeitos 

biológicos da radiação beta não são numerosos. Estudos citogenéticos de 3 H (Vulpis, 1984; 

Tanaka et al, 1994; Deng et al, 1998), 1 3 1 I (MKacher et al, 1996; Wuttke et ai, 1996; 

Gutierrez et ai, 1997), 8 9Sr (Watanabe et ai, 1998) e do 1 5 3Sm (da Silva et ai, 2002; 

Suzuki et ai, 2002) foram avaliados em linfócitos periféricos humanos. Efeitos 

genotóxicos do 9 0Sr, uma fonte pura de partículas beta altamente energéticas = 2,27 

MeV, E m é d = 1,13 MeV) (Mill et ai, 1996) foram relatados por Vulpis & Scarpa (1986), 

Hall & Wells (1988), Mill et ai. (1996) e Oliveira et al. (2001), por meio das técnicas de 

aberrações cromossômicas, micronúcleo e cometa em amostras sanguíneas humanas. 

O radionuclídeo ^Sr é produzido pela fissão do 2 3 5 U e tem meia-vida física de 

28,15 anos (Shapiro, 1990). O 9 0 Sr decai por emissão beta (E^i^ = 0,54 MeV), 

transformando-se em 9 0 Y (Emáxima^ 2,27 MeV) que também decai por emissão beta (Harley 

et al, 1988). Assim, o ^Sr e o 9 0 Y formam um sistema e são, portanto, uma fonte de 

partículas beta altamente energéticas (Emáama = 2,27 MeV; Emédia = 1,13 MeV). Uma 

partícula beta de 9 0 Sr de energia máxima tem poder de alcance da ordem de 10 mm nos 

tecidos moles (UNSCEAR, 1977; Shapiro, 1990). 
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1.1. Avaliação do dano ao DNA - Técnica do micronúcleo (MN) 

Uma das manifestações celulares que tem sido objeto de estudos de muitos 

pesquisadores, diz respeito ao processo de reparo das lesões no DNA (Powell & Mcmillan, 

1990; Wallace, 1998). As células ativam uma cascata de enzimas que levam a um bloqueio 

temporário nas fases Gi e G2 do ciclo celular (checkpoints), permitindo assim o reparo por 

meio de um sistema enzimático antes de entrar nas fases de síntese e de mitose, 

respectivamente, e dessa maneira, já com danos reparados, passam a funcionar como 

células viáveis (Smith et ai, 1994). 

No entanto, danos não reparados ou erros no reparo, podem levar às conseqüências 

de grande significado para a célula e para os descendentes como, por exemplo, morte 

celular, mutação, envelhecimento precoce, malformação embrionária e desenvolvimento 

de câncer (Hall, 2000). 

Segundo vários autores (Price, 1993; Olive, 1998), as quebras das fitas duplas do 

DNA são as lesões mais difíceis de serem reparadas dentre várias lesões radioinduzidas. 

Em nível citogenético, esses danos não reparados ou reparados erroneamente podem ser 

expressos em forma de aberrações cromossômicas na metáfase e micronúcleos na intérfase, 

parâmetros esses amplamente utilizados em vários sistemas biológicos na avaliação 

quantitativa de dano genético induzido pela radiação (Stap & Aten, 1990; Devi & StreíFer, 

1992). 

Os testes citogenéticos utilizam células expostas aos mutagênicos e carcinogênicos 

e, após cultivo celular, permitem detectar agentes clastogênicos - que produzem quebras 

cromossômicas (técnica de aberrações cromossômicas e micronúcleos), agentes 

aneugênicos - que interferem no fuso mitótico, provocando alterações na distribuição dos 

cromossomos durante a divisão celular (técnica do micronúcleo) e agentes alquiíantes que 
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interagem diretamente com o DNA formando adutos covalentes (técnica de troca de 

cromátides-irmãs). 

A técnica convencional de aberrações cromossômicas é bastante utilizada no 

biomonitoramento de indivíduos expostos à radiação ionizante. Nessa técnica, os 

cromossomos são analisados na metáfase e as freqüências de aberrações estruturais e 

numéricas são avaliadas. No entanto, observa-se a desvantagem de ser muito trabalhosa, o 

que pode limitar a sua aplicação em pesquisas populacionais, ou seja, em grande escala. 

Como alternativa para avaliar o dano cromossômico, a técnica do micronúcleo 

(MN) foi desenvolvida inicialmente por Schmid (1975) em células da medula óssea de 

camundongos. Já Countryman & Heddle (1976) foram os primeiros a mostrar uma relação 

quantitativa entre a dose de radiação e a freqüência de MN em linfócitos humanos. 

Os micronúcleos aparecem após uma divisão nuclear e são originários de 

fragmentos cromossômicos sem centrômeros (fragmentos acêntricos) e/ou cromossomos 

inteiros que não foram incorporados pelos núcleos-filhos na anáfase. Na telófase, um 

envelope nuclear se forma envolvendo os cromossomos e os fragmentos, e esses assumem 

gradualmente a morfologia de um núcleo na intérfase, sendo bem menores que o núcleo 

principal, daí o termo micronúcleo. A indução de MN pode ocorrer em qualquer tipo 

celular, desde que esse passe por uma divisão celular. 

No entanto, a técnica do MN inicialmente utilizada apresentava a desvantagem de 

não distinguir as células que já haviam passado por uma divisão daquelas que ainda não 

haviam se dividido, tornando a contagem dos MN pouco precisa. 

Em 1985, Fenech & Morley contornaram essa situação usando a citocalasina B 

(cito-B), substância que age impedindo a formação dos microfilamentos que contraem o 

citoplasma entre os núcleos filhos durante a citocinese. Assim, as células que completam 

uma divisão nuclear são bloqueadas quanto a citocinese, adquirindo um aspecto 
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binucleado. É na fase binucleada que são contados os micronúcleos, ou seja, somente após 

uma divisão nuclear. A técnica foi chamada de método do bloqueio citocinético 

("cytokinesis block method"). A cito-B é uma substância isolada do fungo 

Helminthosporum dematoideum e é um inibidor de polimerização de actina. Portanto, a 

cito-B impede a divisão do citoplasma, mas não a divisão do núcleo. Dessa forma, as 

células bloqueadas pela cito-B assumem um aspecto binucleado característico, aumentando 

consideravelmente a sensibilidade e validade deste método pela limitação da contagem dos 

micronúcleos apenas nas células binucleadas. 

Dependendo do tempo de cultivo, as células submetidas à ação da cito-B, podem 

passar por mais de uma divisão nuclear, porém sem a divisão do citoplasma, dando origem 

a células multinucleadas com 3 ou 4 núcleos. 

Essa técnica tem sido desenvolvida em células de mamíferos de diferentes tecidos e 

espécies e aplicada em dosimetria biológica (IAEA, 2001). Sua importância está no papel 

indicativo de que freqüências elevadas de micronúcleo podem estar correlacionadas com o 

aumento do risco de desenvolver câncer ou doenças genéticas, visto que está intimamente 

relacionado com o dano não reparado e com várias alterações patológicas tardias como as 

neoplasias. 



1.2. Morte celular 

Um dos desafios em radiobiología é entender como as células respondem ao 

estresse oxidativo resultante de exposição à radiação ionizante e, consequentemente, o 

destino posterior de células irradiadas, isto é, se elas morrem por apoptose ou necrose ou 

sobrevivem e se proliferam. Esses caminhos alternativos refletem em profundas 

implicações para o organismo como um todo. 

