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ANÁLISE DA RADIOSSENSIBILIDADE DE LINFOCITOS PERIFÉRICOS DE 
PACIENTES COM CÂNCER DE PELE E DE INDIVÍDUOS SADIOS POR MEIO 

DO MÉTODO DO MICRONÚCLEO 

Tânia Helena Ochi Lohmann 

Resumo 

Câncer, uma das doenças que mais causam a morte em países 

desenvolvidos , tem sido relacionado com mutações somáticas que podem ser 

detectadas citogenéticamente. Das técnicas citogenéticas, a do micronúcleo vem 

sendo amplamente utilizada em monitoramento populacional, dosimetria biológica 

e detecção precoce de grupos susceptíveis ao câncer. O objetivo do presente 

trabalho foi avaliar a suscetibilidade cromossômica de linfocitos do sangue de 

indivíduos portadores de carcinoma basocelular e de indivíduos sadios à ação da 

radiação ionizante, utilizada como um mutagênico-teste, por meio do método do 

micronúcleo. Para tanto, os linfocitos periféricos desses indivíduos foram 

irradiados in vitro em fonte de 60Co com diversas doses e 

processadascitogenéticamente. Os parâmetros como freqüência e distribuição de 

micronúcleo, cinética do ciclo celular, índice de nucleação e relação dose-

resposta foram analisados. Os resultados mostraram que os pacientes com 

carcinoma basocelular apresentaram freqüência espontânea de micronúcleo mais 

alta que a dos indivíduos sadios jovens, porém, mais baixa que a dos indivíduos 

sadios não jovens. Quanto a radioindução de micronúcleo, o grupo com 

carcinoma apresentou proporções de linfocitos danificados similares às dos 

grupos sadios, porém, a extensão das lesões induzidas foi diferente: os linfocitos 

de pacientes com carcinoma foram mais danificados nas doses mais altas, em 

relação aos indivíduos sadios. Diferença foi também observada no índice de 

nucleação que foi mais baixo nesse grupo em todas as doses analisadas, 

indicando um ciclo celular mais lento em comparação ao dos grupos sadios. 

Nossos dados mostram que os pacientes com carcinoma basocelular são mais 

radiossensíveis em doses acima de 400 cGy quando comparados aos grupos 

sadios. 
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RADIOSEMSmVITY OF BLOOD L YMPHOCYTES FROM SKIN CANCER 

PETIENTS AND HEALTHY VOLUNTEERS AS DETERMINED BY 

MICRONUCLEUS ASSA Y 
Tânia Helena Ochi Lohmann 

Abstract 
Cancer, a major death cause in developed countries, has been related to 

somatic mutyations that could be detect by cytogenetic analysis. Among the tools 

used in these tests, the micronucieus assay has been largely applied at population 

surveillance, biological dosimetry and early detectionof groups with higher risks to 

developing cancers. In this study, we analysed the chromossomic susceptibility of 

blood lymphocytes from basocellular skin cancer patients and healthy 

volunteersThe cytogenetic analysis was performed by a micronucieus assay, 

using progressive doses of ionizing radiation from a ^Co sourse as mutagen. 

Briefly, the blood lymphocyteswere irradiated in vitro, as processed by the 

cytokinesis-blocked method. The micronucleus'frequency and distribution, cell 

cycle kinetics, nucleation index and dose-response relationship were determined 

in each patient. The results showedthat the basocellular skin cancer patients, 

lymphocytes presented higher spontaneous micronucieus frequency as compared 

with those from healthy youngvolunteers but lower than healthy volunteers from 

similar age group. The radiation-induced micronucieus analysis showed that the 

basocellular skin cancer patients' lymphocytes presented similar proportion of 

damage lymphocytes as compared with those from healthy volunteers. 

Nevertheless, the magnitude of this damage was higher in this group over 400 

cGy, which was not occurred in healthy volunteers. Cell cycle kinetics, as 

determined by the nucleation index, was lower in basocellular skin cancer patients 

as compared with healthy volunteers, indicating a more slow cell cycle. Our dadt 

showed that the lymphocytes from carcinoma basocellular patients were more 

radiosensitive as compared with those from healthy volunteers. 



