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QUANTIFICACAO DE MICRONUCLEOS EM LINFOCITOS DE
PACIENTES EXPOSTAS A RADIACAO GAMA PARA A
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RESUMO

A avaliacdo da dose absorvida ¢ essencial para a analise dos efeitos biologicos decorrentes de
uma exposi¢do a radia¢do ionizante. Neste contexto, a dosimetria citogenética, baseada na
quantificacao de micronucleos, tem-se revelado importante como metodologia complementar a
dosimetria fisica, principalmente em casos de avaliagao retrospectiva da dose absorvida. Neste
trabalho, investigou-se o uso da técnica de quantificagdo de micronticleos na determinacdo da
dose devido a exposi¢ao parcial do corpo humano. Para tanto, foram utilizadas amostras de
sangue periférico de 5 pacientes portadoras de carcinoma de colo uterino, submetidas a
radioterapia com raios gama de uma fonte de *°Co. Uma aliquota de sangue periférico de cada
paciente foi adicionada separadamente ao meio de cultura RPMI 1640, com soro bovino fetal e
fitohemaglutinina, e incubada durante 44 horas. Em seguida, adicionou-se citocalasina B a
cultura para bloqueio da citocinese, retornando-a ao processo de incubagao por mais 28 horas.
Ap0s esse periodo, as células foram analisadas no sentido de correlacionar a freqiiéncia de
microntcleos em linfocitos binucleados com a dose absorvida durante o tratamento das
pacientes. Os valores obtidos para as freqiiéncias de microntcleos ap6s irradiagdo parcial da
regido pélvica com absorc¢do de 0,08 Gy e 1,8 Gy foram respectivamente 0,0021 ¢ 0,052. Estes
valores estdo em boa concordancia com os previstos por pesquisas objetivando a determinagao
de curvas de dose versus freqiiéncia de micronticleos induzidos pela exposicao a radiagdo
gama, levando-se em considera¢do a fracdo do corpo irradiada. Os resultados apresentados
neste trabalho evidenciam o emprego da quantificagdo de micronticleos na avaliagdo

retrospectiva da dose tanto na irradiagao total quanto parcial do corpo humano.
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SUMMARY

Dose assessment is an important step to evaluate biological effects as a result of individual
exposure to ionizing radiation. The use of cytogenetic dosimetry based on the quantification of
micronuclei in lymphocytes is very important to complement physical dosimetry, since the
measurement of absorbed dose cannot be always performed. In this research, the quantification
of micronuclei was carried out in order to evaluate absorbed dose as a result of radiotherapy
with “’Co, using peripheral blood samples from 5 patients with cervical uterine cancer. For this
purpose, an aliquot of whole blood from the individual patients was added in culture medium
RPMI 1640 supplemented with fetal calf serum and phytohaemagglutinin. The culture was
incubated for 44 hours. Henceforth, cytochalasin B was added to block the dividing
lymphocytes in cytokinesis. The culture was returned to the incubator for further of 28 hours.
Thus, cells were harvested, processed and analyzed. Values obtained considering micronuclei
frequency after pelvis irradiation with absorption of 0,08 Gy and 1,8 Gy were, respectively,
0,0021 and 0,052. These results are in agreement with some recent researchs that provided
some standard values related to micronuclei frequency induced by gamma radiation exposure
in different exposed areas for the human body. The results presented in this report emphasizes
biological dosimetry as an important tool for dose assessment of either total or partial-body

exposure to ionizing radiation, mainly in retrospective dose investigation.



I. INTRODUCAO

As radiagdes ionizantes vém sendo empregadas cada vez mais em diversos
campos da ciéncia e tecnologia. Como resultado, as aplicagdes na medicina
(terapéutica e diagndstica) representam a principal fonte de radiagao artificial no

homem (AMARAL et al., 2001).

A identificacdo dos efeitos da radiagdo ionizante em tecidos vivos resultou
no desenvolvimento das atividades de radioprotecdo objetivando controlar os riscos
associados as suas aplicacdes. Para tanto, instrumentos capazes de detectar e
sinalizar a presenca desse tipo de radiacdo sdo utilizados (GERMAIN, 1995). Além
disso, o conhecimento da quantidade de energia absorvida por unidade de massa, ou
seja, a dose absorvida, constitui uma etapa importante na avaliagdo dos riscos

associados a uma exposicao.

Em situagdes de exposicdo acidental, a avaliagdo retrospectiva da dose ndo ¢ uma
tarefa facil. O levantamento das condi¢des de irradiagdo nem sempre ¢ evidente,
aliado ao fato que, em geral, os individuos ndo portam dosimetros. Assim, tem-se
procurado estimar a dose absorvida pelo individuo com base nas alteragdes que a

radiagdo ionizante ¢ capaz de produzir ao nivel celular.

Esse tipo de avaliagdo ¢ denominado de dosimetria bioldgica, onde os efeitos
mais relevantes analisados estdo relacionados com os danos provocados aos
cromossomos. A dose estimada é obtida com o auxilio de curvas do tipo dose-efeito
bioldgico induzido. Em ensaios com cromossomos, essa curva ¢ obtida da exposicao

de linfocitos a feixes de radiacdo bem determinados in vitro. Essa curva serve como



parametro para obtencdo dos valores de dose apds irradiagdo in vivo, por produzir

resposta similar a que € produzida in vitro (IAEA, 1986; DOLOY et al., 1991).

Dentre as células que fazem parte do sangue, os linfocitos constituem as
c¢lulas alvo das investigacdes, pelo fato de serem células diferenciadas, e por
normalmente ndo sofrerem divisdes, permanecendo no estdgio de interfase. Outra
vantagem do estudo das alteracdes de linfécitos, decorrentes da acdo da radiagdo
ionizante, ¢ seu tempo de vida longo o bastante, o que contribui para a manutengao

dessas alteragdes por semanas ou meses apds uma exposicao (IAEA, 1986).

Os efeitos mais estudados em relagdo ao dano causado pela radiacdo dentro da
dosimetria biologica sdo as aberragdes cromossdmicas instaveis, tais como a
presenca de cromossomos dicéntricos, em anel e fragmentos, ¢ a formagao de
microntucleos, os quais resultam de fragmentos de cromossomos ou de cromossomos
inteiros, que se perdem durante a metdfase em decorréncia da exposi¢do a radiacao,
formando um aglomerado com aparéncia de um pequeno ntcleo, além do ntucleo

celular propriamente dito.

A aplicacdo de métodos de quantificacdo de micronticleos constitui uma
técnica citogenética teoricamente mais simples e potencialmente mais rapida do que
a citogenética convencional, podendo ser empregada em estudos que envolvem

doses baixas (VOISIN et al., 1999).

Esta pesquisa foi realizada como resultado da colaboragdo de quatro
instituigdes: O Departamento de Energia Nuclear — DEN — UFPE (Pernambuco —
Brasil), o Hemocentro de Pernambuco — HEMOPE (Pernambuco — Brasil), a
Faculdade de Medicina Xavier Bichat (Paris-Franca) e o Centro de Radioterapia de

Pernambuco - CERAPE (Pernambuco — Brasil).



II. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Investigar a utilizagdo da quantificacdo de microntucleos em linfocitos na avaliacao

de exposicdo parcial do corpo humano a radiagdo ionizante.

2.2 — Objetivos especificos

® Quantificagdo de micronucleos;
@ Aplicacdo da relagdo dose versus efeito bioldgico induzido;

® Avaliagao retrospectiva da dose absorvida.



III. REVISAO DE LITERATURA

3.1 — Interacio da radiacio ionizante com o tecido vivo

As radiagdes ionizantes, através das suas interacdes, transferem energia para a
matéria viva, dando inicio a uma seqliéncia de eventos que pode levar a vdrias
conseqiiéncias biologicas. Estas conseqiiéncias podem variar desde uma pequena
modificacdo molecular, sem grande relevancia, morte de uma ou mais células, disfungdes
organicas e até a morte do individuo exposto. Esses efeitos ocorrem de acordo com a
sensibilidade dos organismos vivos a radiacdo ionizante, variando em funcdo do tipo de

radiacdo, da dose absorvida e da area do organismo que foi atingida.

A interacdo da radiacdo ionizante com o tecido vivo tem inicio através da excitagdo
e/ou ionizacdo de moléculas no organismo. As alteragdes decorrentes dessa interagdo
podem ocorrer por meio de dois mecanismos basicos, de forma direta ou indireta, como
ilustrado na Figura 1. O efeito direto resulta da interagdo da radiacdo diretamente com
biomoléculas importantes, como quando ela atua sobre o ADN (4cido
desoxirribonucléico), causando modificacdes na sua estrutura quimica, e¢ levando ao
rompimento de ligagdes que danificam o material genético. Os efeitos ditos indiretos sdo
resultado da acdo de radicais livres, principalmente devido a radidlise da dgua (Figura 2).
Nesse caso, ocorrem interagdes da radiagdo ionizante com moléculas de dgua presentes no
tecido vivo, levando a produgdo de radicais livres bastante reativos, os quais reagem com
as moléculas biolodgicas provocando lesdes. Entre as espécies de radicais primarios e

secundarios derivados da radiolise da 4dgua, o radical livre hidroxila ¢ considerado como o



mais danoso, dentro da radiobiologia devido a sua grande reatividade (BENDERITTER
& VOISIN, 1999). Os efeitos direto e/ou indireto da radiacdo ionizante ocorrem em
intervalos de tempo diferentes. O efeito direto pode ocorrer em um espaco de tempo
extremamente curto, de aproximadamente 107 segundos. J4 o efeito indireto pode surgir
em aproximadamente 10 segundos, pois, ele é decorrente da atuacdo dos radicais livres

(BENDERITTER & VOISIN, 1999).

Radiagao Ionizante

Radiolise da Agua

Efeito Indireto Efeito Direto
10 105

Radicais Livres

\ J

KOX XN IS OHK KOO

ADN
Figura 1. Efeitos direto e indireto produzidos pelas radia¢des ionizantes

Para que realmente se tenha os efeitos bioldgicos resultantes da radiagao
ionizante, € necessario que as estruturas atingidas absorvam a energia dessa
radiagdo, ou seja, ocorra uma transferéncia da energia da particula ou do féton
incidente para os atomos (BENDERITTER & VOISIN, 1999). A grandeza que
relaciona a transferéncia de energia por unidade de comprimento ¢ chamada de

Transferéncia Linear de Energia [Linear Transference Energy (LET)].



A LET ¢ definida como sendo o quociente de dE/dl, onde dE ¢ a energia média

depositada localmente, por unidade de percurso dl, no meio absorvedor do feixe de
radiacdo, como estabelece a INTERNATIONAL COMMISSION ON RADIATION
UNITS AND MEASUREMENTS (ICRU, 1970). Geralmente a LET ¢ expressa em

keV [um .

Trradiagdo
da
Molécula

de Agua H,0 —%» H,0' + €

v N

H,0 —» H,00O —%» H~+OH
H'+ OH

Figura 2. Representacio simplificada da radiolise da agua

A proporcao dos efeitos diretos em relacdo aos efeitos indiretos ¢ ainda mal
definida. Nos casos das radia¢des de baixo LET, como fotons de alta energia, estima-se
que 2/3 dos efeitos bioldgicos sdo resultantes dos efeitos indiretos. Por outro lado, os
efeitos diretos sdo predominantes nos casos de exposicdo a radiagdes de alto LET

(ZAIDER et al., 1994).

Em trabalhos realizados com substancias que capturam radicais livres, varios
pesquisadores demonstraram que uma proporg¢ao significativa dos efeitos biologicos
produzidos pela radiagdo ¢ atribuida a acdo indireta (ROOTS & OKADA, 1972;
OKADA et al., 1983; LITTILEFIELD et al., 1988).

Em trabalho mais recente que aborda a acdo indireta da radiacdo, utilizando
a melatonina como capturador de radicais livres em concentracdes crescentes,

ficou comprovado, mais uma vez, que os danos provocados pela radiacdo sao



reduzidos significativamente quando os radicais livres sao capturados

(VIJAYALAXMI et al., 1995).