A apoptose vem recebendo atenção especial nestes últimos anos em virtude da sua 

reconhecida importância na morfogênese, no desenvolvimento embrionário, na 

metamorfose, na homeostase celular, na carcinogênese e na terapia do câncer (Langley et 

ai, 1995). É uma estratégia adotada pelos organismos multicelulares para impedir a 

propagação de células indesejáveis ao organismo pois elas carregam mutações. 

O termo apoptose ou "morte celular programada" foi introduzido por Kerr, Wyllie 

& Currie em 1972 e consiste na morte auto destrutiva da célula. 

Este processo pode ser consequência de um controle fisiológico normal, ou pode 

ser induzido por estresse como, por exemplo, a privação de fatores de crescimento, 

algumas substâncias químicas, hipertermia e exposição às radiações ionizantes e 

ultravioleta. Essa forma de morte celular é mediada geneticamente, na qual sinais externos 

e internos estimulam a célula a produzir enzimas que a levam à morte. 

A célula apoptótica é caracterizada por uma seqüência de eventos morfológicos 

como contração citoplasmática, cromatina condensada, evaginações na membrana 

citoplasmática e quebra do DNA mediada pela endonuclease em múltiplos fragmentos de 

aproximadamente 200 pares de bases. É um processo ativo e progressivo que envolve a 

substituição e eliminação de células danificadas indesejáveis, incluindo aquelas que podem 

eventualmente escapar do controle da divisão celular (Blank et ai., 1997). 
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Sabe-se que vários tipos celulares podem sofrer processo apoptótico após a 

exposição a diferentes tipos de radiação ionizante. Há vários trabalhos realizados com 

timócitos, células da cripta intestinal, células da glândula parótida, células de carcinomas, 

algumas linhagens celulares linfóides (Szumiel, 1994; Nakano & Shinohara, 1994; Hendry 

et al, 1995, Shu-Zheng et al., 1996) e em linfócitos humanos, tanto in vitro (Hertveldt et 

al, 1997) como in vivo de pacientes submetidos à radioterapia fracionada (Delic et al, 

1995). 

Muitos genes e cascatas enzimáticas interdependentes estão envolvidos na resposta 

celular à radiação ionizante. Para indução de morte ou proliferação celular é necessária a 

ativação simultânea de muitos genes. Os principais genes envolvidos na apoptose são p53, 

ATM, c-myc, bcl-2 e Bax, e os caminhos que levam a morte apoptótica podem ser 

divididos em p53-dependente e p53 - independente. 

Já a necrose é uma forma passiva de morte celular que ocorre quando as células são 

irreversivelmente danificadas por extremos de temperatura ou pH, hipoxia, concentração 

tóxica de uma variedade de agentes, indução de dano na membrana celular ou trauma 

físico (Kirsch-Volders & Fenech, 2001). 

A necrose pode ser caracterizada pela perda da integridade da membrana seguido 

de uma degradação não específica do DNA, sem formação de vesículas citoplasmáticas, 

lise de organelas e que usualmente resulta num processo inflamatório (Pouget & Mather, 

2001). 

Altas doses de radiação tendem a produzir necrose, enquanto baixas doses causam 

apoptose (Lennon et ai, 1991). A ocorrência de apoptose vai depender muito do tipo 

celular, e é induzida rapidamente por radiações de alto LET do que pela de baixo LET 

(Meijer et ai, 1998). As linhagens celulares de fibroblastos em cultura tem maior 
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probabilidade de morrer por um processo necrótico, enquanto as células de linhagens 

linfóide e mielóide morrem preferencialmente por apoptose (Radford et ai, 1994). 

Por outro lado, existe uma outra modalidade de morte celular chamada morte 

mitótica ou reprodutiva (Szumiel, 1994) que consiste na perda da integridade reprodutiva 

de células irradiadas, embora morfológica, fisiológica e metabolicamente elas se 

apresentem normais e é observável somente em células proliferativas, por exemplo, "stem 

cells" do sistema hematopoiético, células do epitélio intestinal ou células em cultura. A 

morte reprodutiva é geralmente determinada pela perda da habilidade das células de 

formarem colônias (Langley et ai, 1995). 

Essa modalidade de morte celular é relevante particularmente na radioterapia de 

tumor pois esse para ser erradicado dos tecidos, é necessário que as células malignas sejam 

"mortas" no sentido de que se tornem incapazes de se dividirem e de propagarem a 

malignidade (Hall, 2000). 
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1.3. Células de ovário de hamster Chinês (CHO) 

Além da indução de morte celular como resposta ao agente agressor, as células 

irradiadas, portadoras de danos não reparados, podem sobreviver como células 

transformadas viáveis que podem ser as iniciadoras de um complexo processo de múltiplas 

etapas que pode culminar na indução do câncer (Blank et al, 1997). No entanto, em vista 

do intervalo de tempo relativamente longo entre a indução de dano molecular pela radiação 

e a expressão de um fenótipo alterado, muitas vezes, é difícil estabelecer uma relação de 

causa e efeito. 

Assim sendo, uma série de parâmetros tem sido adotados em várias linhagens 

celulares de mamíferos para averiguar diferentes manifestações de dano pela radiação, por 

exemplo, em células ovarianas de hamster Chinês, CHO (Hsie & Schenley, 1983) e V79 

(Stap & Aten, 1990; Trott et al, 1998), em células leucêmicas de camundongos L5178Y 

(Tauchi & Sawada, 1994) e em várias células humanas (Grosovsky & Little, 1983; Guo et 

ai, 1998). 

Neste contexto, as células CHO têm sido apontadas como um sistema biológico 

adequado para o estudo da instabilidade genômica induzida por agentes físicos ou 

químicos. São células que apresentam uma série de características vantajosas, em relação, 

por exemplo, aos linfócitos humanos, amplamente utilizados nos ensaios de 

genotoxicidade (Dean & Danford, 1984). As células CHO pertencem a uma linhagem 

celular, geneticamente estabelecida (Roos et ai, 2000), e não se tornam senescentes com 

passagem por muitas gerações, ao contrário de células primárias. 

As células CHO apresentam um bom crescimento em substrato sólido ou em 

suspensão com uma boa eficiência de clonagem, permitindo, portanto, que sejam semeadas 

com números conhecidos de células e facilmente contadas para a análise de morte 

COMISSÃO m:\om. DE ENERGIA NUCLEÀFVSP-ÍPEN 

file://m:/om
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reprodutiva por meio do número de colônias formadas, o que é inviável com os linfócitos 

sanguíneos. Apresentam um cariótipo relativamente estável com 2n= 22 ± 2 cromossomos 

composto de metacêntricos e submetacêntricos (Ray & Mohandas, 1976). A taxa de 

crescimento é relativamente rápida com duração do ciclo celular de aproximadamente 12 a 

14 horas (IAEA, 2001), que é significativamente mais curta que a de linfócitos humanos 

(em tomo de 40 a 48 horas) 

Essas e outras características inerentes das células CHO fazem deste tipo celular um 

sistema biológico bastante promissor nas mais diversas áreas de estudo, como, na 

engenharia genética, em carcinogênese, nos testes de mutagenicidade, citotoxicidade e 

genotoxicidade, entre outros. 