ANÁLISE DA RADIOSSENSIBILIDADE DE LINFOCITOS PERIFÉRICOS DE 

PACIENTES COM CÂNCER DE PELE E DE INDIVÍDUOS SADIOS POR MEIO 

DO MÉTODO DO MICRONÚCLEO 

1. INTRODUÇÃO 

Na sociedade contemporânea, numerosos agentes químicos e 

físicos identificados como mutagênicos estão sendo utilizados rotineiramente. Um 

estudo da Organização Mundial de Saúde a respeito dos efeitos das substâncias 

químicas na saúde humana estima que, dos quatro milhões de substâncias 

naturais ou sintéticas já isoladas, 60 mil estão em uso cotidiano. Entre estas, 5 

mil são usadas como aditivos alimentares e 1,5 mil, na preparação de pesticidas, 

sem incluir os aromatizantes e os medicamentos. É importante salientar que a 

maioria dos produtos químicos atualmente em uso não foram devidamente 

testados quanto à sua toxicidade crônica e aos seus efeitos carcinogenicos 

(Mendonça et al, 1992). São várias as evidências que apontam o papel dos 

fatores ambientais como a principal causa de muitos canceres humanos (Evans, 

1987). 

Segundo a teoria da mutação somática, os agentes carcinogenicos 

podem ser classificados didaticamente como iniciadores e promotores tumorais: 

os iniciadores são aqueles que afetam diretamente o DNA celular, enquanto que 

os promotores podem não ser necessariamente mutagênicos, mas por um 

mecanismo epigenético são capazes de desencadear o processo maligno. Um 

mesmo carcinógeno pode também agir, ao mesmo tempo, como iniciador e 

promotor tumoral (Coggie, 1985). 

As alterações causadas em certos genes específicos do tumor, 

proto-oncogenes e genes supressores, podem desencadear uma série de 

eventos que levam ao desenvolvimento neoplásico. Esses genes tumorais estão 

presentes normalmente nos genomas de organismos superiores que, uma vez 



ativados ou inativados inadequadamente, causam descontrole da proliferação e 

diferenciação celular. 

Apesar das células terem desenvolvido mudanças iniciadoras, elas 

podem não expressar suas características malignas até serem estimuladas por 

agentes promotores que podem agir independentemente dos agentes iniciadores. 

O desenvolvimento neoplásico, portanto, não deve ser o resultado 

de um único evento e sim da ocorrência de várias alterações genéticas e 

epigenéticas em uma dada célula somática, com efeitos cumulativos. Portanto, o 

aumento na taxa de mutações pode implicar no aumento da probabilidade da 

célula adquirir mudanças suficientes para a transformação neoplásica, 

aumentando, então, o risco de desenvolver o tumor (Sugimura, 1992). 

Há evidência, também, de que nem todos os indivíduos apresentem 

uma resposta similar à ação de um mesmo mutagênico, estabelecendo uma 

variabilidade de resposta. Esta variabilidade decorre, em parte, do grau de 

eficiência do mecanismo de reparo. Setiow (1978) e Hsu et al (1989) sugeriram 

que existe na população humana um amplo espectro de capacidade de reparo do 

DNA e que a eficiência desse mecanismo pode ser determinada geneticamente. 

Partindo da hipótese de que o reparo do DNA está envolvido no mecanismo de 

transformação neoplásica, muitas mutações são reparadas prontamente em 

pessoas sadias. No entanto, aquelas que apresentam deficiência ou defeito em 

alguma etapa do reparo podem acumular mais alterações genéticas e, portanto, 

possuem um maior risco de desenvolver o câncer. Os indivíduos podem ainda 

apresentar uma sensibilidade diferencial a vários tipos de mutagênicos, 

associada a mecanismos específicos de reparo de DNA. Sendo assim, a 

deficiência em um tipo de mecanismo de reparo pode ser expressa mais 

intensamente com um mutagênico do que com outro (Hsu etal, 1985). 



É importante, portanto, identificar certos fatores de risco dentro de 

estudos epidemiológicos. O termo risco é utilizado para definir a probabilidade de 

que indivíduos não portadores de uma certa doença, mas expostos a 

determinados fatores, podem adquirir essa moléstia. Contrariamente, há fatores 

que conferem ao organismo a capacidade de se proteger contra o acometimento 

de determinada doença e são chamados fatores de proteção. A interação entre 

os fatores de risco e os de proteção a que as pessoas estão submetidas pode 

alterar a probabilidade delas adoecerem. 

