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RESUMO

A populagdo humana esta exposta a agdo de varios agentes mutagénicos, como por
exemplo, fumo, & cool, medicamentos e radiagdes ionizantes, que produzem lesdes no DNA.
Essas |esfes se ndo reparadas, podem levar a conseqiiéncias de grande significado bioldgico
como mutagdes, transformacgbes neoplasicas e morte celular. Existem individuos com
diferentes graus de eficiéncia nos mecanismos de reparo do DNA, ou seja, uma pessoa com
deficiéncia no reparo do DNA esta propicia a acumular mais mutagdes e danos celulares. A
deficiéncia no reparo pode ser um fator de susceptibilidade ao desenvolvimento de muitos
tipos de cancer. Este trabalho tem como objetivo principal o estudo do dano e reparo em
células sanglineas de individuos sadios e de pacientes com cancer de mama, submetidos a
acéo da radiaco ionizante do ®Co e comparar a capacidade de reparo destes individuos. Para
tanto, foi empregado o teste do cometa, realizado 1, 3 e 24 horas apés as irradiagdes. Os
resultados mostraram que houve diferenca nos dois grupos estudados quanto a capacidade
de reparo; enquanto os doadores sadios repararam a maior parte dos danos radioinduzidos
dentro de 3 horas, as pacientes com cancer de mama necessitaram de um tempo maior,
sugerindo um sistema de reparo menos eficiente.
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I. INTRODUCAO

Apesar de todos os avancos tecnoldgicos obtidos
nas Ultimas décadas, ainda hoje, ha grandes interrogacdes
acerca dos agentes etiol 6gicos determinantes da ocorréncia
da maioria dos tumores malignos.

O cancer é a segunda causa de morte por doenga no
Brasil e apresenta uma incidéncia elevada sobretudo, de
canceres de pele, estdbmago, pulmado, mama, colo de Utero,
préstata, colon e reto. Entre as mulheres, o cancer de mama
€ uma das doencas mais comuns e importantes, sendo nos
Estados Unidos, a principal causa de morte em mulheres
com idades entre 40-49 anos [1].

Véarias evidéncias indicam que 50 a 80 % dos
canceres humanos séo evitaveis, porque os fatores que
determinam a sua incidéncia sdo em grande parte exégenos.
Uma variedade de tumores ocorrem como resultado direto

da exposicdo a agentes ambientais, como por exemplo,
determinadas substancias de uso industrial e agricola, fumo,
alcool eradiagdesionizantes, que produzem lesdes no DNA.

Essas lesdes se ndo reparadas, podem levar a
consegiiéncias importantes como mutagdes, transformagdes
neoplésicas e morte celular.

Na populagdo humana, existem individuos mais
susceptiveis em desenvolver cancer do que outros. Os
mecanismos responsaveis por essa diferenca de resposta
ndo estdo ainda elucidados, mas a capacidade de reparo
celular pode representar um fator fundamental na
susceptibilidade genética a carcinogénese; pessoas com
mecanismos de reparo deficientes podem acumular mais
mutagdes em células sométicas e assim, apresentar um maior
risco para desenvolver cancer [2].



A capacidade de reparo de um individuo, pode ser
expressa em diferentes graus, desde deficiente a altamente
eficiente.

A radiag8o ionizante é conhecida por causar uma
variedade de danos ao DNA, como quebras nas fitas
simples e duplas, ligagbes cruzadas DNA-DNA, DNA-
proteinas e danos de bases puricas e pirimidinicas.

As avaliagOes de lesbes ocorridas ao DNA e de
reparo celular, constituem etapas essenciais na andlise de
seqiéncia de eventos que levam aos efeitos letais,
mutagéni cos e carcinogénicos da radiagdo ionizante.

Tecnicamente, uma variedade de metodologias
genéticas, citogenéticas, bioquimicas, e outras vem sendo
aplicadas com o intuito de avaliar as lesdes induzidas ao
DNA. O teste do cometa € um método bioquimico que
possibilita a visualizagdo direta do dano no DNA e reparo
em nivel de célulasindividuais[3].

Nesta técnica, as células sdo embebidas em agarose,
0 material citoplasmatico € lisado e os nicleos celulares
remanescentes sd0 expostos a um campo elétrico.
Dependendo da quantidade de dano no DNA, “cometas’
s80 observados apos eletroforese, corados com um agente
fluorescente.

