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RESUMO

O ser humano sempre esteve exposto a diversos tipos de radiacdo. Dos
varios danos que a radiacdo pode causar nas células o mais importante € o que
ocorre no DNA. As radiacfes ionizantes induzem quebras e alteracbes na molécula
de DNA, resultando em reparo ou morte celular. Caso o reparo seja imperfeito as
consequéncias biologicas resultantes se traduzem em aumento das mutacfes
gendmicas e cromossdmicas que podem resultar em uma proliferacdo desordenada
de células que resultam em tumores. A eficiéncia nos sistemas de reparos de erros
na molécula de DNA é importante para a manutencdo da integridade da molécula. O
polimorfismo genético produz alteracbes genéticas que podem interferir no sistema
de reparo de erros do DNA. O polimorfismo genético contribui significativamente
para a alteracdo desses mecanismos de reparo. Este trabalho sugere a hipotese de
gue o polimorfismo genético pode alterar a sensibilidade dos individuos expostos as
radiacOes ionizantes e a capacidade do organismo de reparar os danos causados
por estas. Discute-se também a importancia dos polimorfismos na determinacédo do
nivel basal de alteracfes citogenéticas. Para isto, foi feito um breve resumo sobre as
técnicas utilizadas em dosimetria bioldgica demonstrando suas aplicagbes em
triagem, acidentes, especificidade e precisdo na estimativa de dose. A dosimetria
citogenética é a técnica mais especifica deteccdo de aberracdes cromossdmicas

radioinduzidas.



ABSTRACT

The human always exposed to various types of radiation. The various damage
that radiation can cause cells in the most important is what happens in DNA . lonizing
radiation induces changes and breaks in the DNA molecule , resulting in repair or cell
death. If the imperfect repair is the biological consequences resulting translate to
increased genomic and chromosomal mutations can result in a disorganized
proliferation of cells resulting in tumors. The efficiency of the repair systems errors in
the DNA molecule is important for maintaining the integrity of the molecule. Genetic
polymorphism produces genetic changes that may interfere with system error repair
DNA . Genetic polymorphism contributes significantly to the alteration of these repair
mechanisms . This work suggests the hypothesis that genetic polymorphism can alter
the sensitivity of individuals exposed to ionizing radiation and the body's ability to
repair damage caused by them. We also discuss the importance of polymorphisms in
the determination of baseline cytogenetic alterations . For this , we made a brief
summary of the techniques used in biological dosimetry demonstrating their
applications in screening , accidents , specificity and accuracy in estimating dose.
The cytogenetic dosimetry showed the technique more specific and easy to detect
radiation-induced chromosomal aberrations .
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1. INTRODUCAO

O ser humano sempre esteve exposto a diversos tipos de radiacdo, mesmo a
populacdo ndo tendo consciéncia disso; como a radiacdo eletromagnética (provinda
de telefonia movel, ondas de radio, aparelhos de micro-ondas), radiacdo cosmica
gue tem natureza corpuscular e ondulatéria, substancias naturais no meio ambiente
que contém radionuclideos, exposi¢cdo ocupacional e exposicdes meédicas. No
processo de interacdo da radiacdo com a matéria ocorre uma transferéncia de
energia que pode provocar excitacdo ou ionizacdo de atomos, com a conseguinte
alteracdo das moléculas a que eles pertencem. Se as moléculas afetadas estdo em
forma de célula viva, esta célula pode ser danificada. Sendo assim, quando 0s raios
— X atravessam o corpo humano, parte de sua energia € absorvida pelo corpo,
podendo levar a efeitos biolégicos. Dos véarios danos que a radiacdo pode causar
nas células o mais importante € o que ocorre no DNA. As radiacdes ionizantes
podem induzir quebras e alteracdes na molécula de DNA, que quando nao sao
adequadamente reparadas, podem resultar em atraso ou paralisacdo da divisao
celular ou na morte celular (que pode causar a necrose tecidual ou apoptose). As
consequéncias bioldgicas resultantes também podem se traduzir em aumento das
mutacdes gendmicas e cromossémicas e estas, por sua vez, podem resultar em
uma proliferacdo desordenada de células que resultam em tumores (GIL, 2008;
ROHR, 2008). A eficiéncia nos sistemas de reparos de erros na molécula de DNA é
importante para a manutencdo da integridade da molécula. Através de diversos
mecanismos 0 DNA é reparado das quebras simples, duplas, das excisbes de bases
e do estresse oxidativo (ALVES, 2007). Esse O polimorfismo genético caracteriza-
se por alteracOes genéticas que podem interferir no sistema de reparo de erros do