Assim, há uma quantidade considerável de trabalhos publicados sobre efeitos 

citogenéticos da radiação y (Johnston ei ai, A997; Guo et al, 1997; Chapman et al, 1999), 

raios-X (Johnston et al, 1998; Tian et al., 2002), partículas a (Nelson et al., 1996; Trott et 

al, 1998) e nêutrons (Schwartz et al, 1991; Trott et al, 1998). Todavia, há poucas 

informações sobre os efeitos da partícula |3 em células CHO, podendo mencionar, no 

entanto, os trabalhos de Dikomey & Franzke (1986) e Dikomey (1988) que analisaram 

morte celular e reparo de quebras nas fitas do DNA em células expostas às partículas P de 

3 H timidina. Não há dados na literatura sobre o efeito do 9 0 Sr em células CHO-K1. 
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2. OBJETIVOS 

O presente trabalho teve como objetivo analisar efeitos genotóxico e citotóxico de 

raios Y de 6 0Co e partículas p de ^Sr em células CHO-K1, utilizando como parâmetros: 

•S indução de morte reprodutiva pela análise de formação de colônias; 

S indução de mortes necrótica e apoptótica; 

S formação de micronúcleos. 

A escolha desses parâmetros se justifica pelo seu significado biológico, além de 

serem prontamente observáveis e mensuráveis em células irradiadas. Os micronúcleos 

estão intimamente relacionados com danos não reparados, mais especificamente quebras 

na fita dupla do DNA, além de ser uma técnica relativamente simples, rápida e de boa 

sensibilidade. 

A implementação de técnicas que permitam avaliar diferentes modalidades de 

morte celular (reprodutiva, necrótica e apoptótica) em linhagens celulares geneticamente 

estabelecidas como a CHO-K1, virá ampliar o conhecimento para melhor compreensão dos 

processos de dano e reparo, da necrose e da apoptose que estão diretamente relacionados 

com o envelhecimento celular e com o desenvolvimento de tumores. 

Apesar de todas as aplicações da radiação beta em diversos campos, os efeitos em 

nível celular são pouco conhecidos. Dessa forma, o conhecimento dos efeitos biológicos da 

radiação beta é de grande importância. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

O desenvolvimento de todo o trabalho foi realizado no Departamento de Metrologia 

das Radiações (NM) e no Centro de Biologia Molecular (CBM) do IPEN-CNEN/SP. 

3.1. Células CHO-K1 

Foram utilizadas células CHO-K1, subclones de células de ovário de hámster 

Chinês (Cricetulus griseus), em fase exponencial de crescimento. As células foram 

mantidas em garrafas de cultura contendo meio RPMI 1640 (GIBCO), suplementado com 

10% de soro fetal bovino (CULTILAB, Campinas - SP), acrescido de penicilina e 

estreptomicina (SIGMA) a 1%, sob a atmosfera de 5% de C 0 2 , a 37° C (FIGURA 1). 

FIGURA 1 - Fotomicrografía de células CHO-K1 em cultura (10 x). 
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3.2. MÉTODOS 

3.2.1. Condições de Irradiação 

As células CHO-K1 suspensas em P B S (Dulbecco 's phosphate buffered saline) 

foram expostas à radiação y de 6 0 C o , uma fonte do tipo panorâmico (YOSfflZAWA KTKO 

C O M P A N Y Ltd.) , com atenuador de chumbo de 70%, com taxa de dose de 0,34 G y . m i n \ , 

nas doses de 1,0; 2 ,5; 5,0 e 7,5 Gy, na presença de O2 molecular e à temperatura ambiente. 

A calibração da fonte de 6 0 C o panorâmica foi realizada utilizando-se um dosímetro do tipo 

FRICKE/ALANTNA (LABORATÓRIO D E D O S I M E T R I A / M E R C K ) e a leitura realizada 

por espectrofotômetro (HITASHI100-40 ) . 

Para a irradiação com partículas P, nas mesmas doses, foi utilizada uma fonte de 

9 0 S r / 9 0 Y (E^üxüna = 2,27MeV; EM = l ,13MeV) ( A M E R S H A M BUCHLER) , fonte pura 

de partículas P altamente energéticas com taxa de dose de 0,23 G y . m i n l . 

A adaptação da fonte de ^ S r , a montagem do sistema e a dosimetria física da fonte 

para a irradiação das células foram feitas pelo Departamento de Metrologia das Radiações 

do IPEN/CNEN - SP. A calibração da fonte foi realizada utilizando uma câmara de 

extrapolação 23391 (PT-FREIBURG). 

Levando-se em consideração o pequeno poder de penetração das partículas P (1 m 

no ar e cerca de 1 a 3 mm nos tecidos moles) (Wootton, 1993), o aparato para a irradiação 

das células (FIGURAS 2 e 3) foi confeccionado em acrílico por apresentar densidade 

próxima à da água e similar ao do tecido biológico e por possuir baixo número atômico que 

impede a produção de raios-X secundários quando da interação com a partícula p . 

O aparato é formado por duas partes: uma para o encaixe da fonte de 9 0 S r e uma 

gaveta na parte inferior, onde as células foram acondicionadas em dispositivos 
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confeccionados em "nylon" (7 mm de altura X 25 mm de diâmetro) formando uma fina 

camada de células (cerca de 1 mm) foram colocadas, para que no momento da irradiação, 

estas estivessem posicionadas exatamente embaixo da fonte, sendo que a distância entre a 

fonte e as células era de 41,6 mm. 

m 

U 

Fonte de 
'"Sr/Y 

i 

Suspensão 
celular 

FIGURA 2 - Irradiador de amostras biológicas com fonte de 9 0Sr/Y. 

• . • 

—P Ŝ TT7 •• • • • • r — 
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i - j — T-̂ T—: i 
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FIGURA 3 - Esquema do aparato utilizado para a irradiação das células com partículas P 
de 9 0 Sr (medidas em mm - vista transversal). 



3.2.2. Teste de formação de colonias 

A eficiência de plaqueamento e a fração de sobrevida celular foram determinadas 

pelo teste convencional de formação de colonias. Neste teste as células semeadas viáveis se 

dividem varias vezes e formam colonias que são visíveis a olho nu. Todas as células que 

formam cada uma das colonias são provenientes de urna única célula ancestral e são 

chamadas de sobreviventes porque mantêm sua integridade reprodutiva (Hall, 2000). 

As células em cultura foram tripsinizadas com uma solução de tripsina-EDTA 

(0,25% de tripsina e 0,02% de EDTA), irradiadas numa suspensão de 3 a 4 x IO4 

células/mL de PBS e semeadas numa placa de Petri de 60 mm de diâmetro, contendo 300 

células/placa. As placas foram incubadas sob a atmosfera de 5% de CO2, a 37°C por cerca 

de 10 a 14 dias após as irradiações onde o meio foi removido e as células foram lavadas 

com PBS, fixadas com formol a 10% por 30 minutos e coradas com Giemsa a 20% em 

solução fisiológica, pH 6,8 por 15 minutos. O número de colonias formadas para cada dose 

de radiação (y e P) foi analisado no contador de colonias C P 600 (PHOENIX). As colonias 

com menos de 50 células foram desprezadas. Foram executados três ensaios independentes 

para cada dose e para cada tipo de radiação e cada ensaio foi realizado em triplicata. 

Os resultados foram expressos em eficiência de plaqueamento (EP) e em fração de 

sobrevida (FS), segundo fórmulas descritas por Hall (2000): 

E P = (número de colónias contadas / número de células semeadas) X 100 

FS = (número de colónias contadas / número de células semeadas) X (EPcontroie / 100) 
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3.2.3. Técnica de coloração diferencial 

Para a análise citotóxica dos tratamentos com 6 0 Co e 9 0 Sr foi utilizado o método de 

coloração diferencial descrito por Gorman et al. (1996) que se baseia fundamentalmente na 

capacidade das células de incorporar ou não corantes fluorescentes de DNA, além dos 

sinais morfológicos característicos de apoptose e necrose. A avaliação foi feita nos 

diferentes tempos após as exposições, isto é, 24, 48, 72 e 96 horas com várias doses de 

radiação (1,0; 2,5; 5,0 e 7,5 Gy). 