No presente trabalho, a capacidade de reparo de
individuos sadios e de pacientes com cancer de mama foi
avaliada por meio do ensaio do cometa em leucdcitos
periféricos, irradiados com ®Co e processados 1, 3 e 24
horas ap0s as exposi ¢oes.

Il. MATERIAIS E METODO

Foram utilizadas amostras sangiiineas de 3 doadores
sadios (um do sexo masculino e dois do sexo feminino) com
idades variando de 40 a 50 anos, ndo-fumantes, sem
qualquer sintoma de doenca na ocasido da coleta e de 2
doadoras com céncer de mama, com 42 e 72 anos de idade.
Ambas as pacientes apresentavam cancer de mama do tipo
ductal, eram mastectomizadas e estavam em um estagio
primario da doenga ndo apresentando, portanto, metastases.
E importante ressaltar que as pacientes ndo haviam sofrido
nenhum tipo de tratamento quimio ou radiotergpico. As
amostras sangiiineas dessas pacientes foram cedidas pelo
“Instituto de Radioterapia de S&o Paulo”.

De cada doador, cerca de 3 ml de sangue foram
coletados por pungdo venosa, fracionados e irradiados
numa fonte de ®Co (panoramica e GAMMACELL 220) nas
doses de 0,2; 0,6; 1,0; 2,0; 4,0 € 10,0 Gy (0,591 Gy/min.), na
presenca de oxigénio e a temperatura ambiente, sendo que
uma das amostras foi mantida como controle (ndo-irradiada).

Imediatamente apds as irradiacdes, as amostras
sangliineas foram mantidas a 4°C por 1 hora (para avaliagdo
do dano radicinduzido ao DNA) e por 3 e 24 horas a 37°C
(para avaliag8o do reparo do DNA) e foram processadas
para o teste do cometa (teste de eletroforese de microgel)
conforme descrito por Singh e colaboradores[3].

As amostras sangiiineas (5 nm) foram embebidas
entre duas camadas de gel de agarose (300 M de agarose
“norma melting” 0,7% e 90 nm de agarose “low melting”
0,5% em tampdo PBS), montadas em laminas histoldgicas
foscas.

Ap6s a solidificagdo dos géis, as células foram
tratadas com uma solucéo de lise (2,5 M de NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM de Tris, 1% de sarcosinato de Na pH 10, 1%
de triton X-100, 10% DMSO) por 2 horas a 4°C, para
remocao de todas as proteinas.

A seguir, as células embebidas em gel de agarose
foram imersas em tamp&o alcalino de eletroforese (1 mM de
EDTA pH10, 300 mM de NaOH ) por 20 minutos, para
expressdo das quebras nas fitas simples e de sitios alcali-
|abeis do DNA e submetidas a uma corrida el etroforética (25
V; 300 mA) por 20 minutos.

Apos a eletroforese, as células foram neutralizadas
com 0,4 M de Tris, pH 7,5, coradas com 50 m de brometo de
etidio (20 mg/ml) e os “cometas’ resultantes foram
analisados e fotografados ao microscépio de fluorescéncia
(CARL ZEISS, objetiva de 20x), equipado com filtro de
excitagdo de 515-560 nm e um filtro de barreirade 590 nm.

A andlise foi feitano proprio negativo (filme T-MAX
400 da Kodak), projetando-se as imagens dos cometas por
meio de um projetor de slides.

Para cada doador foram analisados cerca de 50
cometas escol hidos ao acaso para cada dose de radiagdo. O
dano no DNA foi quantificado para cada célula
individual mente, medindo-se o comprimento total do cometa
(cabega + cauda) em mm.

I11. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes aos efeitos da radiagdo gdo ®Co
em leucocitos sangliineos de 3 doadores sadios e de 2
pacientes com cancer de mama processados 1, 3 e 24 horas
apls a irradiagdo, estdo representados graficamente na
figural.

As curvas dose-respostas (figura 1) mostram que ha
um aumento da migracdo do DNA em fungdo da dose de
radiagdo nos dois grupos estudados: sadios (figura 1a) e
pacientes com cancer de mama (figura 1b). Isto porque com
0 aumento da dose de radiagéo, ocorre um maior nimero de
lesbes a0 DNA e os filamentos danificados migram de
maneira pronunciada em sentido ao anodo numa corrida
eletroforética, dando origem as caudas do cometa. A
distancia e a quantidade de DNA que migra da “cabeca”
esta diretamente relacionada com a magnitude do dano
ocorrido.