DNA - Essas alteracbes ocorrem em mais de 2% da populacdo e podem causar



danos aos sitios de reconhecimento de enzimas de restricdo e levar a producéo de
proteinas diferentes das convencionais, alterando o mecanismo de reparo de erros
do DNA. (LIMA et al, 2006) O polimorfismo pode conferir vantagens ou

desvantagens aos individuos frente as agressdes do meio.

2. OBJETIVO GERAL

Este trabalho pretende abordar a influéncia do polimorfismo genético nos
sistemas de reparo de erros ha molécula de DNA através de reviséo bibliografica e a
sua relacdo com os métodos de analises de aberracbes cromossémicas induzidas

por radiacdes ionizantes e.

3. MECANISMO GERAL DA CARCINOGENESE HUMANA

Células anormais podem dar origem a tumores a partir de células normais
através de alteracBes genéticas que afetam os sistemas de controle da proliferacéo
celular (PIETRASA & OSTMANB, 2010). Os agentes mutagénicos alteram a
sequéncia de bases do DNA e podem causar muta¢des associadas a melhoria da
adaptacao da ceélula, ou, mais frequentemente, alterar a funcionalidade de algumas

moléculas o que pode resultar em morte ou transformacao celular.

Entre as alteracbes da funcionalidade na molécula do DNA estdo aquelas que
podem levar a deficiéncia de uma via de reparacdo do DNA, a conversdo de um
gene normal para um oncogene — que € resultado da mudanca na estrutura de um
gene ou na regulacdo da expressdo de um gene que geram materiais genéticos
anormais — e o mau funcionamento de um gene supressor. Esses fatores associados

contribuem para o desenvolvimento de neoplasias.



Conforme a célula acumula mutacdes, ela pode perder o controle da divisdo
celular determinando o aparecimento do cancer, que se caracteriza, entre outros
fatores, pela perda de controle da proliferacdo celular. Esta € consequéncia direta
das alteracbes de genes que controlam os mecanismos de regulacdo do ciclo
celular. Porém, o mecanismo do desenvolvimento do cancer € bem complexo e
multifatorial porque conta com predisposicfes genéticas hereditarias, sendo

influenciado por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos.

Estudos recentes tém demonstrado que variagcdes genéticas, como 0sS
polimorfismos, podem conferir mais sensibilidade ou resisténcia aos efeitos nocivos
a agentes genotoxicos. Estes estudos podem proporcionar formas de prevencao de
doencas, entre elas o cancer, mais individualizadas para populacdes especificas

(FENECH, 2000) (RIBEIRO et al, 2003).

Ao longo da vida, o ser humano é exposto a substédncias que causam
alteracbes no DNA, e estas substancias podem conter agentes genotéxicos.
(LOUREIRO, et al, 2002). Por exemplo, a etiologia das leucemias em geral, ndo é
bem esclarecida, porém acredita-se que um ou mais determinantes ambientais
atuem em um momento particular de um individuo suscetivel resultando na producéo
de um clone anormal celular e consequentemente no surgimento da doenga. Alguns
fatores desencadeantes: radiacdo Ionizante, drogas e agentes quimicos
(cloranfenicol, fenilbutazona ou benzeno), viroses e fatores genéticos (WILLIAMS,
1996). As aberracdes cromossomicas (AC) estdo relacionadas a um risco
aumentado para o cancer (NORPPA H. , 2001). As causas do cancer podem ser
tanto exdgenas, quando se trata de exposicdo a substancias nocivas e habitos de
vida, quanto enddgenas, que esta relacionada com a capacidade do organismo em

reparar erros no DNA e da propria informacéo contida em um gene que indica um



fator para o cancer (RIBEIRO, et al, 2003).