Para tanto, luL das soluções estoques de corantes fluorescentes de DNA, acridina 

orange (100 ug/mL) e brometo de etídio (100 u.g/mL) (v/v 1:1) foi adicionado a 25 uL de 

suspensão celular de CHO-K1 (IO6 células/mL de PBS). A mistura foi homogeneizada, 

permanecendo por 2 minutos a temperatura ambiente. A seguir, 10 uL dessa suspensão 

celular foram pipetados em lâminas histológicas previamente siliconizadas (solução a 2% 

de dimetildiclorosilano em 1,1,1-tricIoetano) cobertas com lamínulas e examinadas ao 

microscópio. 

Essa técnica permite através da coloração diferencial, detectar não só as células 

apoptóticas nas fases inicial e tardia, que se coram em verde com a cromatina condensada e 

em vermelho com cromatina fragmentada, respectivamente, assim como as células viáveis 

(coradas em verde com a cromatina organizada) e necróticas (coradas em vermelho com a 

cromatina organizada). 

As células tornam-se esverdeadas, pois a membrana plasmática permanece íntegra e 

permeável somente à acridine-orange. Adquirem a coloração avermelhada quando ocorre a 

perda da integridade da membrana plasmática, tornando-se permeável ao brometo de etídio 

e à acridine orange. 
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Foram realizados três ensaios independentes para cada tipo de radiação, y e P, onde 

cerca de 500 células foram analisadas para cada dose e nos diferentes tempos após as 

exposições (24, 48, 72 e 96 horas). 
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3.2.4. Técnica do micronúcleo (MN) 

Para a detecção dos micronúcleos (MN) foi utilizado o método do bloqueio 

citocinético proposto por Fenech & Morley (1986), utilizando a citocalasina B. Neste 

método, os MN são contados apenas nas células que completaram uma divisão nuclear, 

após as irradiações. Essas células são reconhecidas pela sua aparência binucleada depois 

do bloqueio da citocinese pela citocalasina-B. 

Para a obtenção de células binucleadas foi adotado o procedimento descrito por 

Guo et al. (1998) em células tumorais humanas e em linhagens celulares de roedores. As 

células CHO-K1 (3 - 4 x 104células/mL de PBS) foram irradiadas com 6 0 Co e 9 0 Sr e foram 

semeadas em placas de Petri de 60 mm de diâmetro contendo 5mL de meio de cultura 

RPMI 1640 (GIBCO), suplementado com 10% de soro fetal bovino (CULTILAB). 

acrescido de penicilina e estreptomicina (SIGMA). Imediatamente após as exposições, 

adicionou-se citocalasina B (SIGMA) na concentração final de 2 ug/mL. Após 48 horas de 

cultivo, as células foram tripsinizadas, transferidas para tubos Falcon com capaciade para 

15 mL, lavadas com PBS e fixadas com ácido acético e metanol (1:3), adicionando 5 ml da 

solução fixadora a cada centrifugação (3 vezes). Finalmente, as suspensões celulares foram 

gotejadas em lâminas histológicas e fixadas a 65°C numa atmosfera úmida e coradas com 

Giemsa (10%) em tampão Sorensen pH 6,8 por 15 minutos. 

Os MN foram identificados segundo critérios adotados por Countryman & Heddle 

(1976): os MN foram contados somente em células com citoplasma preservado, não 

confluentes, no mesmo plano focal, apresentando diâmetro de até 1/3 e com a mesma 

coloração do núcleo principal. Foi levado em consideração somente células binucleadas 

(CB) contendo até 5 MN. Para cada dose de radiação (y e P) foram analisadas cerca de 500 
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células binucleadas, contando-se também células mono (CM) e multinucleadas (Cmu) para 

o cálculo do índice de proliferação (IP) (Eastmond & Tucker, 1989): 

LP. = (número de CM + 2. número de CB + 3. número de Cmu) / total de células 

Foram realizados três ensaios independentes para cada tipo de radiação ( 6 0Co e 

9 0Sr). 
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3.2.5. Análise das lâminas 

A análise das lâminas para o teste de coloração diferencial foi realizada no 

microscopio de fluorescência CARL ZEISS com filtro de excitação DAPI/FITC/TEXAS 

RED (400, 495, 570) e filtro de barreira TBP (410, 505, 585) sob aumento de 400 vezes. 

Para o teste do micronúcleo, a análise das lâminas citogenéticas foi realizada no 

microscópio óptico CARL ZEISS, também no aumento de 400 vezes. 

3.2.6. Análise estatística 

Todas as análises estatísticas dos dados obtidos com células CHO-K1 foram 

realizadas com auxílio do programa GraphPadPrism versão 2.0. 

As curvas de sobrevida de células irradiadas com 6 0 Co e 9 0 Sr foram ajustadas pelo 

modelo linear-quadrático, Y = a + bD + cD2, onde Y é a fração de sobrevida; a, b e c são 

constantes do modelo e D é a dose de radiação em gray (Gy). 

As curvas dose-resposta obtidas para os dados de coloração diferencial (células 

necróticas e apoptóticas) e para os dados de micronúcleos foram ajustadas pelo modelo de 

regressão linear, Y = a + bD, onde Y é a freqüência de MN ou morte celular. 

Tanto as freqüências basais de MN como as radioinduzidas bem como os índices de 

proliferação nas diferentes doses foram comparados entre os dois tipos de radiação pelo 

teste não paramétrico Mann Whitney e teste F com intervalo de confiança de 95%. O valor 

de P < 0,05 foi considerado significativo. 

Para a comparação de freqüências basais de células necróticas e apoptóticas obtidas 

com 6 0Co e 9 0Sr, nos diferentes tempos de incubação foi utilizado o teste não paramétrico 

ANOVA. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Averiguação de morte reprodutiva pela formação de colónias 

Os resultados dos experimentos sobre a formação de colónias em CHO-K1 após os 

tratamentos com raios gama e partículas beta estão expressos nas TABELAS 1 e 2, 

respectivamente. 

A eficiência de plaqueamento (EP) foi relativamente alta que, no entanto, diminuiu 

com o aumento da dose, tanto para radiação gama quanto para partículas beta. 

A FIGURA 4 mostra as curvas de sobrevida para 6 0 Co e ^Sr, determinadas pelo 

teste de formação de colónias, com "shoulder" característico na região de baixas doses que 

tendem a uma exponencial à medida que aumenta a dose de radiação. As duas curvas 

foram ajustadas pelo modelo linear-quadrático. As equações das curvas para 6 0 Co e 9 0Sr, 

onde Y é a fração de sobrevida e D a dose em gray, se mostraram similares. 

Y = (0,9809 ± 0,0549) - (0,180 ± 0,040)D + (0,008 ± 0,005)D2 para 6 0 Co 

Y = (0,9568 ± 0,0316) - (0,165 ± 0,023)D + (0,006 ± 0,003)D2 para 9 0 Sr 

Os valores do R 2 obtidos (R2= 0,9192 para ^Co e R 2 

que os dados se ajustaram adequadamente ao modelo. 

= 0,9689 para y uSr) mostraram 
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FIGURA 4 - Curvas de sobrevida de células CHO-K1, irradiadas com diferentes doses de 
radiação y de 6 0Co e 3 de ^Sr. As curvas foram ajustadas ao modelo linear-quadrático 
(Y = a + bD + cD2). 
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4.2. Averiguação da indução de micronúcleos (MN) 

A FIGURA 5 mostra uma célula CHO-K1 binucleada, decorrente do tratamento com 

Citocalasina B, apresentando dois micronúcleos no citoplasma, resultantes da irradiação com 

2,5 Gy de 6 0 Co. 