Cada tecido possui sensibilidade diferente em relagdo a interagao da radiacdo
ionizante e, segundo estudos de Bergonié¢ e Tribondeau, essa sensibilidade varia
proporcionalmente a atividade reprodutiva das células, e de maneira inversa com

relagdo ao grau de diferenciacdo celular (AURENGO et al., 1997).

A radiosensibilidade celular também difere no que se refere aos tipos de radiacao
ionizante, devido a quantidade de energia que cada radiacdo ¢ capaz de depositar no tecido
por unidade de trajeto percorrido, que ¢ o LET. Em decorréncia disto, foi introduzida a
Eficiéncia Bioldgica Relativa (EBR) ou do inglés Relative Biologic Effectiveness (RBE)
(ICRU, 1993), que ¢ definida como a relacdo entre a dose de uma radiagdo padrao
(geralmente, raios-X de 250 kVp) e uma dose de uma radiagao “teste”, de tal forma que

essas doses sejam capazes de produzir um mesmo efeito biologico. Ou seja:

RBE = Dose de Raios X de 250 kVp que produz um efeito E (1)

Dose da Radiagdo"teste" para produzir o efeito E

3.2 — A utilizacao da radiacao ionizante na medicina

Muitas descobertas contribuiram e contribuem para o avango da medicina, entre
essas, a descoberta dos raios-X por Roentgen em novembro de 1895 e a descoberta da
radioatividade natural dois meses depois, em janeiro de 1896, por Becquerel (EARLY &
LANDA, 1995; ICE, 1995).



A utilizacdo dos raios-X no tratamento do cancer foi sugerida desde 1896
(CAMERON & SKOFRONICK, 1978). O casal Pierre e Marie Curie também utilizou as
radiagdes ionizantes para destruir células cancerosas, s6 que dessa vez foi com a radiacao
emitida pelo elemento Réadio. A esse tratamento, deram inicialmente o nome de

“Curieterapia” (BRODSKY et al., 1995).

O tratamento que faz uso da radiacdo ionizante ¢ chamado de radioterapia e
consiste na aplicacdo programada de doses elevadas de radiagdo ionizante, com a
finalidade de destruir as células tumorais e causar o menor dano possivel aos tecidos
sadios. Isso geralmente ¢ conseguido pelo direcionamento dos feixes de radiagcdo ao tumor
em varias dire¢des, até que a maxima dose seja obtida sobre o tumor (CAMERON &

SKOFRONICK, 1978).

A radioterapia pode ser classificada em teleterapia e braquiterapia. A teleterapia ¢ a
terapia a distancia, onde a fonte emissora de radiacdo ¢ mantida a uma certa distancia da
regido a ser tratada no paciente. J4 na braquiterapia, que ¢ a terapia proxima ou interna, a

fonte radioativa pode estar proxima, em contato ou dentro do tumor (SOARES, 2000).

Na teleterapia podem ser utilizados equipamentos como o irradiador de cobalto, o
qual faz uso de uma fonte de ®°Co, que é emissor gama, ou de aceleradores lineares, os
quais funcionam de forma semelhante aos tubos de raios-X, s6 que eles aceleram elétrons
até energias superiores, que ao incidirem num alvo produzem raios X com energia bem

mais alta que os raios gama do *’Cs e mesmo do ’Co (SOARES, 2000).

Até 1951, os tunicos equipamentos existentes que usavam radioisotopos na
teleterapia eram as unidades contendo fontes de Radio. Essas unidades possuiam uma série
de desvantagens, como o alto custo e radiacdes gama de baixa intensidade. Depois do
surgimento dos reatores nucleares, foi possivel a producdo de radioisétopos de alta

atividade para o uso médico, tais como 0 “°Co ¢ 0 '*’Cs (SCAFF, 1997).



O ""Cs entrou em desuso devido as suas desvantagens, pois o rendimento obtido
com ele era baixo, as distdncias de tratamento tinham que ser curtas e a energia era
relativamente baixa. J4 o ®®Co é uma das fontes mais utilizadas, possuindo uma meia-
vida fisica de 5,3 anos e emite radiagdo gama em cascata de 1,17 ¢ 1,33 MeV, e tem uma
atividade de cerca de 1,11.10" Bq (3000 Ci) até 4,44.10'* Bq (12000 Ci) (SCAFF,
1997). Os primeiros irradiadores de ®*Co foram vendidos nos Estados Unidos entre os

anos de 1950 e 1960 (CAMERON & SKOFRONICK, 1978).

Em todas as aplicagdes das radiagcdes ionizantes, alguns principios de
radioprote¢ao devem ser seguidos, e estdo apresentados na

Publicagao de numero 26 (ICRP, 1977):

- O principio da JUSTIFICACAO: Nenhuma pratica que envolva exposi¢do a
radiagdo deve ser adotada a menos que produza suficiente beneficio ao

individuo exposto ou a sociedade.

- O principio da OTIMIZACAO: Todas as exposi¢des as radiacdes devem ser tao
baixas quanto razoavelmente exeqiiiveis, levando-se em conta fatores sociais e

econdmicos.

- O principio da LIMITACAO DE DOSE: A exposi¢do do individuo, resultante
da combinacdo de todas as praticas relevantes, deve ser sujeita a limites de dose

ou a algum tipo de controle de risco no caso de exposi¢des potenciais.

Contudo, para aplicagdes na medicina, alguns principios ndo podem ser plenamente
utilizados, pois nestes casos nao ¢ possivel determinar doses limites, devendo ser

empregadas doses tdo altas quanto necessdrias.
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3.3 — Dosimetria

Apesar da tragica historia do uso da radiacdo apos sua descoberta, pouco foi o
esfor¢o feito para monitorar e limitar a exposicao daqueles que lidavam diretamente com
ela. O primeiro pesquisador a recomendar limites para a exposi¢cdo foi William Rollins
(GERMAIN, 1995). O primeiro efeito biologico causado pela radiacdo ionizante
notificado a comunidade cientifica ocorreu em 1896, quatro meses apos a descoberta dos
raios-X, por J. Daniels, da Universidade de Vanderbilt, que verificou a queda de cabelo de

um de seus colegas, que havia se submetido a radiologia de cranio (OKUNO et al., 1982).

A dosimetria surgiu da necessidade de se quantificar a energia da radiagcdo ionizante
absorvida por unidade de massa pelo individuo exposto, devido ao fato de que foram
observados efeitos danosos causados pela irradiacdo ao tecido vivo. Na avaliagdao da dose
absorvida ¢ necessario supervisionar a exposi¢ao a radiacdo por meio da monitoracdo e da
dosimetria, dentro da qual, existem algumas grandezas que sdo muito importantes e
indispensaveis, pois fundamentam a dosimetria. Essas grandezas serdo rapidamente

abordadas a seguir.

3.4 — Grandezas em dosimetria

3.4.1 — Dose absorvida (D)

A dose absorvida é definida como sendo a energia média dE depositada pela

radiacdo ionizante em um volume de massa dm, como observado na Equacao 2.
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A unidade de dose absorvida no Sistema Internacional (SI) ¢ o J/kg, com a
denominacdo especial de gray (Gy). Antes da utilizagdo do gray como unidade de dose

absorvida, usava-se o rad (1 rad = 0,01 Gy).

3.4.2 — Dose equivalente (Hry)

A dose absorvida ndo ¢ suficiente para avaliar os riscos associados a irradiacao,
uma vez que, para uma mesma dose absorvida, esses efeitos variam com o tipo de radiacdo
ionizante. Assim, objetivando a prote¢do radiologica a ICRP 60 (1990) define dose

equivalente, para um dado tecido ou 6rgdo T, como sendo:

Hr= ZR: wr D1r 3)

Onde wR = fator de ponderacdo da radiagdo R (Tabela 1) e DT,R = dose absorvida
no tecido T como resultado da exposicdo a radiagdo R. As unidades da dose equivalente
sdo as mesmas da dose absorvida. Assim, a unidade de dose equivalente no SI ¢ J/kg, mas

possui um nome especial que € o sievert (Sv), onde 1 J/kg equivale a 1 Sv.
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Tabela 1. Fatores de ponderacio da radiacao (wg)

Tipo de Radiaciio Faixa de Energia WR*
Fétons Todas as energias 1
Elétrons Todas as energias 1
Néutrons <10 keV 5
Néutrons 10 keV a 100 keV 10
Néutrons >100 keV a 2 MeV 20
Néutrons >2 MeV a 20 MeV 10
Néutrons >20 MeV 5
Neéutrons desconhecida
Protons, com excec¢io de >2 MeV 5
proétons de recuo
Particula alfa, fragmentos de 1500 20

fissao e ions pesados

*- ICRP 60

3.4.3 — Dose efetiva (E)

Os tecidos vivos possuem sensibilidades diferentes a radiag@o ionizante. Para levar

em consideragao essa sensibilidade, foi definida a dose efetiva.

A dose efetiva ¢ o somatorio das doses equivalentes ponderadas para todos os
tecidos e orgdos do corpo. O fator de ponderagdo (wr) de um determinado tecido,
representa a contribuigdo relativa deste tecido ou 6rgao para o detrimento total, como se

esses efeitos resultassem da irradiagdo uniforme de corpo inteiro.

A dose efetiva ¢ expressa por:



13

E=Yw, -H, @

Onde Hry ¢ a dose equivalente no tecido ou 6rgdo T e wr € o fator de ponderagao
para o tecido T. Os valores referentes ao fator de ponderagao dos tecidos, podem ser

encontrados na Tabela 2.

Tabela 2. Fatores de ponderaciio para 6rgios ou tecidos' (wr)

Tecido ou Orgio wr*
Gonadas 0,20
Medula 6ssea vermelha 0,12
Coélon 0,12
Pulmao 0,12
Estomago 0,12
Bexiga 0,05

Seio 0,05
Figado 0,05
Esofago 0,05
Tireodide 0,05
Pele 0,01
Superficie dssea 0,01
Restante’ 0,05
TOTAL 1,00

1 — Baseado em um risco total de ocorréncia de efeitos estocdsticos de 1,65 x 1 072 sy’

2 — Para fins de calculo, “restante” refere-se a qualquer dos orgdos listados a seguir, os quais podem ser
irradiados seletivamente: adrenais, cérebro, intestino grosso superior, intestino delgado, rins, musculo,
pdncreas, vesicula, timo e utero.

*_ICRP 60
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3.5 — Divisoes da dosimetria

A principio, a dosimetria pode ser dividida em fisica e biologica, sendo esta ultima
subdividida em varias outras, tais como, dosimetria clinica, citoldgica, citogenética,

bioquimica, imunoldgica e genética (RIGHI et al., 1998).

3.5.1 — Dosimetria fisica

Esse tipo de dosimetria faz uso de instrumentos desenvolvidos especialmente para
detectar e quantificar a dose absorvida, pois esses sdo sensiveis aos efeitos fisicos da
radiagdo ionizante. Logo, para obtencdo de valores de dose, € necessario que os individuos

estejam usando dosimetros fisicos junto ao corpo.

A dosimetria fisica foi introduzida no inicio do século XX e, para sua
determinacdo, varios tipos de dosimetros podem ser utilizados, tais como cdmara de
ionizagdo, filmes dosimétricos, dosimetros termoluminescentes (SCAFF, 1997;

CEMBER, 1997).

3.5.2 — Dosimetria biolégica

A dosimetria bioldgica consiste no estudo de efeitos bioldgicos radioinduzidos
como indicador de dose. Este tipo de dosimetria é aplicado principalmente em casos de
acidentes, servindo também como uma importante ferramenta tanto em radiopatologia

quanto em radioprotecao.