A genética toxicologica avalia os efeitos genotéxicos potenciais, uma vez que
sao considerados pré-requisitos para o desenvolvimento de efeitos nocivos a saude,
como o cancer. A toxicidade genética ndo é uma medida de carcinogenicidade. Esta
consiste em um processo de conversao de células saudaveis em células mutadas
com possibilidade de gerar um tumor. Existe uma associacdo entre respostas
positivas em teste de genotoxicidade do tipo aberracbes cromossdmicas,
micronudcleos, e a carcinogenicidade (RIBEIRO, et al, 2003) (LOUREIRO, et al,

2002).

4. LESOES NO DNA CAUSADAS POR RADIACOES IONIZANTES
4.1. Tipos de radiacdo e acdes no DNA

Radiacdo ionizante é o termo usado para descrever o transporte de energia,
tanto na forma de ondas eletromagnéticas como de particulas subatdémicas, capazes
de causar ionizacdo na matéria. As radiacfes ionizantes podem ser classificadas em
diretamente ou indiretamente ionizante. Todas as particulas carregadas (proton,
beta, particula alfa, ions pesados, etc) sdo consideradas diretamente ionizantes,
pois produzem ionizacdo ao perderem energia na matéria bioldgica. As particulas
néutras (raios-X, néutrons e gama) sao consideradas indiretamente ionizantes, a
energia € transmitida para a matéria através das ionizagdes produzidas pelas
particulas carregadas secundarias, geradas pela radiacdo primaria (IRD / CNEN,
1999) Quando as doses de raios — X e gama sao mais altas, também se observa

efeitos diretos sobre a molécula de DNA. Diferentemente dos raios X e gama 0s



néutrons interagem diretamente com o nucleo atémico, gerando particulas (HALL &

GIACCIA, 2012).

A energia média liberada, normalmente em keV, por unidade de comprimento
(em pm) ao longo do caminho percorrido por fétons ou particulas no meio irradiado &
definida como LET (Linear Energy Transfer). As radiacdes eletromagnéticas X e y
possuem baixo LET, enquanto que as particulas o e B, os prétons, néutrons e 0s
ions possuem alto LET. Sendo assim, as radiacbes de baixo LET tém uma
probabilidade baixa de interagir com os atomos do meio irradiado, percorrendo
assim uma distancia maior quando comparadas com as de alto LET de mesma
energia. No processo de interagdo da radiagdo com a matéria ocorre uma
transferéncia de energia dela para o meio (LUIZ, et al, 2011). Se qualquer forma de
radiacdo — raios-X, gama, particulas carregadas ou ndo carregadas — for absorvida
pelo material biolégico existe uma possibilidade de que haja interacdo com as
estruturas criticas das células, tal como o DNA. Os atomos dessa estrutura podem
se tornar ionizados ou excitados, e dao inicio a uma série de eventos em cadeia que
causam mudancas biologicas. A radiacdo pode causar efeitos diretos no organismo
quebrando ligagbes quimicas e formando espécies com elétrons ndo pareados, 0s
radicais livres. Essas ligacdes tendem a se complementar novamente para manter a
estabilidade da molécula, esse processo pode ser feito corretamente e a molécula
volta a sua conformacéo inicial ou a molécula pode se ligar a outras estruturas
perder sua funcionalidade (HALL & GIACCIA, 2012). A figura 1 mostra como o

mecanismo de acao direta e indireta afeta a célula.
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Figura 1: Acbes diretas e indiretas das radia¢bes. (HALL & GIACCIA, 2006)

A radiacdo também pode interagir com outras moleculas nas células,
principalmente a agua, formando radicais livres ou 0s espécies reativas de oxigénio
(ROS - reactive oxygen species). Estes radicais livres possuem elétrons nao
pareados na camada mais externa do atomo que, podem ser formados a partir da
clivagem de uma ligagéo covalente entre dois atomos quando cada atomo recebe
um elétron cada ou por reacBes de transferéncia de elétrons (PORTO, 2001).
Considerando que cerca de 80% da célula € composta de adgua a maioria das
interacbes ocorre com estas moléculas que podem ficar ionizadas e reagir com
outras moléculas (HALL & GIACCIA, 2012). Em condi¢des fisiologicas normais,
existe um equilibrio entre a formacdo de espécies reativas de oxigénio e sua

eliminacao pelo sistema oxidante do proprio organismo. Quando ha um desequilibrio



entre producao e eliminacdo com uma tendéncia para predominio de producéo, diz-

se que existe o estresse oxidativo (PORTO, 2001).