FIGURA 5 - Fotomicrografía de célula de CHO-K1 binucleada com 2 micronúcleos, 
irradiada com 2,5 Gy de 6 0 Co. O retângulo à esquerda mede 10 micrometros 

As TABELAS 3 e 4 expressam os dados referentes às frequências e à distribuição de 

MN induzidos pelas radiações y e p, respectivamente, em células binucleadas de CHO-K1. A 

representação gráfica dos dados referentes a indução de MN está apresentada na FIGURA 6. 

As curvas dose-resposta obtidas após a exposição com 6 0 C o e 9 0 Sr, melhor se 

ajustaram ao modelo de regressão linear. Pode-se verificar que tanto a proporção de células 

danificadas (células micronucleadas) como a magnitude de lesões radioinduzidas, 

demonstrada pela análise de distribuição de micronúcleos, isto é, células menos danificadas 

(contendo somente um MN) e mais severamente danificadas (contendo vários MN) foram 

significativamente mais altas em células irradiadas com 6 0 C o do que com 9 ü Sr. A análise 

estatística mostrou que as curvas de indução de MN pelos dois tipos de radiação diferem entre 

si (p < 0,001). Os valores dos coeficientes do modelo estão representados na TABELA 5 com 

seus respectivos valores do R . 
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Os valores basais de células contendo 1 ou mais MN bem como o número de 

MN/célula binucleada estão apresentados na TABELA 6. A análise estatística mostrou que 

não há diferença significativa entre os valores basais nos dois experimentos ( 6 0Co e 9 0Sr). 

A TABELA 7 e a FIGURA 7 mostram os índices de proliferação obtidos a partir das 

freqüências de células mono, bi e multinucleadas encontradas em células irradiadas com 6 0 Co 

e 9 0Sr, os quais não diferiram estatisticamente entre si (P = 0,12). Isso significa que, sob 

condições similares de cultivo celular, tanto a radiação y como a partícula P não interferem na 

cinética da proliferação celular. 
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FIGURA 6 - Curvas dose-resposta ajustadas pelo modelo de regressão linear para indução de 
micronúcleos (MN) em células binucleadas (CB) de CHO-K1 após a exposição com 
6 0Co (—) e 9 0 Sr (—-). A = número de MN/CB; B = número de células binucleadas com MN; 
C = número de células binucleadas com um MN e D = número de células binucleadas com 
dois ou mais MN. 
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TABELA 5 - Estimativa dos coeficientes do modelo de regressão linear utilizados para o 
ajuste das curvas dose-resposta para a indução de micronúcleos em células CHO-K1 
irradiadas com 6 0Co e 9 0Sr. 

Experimento Parâmetro Ã B Br 

y 6 0 Co MN/CB 0,15 + 0,04 0,09 + 0,01 0,87 

%CBcomMN 13,44 + 2,66 4,89 + 0,63 0,82 

% C B c o m l M N 11,38 + 1,96 2,18 + 0,46 0,63 

% CB com 2 ou mais MN 2,06 + 1,40 2,71 +0,33 0,84 

ß 9 0 Sr MN/CB 0,12 + 0,06 0,08 + 0,01 0,73 

%CBcomMN 9,31 +3,49 4,64 + 0,83 0,71 

% C B c o m l M N 7,11 + 1,91 2,35 + 0,45 0,67 

% CB com 2 ou mais MN 2,20 ±1,76 2,29 ± 0,42 0,70 

Mann Whitney gama x beta p < 0,001 (***) 

TABELA 6 - Freqüências basais de células binucleadas de CHO-K1 com micronúcleos (MN) 
nos experimentos com ^Co e 9 0Sr. 

Experimento CB com MN CB com 1 MN CB com 2 ou mais MN MN/CB 

Yo) (%) f % \ (O. 

7 6 0 Co 7,26+1,56 5,73 + 1,11 1,53 + 1,15 0,091 +0,027 

ß 9 0 Sr 6,48 + 2,74 5,47+1,62 1,40 ±0,74 0,085+0,033 

Mann Whitney gama x beta (n.s.)= não significativo 
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TABELA 7 - Freqüências de células mono, bi e multinucleadas e índice de proliferação 
encontradas em células CHO-K1 obtidas 48h após as irradiações com ^ C o e 9 0 Sr. 

Experimento Dose(Gy) Células Células Células índice de 

Mononucleadas (%) Binucleadas (%) Multinucleadas (%) Proliferação 

0,0 48,39+ 11,57 47,86 ± 8,62 3,75 + 2,97 1,55 ±0,14 

1,0 46,41 ± 6,68 47,82 ±4,46 5,77 + 2,55 1,59 ±0,09 

2,5 43,53 ± 5,84 48,13+3,19 8,35 ±2,94 1,65 ±0,08 

5,0 41,04 ± 9,31 50,17 ± 7,59 8,78 ±2,17 1,68 ±0,11 

7,5 44,86 ± 4,46 42,80+ 3,17 12,35 ± 1,46 1,67 ± 0,06 

0,0 42,71 ± 10,29 54,53 ± 8,89 2,76 ± 1,74 1,60 ±0,12 

1,0 45,09 ± 12,98 51,73 ±11,67 3,18 ±1,33 1,58 ±0,14 

2,5 49,84 ± 5,97 46,92 ± 4,37 3,28 ± 2,40 1,54 ±0,08 

5,0 48,98 ± 14,28 46,76 ± 12,21 4,26 ± 2,08 1,55 ±0,16 

7,5 49,71 ± 9,86 45,98 ± 7,69 4,32 ±2,24 1,55 ±0,12 

Teste Mann-Whitney, gama x beta, P = 0,12 (n.s.) 
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4.3. Averiguação de apoptose e necrose pela técnica de coloração diferencial 

Nesse experimento foram avaliadas viabilidade e mortes celulares, necrótica e 

apoptótica, em células CHO-K1 irradiadas, por meio da técnica de coloração diferencial. Os 

dados obtidos estão ilustrados nas TABELAS 8 e 9, para 6 0 Co e 9 0Sr, respectivamente. A 

FIGURA 8 mostra as curvas dose-resposta ajustadas para indução de morte celular pelos dois 

tipos de radiação, nos diferentes tempos após as exposições (24 a 96 horas). Os coeficientes 

das curvas estão expressos na TABELA 10. 

Tanto para amostras irradiadas com 6 0 Co como com 9 0Sr, a viabilidade celular 

diminuiu gradativamente, ao passo que o número de células necróticas aumentou em função 

da dose de radiação. Pode-se verificar que a partícula (3 foi mais danificante que a radiação y 

em células CHO-K1 (P < 0,001) em todos os intervalos de tempo analisados após as 

exposições, induzindo mais morte necrótica, afetando a viabilidade celular. 

Já em relação a apoptose, somente uma fração muito pequena de células irradiadas 

morrem por esse processo (< 1,5 %), mostrando, de um modo geral, uma ligeira tendência ao 

aumento em função da dose de radiação. Os dados obtidos indicam que a apoptose não é a 

principal modalidade de morte em células CHO-K1 frente ao insulto genotóxico. 

Na TABELA 11 estão sumarizados os valores basais de células viáveis, necróticas e 

apoptóticas encontrados em amostras não irradiadas em função do tempo de incubação. 