15

A base da dosimetria biologica ¢ o efeito bioldgico causado pela radiagdo ionizante,
quando esta interage com a matéria e perturba o equilibrio elétrico. Este efeito biologico
pode levar a um dano, caso ultrapasse os limites de eficiéncia dos mecanismos adaptativos
do organismo; e isto varia segundo a idade, sexo, estilo de vida, dentre uma série de outros
fatores (CHECCUCCI, 1987). S6 teremos um efeito bioldgico causado pela radiacao
quando esta radiacdo modifica, morfoldgica e/ou fisiologicamente uma estrutura ou, mais

especificamente, um tecido ou 6rgao.

Os efeitos decorrentes da exposicdo a radiacdo ionizante, podem ser
classificados em estocasticos e deterministicos. Os efeitos estocasticos sao aqueles
cuja probabilidade de ocorréncia ¢ proporcional a dose e ndo existe limiar de dose
para que ele venha a acontecer. J4 os efeitos deterministicos sdo aqueles que
certamente acontecerdo a partir de um limiar de dose, e a severidade destes danos
aumenta com a dose absorvida. Estes efeitos podem ser prevenidos pela manutenc¢do
de doses abaixo dos limites pré-determinados (RIGHI ef al., 1998). Valores limites
sao recomendados pela ICRP 41 (1984) e, mais recentemente na ICRP 60 (1990),

para o aparecimento de efeitos deterministicos.

Ainda com relagdo aos danos causados pela radiacdo ionizante, tem-se os efeitos
somaticos e os hereditarios. No primeiro caso, os efeitos podem ser observados no proprio
individuo que foi exposto, enquanto que no segundo caso, os efeitos poderao estar presentes
nos seus descendentes. Alguns exemplos de efeitos somadticos e genéticos induzidos pela
radiacdo ionizante nos seres vivos, com suas correspondentes classificagdes sdo apresentadas a

seguir (Figuras 3 e 4).
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Tumores Solidos

( Efeitos Estocasticos

Leucemia
‘
Efeitos Somaticos < Radiodermatite
l Infertilidade
Individuos Efeitos < Catarata
irradiados Deterministicos
Sindrome aguda da Radiagao
Qutros
\

Figura 3. Efeitos somaticos estocasticos e somaticos deterministicos

p
. . Efeitos N L.
Efeitos Genetlcos{ Estocésticos < Mutacao genética

l \
Descendentes

Figura 4. Efeitos genéticos estocasticos
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A dosimetria biologica se subdivide, dando origem a outros ramos, dentre os quais

temos a dosimetria clinica e a dosimetria citogenética como sendo as mais comumente usadas.

3.5.2.1 — Dosimetria clinica

A dosimetria clinica avalia os sinais e sintomas decorrentes das exposigdes a
radiagdo ionizante, com o objetivo de obter informacdes capazes de determinar, pelo
menos aproximadamente, a dose a que um individuo foi exposto. Desta forma, ¢ um
tipo de dosimetria que sé pode ser usada quando a exposicdo foi decorrente de altas

doses agudas, sejam estas localizadas ou de corpo inteiro.

Os parametros que sdo utilizados em um primeiro diagnostico em dosimetria
clinica quando um individuo sofre da Sindrome Aguda da Radia¢do (SAR), ¢ o tempo
de aparecimento e a intensidade dos sintomas iniciais gerais e localizados, bem com a

gravidade dos sintomas hematologicos precoces (RIGHI et al., 1998).

Existem escalas de valores de doses semiquantitativas que atendem a gravidade
do progndstico, baseadas no periodo de laténcia, intensidade e persisténcia dos sinais e
sintomas decorrentes da SAR (ICRP, 1990; ICRP, 1984; RIGHI & DI POFI, 1987;
WALD, 1971). Entre os parametros utilizados, temos o surgimento de algumas
sindromes, como a sindrome hematoldgica, gastrintestinal e neuroldgica, que sdo
correlatas com diferentes limiares induzidos (RIGHI & DI POFI, 1987), como

mostra a Figura 5.
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Sindrome Hematopoética

025Gy —

| Sobrevivéncia virtual certa

L p Limite da Sindrome Hematopoética

_ (Requer Hospitalizaggo)
— 1 Gy ~
| Provavel Sobrevivéncia
2,5 Gy
L 2 Gy —~<
L Possivel Sobrevivéncia DLsg/60
L 5Gy < 5Gy
| Sobrevivéncia Virtual Impossivel
6 Gy
-
Sindrome DLigo
Gastro-intestinal
7 Gy
Sindrome Neurologica |— 10Gy

Figura 5. Sindrome aguda da radiacao (SAR)

Apesar do uso dos sintomas clinicos como indicios na busca do valor aproximado
da dose absorvida, o mais completo indicador de exposi¢do a radiagdo dentro da dosimetria
biologica ¢ a dosimetria citogenética. Esta dosimetria foi implementada no

desenvolvimento deste trabalho e passara a ser abordada a seguir.



19

3.5.2.2 — Dosimetria citogenética

Durante as ultimas décadas tem-se observado uma grande quantidade de informagdes basicas
sobre a inducdo de aberracdes causadas pela radiagdo. Estas informacdes permitiram o

desenvolvimento da dosimetria citogenética.

A dosimetria citogenética ¢ uma importante ferramenta diagnostica no campo da
radioprotecao meédica. Nesta dosimetria, a dose ¢ estimada através da comparacao da
freqliéncia de aberracdes cromossOmicas instaveis (dicéntricos, fragmentos e anéis)
observada ou da freqiiéncia de micronucleos presentes, com curvas de dose-resposta

geradas apos a irradiagdo de linfocitos humanos in vitro.

A metodologia baseada na quantificacdo de microntcleos dentro da dosimetria
citogenética ¢ mais simples e mais rapida que o uso da andlise de aberragdes
cromossdmicas instaveis, mas para a sua aplica¢do, ¢ necessario um conhecimento
das bases biologicas que a envolvem, como também da relagdo entre a dose e o
efeito bioldgico decorrente da exposicdo a radiacdo. Neste contexto, estes aspectos

sdo agora abordados.

3.5.2.2.1 — Importancia do emprego dos linfocitos na citogenética

Os linfocitos sao células sanguineas que fazem parte dos leucocitos (células
brancas do sangue), compreendendo cerca de 20 a 25% desta populacdo. Sdo células
arredondadas, podendo ser pleomorficas quando migram pelo tecido conjuntivo. Em
esfregacos sanguineos, sdo células que possuem em média de 8 a 15 um de didmetro.
Possuem nucleo arredondado, discretamente indentado e que ocupa quase toda a célula

(GARTNER & HIATT, 1999). Com base no tamanho dos linfocitos, estes sofrem uma
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classificacdo, podendo ser descritos como pequeno (de 8 a 10 um), médio (de 12 a 15
um) e grande (de 15 a 18 um) (GARTNER & HIATT, 1999). Os dois ultimos estdo

presentes em menor numero, € neste trabalho ndo sdo as células alvo.

A producdo dos linfocitos comeca nos 6rgdos primarios ou 6rgdos linfoides
centrais, que compreendem a medula 6ssea e o timo. Algumas destas células migram
via sistema circulatorio para tecidos linféides secundarios, como o bago, os linfonodos,

as amidalas, entre outros (ABBAS et al., 1995; ROITT et al., 1998).

Os linfocitos podem ser subdivididos em trés tipos funcionais: linfocitos B,
linfocitos T e células nulas. Todos os tipos possuem caracteristicas morfologicas
semelhantes, o que os torna indistinguiveis, sendo apenas diferenciados por técnicas
de imuno-histoquimica. Aproximadamente 80% dos linfocitos circulantes sdo
cé¢lulas T, cerca de 15% sdo células B e o restante sdo células nulas (GARTNER &

HIATT, 1999).

Os linfocitos do sangue periférico estdo predominantemente no periodo Gy da
interfase, dentro do ciclo celular. Nesta fase a atividade bioquimica e fisioldgica ¢
minima, sendo também chamada de fase de inatividade celular, conforme a

INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY (IAEA, 1986).

No processo de emprego da técnica de analise de micronucleos é necessario que
os linfécitos estejam em divisdo. Para isso, ¢ utilizado um mitdégeno, que ¢ uma
substancia capaz de estimular os linfécitos a entrar no processo de divisao celular.
Existem varias substancias que atendem a esta necessidade, mas a mais utilizada ¢ a
fitohemaglutinina, que estimula apenas os linfocitos T. Nowell', citado pela IAEA
(1986), foi o primeiro a mostrar que os “leucocitos humanos” podiam ser estimulados

pela fitohemaglutinina.

" NOWELL, P. C. Phytohemagglutinin. An initiator of mitosis in cultures of normal human leukocytes.
Cancer Res. v.20, p.462 — 466, 1960.
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Os linfocitos sao as células utilizadas em todos os procedimentos da dosimetria
citogenética, por varios fatores. Estas células sdo facilmente obtidas do sangue
periférico e facilmente cultivadas; elas estdo presentes em todo o corpo; como
normalmente encontram-se na fase Gy da interfase, elas podem “memorizar” o dano
que foi induzido pela radiacdo e conseqiientemente expressar este dano através de
aberracdes cromossdmicas ou micronucleos, apos o cultivo in vitro; e, uma fracdo da
populacao de linfocitos possuem uma expectativa de vida longa, de aproximadamente 3
anos (DOLPHIN, 1969; TAEA, 1986), favorecendo ainda mais a manutenc¢do da

informacao.

Na Figura 6 pode-se observar a presenga de um pequeno linfoécito humano

normal em um esfregaco de sangue periférico.

TR wo

Figura 6. Pequeno linfécito (GARTNER & HIATT, 1993)
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3.5.2.2.2 — Micronucleos

Os micronucleos foram observados pela primeira vez had mais de um século, no
citoplasma de eritrécitos, como sendo pequenas estruturas arredondadas coradas de forma
semelhantes ao nicleo de outras células, uma vez que os eritrocitos maduros ndo possuem
nucleos. Essas estruturas também foram observadas em outros tipos celulares. Em 1959,
Evans fez a primeira contagem de micronticleos para estimar o dano citogenético em raiz

de Vicia faba ap06s irradiagao de néutrons e exposicao a raios gama (EVANS et al., 1959).

A formacdo de microntcleos ¢ resultante de fragmentos acéntricos decorrentes
de aberragdes cromossdmicas ou de cromossomos inteiros que se perderam durante a
fase de mitose do ciclo celular. Cerca de 60% dos fragmentos acéntricos formados
ap6s irradiagdo terminam como microntcleos (EVANS et al., 1959). Os fragmentos
acéntricos contribuem para a formagao de micronucleos porque nao possuem centromeros, isto
faz com que eles ndo se integrem ao nucleo filho. J& os cromossomos inteiros se perdem

quando tém o seu cinetocoro® danificado.

Durante andlise microscopica, os micronucleos sdo identificados por varios critérios,

como os apresentados abaixo:

Sao semelhantes ao nticleo celular, mas sdo pequenos,
Sao DNA positivo,

Sao redondos ou ovais com bordas distintas,

Naio sdo refratarios,

Sao coplanares com o citoplasma,

YV V. V V VYV V

Tém o tamanho dependente do tipo celular e agente aplicado. Em geral, o maior
didmetro aceito corresponde a 1/3 do didmetro do nicleo celular (MULLER &

STREFFER, 1994).

% Cinetocoro - estrutura presente no centromero de cada cromatide, que permite a adesdo das cromatides as fibras
do fuso.
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Existem algumas técnicas utilizadas para analise de micronucleos, mas a técnica que
faz uso do bloqueio da citocinese (BCC) com citocalasina B ¢ a tnica que atinge dois objetivos
importantes. O primeiro ¢ que o micronicleo recém formado permanece “preso” ao
citoplasma, evitando a sua perda. Enquanto o segundo objetivo, estd associado ao fato de que

as c¢lulas analisadas devem apresentar-se binucleadas, facilitando a leitura das amostras.

Na Figura 7, podem ser observadas trés células binucleadas com 1, 2 e 3 micronucleos,

apos o bloqueio da citocinese.