4.2. Reparo de erros no DNA

O DNA ndo é uma molécula estavel e sofre constantes lesbes de origem
quimica, fisica ou biolégica, endogenas e exdgenas e, por conta disso,
evolutivamente varias estratégias foram desenvolvidas pelo organismo para tolerar
ou reparar danos causados ao DNA. Tem sido sugerido que os mecanismos de
reparo de DNA, apesar das suas preferéncias por determinadas lesdes, trabalham

de uma forma bastante integrada. (BERRA, et al, 2006; RIBEIRO, et al, 2003).

Os ROS reagem com as bases do DNA provocando danos oxidativos. Estas
lesbes, na maioria das vezes, podem levar a formacdo de quebras em uma das
cadeias do DNA (quebras simples - SSB “single strand break”) ou quebras duplas
em posi¢des aproximadamente simétricas nas duas cadeias da fita (quebras duplas -
DSB “double strand break”). Além disso, quebras simples podem dar origem a

guebras duplas durante a diviséo celular.

Dentre os varios mecanismos de reparo existem aqueles que atuam de forma
a executar eficientemente a excisdo completa das quebras simples e duplas. Esses
processos envolvem a agédo de mais de 30 proteinas que atuam, resumidamente, em
5 etapas: reconhecimento da leséo; abertura da dupla hélice de DNA onde esta
localizada a leséo; dupla incisdo distante alguns nucleotideos dos lados 5’ e 3’ do
sitio da leséo; sintese do novo DNA utilizando como molde a fita ndo danificada e
ligacdo da porcdo 5 da nova fita sintetizada a cadeia pré-existente. As bases

oxidadas do DNA séao corrigidas pelo mecanismo de reparo por excisdo de bases,



gue inicia-se, primeiramente, pelo reconhecimento e excisdo de bases danificadas e,
depois, ocorre o preenchimento através de polimerizacdo e ligacdo de novos

nucleotideos a sequéncia de DNA.

O reparo por excisao de nucleotideos € um dos mais importantes processos
de reparo em danos provocados por agentes exdégenos que causam distor¢cdo da
dupla-hélice do DNA, esse processo, dependente da acdo da RNA polimerase Il, é
conhecido como reparo acoplado a transcricdo, que assegura um rapido reparo dos
genes ativos. Outro mecanismo importante na protecdo da molécula de DNA € o
reparo por recombinacgéo, que pode ser a recombinacdo homologa (reparo bastante
preciso) e juncdo de pontas ndo homodlogas (sujeito a erro). Uma das lesGes que
pode ser reparada por recombinacéo é a dupla quebra da cadeia de DNA criada por
processos normais da célula ou por agentes exégenos, como a radiacao ionizante

(BERRA, et al, 2006; RIBEIRO, et al, 2003).

Existe também o reparo do emparelhamento errbneo de DNA que corrige
pares errbneos de bases e alcas desemparelhadas no DNA, eventualmente
introduzidos por erros de replicacdo, ou lesbes que interfiram com a atividade
replicativa das DNA polimerases. Apesar de sistemas enzimaticos especificos para
cada tipo de erro no DNA, pesquisadores vém propondo a existéncia de integracao
nos diversos mecanismos de reparo. A figura abaixo explica resumidamente as
etapas do reconhecimento do erro, reparo e possiveis consequéncias a célula

(BERRA, et al, 2006).
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Figura 2: Mecanismo geral para sinalizacdo da presenca de danos no DNA. As setas indicam ativagdo e as
setas cortadas indicam inibicdo (BERRA, MENK, & MASCIO, 2006).

4.3. Polimorfismo genético e tolerancia dos individuos aos

agentes genotoxicos

A susceptibilidade a exposicao varia em funcdo de caracteristicas adquiridas
e herdadas. Tem sido demonstrado que formas de polimorfismo genético podem
modular a resposta ao insulto genotoxico, indicando tolerdncia do individuo as

exposi¢cdes genotoxicas.