O mesmo fator pode ser de risco para várias doenças, por exemplo, 

o tabagismo, que é fator de risco para diversos cánceres (Sterling et al, 1994) e 

para doenças cardiovasculares e respiratórias. Outrossim, vários fatores de risco 

podem estar envolvidos na gênese de uma mesma doença, constituindo-se de 

agentes causais múltiplos (Mendonça et al, 1992). A multicasualidade é a 

ocorrência que prepondera na carcinogênese e pode ser exemplificada pela 

associação verificada entre o câncer de esófago e o álcool, tabaco e residência 

rural (Victora, 1987) e entre o câncer da cavidade bucal e o álcool, tabaco, 

chimarrão, churrasco e o cozimento de alimentos em fogão à lenha (Franco, 

1989). 

Os fatores de risco envolvidos na carcinogênese podem ser de 

origem exógena ou endógena e muitas vezes ocorre a interação entre eles. As 

evidências epidemiológicas indicam que cerca de 80% a 90% dos casos de 

cánceres humanos são direta ou indiretamente dependentes de fatores exógenos 

(Mendonça etal, 1992). 
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1.1. Fatores ambientais e sócio-culturais relacionados com a 
indução de câncer 

Há muito tempo é recontiecido que as dietas alimentares 

influenciam na incidência de câncer. Certos alimentos possuem carcinógenos 

como as micotoxinas, os alcalóides de plantas, os nitritos e nitrosaminas. Fumo, 

hormônios, viroses, drogas, exposições aos raios X, (aplicações médicas ou 

odontológica^ e aos raios ultravioleta ou traumatismo são alguns dos agentes que 

podem contribuir para o surgimento do câncer, uns em proporção maior que 

outros. 

Existem certos fatores que estão intimamente relacionados à cultura 

e estilo de vida; sendo assim, a incidência de cánceres causados por esses 

fatores é mais alta em certas populações, por exemplo a mudança no estilo de 

vida pode previnir certos cánceres (Sugimura, 1992). Portanto, os aspectos 

concernentes ao estilo de vida das populações devem receber atenção quanto a 

gênese dos tumores, pois a persistência, a acentuação ou a adição de novos 

hábitos podem induzir ou propiciar o desenvolvimento de neoplasias malignas 

(Henderson etal, 1991; Mendonça etal, 1992). 

1.1.1. Tabaco 

O hábito de fumar cigarros, charutos, cachimbos e cigarros de 

palha apresenta relação causal com cánceres de pulmão (Baskaran et al, 

1994), laringe (Zhang et al, 1994), cavidade bucal, lábio, faringe, esófago, 

pâncreas e bexiga. O tabaco é considerado pela Organização Mundial da 

Saúde, a maior causa isolada e evitável de doenças e mortes no mundo. No 

Brasil, os cánceres de trato respiratório, de esófago e de pâncreas que mais 

matam a população brasileira, são indubitavelmente relacionadas com o 

tabagismo. O câncer de pulmão é relatado em mais de 90% dos casos em 

tabagistas crônicos (Gadelha, 1990). 



1.1.2. Álcool 

A relação entre álcool e câncer tem sido avaliada, no Brasil, 

por meio de estudos caso-controle, que estabeleceram a associação 

epidemiológica entre o consumo de álcool e cánceres da cavidade bucal e 

de esófago (Victora, 1987). O uso combinado de álcool e tabaco aumenta 

ainda mais o risco de incidência desses tipos de cánceres, assim como em 

outras localizações anatômicas, faringe e laringe supraglotica. Além de ser 

agente causai da cirrose hepática, o álcool pode estar relacionado com o 

câncer do fígado, em interação com outros fatores de risco, como por 

exemplo, o vírus da hepatite B (Natarajan, 1984; Victora, 1987). 

1.1.3. Medicamentos 

Apesar da contribuição no controle de muitas doenças, a 

incorporação das drogas à prática clínica produz, também, efeitos 

indesejáveis, entre os quais, a carcinogênese. Há evidências de que 

medicamentos como o clorambucil e a ciclofosfamida são indutores de 

leucemia e câncer de bexiga. Agentes imunossupressores como a 

azatioprina e prednizona já foram relacionados à linfomas malignos e ao 

câncer de pele. A fenacetina tem sido responsabilizada por causar tumores 

de pelve renal. É discutível a relação epidemiológica entre o uso de pílulas 

anticoncepcionais e de estrogênios na menopausa, e o desenvolvimento de 

tumores malignos de mama e do endométrio (Henderson etal, 1991). 