¢
/
//

Micronucleos

Figura 7. Células binucleadas e presenca de micronucleos

Com o emprego da técnica de microntcleos por bloqueio da citocinese com
citocalasina B, VIJAYALAXMI et al. (1995) foram capazes de analisar a variabilidade

da resposta adaptativa de linfocitos humanos, apds a irradiacao destes com baixas doses.

No periodo de 1990 a 1992, cinco paises participaram de uma intercomparagao das
técnicas em dosimetria citogenética, utilizando também a anélise de micronucleos pelo
bloqueio da citocinese com citocalasina B. Foi estabelecido que todas as amostras fossem

processadas em um Unico laboratoério e apds as laminas estarem prontas ¢ que fossem
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enviadas aos laboratorios participantes para realizacdo da analise. A contagem realizada
entre os cinco laboratérios foi muito similar, assim, todos foram considerados aptos para
execucdo da dosimetria citogenética em casos de acidentes em grandes proporgdes

(GARCIA et al., 1995).

Como em todo procedimento experimental, existem variaveis que podem influenciar a
freqiiéncia de micronucleos em células binucleadas obtidas por meio do BCC. Logo,
determinadas variagcdes encontradas podem ser decorrentes de varidveis experimentais ou

fatores biologicos.

Ao analisar as varidveis experimentais, FENECH (1998) observou que o meio de
cultura ndo tem efeito significante sobre a freqiiéncia de micronucleos, ao estudar 23
individuos saudéveis aplicando a mesma metodologia e diferindo apenas no tipo de meio.
Uma outra andlise realizada por ele foi a influéncia das estagdes do ano sobre as
freqiiéncias de micronucleos, pois ANDERSON et al. (1991) tinham sugerido em seu
trabalho que os danos cromossomicos podem ser influenciados pelas estacdes do ano, mas
FENECH (1998), ao estudar 53 individuos saudaveis durante um periodo de 12 meses,
verificou que ndo ocorreram diferencas significativas nos resultados obtidos, contrariando

assim o trabalho de ANDERSON et al. (1991).

SURRALLES & NATARAJAN (1997) revelaram que a utilizagio de uma
concentragdo final de citocalasina B de 6 png/mL era mais eficaz em deter a citocinese do
que uma concentragdo de 3 pg/mL, no entanto, a freqliéncia de micronticleos obtida com o
uso da concentracdo de 6 pg/mL mostrou-se menor frente a apresentada com o uso da
concentragdo de 3 pug/mL. Contudo, um estudo similar realizado por PROSSER et al.

(1998) nio encontrou nenhum efeito diferente na freqiiéncia de micronucleos.

BONASSI et al. (2001), realizaram um trabalho que envolveu 16 paises com a
participagdo de um total de 25 laboratdrios. Varios aspectos ligados a variacdes da
metodologia foram analisados por meio de amostras de aproximadamente 7000 individuos.

Dentre os aspectos analisados, foram verificados o uso de sangue total ou linfocitos
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isolados, sendo o uso de sangue total empregado em 84 % dos laboratorios. Outro aspecto
foi a razdo do sangue total em relagdo ao meio de cultura, onde 52 % dos laboratdrios
fizeram uso de amostras menores que 10 % em rela¢do ao meio. No total, foram analisados
11 parametros (tempo de duracdo do sangue na bancada antes do preparo da cultura;
temperatura a que o sangue foi submetido antes da cultura; método de cultura usado: se
sangue total ou linfocitos isolados; razdo entre o sangue total e o meio de cultura; tipo de
meio usado; percentual de soro bovino fetal adicionado; tempo de exposicdo a
citocalasina-B; concentracao final da citocalasina-B; tempo de incubagdo pos-estimulagao
com fitohemaglutinina; uso de tratamento hipotonico; andlise realizada por um unico
individuo), o que permitiu averiguar que alguns dos fatores podem interferir nos valores
das freqiiéncias de micronucleos obtidas, no entanto as modificagdes apresentadas nao

foram significativas.

Para a visualizacdo dos micronucleos ao microscopio Otico, pode ser usada uma
colorag@o hematoldgica simples, como a coloragdo com o Giemsa, ou a hibridizagado in situ
por fluorescéncia [Fluorescence in situ hibridisation (FISH)]. Sendo o segundo, um método
de visualizacao mais eficaz, o que diminui o risco de erros durante a contagem, pois nele
sdo utilizadas sondas especificas ligadas a substancias fluorescentes, para marcagdo do

material genético.

Os testes com micronucleos sao os Unicos entre os testes citogenéticos que
proporcionam uma medida confidvel das perdas e quebras cromossdmicas em conjunto
(STEPHANOWU et al., 1998). Com o uso de técnicas de citogenética molecular por FISH ¢
possivel verificar os micronicleos resultantes de quebras cromossomicas ou de
cromossomos inteiros perdidos, ao visualizar sondas centroméricas fluorescentes

(STEPHANOWU et al., 1998).
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3.5.2.2.3 — O ciclo celular e o bloqueio da citocinese

Existem dois eventos principais que dividem o ciclo celular; a mitose ¢ a interfase.
Na interfase, a célula aumenta seu tamanho e seu conteudo, e replica seu material genético.
Esse evento apresenta trés fases. A fase Gj, onde ocorre a sintese de ARN (acido
ribonucléico), de proteinas reguladoras e enzimas, entre outras substancias. A fase S, na
qual ocorre a duplicacdo do genoma. E a fase G;, onde ha armazenamento de energia para
a mitose, além de haver sintese de ARN e de proteinas essenciais a divisao celular. A
Figura 8 mostra o ciclo celular em células que se dividem ativamente, incluindo também a
fase Gy, de células como os linfocitos, que ficam nesse periodo de repouso, podendo ser

ativadas e retornarem ao ciclo.

Para que uma célula passe de uma fase a outra, ¢ necessario que ela produza
determinadas proteinas (ciclinas). Existem células que ndo produzem essas proteinas e
conseqlientemente ficam em repouso (GARTNER & HIATT, 1999). Esse repouso ¢

conhecido como fase Gy, citada anteriormente.

A mitose ¢ o processo por meio do qual o citoplasma e o nucleo da célula se
dividem igualmente em duas células filhas idénticas. Esse € o processo mais dramatico da
célula, pois nele a carioteca (envelope nuclear) se desintegra, o conteido nuclear se
condensa em cromossomos visiveis e os microtubulos se reorganizam para formar o fuso

mitotico que ird separar os cromossomos (ALBERTS et al., 1997).
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Figura 8. Ciclo celular em células que se dividem ativamente
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Para que todo o processo de divisio mitdtica (ALBERTS et al., 1997) seja

acompanhado de forma mais clara, ele ¢ subdividido em seis estagios distintos e seqiienciados,

denominados de profase, prometafase, metafase, anafase, telofase e citocinese, visualizados na

Figura 9.
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Mitose

Profase Prometafase

Citocinese Telofase Anafase

Figura 9. Estagios da mitose

A préfase € a fase inicial da mitose, nela a cromatina condensa-se vagarosamente
em cromossomo bem definido e o fuso mitotico, que € o principal componente do aparato
mitotico, comeca a ser formado. Essa estrutura ¢ bipolar e consiste de microtibulos e
proteinas associadas. O fuso ¢ inicialmente formado fora do nucleo entre os centrossomos

em separagao.
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O inicio da pro-metafase acontece quando o envelope nuclear ¢ rompido e a partir
de entdo, os microtibulos do fuso, que estavam fora do nucleo, entram na regido nuclear.
Nos centromeros dos cromossomos ha a presenca de cinetocoros, que sdo responsaveis
pela fixacdo dos cromossomos aos microtibulos do fuso. Apos a fixagdo, os microtibulos

com cinetocoros tencionam 0s Cromossomos, 0s quais entram em movimento agitado.

Durante a metafase propriamente dita, os microtibulos com cinetocoros
eventualmente alinham os cromossomos em um plano a meio caminho dos pdlos do fuso.
Cada cromossomo ¢ mantido tencionado nessa placa metafasica pelos cinetocoros

pareados e seus microtubulos associados, os quais estdo ligados a p6élos opostos do fuso.

Quando os cinetocoros dos cromossomos se separam, permitindo que cada
cromatide seja lentamente movida em direcdo ao pdlo do fuso a sua frente; da-se o inicio
da andfase. A velocidade com que os cromossomos movem-se ¢ de aproximadamente
1 um/minuto e ocorre o distanciamento dos polos do fuso. Esta fase dura, normalmente,

poucos minutos.

Quando os cromossomos-filhos separados chegam aos po6los e os microtubulos com
cinetocoros desaparecem, ocorre a telofase. E nessa fase que um novo envelope nuclear é
reconstituido ao redor de cada grupo de cromossomos-filhos, a cromatina condensada
expande-se cada vez mais e o nucléolo, que estava ausente desde o inicio da profase,

reaparece, marcando assim o final da mitose.

A conclusdo do processo de divisdo celular culmina com a citocinese ou clivagem
do citoplasma. Nessa fase, a membrana mais proéxima do meio da célula ¢ puxada para
dentro, formando o sulco de clivagem, até que finalmente ocorra a quebra, deixando as

duas células-filhas separadas.

A citocinese ¢ a fase de maior interesse com relagdo a obtengdo de células
binucleadas e micronucleos. E nesta fase, que a citocalasina B vai atuar para impedir que a

célula tenha o seu citoplasma dividido. Isto tem sido relatado em varios trabalhos que
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utilizaram os microntcleos como ferramenta para a dosimetria (VOISIN et al., 1999;
CASTELLO & SILVESTRI, 1999; VIJAYALAXMI et al., 1995; KOKSAL et al.,
1996).

A citocalasina B ¢ uma substancia bloqueadora da citocinese, que se liga a
complexos de alto peso molecular da membrana citoplasmatica, induzindo a polimerizagao
da actina e, portanto, aglomerando os microfilamentos indispensaveis para a formag¢ao da

rede de clivagem (CASTELLO & SILVESTRI, 1999).

3.5.2.2.4 — A curva de calibracdo na dosimetria citogenética

A dosimetria citogenética necessita de pardmetros que permitam relacionar os
achados biologicos, como a presenca de micronucleos, com a dose absorvida referente
aqueles achados. Para isso, conta com uma ferramenta importante, que ¢ a curva de

calibracao.

Segundo a IAEA (1986), todo laboratério de dosimetria biologica deveria determinar a sua
propria curva, usando critérios de processamento bem definidos, dentre os quais os parametros
fisicos (taxa de dose, LET). A curva de calibragdo utilizada na avaliagdo de micronucleos
relaciona a freqiiéncia de microntcleos com a dose absorvida, apds a irradiagdo in vitro, em

um determinado niimero de células binucleadas, como pode ser visualizada na Figura 10.
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1.8

1.4+

12k

Frequencia de Micronucleos

Dose (Gy)
Figura 10. Curva dose-resposta de microntcleos
(VENKATACHALAM et al., 2000)

A dosimetria tem sido de grande importincia na area nuclear, isto porque devido a
auséncia de sensores humanos a radiag@o, ndo € possivel sentir a presenga, nem tao pouco
quantificar a radiacdo a que um individuo foi exposto. Em casos de acidentes como o de
Goiania (Brasil) em 1987 (RAMALHO et al., 1998) e em outros incidentes que ocorreram
entre 1948 e 1967 no Sul dos Urais, nas provincias de Chelyabinsk, Sverdlovsk e Tyumen
na Russia, bem como na avaliagdo de pilotos de aviagdo, que se encontram mais expostos a
radia¢ao cosmica (ROMANO et al., 1997), além de individuos submetidos a tratamento
com radiacdo ionizante (OLIVEIRA et al., 2001), a dosimetria citogenética veio suprir
uma lacuna deixada pela dosimetria fisica, pois a dosimetria citogenética leva em
consideracdo a sensibilidade individual e permite a analise pontual, ou seja, a obtencao de

valores de dose recebidos por pessoa, o que complementa a avaliagao dosimétrica.
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Assim, no desenvolvimento desta pesquisa, procurou-se quantificar as freqii€éncias de
micronucleos resultantes da radiagdo localizada em pacientes com cancer de colo de utero sob

tratamento radioterapico, cujo planejamento dosimétrico ja havia sido pré-estabelecido.
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IV. MATERIAL E METODOS

Para este trabalho, foram utilizadas amostras de sangue de pacientes do sexo
feminino submetidas a radioterapia para tratamento de cancer de colo uterino. As pacientes
concordaram gentilmente em fornecer amostras sanguineas antes e durante a radioterapia a
que foram submetidas. Elas foram selecionadas levando-se em consideracdo alguns

aspectos, citados a seguir, com o objetivo de diminuir, a0 maximo, possiveis variacdes.