A mutacgdo cria novos alelos que se agregam ao DNA do individuo e quando
estes alelos coexistem em um mesmo locus e essa variante genética alcangca uma
frequéncia de 1%, ela passa a ser denominada de polimorfismo. O polimorfismo é

transmitido através das geracdes.

Um novo alelo formado, produto de uma mutacado, pode influenciar o nivel de
danos cromossdmicos associados a algumas exposi¢cdes genotoxicas afetando o

nivel basal de alterag6es encontradas, como consequéncia da melhor adaptacéo do
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organismo as injurias, ou; essa variacdo pode nao interferir em mecanismos de
reparo e protecdo, ou ainda, podem ter efeitos deletérios. Acredita-se que o
polimorfismo altera a sequéncia do DNA, mas pode ndo mudar a sequéncia das
proteinas, ou altera a sequéncia das proteinas, mas néao altera sua funcao; ou altera
a expressao de proteinas que modulam o metabolismo de substancias exdgenas e
0s mecanismos de reparo de erros do DNA, o que altera a sensibilidade dos
individuos aos estimulos externos (SCAPIN, 2008). Varios estudos tém sugerido que
os polimorfismos genéticos afetam o nivel de base de biomarcadores citogenéticos,
independentemente de exposicdes genotoxicos especificos, influenciando a
expressdo de um biomarcador. Essas alteracbes no nivel basal de danos
cromossbmicos sdo causadas geralmente pelos polimorfismos que afetam os
processos celulares fundamentais responsaveis pela manutencéo da integridade do
genoma, tais como o metabolismo do folato ou reparacdo do ADN. Ou ainda por
polimorfismos de enzimas responsaveis pela metabolizacdo de substratos
genotdxicos, que podem comprometer a integridade do cromossomo (NORPPA,

2004).

O polimorfismo no gene XRCC1, um dos genes mais estudados no reparo do
DNA, foi associado com a reducgéo da eficiéncia de reparagdo do DNA. O XRCC1 é
um gene envolvido no reparo de quebras simples na fita do DNA e no reparo por
excisao de bases de dano produzido pela radiacao ionizante, alquilando agentes e
espécies reativas de oxigénio. Em diversos estudos, no XRCC1 e em outros genes
envolvidos no reparo de erros foram identificados varios polimorfismos. Estes
polimorfismos tém sido associados a niveis elevados de AC, SCE (troca de
crométides irmas), MN, aductos de DNA e também a diversos tipos de cancer.

Porém, como existem estudos com resultados divergentes destes, € importante o
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estudo do potencial impacto destes polimorfismos na reparacdo de lesées no DNA

induzidas pela radiacdo ionizante. (NORPPA, 2004; GIL, 2008).

A alteracdo da expressao de determinadas proteinas, pode interferir em um
ou mais mecanismos de identificacdo de erros do DNA e subsequente reparo.
Assim, polimorfismos genéticos podem explicar em parte a variabilidade nas
associacfes entre os niveis de ACs e o risco de cancer (BERRA, et al, 2006;

NORPPA, 2001).

5. Métodos de Analise das Aberrac6es Cromossémicas

As aberrac6es cromossémicas (AC) sdo formadas a partir de quebras simples
ou duplas na molécula do DNA. Esses marcadores, de uma forma geral, sédo
encontrados em linfocitos do sangue periférico e observados em microscopia
durante a metafase, exceto na técnica de microndcleos, onde as aberracdes sao
observadas durante a citocinese. Epidemiologicamente, o aumento dessas AC
predizem um risco aumentado de cancer (NORPPA H. , 2001). As técnicas serao

explicadas a seguir com suas particularidades.

5.1. Analise Citogenética (Cromossomos Dicéntricos)

A analise de cromossomas dicéntricos, observados em linfécitos do sangue
periférico, tornou-se mais que uma técnica utii complementar aos resultados da
dosimetria externa em casos de suspeita ou confirmacao da exposicao as radiacoes
ionizantes. Esta andlise fornece uma informacdo adicional independente da
informacdo do dosimetro pessoal, que nem sempre reflete a dose recebida ou
reconstrodi a situacao real de exposicao, para confirmar ou rejeitar a dose fisica. Além

de ser o ensaio de escolha para exposi¢coes recentes e agudas, este ensaio € o
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marcador biolégico mais sensivel e especifico para exposicdo a altas doses de

radiacéo (a partir de 100 mSv) (ROMM, et al, 2009).