Houve uma pequena oscilação nas porcentagens de células viáveis (81,5 ± 3,1 a 85,7 ± 5,1 % 

para os experimentos com 6 0 Co e 80,4 ± 0,5 a 82,1 ± 3,1 % com ^Sr) e de células necróticas 

(13,4 ± 4,8 a 18,1 ± 2,8 % para os experimentos com 6 0 Co e 17,9 ± 3,1 a 19,1 ± 2,0 % com 

9 0Sr), não havendo diferença estatisticamente significativa entre os diferentes tempos de 

incubação, o que indica que o período de incubação não interferiu na viabilidade e na indução 
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de morte celular necrótica. Houve uma diferença estatisticamente significativa somente em 

relação a células apoptóticas nos experimentos com 9 0 Sr (P = 0,02). 

A TABELA 12 e a FIGURA 9 expressam a relação entre células micronucleadas e 

necróticas, 48 horas após as irradiações. Pode-se verificar que as freqüências de células 

micronucleadas foram mais altas em amostras irradiadas com 6 0 Co (P = 0,002), enquanto que 

as freqüências de células necróticas foram mais elevadas, em amostras expostas com 9 0 Sr 

(P = 0,02). No entanto, quando se analisam conjuntamente esses dois parâmetros, tanto o 6 0 Co 

como o 9 0 Sr produziram, aparentemente, proporções similares de células afetadas (P = 0,71) 

em função da dose de radiação. 
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FIGURA 8 - Curvas dose-resposta ajustadas pelo modelo de regressão linear para indução de 
apoptose e necrose, analisadas 24, 48, 72 e 96 horas após a irradiação com ^ C o (—) e 
9 Sr ( — ) . A = células viáveis; B = células necróticas e C = células apoptóticas. 
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TABELA 10 - Coeficientes das curvas ajustadas pelo modelo de regressão linear, Y = a + bD, 
pa ray 6 0 Coep 9 0 Sr . 

Tipo de Parâmetro Tempo após a a (± SE) b (± SE) 
radiação irradiação 

24 horas 85,00 ± 3,60 -2,80 ±0,86 

Viabilidade 48 horas 83,54 ± 2,66 -1,75 ±0,63 

72 horas 78,10 ±1,62 -1,33 ±0,39 

96 horas 80,44 ±2,10 -1,89 ±0,50 

24 horas 15,52 ±3,60 2,46 ±0,85 

Necrose 48 horas 15,45 ±2,56 1,78 ±0,61 

72 horas 21,23 ± 1,49 1,29 ±0,35 

96 horas 19,17 ±2,12 1,87 ±0,50 

24 horas 0,98 ± 0,36 0,07 ± 0,08 

Apoptose 48 horas 1,02 ±0,24 -0,03 ± 0,06 

72 horas 0,69 ± 0,26 0,04 ± 0,06 

96 horas 0,41 ±0,12 0,02 ± 0,03 

24 horas 78,86 ±0,90 -2,02 ±0,21 

Viabilidade 48 horas 79,76 ± 1,35 -2,39 ± 0,32 

72 horas 78,94 ± 1,28 -3,15 ±0,30 

96 horas 78,18 ± 1,76 -3,04 ± 0,42 

24 horas 20,66 ± 0,84 2,01 ± 0,20 

Necrose 48 horas 20,05 ± 1,35 2,29 ± 0,32 

72 horas 20,97 ±1,27 3,00 ± 0,30 

96 horas 21,21 ±1,83 2,97 ± 0,43 

24 horas 0,50 ±0,15 0,01 ± 0,04 

Apoptose 48 horas 0,19 ±0,12 0,10 ±0,03 

72 horas 0,09 ±0,19 0,14 ±0,04 

96 horas 0,60 + 0,17 0,07 ± 0,04 
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TABELA 1 1 - Frequências basais de células CHO-K1 viáveis (%), necróticas (%) e 
apoptóticas (%) nos diferentes tempos de incubação 

Experimento Tempo Células Células Células 

(h) viáveis (%) necróticas (%) apoptóticas (%) 

y 6 0 Co 24 85,7 ±5,1 13,4 ±4,8 0,9 ± 0,9 

48 83,1+5,2 15,7 ±4,7 1,2 ±0,9 

72 81,5 + 3,1 18,1 ±2,8 0,4 ± 0,4 

96 81,9 ±5,6 17,5 ±5,6 0,6 ± 0,3 

ANOVA P 0,84 (n.s.) 0,73 (n. s.) 0,54 (n. s.) 

p 9 0 Sr 24 80,4 ±0,5 19,1 ±0,4 0,5 ± 0,2 

48 80,8 ±2,2 19,1 ±2,0 0,1 ±0,2 

72 82,1 ±3,1 17,9 ±3,1 0,0 ± 0,0 

96 80,3 ±4,0 19,0 ± 4,2 0,7 ± 0,3 

ANOVA P 0,86 (n.s.) 0,84 (n. s.) 0,02 ( * ) 
n.s. = não significativo 
* = significativo (p < 0,05) 

COMISSÃO NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP-tPEN 
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TABELA 12. Relação entre células micronucleadas e necróticas de CHO-K1, 48h após a 
• ~ 6O/-1 90o 

exposição com Co e Sr. 

Tipo de Dose Células Células Células 

radiação micronucleadas necróticas micronucleadas 

(%) (%) + necróticas (%) 

0,0 7 ,26+1,56 15,7+ 4,7 22,96 

1,0 22,64 ± 7,00 16,3+ 6,0 38,94 

2,5 28,63 ±6,70 20,9 ± 5,9 49,53 

5,0 39,27 ± 2,34 24,1 ± 6,5 63,37 

7,5 47,62 ± 8,82 28,8 + 11,5 76,42 

0,0 6,48+ 2,74 19,1 + 2,0 25,58 

1,0 14,20+ 4,79 22,6 ± 4,3 36,80 

2,5 21,79 ± 8,41 26,7 ± 3,8 48,49 

5,0 28,38+ 15,23 31,8 ± 3,7 60,18 

7,5 36,54 + 17,23 36,6 + 4,5 73,14 

Mann Whitney, gama x beta, P < 0,001 (***) 
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FIGURA 9 - Curvas dose-resposta ajustadas pelo modelo de regressão linear para indução de 
células micronucleadas (A), células necróticas (B) e células micronucleadas + necróticas (C), 
48hs após a exposição com 6 0 Co (—) e 9 0 Sr (—). 
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5. DISCUSSÃO 

No presente trabalho foram analisados efeitos citotóxico e genotóxico das radiações 

gama e beta em células CHO-K1, por meio de testes citogenético, coloração diferencial e 

formação de colônias. 

Os MN representam danos não reparados, mais especificamente, quebras ocorridas na 

fita dupla do DNA, uma das lesões mais significativas do efeito da radiação ionizante. As 

mortes necrótica, apoptótica e clonogênica representam diferentes manifestações celulares ao 

agente agressor e estão envolvidas em malformação, envelhecimento e indução de câncer. 

Uma série de metodologias tem sido adotadas para detectar e quantificar células 

apoptóticas, como citometria de fluxo (Hertveldt et al, 1997), teste do cometa (Olive et al, 

1993), TÚNEL {terminal deoxyrmcleotidyl transferase - mediated dUTP nick end-labeling) 

(Guo et al., 1998), análise eletroforética de fragmentação do DNA (Tauchi & Sawada, 1994) 

e outros. Análises baseadas nas características morfológicas e na permeabilidade da 

membrana apresentam a vantagem de ser relativamente simples e rápidas e, além disso, 

permitem discriminar entre células apoptóticas e necróticas nos estádios precoces e tardios do 

processo de morte celular (Kerr et al., 1972; Olive & Durand, 1997). 