4.1 — Pacientes e procedimento de administracio de doses

As pacientes escolhidas, em numero de 5, tinham idades entre 40 e 60 anos, todas
portadoras de Carcinoma de Colo de Utero, nos estagios II a IV da doenga (ver apéndice) e
estavam iniciando o tratamento radioterapico por teleterapia, no Centro de Radioterapia de

Pernambuco (CERAPE).

Todas as pacientes foram acompanhadas por um psicdlogo, tendo este orientado as
mesmas sobre os detalhes do trabalho. Apds estarem cientes e demonstrarem interesse em
participar da pesquisa, todas assinaram termos de consentimento livre e esclarecido
(Anexo). A partir de entdo, foi iniciada a coleta de sangue, a qual foi realizada em trés
momentos distintos. A primeira coleta ocorreu antes do inicio do tratamento, ou seja,
antecedeu a exposicao a radiacdo ionizante. A segunda foi realizada 24 horas apds cada
paciente ter recebido uma dose de 0,08 Gy, durante a checagem em relagdo ao
posicionamento adequado para o tratamento. A terceira foi realizada 24 horas apos a

primeira aplica¢do de teleterapia com uma dose de 1,8 Gy.



34

O tempo de 24 horas foi selecionado, por ser suficiente para que fosse obtida uma
aliquota de sangue decorrente da recirculagdo, ou seja, os linfocitos que receberam a dose
de radiagdo estivessem bem distribuidos na circulagdo sanguinea das pacientes, permitindo,

assim, que a amostra fosse homogénea.

Ao todo, considerando o numero de 5 pacientes selecionadas e a quantidade

de coletas realizadas por paciente, um total de 15 amostras foram avaliadas.

O tratamento teleterapico a que as pacientes foram submetidas foi realizado com
um irradiador de ®®Co do CERAPE (Figura 11). No més da realizagdo das coletas a fonte

de ®°Co apresentava uma taxa de dose de 0,33 Gy/minuto.

) 7 e

Figura 11. Irradiador de ®°Co do CERAPE

Na administracdo da dose média de 1,8 Gy, as pacientes receberam a dose

fracionada em quatro posi¢des: 0,6 Gy na regido pélvica anterior; 0,6 Gy na regido
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pélvica posterior; 0,3 Gy na lateral direita e 0,3 Gy na lateral esquerda, variando para cada
paciente apenas o tempo, em decorréncia do posicionamento do tumor e diferengas na

constituicdo fisica da paciente.

O campo determinado para as posi¢des anterior e posterior foi de 17 cm X 17 cm, para as
laterais foi de 17 cm X 9 cm, com o irradiador de ®°Co a uma distancia de 70 cm da pele do

paciente (Figura 12).

Irradiador de

Anterior e Posterior
17 X 17 cm
Lateral Esquerda e
Direita
17 X9 cm

Figura 12. Esquema dos campos de irradiacio, com irradiador de * Co
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4.2 — Procedimento de coleta sangiiinea

A coleta sangiiinea foi realizada por meio de puncdo venosa, com seringa estéril
previamente heparinizada, logo apds a assepsia do local com dalcool a 70 %, com as

devidas precaucdes que envolvem tal procedimento.

Foram obtidos aproximadamente 5 mL de sangue venoso periférico total em cada
coleta. As amostras coletadas no CERAPE foram identificadas e acondicionadas em recipiente
térmico, para manuten¢ao da temperatura de ~ 24° C, durante o transporte, € em seguida foram
encaminhadas ao Laboratorio de Citogenética do Departamento de Laboratorios do

Hemocentro de Pernambuco (HEMOPE), para processamento.

4.3 — Processamento das amostras

O processamento das amostras pode ser visualizado, de forma simplificada, na
Figura 13, que apresenta esquematicamente todos os passos realizados desde a coleta até a

analise do material.

O material utilizado para o preparo da cultura é muito importante no processamento
da metodologia. Assim, ¢ apresentada uma breve descricdo desse material e a sua aplicacao

na cultura.



COLETA

(5 mL Sangue Venoso Total, com seringa heparinizada)

v

ACONDICIONAMENTO

v

TRANSPORTE

v

LABORATORIO DE CITOGENETICA

(HEMOPE)

v

Aliquota de 2 mL

v

v

Aliquota de 0.3 mL

HEMOGRAMA

v

CULTURA

v

ESTUFA 37°C

l 44 h de Incubacio

BLOQUEIO DA MITOSE
(Citocalasina B)

v

ESTUFA 37°C

l 28 h de Incubacio

RETIRADA DA CULTURA

v

PREPARO DA LAMINA

v

COLORACAO

v

ANALISE

Figura 13. Esquema geral do processamento das amostras

37



38

4.3.1 — O meio da cultura

O meio utilizado neste experimento foi o RPMI 1640 (Cultilab) que contém
25 mM de HEPES, um tampao para manter o equilibrio do pH. O meio RPMI 1640 ¢ uma
mistura de varios sais, aminodcidos, vitaminas e outros componentes essenciais para o
crescimento celular, sendo por isso utilizado para cultura de células humanas bem como de
outros animais. A composi¢do do meio pode ser verificada na Tabela 3. O meio também
contém outras substancias essenciais para a cultura, como antibidticos (penicilina e
estreptomicina), além de receber fitohemaglutinina (Gibco) e ser enriquecido com soro
bovino fetal (Cultilab). Os antibidticos sdao utilizados mais como uma medida adicional de
seguranga evitando as eventuais contaminagdes pela manipulagdo externa ao fluxo laminar.
Caso as condigoes de assepsia sejam adequadas, pode-se descartar o uso destes
antibioticos. O soro bovino fetal ¢ utilizado pela sua capacidade de estimular o crescimento
celular. O soro deve ser de origem confidvel para que as propriedades e qualidades sejam
mantidas. Para o uso em culturas, o soro deve ser inativado, com o objetivo de evitar

interferéncia do soro sobre a cultura.

A fitohemaglutinina ¢ uma proteina derivada do de uma variedade do Phaseolus
vulgaris (Feijao) e que tem atividade mitogénica, ou seja, possui a capacidade de estimular
a transformacao de linfocitos T maduros em blastos (células imaturas e em fase de divisao)

in vitro.



Tabela 3. Composi¢do do meio RPMI

39

Produtos Componentes Concentracio (mg/L)
Sais Inorgéinicos Ca(NO3),.4H,0 100
KCl 400
MgS0,.7H,0 100
NaCl 600
NaHCO; 2000
Na,HPO, 800
Aminoscidos L-arginina.HCI 200
L-asparagina.H,O 50
Acido L-aspértico 20
L-cistina 50
Acido L-glutdmico 20
L-glutamina 300
Glicina 10
L-histidina. HC1.H,O 15
L-hidroxiprolina 20
L-isoleucina 50
L-leucina 50
L-lisina.HCl 40
L-metionina 15
L-fenilalanina 15
L-serina 30
L-valina 20
L-treonina 20
Vitaminas Biotina 0,2
Pantotenato de calcio 0,25
Cloreto de colina 3
Acido folico 1
Inositol 35
Nicotinamida 1
Acido p-aminobenzéico 1
Piridoxina.HCl1 1
Riboflavina 0,2
Tiamina.HCl 1
Vitamina B12 0,005
OUTROS COMPONENTES Glicose 2000
Glutationa 1

Vermelho de fenol
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4.3.2 — Cultura Celular

Os métodos de cultura de leucdcitos do sangue periférico sdo baseados nas técnicas
originalmente publicadas por MOOREHEAD et al. (1960), com determinadas
modificagdes. A técnica apresentada neste topico ¢ empregada no Laboratorio de

Citogenética do Departamento de Laboratorios do HEMOPE.

Antes do inicio do cultivo, o meio foi separado em aliquotas de 4 mL (dividido
em porgdes aproximadamente iguais) para tubos ambar ou recobertos por papel
aluminio. No momento do preparo da cultura foi acrescentado ao meio 1,5 mL do soro
bovino fetal, para se ter uma concentracdo final média de soro de 25% e 0,1 mL de

fitohemaglutinina.

Com a chegada do material ao laboratorio, as amostras foram levadas a camara
de fluxo laminar, onde foi iniciado o processo de cultivo com a inclusdo de uma
aliquota de 0,3 mL de sangue total bem homogeneizado ao meio, ajustando-se o pH em

torno de 7,0.

Apos a inoculacdo do sangue ao meio, a cultura ¢ levada a estufa a uma
temperatura de 37 + 0,5 °C e deixada em incubacdo inicial por 44 h. Decorrido este
tempo, ¢ adicionado ao meio a citocalasina B na concentracdo final de 5 pg/mL,

prosseguindo com a incubacdo por mais 28 h, o que resulta em uma incubagao de 72 h.

Segundo PURROTT et al. (1981), a manutencdo da temperatura dentro da faixa
acima mencionada ¢ extremamente importante, pois temperaturas baixas podem resultar
em uma produ¢do pobre de micronticleos e uma temperatura alta (40 °C ou acima) pode
levar a presenga de um numero elevado de células resultantes de uma segunda divisao

celular devido a uma maior velocidade no ciclo de desenvolvimento celular.
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A citocalasina B (Sigma), que ¢ adicionada a cultura ap6s um determinado periodo
de incubagdo, tem como funcdo bloquear a mitose na citocinese, como ja citado

anteriormente, dando origem a células binucleadas.

4.3.3 — Retirada da Cultura

Ao término da incubagdo, as culturas foram retiradas da estufa para o
processamento do material até a obtencdo do “botdo” celular, que ¢ um precipitado de
células sanguineas, dentre as quais estdo presentes as células binucleadas. Este processo de

retirada ¢ composto de algumas etapas, visualizadas de forma esquematica na Figura 14.

Antes de iniciar a retirada, ¢ feito o preparo do fixador, que ¢ composto de 4cido acético
(Merck) e metanol (Merck) na propor¢ao de 1:4, ou seja, se for utilizado 10 mL de &cido
acético, deve-se completar com 30 mL de metanol. Este fixador, como o proprio nome ja
indica, sera utilizado para fixar as células, impedindo que estas sofram modificagdes bruscas

ocasionando a perda de informagoes.