A andlise de dicéntricos satisfaz varios requisitos que o tornam um ensaio
"padréo ouro” no método de biodosimetria. Esta técnica tem clara relacdo de dose-
efeito, tipo e taxas de doses de radiacdo, € especifico para radiaces ionizantes,
apresenta boa reprodutibilidade, pode ser usado na triagem, € rapido, confiavel e a

maioria dos reagentes utilizados séo de baixo custo (ROMM, et al, 2009).

Para a andlise de cromossomos dicéntricos, as amostras de sangue devem
ser colhidas com seringa heparinizada. Do material colhido é feito uma cultura por
um periodo de 48 horas a 37° C e os linfécitos, células de interesse para essa
andlise, sdo estimulados a entrarem em mitose pelo uso da fitohemaglutinina (PHA).
Durante as trés ultimas horas da incubacéo do material em cultura, ocorre a inducéo
do blogueio mitético através da adicao de colchicina e logo apoés é feita a fixacdo das
células nas laminas. As laminas podem ser coradas com Giemsa. Algumas
modificacdes ao método foram descritas, como por exemplo acrescentar colchicina
durante toda a duracéo da cultura ou nas ultimas 24 horas permitindo mostrar uma

frequéncia maior de cromossomos condensados — metafases (ROMM, et al, 2009).

As aberragOes instaveis, visualizadas por este método e caracterizadas por
metafases com cromossomos dicéntricos e fragmentos associados, séo eliminadas
durante proliferacdo celular ao longo do tempo. Ou seja, as aberracdes instaveis em
si, ndo representam um risco aumentado de desenvolver o cancer, elas servem
como um indicador da dose recebida pelo individuo. No entanto, os cromossomos

dicéntricos séo induzidos com a mesma frequéncia que as translocacfes simétricas
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e essas sim, podem ser transmitidas para as células-filhas e podem representar um

risco potencial de induzir cancer (ROMM, et al, 2009).

Uma das vantagens da utilizacdo dos linfécitos para avaliar aberracdes
cromossOmicas induzidas pela radiacdo ionizante é que como as células coletadas
estdo no em diferentes fases do ciclo celular e logo apds séo induzidas a entrar em
divisdo, sua visualizacdo ao microscopio se torna possivel ao atingirem a fase de
metafase. Este fato faz com que a quantificacdo das alteracdes se torne possivel.
Para o calculo das incertezas dos resultados, utilizam-se alguns modelos
matematicos como a aplicacdo da formula que traduz a expressao da curva dose X
efeito na forma linear quadratico e distribuicdo de Poisson, além de conhecimento

prévio do background para reconstrucdo da dose (ROMM, et al, 2009).

5.2. Micronucleos (MN)

Evidéncias na literatura sugerem que as aberracfes cromossbmicas sdo uma
consequéncia direta da manifestacdo de dano ao nivel do DNA - quebras
cromossbémicas ndo reparadas e rearranjos cromossdmicos também podem resultar
em erros de reparos das estruturas do DNA. Um método alternativo e mais rapido
proposto para avaliar os danos cromossémicos foi 0 meétodo de analise de
micronucleos (MNI). Este método — também conhecido pelos hematologistas como
corpusculos de Howell-Jolly, é capaz de detectar quebras cromossémicas em
populacdes de ceélulas em divisdo, como de medula 6ssea e células do sangue
periférico. Quando as células entram em divisdo e contém quebras cromossdémicas
ou outros danos causados por agentes fisicos ou quimicos, 0S Cromossomos nao
migram para os polos do fuso durante a mitose. Na tel6fase, um envelope nuclear é

formado em torno dos cromossomos que ndo migraram e dos fragmentos, em
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seguida eles tendem a assumir o formato de um pequeno nucleo. Cromossomos
inteiros que nao foram incluidos nos nucleos-filhos durante a divisdo celular também
podem resultar em micronucleos (LOHMANN, 1995). Também é possivel observar,
ocasionalmente, a formacdo de pontes nucleoplasmicas, que € resultante da do
posicionamento do cromossomo ligado aos dois micronucleos filhos, conforme figura

3 (FENECH, 2000).