Os dados obtidos mostraram que a necrose foi a principal modalidade de morte 

interfásica em células CHO-K1 irradiadas. Resultados análagos foram relatados por Fenech et 

al. (1999) em linfócito humano exposto ao peróxido de hidrogênio (H2O2). A radiação beta 

foi mais danificante que a gama, induzindo significativamente mais morte necrótica, 

independentemente do período de tempo após as irradiações. Os valores basais de células 

necróticas variaram de 13 a 19% dentro do intervalo de tempo de 24 a 96 horas. Fenech et al. 
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(1999) obtiveram uma taxa basal relativamente mais alta, em torno de 23% em linfócitos 

humanos submetidos ao H2O2 in viíro. 

A necrose pode resultar de lesão nas membranas celulares com conseqüente liberação 

descontrolada de enzimas que levam à degradação de organelas celulares como lisossomos, as 

quais podem causar digestão de biomoléculas como ácidos nucleicos, proteínas, lípides, 

carboidrato etc (Fenech et al, 1999). O dano nas estruturas membranosas pode ser ocasionado 

pelo estresse oxidativo induzido pela radiação ionizante, via produção de radicais livres ("OH, 

*H) provenientes da radiólise da água e pela produção de espécies reativas de oxigênio como 

O2* H2O2. Por serem extremamente oxidantes todos esses espécimes podem reagir 

prontamente com moléculas orgânicas das células, com a formação de radicais peroxilas e 

produtos de peroxidação lipídica intracelulares entre outros, afetando a estrutura e as 

propriedades físico-químicas das membranas (Limoli et al, 1998). 

Por outro lado, a morte apoptótica foi raramente encontrada em células CHO-K1 

irradiadas (< 2%): uma grande maioria de populações celulares expostas tanto com a radiação 

gama quanto com as partículas beta, não mostrou suscetibilidade à apoptose, o que corrobora 

os dados obtidos por Guo et al (1998). Assim sendo, uma análise comparativa entre os efeitos 

de dois tipos de radiação na indução de apoptose torna-se difícil. 

A apoptose é específica do tipo celular (Vral et al, 1998; Akudugu & Bohn, 2001), 

visto que muitas linhagens linfóides e mielóides humanas e de roedores, também timócitos 

são suscetíveis à apoptose (Szumiel, 1994; Tauchi & Sawada, 1994; Shu-Zheng et al, 1996; 

Olive & Durand, 1997), enquanto que várias linhagens tumorais humanas (Yount et al, 

1996), fibroblastos cultivados (Olive & Durand, 1997), incluindo células V79 (Radford et al, 

1994) e CHO-K1, morrem preferencialmente pela necrose. 

Os fatores que predispõem à apoptose em células submetidas ao insulto são pouco 

compreendidos. No entanto, um dos fortes candidatos é o gene supressor tumoral, o p53, que 
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representa um papel primordial na indução de morte apoptótica em resposta ao dano induzido 

no DNA, no controle da progressão do ciclo celular e na manutenção da integridade do 

genoma de mamíferos (Lee et al, 1997). Células deficientes em p53 geralmente são 

resistentes a apoptose radioinduzida (Langley et al, 1995; Olive & Durand, 1997). 

Estudos moleculares mostraram que as células CHO-K1 apresentam uma mutação no 

códon 211 (no exon 6) no p53, com alteração de Thr (ACA) para Lys (AAA), dentro da 

região de "binding" do DNA (Lee et al, 1997; Hsu et al, 1999). Os autores mostraram 

também uma alteração na proteína p53 tanto estrutural como funcional: não houve aumento 

no nível da proteína p53 após o dano no DNA, o que ocorre prontamente com o tipo selvagem 

(Kastan et al, 1991), tampouco foi verificado um "checkpoint" na fase Gl do ciclo celular 

para permitir o reparo necessário. 

Do mesmo modo, células V79 apresentam mutações nos codons 136 e 138 (Hsu et al., 

1999) com defeito no gene p53 (Bartkowiak et al, 2001) mostrando uma baixa incidência de 

apoptose (Olive & Durand, 1997). Por outro lado, células F9, uma linhagem celular de 

teratocarcinoma de roedor morrem preferencialmente pela apoptose e possuem p53 selvagem 

não mutado (Langley et al, 1995) o que pode explicar sua propensão a essa modalidade de 

morte, visto que o p53 selvagem é considerado fundamental na indução de apoptose pela 

radiação. 

Com base nessas observações, é possível que uma baixa incidência de apoptose 

verificada em células CHO-K1, possa estar associada de alguma maneira com a mutação no 

p53. No entanto, em certos tipos celulares, a morte apoptótica parece não depender do 

"status" do p53 (Kadhim et al, 1996; Olive & Durand, 1997). Langley et al (1995) 

observaram em timócitos originários de camundongos deficientes em p53, uma predisposição 

à apoptose induzida pelo glicocorticóide, sugerindo que há caminhos dependente e 

independente de p53 na indução do processo apoptótico (Blank et al, 1997). Do mesmo 
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modo, o relato de que a radiação ionizante induz apoptose em células HL-60, que apresentam 

uma deleção homozigota do cromossomo 17p e, portanto, com ausência do p53, sugere que a 

radiação ionizante também pode induzir apoptose via rota independente de p53 (Pouget & 

Mather, 2001). Assim, a apoptose pode ocorrer em células mutantes ou mesmo em células 

com deleção de p53 (Olive & Durand, 1997; Limoli et ai, 1998). Os eventos moleculares e 

celulares envolvidos na morte celular são complexos e pouco compreendidos e, portanto, há 

necessidade de futuras investigações. 

Em relação a análise de danos cromossômicos, observou-se uma freqüência 

significativamente mais alta de MN em células irradiadas com 6 0 Co do que com 9 0Sr, quando 

se levou em consideração a proporção de células danificadas e a extensão de dano 

radioinduzido pela análise de distribuição de MN. Uma possível explicação para esse fato 

pode ser decorrente de uma incidência mais alta de necrose induzida pela radiação beta, 

demonstrada pela técnica de coloração diferencial. As células mais severamente danificadas 

pelo 9 0Sr, podem ser eliminadas da população via necrose, antes de se expressar dano em 

forma de MN, resultando assim, numa freqüência mais baixa de células micronucleadas. 

Oliveira et al. (2001) verificaram que o 9 0 Sr produziu mais danos ao DNA em 

linfócitos periféricos humanos em relação ao 6 0 Co (Nascimento et ai, 2001) quando 

analisados imediatamente após as exposições, detectados pela técnica do cometa. No entanto, 

quando analisados citogeneticamente por meio da técnica de aberrações cromossômicas, o 

6 0Co induziu mais danos cromossômicos que ^Sr. 

E possível que a radiação beta em virtude da sua natureza particulada e pequeno poder 

de penetração nos tecidos pode ter causado uma complexidade maior de lesões em sítios 

multiplamente danificados em relação à radiação eletromagnética, produzindo lesões mais 

difíceis de serem reparadas, particularmente, quebras nas fitas duplas do DNA, grandemente 

responsáveis pela letalidade celular (Yasui, 1992;Price, 1993; Olive, 1998). 
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Igualmente, Guo et al. (1998) ao analisarem a radiossensibilidade de cinco linhagens 

celulares de mamíferos verificaram que as células CHO-K1, SHIN-3 e DU-145 apresentaram 

freqüências altas de MN, porém, baixa taxa de apoptose, ocorrendo o inverso com células F-9 

e COLO 320DM. Os autores concluíram que um baixo número de MN em células F-9 e 

COLO 320DM pode ser decorrente da alta incidência de morte celular apoptótica. 

O teste do MN mostrou ainda que sob condições similares de cultivo celular, tanto 

6 0Co como o 9 0Sr, não interferem na cinética da proliferação celular, pelo menos na faixa de 

dose testada. 