Ao interromper o processo de incubagdo com a retirada das culturas da estufa, o
material incubado ¢ colocado em tubos conicos de centrifuga, e centrifugado a 1500 rpm
por 6 minutos. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante ¢ desprezado. Tendo o precipitado em
maos, ¢ dado inicio ao processo de lavagem, que ¢ realizado acrescentando-se 8§ mL de
NacCl a 0,9 %, procede-se com uma homogeneizagdo, em seguida ¢ acrescentado 1 mL de
fixador (anteriormente preparado), novamente o material ¢ homogeneizado e realiza-se

nova centrifugacao.
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RETIRADA DA ESTUFA
CENTRIFUGACAO
(1500 rpm por 6 minutos)
Sobrenadante Precipitado
Descartado LAVAGEM
(8 mL de NaC1 0,9 %)
Homogeneizar
Homogeneizar [€—] Acrescentar 1 ml de Fixador
CENTRIFUGACAO
(1500 rpm por 6 minutos)
Sobrenadante Precipitado
Descartado FIXACAO
(7 mL de Fixador)
Homogeneizar [€¢———
30 minutos
CENTRIFUGACAO
(1500 rpm por 6 minutos) <

v

Sobrenadante

v

Descartado

v

Precipitado

v

Acrescentar 2 mL de Fixador

v

Homogeneizar

Figura 14. Procedimentos de retirada da cultura

Repetir este
passo até obter
um precipitado
(“botao”) claro
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Apos a centrifugagdo da-se inicio ao processo de fixagdo, com a adigdo de 7 mL de
fixador ao precipitado, misturando-se bem até a completa homogeneiza¢do e deixando
repousar por 30 minutos em temperatura ambiente. Decorridos os 30 minutos, o material ¢
novamente centrifugado a 1500 rpm por 6 minutos, o sobrenadante ¢ desprezado e o
precipitado passara por processos de lavagem com o fixador para que o material fique o

mais limpo possivel, ou seja, sem a presenca de residuos.

Nestas lavagens sdo acrescentados 2 mL de fixador ao precipitado, e
seqliencialmente ¢ realizada uma nova centrifugacao a 1500 rpm por 6 minutos, com a
eliminagdo do sobrenadante em todas elas. Este processo de lavagem ¢ repetido até a

~ 9

obten¢do de um precipitado claro (“botdo” celular). A este “botao” celular ¢ acrescentado
aproximadamente 1 mL de fixador, executa-se uma homogeneizagdo ¢ estd pronta a

suspensao que € utilizada para o preparo das laminas.

4.3.4 — Preparo das lAminas

As laminas utilizadas nesta etapa devem ter passado por uma lavagem adequada
(Tabela 4). Com as laminas limpas, e estando com a suspensao celular em maos, ¢ feito o
gotejamento (duas gotas com uma pipeta Pasteur) do material sobre as laminas ainda
molhadas e na posi¢do horizontal. Em seguida, estas devem ficar secando ao ar livre e a

temperatura ambiente. Este processo pode ser melhor visualizado na Figura 15.
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Tabela 4. Procedimento de lavagem das lAminas microscépicas

Lavagem das Laminas

A lavagem das laminas consiste em um processo de desengorduramento,

acompanhando os passos a seguir:

1- Pega-se uma caixa de laminas novas e pde de molho no detergente (EXTRAN, da marca
Merck) diluido em agua de torneira a 20%, por pelo menos 12h;

2- Apds o molho, ¢é realizada uma lavagem utilizando escovas adequadas (escova de dente ou
escova de barbear), se necessario;

3- Retira-se o detergente, passando as laminas 7 vezes em agua fria (dgua da torneira, que
pode ser corrente);

4- Lava-se 3 vezes com agua fervendo (agua deionizada ou destilada);
5- Colocam-se as laminas em recipiente com agua deionizada;
6- Tampa o recipiente ¢ leva a geladeira (estdo prontas para o uso).

(Obs.: A lavagem deve ser executada com cuidado para ndo riscar as laminas.)

Apos a secagem, as ldminas podem passar para o processo de coloragdo, conforme
Figura 16, que ¢ realizado com a utilizagdo do corante Giemsa (Merck), o qual ¢
depositado de forma uniforme sobre as laminas, por um tempo médio de 5 minutos, sendo
em seguida lavadas com agua corrente e novamente devem secar ao ar livre. A partir de

entdo elas estdo prontas para a analise microscopica.



Acrescentar 1 mL de Fixador

v

v

Homogeneizar

Pingar 2 gotas sobre a
Lamina Seca

Secar ao ar livre
(Temperatura Ambiente)

Figura 15. Preparo das laminas
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LAMINA COM MATERIAL

v
v

Colocar em suporte para coloragao
horizontalmente

v

Cobrir a LAmina com
corante GIEMSA

5 minutos

Lavagem da Lamina com
agua corrente

v

Secar ao ar livre
(Temperatura Ambiente)

Figura 16. Coloracio das laminas

4.3.5 — Analise microscopica

A andlise foi realizada em microscopio 6tico (Olympus BX 60), Figura 17. A
lamina preparada foi analisada primeiramente na objetiva de 20x, onde foi feita uma rapida
varredura para observar as condi¢des das células. Logo em seguida, foi utilizada a objetiva
de 40x. Com esta objetiva, foi realizada a contagem das células binucleadas sem

micronucleos e células com 1, 2, 3, 4 ou mais microntcleos.
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i

Figura 17. Microscopio de analise do Laboratorio de

Citogenética do HEMOPE

Ao localizar as células com micronucleos, realizou-se a mudanga da objetiva de
40x pela objetiva de imersdo (100x), para a confirmacdo das alteragdes encontradas,
procedendo-se o registro dos dados. Com a razdo encontrada entre o total de
micronucleos e o total das células binucleadas, determinou-se a freqiiéncia de
micronucleos. A andlise dos dados foi feita logo em seguida. Todo este processo de

andalise ¢ esquematizado na Figura 18.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na quantificacdo de micronucleos, amostras de sangue periférico de cinco pacientes
antes do tratamento radioterapico e em duas fases apos exposicdo a radiacdo ionizante
foram analisadas, totalizando quinze amostras. Todas as amostras foram preparadas

segundo a técnica de bloqueio da citocinese (BCC) por citocalasina B.

Antes do desenvolvimento da técnica BCC, foram realizados os leucogramas de
todas as pacientes, apos cada coleta de sangue, cujos resultados estdo apresentados na

Tabela 5.

Tabela 5. Numero de leucdcitos e porcentagem de linfocitos das 5 pacientes

avaliadas no trabalho

Individuos Dose (Gy) Leucécitos (mm?) Linfécitos (%)

A 0,0%* 9.100 36
0,08 7.400 39

1,8 9.100 37

B 0,0%* 7.500 35
0,08 5.700 30

1,8 6.600 30

C 0,0%* 7.100 31
0,08 8.800 28

1,8 7.000 26

D 0,0%* 5.600 33
0,08 5.700 26

1,8 4.600 24

E 0,0* 8.600 32
0,08 8.100 30

1,8 7.400 31

* - Valor considerado para a exposi¢do decorrente da radiagdo natural
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Com base nos resultados obtidos observa-se que o namero de leucocitos totais e a
porcentagem de linfocitos encontravam-se dentro dos valores tidos como normais, que para
os leucdcitos totais podem variar de 4.500 a 11.000 por mm’ e para os linfocitos de 20 a 50

% conforme apresentado por FAILACE (1995).

Ao analisar o agrupamento dos dados de leucocitos e linfocitos frente a frequéncia
de micronticleos (Tabela 6), ¢ possivel visualizar que os resultados ndo oscilaram dos
valores considerados normais, apresentando leves variagcdes apos as exposicdes, o que
contribui para a nao interferéncia destes fatores (nimero de leucocitos totais e porcentagem

de linfocitos), no presente trabalho.

Tabela 6. Comparaciao do nimero de leucécitos e linfécitos em relacdo a frequéncia

de micronucleos

Dose (Gy) Leucocitos (mm3) Linfocitos (%) FMN
0,0* 9.100 36 0,0008
7.500 35 0,0009

7.100 31 0,0013
5.600 33 0,0010

8.600 32 0,0016

0,08 7.400 39 0,0021
5.700 30 0,0020
8.800 28 0,0020

5.700 26 0,0021
8.100 30 0,0024

1,8 9.100 37 0,041
6.600 30 0,052

7.000 26 0,047

4.600 24 0,055

7.400 31 0,066

FMN — Frequéncia de Micronucleos
* - Valor considerado para a exposi¢do decorrente da radia¢do natural
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5.1 — Influéncia da radia¢ao natural

No emprego da técnica BCC para a obtengao das células binucleadas para analise,
procurou-se inicialmente avaliar o nimero médio de microntcleos resultantes da exposigao
natural a radiagdo sofrida pelos individuos envolvidos neste trabalho. Nesta etapa,
contamos com uma amostra de sangue de cada paciente, o que nos forneceu cinco

amostras.

Todos as pacientes foram questionadas, a principio, sobre a possivel ocorréncia de
exames radioldgicos nos 2 anos anteriores ao tratamento. As cinco pacientes ndo se
recordavam se ja haviam sido submetidas a esse tipo de exame no referido periodo.
Também foi interrogada a possibilidade do uso de drogas potencialmente ativas na
producdo de danos cromossdmicos, como os organoclorideos e o butadieno (FENECH et
al., 1999; STEPHANOU et al., 1998), que pudessem resultar na presenca de um numero
maior de micronucleos na analise. Foi verificado junto as pacientes que as mesmas nao
foram expostas a essas substancias toxicas, mesmo porque, sdo drogas envolvidas

normalmente com a exposi¢do ocupacional.

Os resultados encontrados nesta primeira etapa do trabalho, decorrentes da

exposicao a radiacao natural, estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Frequéncia de micronicleos, células binucleadas contadas e micronucleos

visualizados resultantes da radiacao natural

Paciente / Idade CBC MN FMN

A/40 1200 01 0,0008

B/42 1140 01 0,0009

C/44 1500 02 0,0013

D/53 1000 01 0,0010

E/59 1820 03 0,0016
Média = DP 0,0011 + 0,0003

FMN — Frequéncia de Microniicleos
CBC — Células Binucleadas Contadas
MN — Micronucleos Visualizados

DP — Desvio Padrdo

O valor médio encontrado para a frequéncia de micronucleos devido a radiagdo
natural foi de 0,0011 £ 0,0003 (Tabela 7). Publicacdes anteriores prevéem variagdes na
freqliéncia devido a radiagdo natural de 0,001 a 0,018 (KOKSAL et al., 1996;
VENKATACHALAM et al., 1999; VENKATACHALAM et al., 2000; STREFFER et
al., 1998; LLOYD et al., 1979; HUBER et al., 1983; FENECH & MORLEY, 1985a, b).
Assim, o valor apresentado neste trabalho apresenta-se dentro dos valores previstos
anteriormente e consistentes entre as cinco pacientes. Estas variacdes sdo supostamente
atribuidas a vérias causas como o efeito da idade, pequenas variagdes na técnica e indices

diferentes de radiag@o natural em regides distintas.

A obten¢do dos valores da frequéncia de micronucleos decorrentes da radiagdo
natural em cada laboratério ¢ muito importante no intuito de minimizar pequenas variagdes
nas técnicas de culturas, referentes a manipulagdo durante a execucdo da técnica

(KOKSAL et al., 1996), bem como de qualquer outro fator.

A radiacdo natural corresponde aos efeitos resultantes da radiagcdo cdsmica e da
radiagdo proveniente de elementos radioativos existentes na crosta terrestre. Devido a

presenca destes materiais em concentragdes diferentes, existem regides que possuem
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valores médios de radiagdo natural (ou radia¢ao de fundo) que diferem de regido a outra.
Assim, a obtencao de valores diferentes para as freqiiéncias de micronucleos decorrentes

da radiacdo natural em diferentes localidades ¢ esperada.

5.2 — Freqiiéncia de microntcleos apos exposicao a 0,08 Gy

Para a avaliacdo da frequéncia de micronucleos relacionada a exposi¢ao
das pacientes a uma dose de 0,08 Gy (dose esta empregada para a identificacdo
da regido do corpo onde as pacientes deveriam sofrer exposi¢do posterior, a
doses maiores, referentes ao tratamento necessario), amostras de sangue foram
coletadas para andlise 24 h apds irradiagcdo, cujos resultados encontram-se

presentes na Tabela 8.