Pode-se verificar que os dois grupos de individuos
(figura 1a e b) mostram um comportamento anédlogo quando
as células sdo processadas 1 hora ap0s as exposicoes. A
figura 1 mostra ainda uma consideravel redugdo do
comprimento total do cometa em amostras processadas 3 e
24 horas, quando comparadas com as amostras de 1 hora
apds as exposigoes.
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Figura 1. Curvas dose-respostas para migragdo de DNA em
leucocitos do sangue humano processados 1, 3 e 24 horas
apos as irradiacdes. (a) Doadores sadios (b) Pacientes com
cancer de mama. As barras representam o desvio padrao da
média dos doadores analisados.

Varios estudos utilizando linfécitos sangiiineos de
doadores sadios, indicam que cerca de 50% dos danos
causados pela irradiagdo sdo reparados dentro de 15
minutos e que a maioria do reparo é efetuado dentro de 2
horas[4, 5].

Em individuos sadios (figura 1a) ascurvasde 3 e 24
horas s&o praticamente iguais, sugerindo que muitas dessas
lesbes radioinduzidas s&o eficientemente reparadas dentro
de 3 horas, principal mente nas doses baixas, onde amédia
do comprimento total dos cometas é proxima dos valores
controle (amostras ndo-irradiadas).

Em pacientes com cancer de mama (figura 1b), o
mesmo ndo € observado; apesar de ocorrer redugdo do dano
ao DNA, muitas lesdes ainda permanecem apés 3 horas.

Comparando a cinética de reparo entre as células de
individuos sadios e de pacientes com cancer de mama,
pode-se observar que arestitui¢do daintegridade do DNA é
mais lenta nos individuos com cancer, 0 que pode ser
melhor visualizado na figura 2 (curvas geradas 3 horas apds
asirradiacOes).
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Figura 2. Comparagéo entre os dois grupos estudados, com
relacéo ao reparo de 3 horas apds airradiagdo com *Co. As
duas curvas foram gjustadas segundo o modelo de
regresséo linear.

Os resultados obtidos corroboram com os de
Parshad e colaboradores [6], que observaram que a
freqiéncia de quebras cromatidicas em linfocitos
sangiineos de doadores com cancer de mama e com histéria
familial de cancer de mama, foi 2 a 3 vezes maior apés a
irradiacdo, do que as células de doadores sadios com
nenhuma histéria familia de cancer de mama. Os autores
concluiram que o reparo deficiente do DNA, manifestado
pela frequéncia alta de dano ao DNA induzido por radiacgéo,
pode ser um fator de predisposi¢éo ao cancer de mama e em
certos canceres de mama esporadi cos.

IV. CONCLUSOES

A inducéo e o reparo de quebras nas fitas do DNA
em células sanglineas de 3 doadores sadios e de 2
pacientes com cancer de mama foram analisados e
comparados apés a exposi¢do in vitro com varias doses de
radiacso gama de *Co.

O dano radioinduzido no DNA foi mais pronunciado
1 hora ap6s a irradiagdo, e apresentou um aumento da
migracéo de DNA em fung&o da dose de radiag&o nos dois
grupos estudados.

No grupo de doadores sadios, 3 horas apds a
irradiacdo a quantidade de dano residual no DNA foi
préxima dos val ores controle (amostras ndo-irradiadas).

As pacientes com cancer de mama apresentaram uma
capacidade de reparo mais lenta em relacdo ao grupo de
doadores sadios.

O teste do cometa empregado mostrou ser uma
ferramenta extremamente valiosa que permite quantificar as



radiolesBes induzidas no DNA e o reparo em nivel de
célulasindividuais.
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ABSTRACT

The human population is exposed to the action of
several mutagenic agents, as tobacco, acohol, drugs and
ionizing radiation, that cause DNA damages. These
damages if do not repaired may lead to consequences of
great biological importance as mutations, neoplastic
transformation and cellular death. People have differencesin
the efficiency of DNA repair, i. e, an individua with repair

deficiency will accumulate much more mutations and cellular
damages. The deficiency in the repair ability may be a factor
of susceptibility to the development of many types of
cancer. The main objective of this work is to study the
damage and repair in blood cells of health donors and of
breast cancer patients, when submitted to ionizing radiation
of ®Co source and compare the repair capacity of them. For
this purpose the comet assay was applied 1, 3 and 24 hours
after the irradiation. The results showed that there are
differences in the capacity of repair of the two groups.
While the health donors repaired most of the radiation
induced damage in 3 hours, the breast cancer patients
needed more time that suggests a repair system less
efficient.