Véarios métodos foram propostos para andlise de MN, e o0 que € considerado o
mais vantajoso é o que utiliza o blogueio da citocinese através da citoclastina B (Cyt-
B). A Cyt-B inibe a polimerizacdo da actina que é responsavel pela formacdo de
microfilamentos que pressionam o citoplasma e os nucleos-filhos formados durante a
divisdo celular na etapa da citocinese. Etapa que consiste no inicio do processo de

separacao das células na divisédo celular.

Con clicealasina -B 2n cliocalasing -B

‘®
)

Céhlbs Mononucleadas

Mitosls . Anafase

miltitc a

Célula Binucleada

Figura 3: Formacao de micronlcleos devido a perda cromossdmica e fragmentos. A figura mostra o bloqueio
com a citoclastina B e a obtencao de células binucleadas e as células formadas sem o bloqueio da citoclastina, o
gue torna impossivel diferenciar células filhas (ZALACAIN, et al, 2005).
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Os procedimentos desta técnica sdo bem semelhantes aos da analise de
dicéntricos, porém a analise das aberracfes € feita durante a citocinese e nao
durante a metafase, como na analise de dicéntricos. O material utilizado pode ser o
sangue periférico venoso posteriormente diluido com solucdo salina isotbnica e
homogeneizado. O sangue total € separado com um gradiente de densidade e entéao
centrifugado, para ser utilizado as células do sedimento formado. O sobrenadante é
desprezado e as células ressuspensas sdo adicionadas a um meio de cultura com
soro fetal bovino. Para estimular a divisdo celular é adicionada ao meio a
fitohemaglutinina e o pH é ajustado a 7,0 com uma solucdo de HCI a 1N. Apos isso,
€ adicionada a citoclastina B para o bloqueio da citocinese. Passadas as 72 horas
da cultura, o material é tratado com solucdo salina, fixado com &cido acético e
metanol (3:1) e centrifugado em seguida por mais trés vezes. As laminas preparadas

sdo coradas com corante Giemsa (FENECH, 2000; LOHMANN, 1995).

Para contagem das células e estimativa da dose, utilizam-se modelos
matematicos que se baseiam na distribuicdo de danos ocorridos e nao reparados
nas células. O método de microndcleos ndo é especifico para detectar danos
cromossOémicos induzidos por radiacdo ionizante e também é utilizado para detectar

injarias causadas por agentes quimicos (LOHMANN, 1995).

5. 3. Hibridizac&o in situ fluorescente (FISH)

Devido as diversas aplicacbes da metodologia de hibridizagdo in situ
fluorescente (FISH) ela apresentou um notavel progresso para estudos e ganhou
aplicacoes para classificacdo cromossémica e deteccdo de aberracbes. Uma
sequéncia de DNA que sofreu algum tipo de lesédo e nao foi reparada ou foi reparada

de maneira inadequada, tende a se anelar com outra sequéncia do DNA para se
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complementar. Apos o processamento e fixacdo do material € possivel visualizar os
anéis formados. O material utilizado séo os linfécitos do sangue periférico. O sangue
€ colhido por puncdo venosa em seringa heparinizada e o plasma € separado por
hemossedimentacdo através de centrifugacdo. Do sedimento formado faz-se a
cultura com soro bovino fetal e fitohemaglutinina para estimular a divisédo celular.
ApoOs esses procedimentos, as amostras sédo incubadas a 37° C durante 48 horas e
a preparacdo das metafases, que serdo analisadas, sdo tratadas com colchicina,
solucédo hipotdnica e a fixacdo € feita com acido acético e metanol; as laminas
preparadas sao coradas com corante Giemsa. O PCR (Polymerase Chain Reaction)
pode ser utilizado para amplificar a quantidade de material de DNA, onde utiliza-se
primers especificos e o material pode ser submetido posteriormente ao método de
FISH. As laminas preparadas sdo lavadas em PBS (Solucdo com: NaCl, KCI,
Na;HPO,) e submetido a desidratacdo com alcool. Para reduzir a influéncia do
background faz-se o tratamento com RNase A durante uma hora a 37°C e com
pepsina a 0,05% durante 15 minutos a 37°C. Determinadas quantidades da sonda
biotinilada (cujas sequéncias foram clonadas de plasmideos) sédo adicionas em tubos
e efetua-se a desnaturacdo do DNA a 70°C por 5 minutos. Em seguida, o material é
resfriado a 0°C e submetido a 37°C por duas horas. Assim, as sondas se ligam as
sequéncias do DNA gendmico colocado em excesso evitando ligacbes né&o
especificas. As laminas com o material sédo incubadas com solucédo de formamida a
70%, coberta por uma laminula e colocada em placa de aquecimento a 80°C por 4
minutos. Em seguida s&o colocadas em etanol a 70% e mantidas a -20°C durante 5
minutos e, posteriormente, em etanol a 90 e 100% em temperatura ambiente. Por
fim, as laminas sdo incubadas com a sonda, cobertas por laminulas e seladas, e