Tabela 8. Frequéncia de microntcleos, células binucleadas contadas e micronucleos

visualizados para a dose de 0,08 Gy

Paciente / Idade CBC MN FMN
A/40 1415 03 0,0021
B/42 1000 02 0,0020
C/44 1500 03 0,0020
D/53 1400 03 0,0021
E/59 1640 04 0,0024

Média = DP 0,0021 £ 0,0002

FMN — Frequéncia de Micronucleos
CBC - Células Binucleadas Contadas
MN — Microniicleos Visualizados

DP — Desvio Padrdo

As freqliéncias acima se apresentam duas vazes maior quando comparadas as

freqliéncias obtidas devido a radia¢do natural (Tabela 7). A avaliagdo da freqiiéncia de
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micronucleos para a dose de 0,08 Gy nao havia sido anteriormente estudada. Contudo,
VENKATACHALAM et al. (1999) ¢ VENKATACHALAM et al. (2000) utilizaram
as doses de 0,05 e 0,10 Gy, obtendo respectivamente as freqiiéncias de 0,024 + 0,005 e
0,023 + 0,005 para a dose de 0,05, e para a dose de 0,10 as freqiiéncias foram 0,027 +
0,005 e 0,029 + 0,005. Ao observar os valores das doses notamos que a dose de 0,08
Gy ¢ intermediaria as descritas, o que nos levou a supor que as freqiiéncias obtidas
fossem similares as citadas. No entanto, as freqliéncias obtidas foram menores. Ao
verificar cuidadosamente os trabalhos citados observamos que em ambos foi utilizado
apenas um doador de sangue. Mas, outros pontos mostraram-se distintos, tais como, a
taxa de dose que era maior, a regido onde os mesmos foram executados e a exposi¢ao

que foi de corpo inteiro.

5.3 — Freqiiéncia de microntcleos apos exposicao a 1,8 Gy

A Tabela 9 mostra a frequéncia de microntcleos, com os respectivos numeros
de células binucleadas contadas e micronucleos visualizados, das amostras das 05

pacientes.

Tabela 9. Frequéncia de microntcleos, células binucleadas contadas e micronucleos

visualizados para a dose de 1,8 Gy

Paciente / Idade CBC MN FMN
A/40 1000 41 0,041
B/42 1000 52 0,052
C/44 450 21 0,047
D/53 1000 55 0,055
E/59 1200 79 0,066

Média + DP 0,052 + 0,009

FMN — Frequéncia de Micronucleos
CBC — Células Binucleadas Contadas
MN — Micronucleos Visualizados

DP — Desvio Padrao
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Os resultados das freqiiéncias visualizados na Tabela 9 sdo superiores tanto aos
apresentados na Tabela 7 quanto os da Tabela 8. Isto nos permite averiguar se a técnica foi
empregada corretamente. Apesar disso, os valores sdo menores do que os previstos na

literatura. A razdo para que isso tenha ocorrido sera discutido logo em seguida.

5.4 - Obtencao da frequéncia de micronucleos a partir de curva dose efeito biologico

VOISIN et al. (2001) analisaram amostras de sangue periférico de 47 doadores
saudaveis (com idades entre 25 e 30 anos) irradiadas in vitro com fonte de *°Co
(0,5 Gy.min™), objetivando a quantifica¢io de micronticleos, utilizando o mesmo protocolo
empregado nesta pesquisa. Como resultado, eles obtiveram uma curva de calibragdo, dada

pela equacao:

Y = 0,012 + 0,071.D + 0,028 D’ Q)

Na equagdo anterior Y representa a freqiiéncia de micronucleos apos irradiagdo
com dose D em grays. Substituindo-se os valores de dose avaliados nesta pesquisa,
veremos que para uma dose de 0,08 Gy, o nimero de aberragdes sera da ordem de 0,0179,
enquanto que para uma dose de 1,8 Gy o ntmero previsto de aberragdes ¢ de
aproximadamente 0,23. A Tabela 10 permite comparar o numero de aberragdes obtido

experimentalmente com os previstos pela equagao anterior.
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Tabela 10. Comparacido entre os valores previstos por VOISIN et al. (2001) e a

freqiiéncia de micronticleos obtido nesta pesquisa

Y Y
Dose (Gy)
Previsto (VOISIN et al., 2001) Obtido nesta pesquisa
0,0% 0,012%%* 0,0011
0,08 0,0179%* 0,0021
1,8 0,23%* 0,052

* - Valor considerado para a exposi¢do decorrente da radiagdo natural
** _ Valor obtido com o emprego da equagdo 5

A simples comparacdo dos resultados apresentados na tabela anterior demonstra
diferencas entre a freqiiéncia de microntcleos prevista pela curva de calibragdo e os
valores obtidos experimentalmente. Entretanto, € preciso observar que se estd comparando
os resultados obtidos apos irradiagcdo parcial do corpo humano com valores previstos para

formag¢do de micronucleos, supondo uma irradiacdo homogénea total.

Como a maior parte das exposi¢des externas do homem a radiagdo ionizante,
acidental ou ndo, sdo exposi¢des localizadas, o conhecimento prévio das condi¢des de
irradiacdo externa permite a avaliagdo retrospectiva da dose com base na quantificagdo do
nimero de micronucleos em linfocitos do sangue periférico, com o auxilio de curvas de

calibragdo obtidas supondo uma irradiacdo homogénea do corpo inteiro.

Sabe-se que a avaliagdo de doses inferiores a 0,3 Gy, pelo método de contagem
de micronucleos, tem uma grande incerteza associada (VOISIN et al., 2001). Trabalhos
de STREFFER et al. (1998) apresentam como valores de dose limite para um
crescimento da frequéncia de micronucleos significante, as dose de 0,3 a 5,0 Gy para o
uso de raios X, no entanto, com o uso da hibridizacdo com sondas de ADN para
marcac¢do de centrdmeros, o limite de detecg¢do cai para 0,1 Gy de raios X. Também ¢
aparentemente possivel, com uso da técnica de citogenética molecular, detectar

exposicoes a radiagdo que ocorreram décadas antes da medida. Logo, esta técnica ¢
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mais uma vertente a que este trabalho pode levar, buscando assim, o aprimoramento do

limite de deteccao.

De acordo com os dados utilizados no planejamento da teleterapia das pacientes
solicitadas como doadoras, o volume corporal irradiado corresponde aproximadamente a
1/5 do volume total do corpo. Supondo uma distribui¢do volumétrica do sangue como
sendo homogénea no corpo humano, pode-se inferir que, 24 h apds a irradiacdo, os
linfocitos irradiados estardo distribuidos no sangue periférico. Com isso, a freqiiéncia de
aberragdes tera um valor proporcional ao percentual do volume de corpo irradiado, ou

seja:

Fyvinvi = Fvne X Pyp (6)

Onde: Fynvi = freqliéncia de micronucleos previstas considerando irradiagdo parcial,
F mnp = freqii€ncia de micronticleos prevista pela curva de calibragao,

Py = percentual do volume do corpo irradiado.

Com base nesta hipotese, ¢ possivel deduzir a dose absorvida pelas pacientes
multiplicando-se o valor estimado pelo fator resultante da relacao entre o volume irradiado
e volume total do corpo do individuo. Assim, a partir da freqiiéncia de micronucleos
prevista pela curva (Fmne), € do percentual do volume irradiado
(Pvi = 20%), pode-se inferir as freqiiéncias de microntcleos previstas considerando
irradiagdo parcial (Fynyr). Substituindo-se na equagao (6), obtém-se os valores destacados

e apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Comparacio entre as freqiiéncias de micronucleos obtidas nesta pesquisa e

aquelas previstas por VOISIN et al. (2001) considerando a irradia¢do parcial.

Dose (Gy) Valor previsto considerando Y
y irradiacao parcial Obtido nesta pesquisa
0,08 0,0036* 0,0021
18 0,046* 0.052

* - Valor obtido com o emprego da equagdo 6

A contagem de micronucleos em células binucleadas apés o BCC tem se mostrado

como um excelente biomarcador para exposicdes a radiacdo ionizante, € apresenta um

aumento na contagem da frequéncia de micronucleos quando ocorre o aumento da dose,

como pode ser constatado na literatura. Este aumento também pode ser visualizado nos

resultados obtidos neste trabalho.

A Tabela 12 resume os resultados agrupados, onde além da frequéncia de

micronticleos para as trés etapas do trabalho, tem-se o valor total de células binucleadas

contadas, dos micronucleos visualizados, da distribui¢do destes micronucleos dentro das

células binucleadas, como também da frequéncia de células binucleadas com presenca de

micronucleos.

Tabela 12. Distribuicio e frequéncia de micronicleos em fun¢io das doses (0,0%;

0,08 e 1,8 Gy) administradas

Dose

Distribuicao de

FMN FCBMN CBC MN Microntcleos
(Gy)
0 1 2 3
0,0* 0,0011 = 0,0003 0,0011 + 0,0003 6660 08 6652 08 -- --
0,08 0,0021 = 0,0002 0,0021 = 0,0002 6955 15 6940 15 - -
1,8 0,052 = 0,009 0,042 + 0,007 4650 248 4449 162 31 08

FMN — Frequéncia de Microniicleos
FCBMN — Frequéncia de Células Binucleadas com Micronicleos
CBC — Células Binucleadas Contadas
MN — Micronucleos Visualizados

* - Valor considerado para a exposi¢do decorrente da radia¢do natural
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As freqiiéncias de células binucleadas com micronicleos mostraram resultados
similares aos decorrentes das freqiiéncias de micronucleos apenas. E assim como em
outros trabalhos (GARCIA et al., 1995; KOKSAL et al., 1996; VENKATACHALAM et
al., 2000), a distribuicdo de micronucleos dentro das células binucleadas foi maior para a
dose de 1,8 Gy, na qual foi observada a presenga de células binucleadas com 1, 2 e 3

micronucleos.

Virios estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de verificar se a idade dos
individuos possui relacio com a frequéncia de microntcleos, pois baseado em
observacdes, varios autores notaram que esta frequéncia apresenta-se maior com o
aumento da idade (NORMAN et al., 1985; FENECH & MORLEY, 1985b;
WOJCIK et al., 2000).

Na Tabela 13 ¢ possivel observar uma sutil variacdo para cima nas freqiiéncias de
microndcleos com o aumento da idade das pacientes. Isto poderia vir reforcar a hipotese da
interferéncia da idade. No entanto, seria necessario um nimero maior de casos para validar

esta hipotese.

Tabela 13. Frequéncia de micronucleos versus idade

Paciente / Idade  FMN (0,0* Gy) FMN (0,08 Gy) FMN (1,8 Gy)

A/40 0,0008 0,0021 0,041
B/42 0,0009 0,0020 0,052
C/44 0,0013 0,0020 0,047
D/53 0,0010 0,0021 0,055
E/59 0,0016 0,0024 0,066

* - Valor considerado para a exposi¢do decorrente da radiagdo natural
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PEACE & SUCCOP (1999) realizaram um estudo comparativo entre 11
trabalhos, no qual analisou a frequéncia de micronucleos versus a idade dos envolvidos
nos trabalhos, e constatou que em 10 dos 11 trabalhos ocorreu aumento da frequéncia
de micronucleos com a idade. No entanto, os valores para uma determinada idade nao

se apresentaram uniforme.

Durante a execucdo deste trabalho foi possivel sentir as dificuldades decorrentes
da auséncia de um laboratério estruturado para a execucdo da técnica de BCC, pois
antes de iniciar a avaliacao dos pacientes, foi necessario buscar uma padronizagao local
para esta técnica. Na literatura ¢ possivel encontrar detalhes a respeito da técnica de
BCC, mas s6 na manipulacdo ¢ que se pode estabelecer os parametros que melhor
resultado nos fornece. Mesmo assim, variacdes encontradas nos resultados

apresentados podem ter sido em decorréncia das variagdes metodologicas como

referido na literatura.