Uma outra modalidade de morte celular, a reprodutiva, foi avaliada por meio do teste 

clássico de formação de colônias. Mesmo passadas 10 a 14 dias após as irradiações, o que 

corresponde a várias gerações celulares, os descendentes de células expostas mostraram uma 

diminuição na clonogenicidade dependente de dose, ou seja, perda da habilidade de sofrer 

divisão e de se proliferar. Estudos empregando uma série de linhagens celulares de mamíferos 

têm demonstrado que a progénie de células expostas sobreviventes podem expressar danos 

tardiamente, em forma de mutações gênicas específicas e danos cromossômicos como 

aberrações cromossômicas e micronúcleos, além do comprometimento da integridade 

reprodutiva (Jamali & Trott, 1996; Kadhim et al, 1996; Limoli et al, 1998; Trott et al. 1998). 

Essa redução persistente na capacidade reprodutiva observada em descendentes de células 

irradiadas é conhecida como "morte reprodutiva tardia" (Chang & Little, 1991) e tem 

recebido uma considerável atenção, embora o seu mecanismo ainda não esteja totalmente 

elucidado. 

Jamali & Trott (1996) e Trott et al. (1998) aventaram a hipótese de que a morte 

reprodutiva tardia que consiste na perda da capacidade de formar colônias, pode estar 

correlacionada com a instabilidade genômica induzida pela radiação e que pode persistir por 

muitas gerações celulares. A instabilidade genômica é caracterizada pelo aumento de 
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alterações no genoma de mamíferos, incluindo entre outras, anormalidades cariotípicas como 

rearranjos cromossômicos e/ou aneuploidia e mutação e amplificação gênicas (Fenech, 2002). 

A perda da integridade genômica em células tumorais é largamente aceita como um dos mais 

importantes aspectos do câncer (Leugauer et al, 1998). 

Vários autores (Stap & Aten, 1990; Hoper & Bao, 1995 e Jamali & Trott, 1996) 

verificaram um aumento na freqüência de MN em células V79, RI e RUC irradiadas, mesmo 

um longo período de tempo após as exposições, encontrando uma íntima relação entre taxa de 

MN e inativação celular clonogênica. Os autores sugeriram que o mecanismo celular que leva 

à expressão de MN é também, pelo menos parcialmente, responsável pela perda da 

integridade reprodutiva de células irradiadas. 

Por outro lado, Kriehuber et al. (1999) não observaram uma associação positiva entre 

morte reprodutiva tardia e freqüência de MN em células de carcinoma humano SCL-II. Os 

autores levantaram a possibilidade do envolvimento de outras alterações herdáveis como 

apoptose tardia na morte reprodutiva clonogênica. 

Com base nessas observações, pode-se conjeturar que as células incapazes de formar 

colônias (> 50 células), podem ser representadas por àquelas que sobrevivem por várias 

gerações celulares mas, por exemplo, que carregam dano cromossômico o que dificilmente 

formariam colônias (Jamali & Trott, 1996) ou, por células que simplesmente morrem por 

processo apoptótico ou necrótico (Limoli et al, 1998), não contribuindo na formação de 

colônias. Uma íntima associação entre perda da capacidade reprodutiva e a indução de 

dicêntricos e fragmentos acêntricos tem sido relatado por vários autores (Carrano, 1973; Stap 

& Aten, 1990). 

Existe a possibilidade também da indução de mutações letais tardias (Kadhim et al, 

1996; Limoli et al, 1998) ou mesmo uma diminuição persistente na habilidade das células de 
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se aderirem ao substrato, o que pode ser transmissível por várias gerações celulares, assim 

sugerindo mutações radioinduzidas em genes específicos (Kriehuber et al, 1999). 

O mecanismo pelo qual essas manifestações celulares herdáveis persistem em células 

danificadas ainda não é conhecido. Levando em consideração que esses fenotipos são 

ocasionados por agentes que danificam o DNA, Kadhim et al. (1996) levantaram a hipótese 

sobre o envolvimento de alguma forma de dano reparado erroneamente ou um mecanismo de 

reparo comprometido, ambos conferem potencialmente uma instabilidade genômica. Segundo 

Ribas et al. (1999), a instabilidade genômica induzida pode ser oriunda de algum tipo de lesão 

subletal como por exemplo, os sítios de fragilidade no DNA. Esses sítios frágeis podem 

expressar danos numa frequência significativamente mais alta. 

Há também dados que podem sugerir o envolvimento de efeitos epigenéticos como 

alterações em nível de membranas (Kriehuber et al, 1999) ou mesmo efeito "bystander" que 

podem contribuir para a perda da integridade reprodutiva persistente ou tardia (Limoli et al, 

1998). Células não irradiadas circunvizinhas daquelas irradiadas podem desenvolver 

instabilidade genética. A irradiação pode induzir espécies reativas de O2 solúveis 

extracelulares como "OH e O2"", criando um microambiente oxidativo, capaz de causar dano 

ao DNA em células adjacentes co-cultivadas (Pouget & Mather, 2001). 

Os dados obtidos no presente trabalho mostraram que células micronucleadas e 

necróticas induzidas pelo 6 0 Co e 9 0Sr representam, uma fração significativa da população 

celular irradiada de CHO-K1, e provavelmente, responsáveis pela baixa eficiência de 

plaqueamento. 

Embora a radiação beta tenha produzido mais morte necrótica que a radiação gama e 

esta, por conseguinte, mais células micronucleadas, porém, no cômputo geral, no decurso de 

sucessivas divisões celulares, os descendentes de células irradiadas sobreviventes, 

provavelmente, produziram números similares de colônias, o que resultaram em curvas de 
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sobrevida análogas, que melhor se ajustaram ao modelo linear-quadrático clássico. Essas 

progenies de células expostas sobreviventes podem ser constituidas por células não afetadas 

pela radiação e/ou por células com algum tipo de lesão subletal, mas sem perda da integridade 

reprodutiva. 

Essas observações mostram que é fundamental avaliar a resposta celular sob vários 

aspectos com a utilização de vários parâmetros correlacionados para uma melhor 

compreensão do impacto global do agente agressor em células. Obviamente, há necessidade 

também de investigações futuras com o emprego de outras metodologias, bioquímica e 

molecular para uma avaliação mais acurada do fenômeno radiobiológico. 

CQWSSAO mmi DE ENERGIA NUCLEAR/SP-IPEN 

i 
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6. CONCLUSÃO 

Os dados obtidos sobre a análise genotóxica e citotóxica de raios y de 6 0 Co e partículas 

|3 de 9 0Sr em células de CHO-K1, irradiadas com doses de 1,0 a 7,5 Gy, utilizando as técnicas 

de micronúcleo, formação de colónias e coloração diferencial, permitiram concluir que: 

•S As curvas de sobrevida obtidas para ^Co e ^Sr na indução de formação 

de colónias foram similares entre si. O modelo que melhor se ajustou foi o linear-

quadrático (Y = a + bD + cD2); 

S A radiação P de ^Sr foi menos eficiente na indução de MN do que 

6 0 Co, quando se levou em consideração a proporção de células micronucleadas e a 

magnitude de lesões radioinduzidas demonstradas pela análise de distribuição de 

MN; 

S As curvas dose-resposta para indução de MN em células binucleadas, 

obtidas após exposições com 6 0 Co e 9 0Sr foram melhor ajustadas ao modelo de 

regressão linear (Y = a + bD); 

S A radiação 3 de ^Sr provocou mais morte necrótica que a radiação y de 

6 0Co. A necrose foi a principal modalidade de morte celular em células CHO-K1 

irradiadas. 
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