mantidas em uma camara com formamida 60%, pH 7, durante 16 horas a 37°C, ou
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no aparelho de hibridizacdo. ApOs esses procedimentos as laminas sédo lavadas
sucessivamente com formamida a 50%, pH 7 a 42°C, solucéo de cloreto de sodio e
citrato de sédio a 60°C e com um agente emulsificante (Tween 20 a 0,05%) em
temperatura ambiente. As laminas preparadas sdo lidas em microscopia de epi-
fluorescéncia e sao contabilizadas de 500 a 1000 metafases (RIBEIRO,

SALVADORI, & MARQUES, 2003).

5.4. Condensacao Prematura de Cromossomos (PCC)

A técnica de condensacdo prematura de cromossomos (PCC) tornou-se uma
alternativa interessante para dosimetria biologica para avaliagdo de altas doses,
apesar de provaveis limitagdes como, linfopenia causada pela exposicdo alta a
radiacdo, interrupcéo do ciclo celular, que diminui a taxa de mitose, e a saturacéo da
producdo de dicéntricos em doses elevadas. Apesar disso, este método é capaz de
detectar doses de até 40 Gy. Os cromossomos com bases lesadas que ndo foram
corrigidas ou foram corrigidas de maneira inadequada tendem a se complementar
com outras bases, formando um anel. Essas imagens sdo contadas como

aberracfes cromossdémicas (LAMADRID, et al, 2007).

O PCC utiliza sangue periférico colhido por pungdo venosa com seringa
heparinizada. Os linfocitos do sangue colhido sdo submetidos ao meio de cultura
suplementado com soro bovino fetal a 20%, fitohemaglutinina (para estimular a
divisdo celular) e alguns antimicrobianos em doses padronizadas para impedir o
crescimento de microrganismos. Apés 24 horas adiciona-se Calyculin A na ultima
hora, a cultura é tratada com solucao hipoténica de KCl a 0,075 M por 7 minutos a
37°C e fixada com metanol e acido acético (3:1). Depois do material fixado, ele &

colocado em um equipamento (Thermotron) com umidade (45%), temperatura
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(22°C) e ventilacdo controlados e corado com Giemsa. A contagem dos anéis
formados (aberracbes cromossomicas) € baseada na distribuicdo de Poisson

(LAMADRID, et al, 2007).
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6. CONCLUSOES

O ser humano sempre estara exposto a diversos tipos de agentes que
poderdo causar injurias ao DNA das células. Ao longo do tempo, mecanismos foram
desenvolvidos pelo organismo para resistir a lesdes causadas por estas injurias,
como na evolucdo de mecanismos de reparo do DNA mais eficientes. O
polimorfismo genético pode contribuir significativamente para a variabilidade desses
mecanismos de reparo. Este trabalho sugeriu a hipétese de que o polimorfismo
genético pode alterar a sensibilidade dos individuos expostos as radiacdes
ionizantes e a capacidade do organismo de reparar os danos causados por estas.
Discute-se também a importancia dos polimorfismos na determinacédo do nivel basal
de alteracdes citogenéticas. Foi feito um breve resumo sobre as técnicas utilizadas
em dosimetria bioldgica, suas aplicacbes em triagem e acidentes. A dosimetria
citogenética mostra-se a técnica mais especifica para avaliagdo de dose através de

aberracdes cromossdmicas radioinduzidas.
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