Todas as pacientes envolvidas no presente trabalho sofreram uma exposi¢do a
uma dose de 0,08 Gy antes da dose de 1,8 Gy e segundo VIJAYALAXMI et al.
(1995), isto poderia resultar em freqiiéncias de micronicleos menores para a dose de
1,8 Gy, devido a resposta adaptativa, que ¢ a redug¢do dos danos decorrentes de uma
exposi¢do prévia a baixas doses. Como observado em trabalho realizado por eles, onde
verificaram que ao expor as amostras sanguineas a uma dose de 0,01 Gy seguida pela
exposi¢do a uma dose de 1,5 Gy era possivel se obter valores significativamente
menores das freqliéncias de micronicleos quando comparado com o grupo controle.
Contudo, como pode ser visto na Tabela 11, os resultados desta pesquisa ndo

mostraram a possivel resposta adaptativa.

Existem possiveis varidveis que ndo tém sido estudadas, com énfase, na
literatura, quando da andlise da frequéncia de microntcleos frente a exposi¢do a
radiagdo ionizante. Dentre estas possiveis variaveis temos a taxa de exposicdo, a
irradiagao localizada, o tipo de exposi¢ao (se a raios X ou a um elemento radioativo

60 . . A .
como o ~ Co), o tipo de radiacdo (se alfa, beta, gama ou néutrons). Todas estas varidveis



61

podem estar influenciando os valores de microntcleos encontrados na literatura, e
quaisquer destes fatores podem também estar modificando os resultados apresentados
neste trabalho, portanto, para excluir estas varidveis, um estudo mais aprofundado seria
necessario. Para isto, este estudo tem que ser realizado em conjunto com varios

laboratdrios, devido a necessidade de um grande nimero de amostras.

Em um estudo citogenético com o objetivo de avaliar o efeito da radiacdo B do
%St em células humanas, OLIVEIRA et al. (2001) observaram que uma fonte deste
elemento a uma taxa de exposi¢do de 0,2 Gy/min era menos eficiente em induzir
aberracdes cromossomicas do que o %Co, 0 'Cs, o Ir e os raios X. Isto nos
impulsiona a supor que os valores reduzidos das freqiiéncias de micronucleos
encontradas neste trabalho, ndo seriam em decorréncia do elemento radioativo
utilizado, que foi o ®°Co, mas podem estar relacionadas a taxa de exposigdo que foi de
0,33 Gy/min, a qual apresenta-se menor do que outras utilizadas em trabalhos que
analisaram a frequéncia de micronucleos na avaliacdo da dose de radiagdo, como no
trabalho de VENKATACHALAM et al. (1999), que empregaram o “°Co a uma taxa de
dose de 0,75 Gy/min.

O tempo de persisténcia® tanto das aberracdes cromossdmicas instaveis quanto
de microntcleos nos linfocitos ainda € controverso, e esta ligado ao tempo de vida dos
linfocitos. SLOZINA et al. (1997), citaram em seu trabalho que a maioria dos
linfocitos possuem uma vida média de trés anos, e que alguns linfécitos tém uma
duracdo de varias décadas. Contudo, STREFFER et al. (1998) citaram que o nimero
de micronucleos induzidos apds o tratamento com iodo radioativo, de criancas com
carcinoma de tiredide, sofreu uma reducdo apods quatro a seis meses da exposicdo,
chegando a valores similares aos apresentados em decorréncia da irradiagdo natural, ou
seja, valores de pré-exposicdo. Ja em adultos, os valores apresentados ap6s um ano da
exposi¢do sdo apenas 50 % menores. Isto o permitiu supor que a maior velocidade de

remoc¢do dos danos apresentada pelas criangas seja devido a alta renovacdo dos

3 Tempo de persisténcia — tempo que os danos decorrentes da radiagdo nas células podem ser encontrados
sem modificagdes.
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linfécitos. No presente trabalho, alteragdes decorrentes do tempo pos-irradiagdo, nem
da idade, foram consideradas, pois todas as coletas foram realizadas 24 horas apds a

exposicdo a radiagdo e em pacientes com idades entre 40 e 59 anos.

Como a frequéncia de danos cromossdmicos aumenta com a dose, como pode ser
observado em diversos trabalhos que envolvem a dosimetria citogenética, ¢ possivel, apos
a obtencdo de uma curva de calibragdo, o estudo epidemiologico de uma regido, o que ¢ de
grande importancia em casos de acidentes com radiag¢do. O estabelecimento de uma curva
de calibracdo que leve em conta a irradiagdo localizada também se mostra necessaria,
tendo em vista que nem sempre as exposi¢des ocorrem de forma uniforme e de corpo

inteiro, como foi apresentado neste trabalho.

Como foi visto at¢ o momento, existem algumas variaveis dentro da dosimetria
citogenética, a qual faz uso do BCC, que devem ser mais bem estudadas. Contudo, baseado
nos trabalhos apresentados e no que foi desenvolvido, podemos verificar que este tipo de
dosimetria pode ser empregado e nos oferece informagdes extremamente importantes em
varias areas que envolvem a radiacdo ionizante. Pois, apesar das variagdes a que esta

submetida, ainda assim, fornece resultados confiaveis.

Este tipo de dosimetria, por BCC, também ndo demanda custos altos, pois os
equipamentos exigidos para o seu emprego, como microscopios, centrifugas e estufas,
possuem valores acessiveis quando comparados com outros de tecnologia avancada.
Quanto ao material de consumo, sdo necessarias drogas de baixo custo e de facil acesso no
mercado de analises clinicas. J4 a mao-de-obra ndo precisa ser tdo especializada quanto
aquela que ¢ exigida na analise de aberragdes cromossomicas, o que facilita o treinamento

de pessoal no emprego da dosimetria citogenética por BCC para estudos mais extensos.
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VI. CONCLUSOES

# O numero de leucocitos totais e a porcentagem de linfocitos em todas as
amostras analisadas apresentam-se na faixa de normalidade do individuo saudavel
e, portanto, ndo se mostram como fatores de variacao nos resultados das freqiiéncias

de micronucleos;

® A quantificagdo de micronucleos estd bem estabelecida ¢ o custo para sua
execugdo ¢ baixo, isto refor¢a a viabilidade do emprego desta técnica,

regionalmente, como dosimetro bioldgico;

# No emprego da relacdo dose versus efeito bioldgico induzido, o aumento da
dose de exposigdo proporciona uma contagem superior na frequéncia de
micronucleos, bem como, no numero de microntcleos presentes por células

binucleadas;

@ Na avaliacio retrospectiva da dose absorvida, as freqliéncias de microntcleos
resultantes da radiacdo natural se apresentam dentro dos valores previstos
anteriormente, bem como, demonstram-se consistentes entre as cinco pacientes. Ja
quanto aos resultados obtidos experimentalmente para as doses de 0,08 Gy e 1,8 Gy
ap6s irradiacdo local, comparados aos previstos por uma curva de calibragdo
resultante de uma exposicdo total, os valores das freqiiéncias de microntcleos
apresentam-se menores, contudo, sdo ligeiramente proporcionais considerando-se

que o volume irradiado foi aproximadamente do volume total do corpo;
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@ Os resultados obtidos no presente trabalho estdo em boa concordincia com estudos
precedentes, o que evidencia a possibilidade do uso da quantificagdo de micronucleos
como técnica complementar a dosimetria fisica na avaliagdo da dose interna resultante
tanto da irradiagcdo total quanto parcial do corpo humano, bem como de controle de
qualidade em aplicacdes médicas da radia¢do ionizante e em estudos epidemiologicos

de populagdes.
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APENDICE

Cancer do Colo Uterino

O cancer do colo do utero e seus precursores evoluem lentamente no decorrer de
muitos anos. Neste intervalo, o Gnico sinal da doenga pode ser a descamacgdo de células
anormais do colo uterino. Por estes motivos, € consenso geral que todas as mulheres
devem ser submetidas a exames periddicos depois que se tornam sexualmente ativas. O
exame citoldgico apenas detecta a possivel presenca de um pré-cancer ou de um cancer
cervical; ndo faz um diagnostico absoluto, o que requer uma avaliagdo histologica de
fragmentos de biopsia adequados. A identificacdo das alteracdes ¢ facilitada pela
colposcopia do colo uterino. E comum a observagio de uma vascularizagio altamente
anormal no cancer cervical invasivo. Por fim, os canceres clinicamente visiveis
geralmente produzem sangramento vaginal irregular, leucorréia, hemorragia ou dor

durante o coito e disuria (COTRAN et al., 1996).

O tratamento do cancer epidermoide do colo uterino depende do estagio da
neoplasia. O tratamento dos precursores inclui o acompanhamento com exames de
Papanicolau nas lesdes discretas. De maneira geral, opta-se por histerectomia nos
canceres invasivos e por radiagdo nas lesdes avangadas. O prognostico e a sobrevida dos
carcinomas invasivos depende muito do estidgio da neoplasia quando descoberta pela

primeira vez (COTRAN et al., 1996).

O carcinoma cervical invasivo manifesta-se em trés aspectos distintos:
cancer vegetante, ulcerado e infiltrante. A variante mais comum ¢ o tumor
vegetante, que produz uma massa obviamente neopldsica com proje¢des acima da

mucosa adjacente (Figura A). O carcinoma cervical avangado cresce por
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continuidade direta, indo acometer todas as estruturas contiguas, incluindo o
peritonio, a bexiga, os ureteres, o reto e a vagina. Os linfonodos regionais e
distantes também sdo atingidos. Ocorre metdstase a distancia para o figado,

pulmdes, medula 6ssea e outras estruturas (COTRAN et al., 1996).

Figura A — Carcinoma do colo uterino bem avanc¢ado.

O cancer cervical ¢ estagiado da seguinte maneira (COTRAN et al., 1996):

< Estagio 0 — Carcinoma in situ.

< Estagio I — Carcinoma limitado ao colo uterino.
Ia — Carcinoma pré-clinico, diagnosticado apenas na microscopia,
porém mostrando: lal — Invasdo microscopica minima do estroma
(carcinoma minimamente invasivo) (Figura B). a2 — Invasdo
microscopica do estroma com menos de 5 mm de profundidade
(carcinoma microinvasivo).
Ib — Carcinoma histologicamente invasivo do colo uterino em um
estagio mais avangado do que o [a2.

< Estagio II — Carcinoma vai além do colo uterino mas ndo chega a parede da

pelve. Acomete a vagina, mas ndo seu terco inferior.
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< Estagio III — O carcinoma atingiu a parede pélvica. No exame retal ndo existe
espaco livre de cancer entre o tumor e a parede da pelve. O tumor acomete o
terco inferior da vagina.

< Estagio VI — O carcinoma propagou-se além da pelve verdadeira ou
comprometeu a mucosa da bexiga ou do reto. E dbvio que este estagio inclui

aquele com dissemina¢do metastatica.

Figura B — Invasao precoce do estroma (seta)

em uma neoplasia intraepitelial cervical.

Os métodos de tratamento contemporaneos proporcionam um indice de sobrevida
de cinco anos para aproximadamente 80 a 90 % na doenga no estagio I, 75 % no estagio II,
35 % no estagio Il e 10 a 15 % no estagio IV. Muitas pacientes com cancer no estagio [V
morrem em conseqiiéncia da propagacdo local do tumor — ex., para a bexiga e os ureteres e
suas adjacéncias, o que determina a obstrucdo ureteral, pielonefrite € uremia — e ndo de

metastases a distancia (COTRAN et al., 1996).
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ANEXO

CERAPE & DEN/UFPE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto: Dosimetria Bioldgica: Avaliacdo de alteragdes cromossdmicas instaveis e
microndcleos decorrentes da exposi¢do “in vivo” a radiacdo eletromagnética
ionizante.

Equipe: Dr. Homero Cavalcante, Dr. Ernesto Roester, Dra. Roberta, Dra. Vera, Dr. Ademir

Amaral, Dr. André Maciel, Dra. Isvania Barbosa e Dra. Simey Magnata.

Eu

residente a

municipio de Estado

portador da identidade N° CPF

autorizo a coleta de amostras de sangue periférico para finalidade cientifica, visando contribuir

também com os parametros clinicos do tratamento.

Recife, de de

Assinatura do Paciente:

Assinatura do Pesquisador:
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