1.1.4. Agentes Infecciosos e Parasitários 

Alguns agentes biológicos tem sido apontados na etiología de 

certos cánceres (do Valle, 1986) como o vírus Epstein-Barr na indução de 

linfoma maligno e carcinoma nasofaríngeo; e a infecção por Schistosoma 



6 

hematobium que induz uma inflamação crônica na bexiga urinaria que está 

associada a um aumento do carcinoma na bexiga (Rosin et al, 1994). As 

propriedades oncogênicas de vários vírus tem sido estudadas e 

relacionadas aos cofatores (de Vita, 1989) que potencializam a formação do 

cáncer. É o caso do tabagismo e do vírus da herpes simples que são 

cofatores do papiloma vírus relacionados ao câncer do colo uterino; as 

anomalias genéticas e a luz solar que são cofatores do papiloma vírus 

relacionados ao câncer de pele (Safai & Koziner, 1985; Hausen, 1991). 

1.1.5. Dieta 

Muitos componentes da dieta têm sido relacionados com o 

processo de desenvolvimento do câncer (Winn, 1995). Evidências 

epidemiológicas mostram que existe uma relação inversa entre o consumo 

de frutas frescas e vegetais e a incidência de câncer no estômago. Foi 

evidenciado, também, que a vitamina A tem ação protetora que minimiza o 

desenvolvimento de cánceres da cavidade bucal, da faringe, da laringe e do 

pulmão (Rosin, 1993). Dietas ricas em fibras estão associadas à menor 

incidência do câncer do cólon. Por outro lado, os nitritos foram identificados 

como agentes carcinogenicos (Sugimura, 1992) e seu uso, no Japão, foi 

interrompido. Porém, as nitrosaminas podem ser formadas de óxidos nítricos 

endógenos e, portanto, torna-se difícil eliminar a exposição a estes 

compostos (Mendonça etal, 1992). 

1.1.6. Fatores Ocupacionais 

Algumas substâncias como os hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos, o níquel, o asbesto e o ácido vinil-clorídrico estão relacionadas 

aos diversos cánceres ocupacionais. A industrialização tem acarretado a 



produção de substâncias altamente tóxicas ao homem (Krischnan & 

Brodeur, 1994). Até o ano de 1975, cerca de 3000 substâncias novas foram 

introduzidas nas indústrias, sem que os trabalhadores a elas expostos 

tivessem consciência dos seus efeitos tóxicos (Stellman & Daumn, 1975). 

Rumell (1988) demonstrou que o tipo de atividade exercida tem influência 

no risco de óbito por câncer. Na Europa, a relação entre a exposição a 

agentes ocupacionais e as neoplasias de origem hematopoiética tem sido 

estabelecida e relacionada com as profissões que se ocupam da agricultura, 

do processamento de alimentos e da indústria química. Uma outra evidência 

é o fato de que os trabalhadores que destilam benzidina e que são expostos 

de forma intensa e contínua a este composto, desenvolvem câncer de 

bexiga em 100% dos casos (Mendonça et al, 1992). As normas que 

controlam a exposição dos trabalhadores a produtos tóxicos são severas e 

estabelecem limites de tolerância para uma jornada de oito horas de 

trabalho. Este limite, conhecido como valor limite de tolerancia, até 1981, no 

Brasil, só estava determinado para 200 substâncias tóxicas. 

1.1.7. Pesticidas 

A ação carcinogênica dos pesticidas deve ser salientada, visto 

ser sua disseminação e utilização bastante amplas. Há várias formas de 

exposição aos pesticidas. Uma delas dá-se através da persistência de 

resíduos nos alimentos pelo uso contínuo ou constante na agricultura e na 

pecuária. A produção industrial desses compostos também contribui para a 

contaminação do ambiente, na medida em que polui as águas, o ar e o solo. 

Finalmente, o homem se expõe aos pesticidas, também no ambiente 

familiar. O uso indiscriminado de inseticidas domésticos representa a maior 



fonte de contaminação com ação direta para indução de tumores do fígado 

e de pele (Mendonça etal, 1992). 

1.1.8. Radiações ionizantes 

O potencial carcinogênico da radiação ionizante é conhecido 

desde o início do século, embora, o mecanismo de ação no 

desenvolvimento da neoplasia não está bem elucidado. 

A radiação à qual a população humana está exposta é 

proveniente de diversas fontes. Algumas delas são naturais do ambiente; 

outras são resultantes da atividade humana. Como fontes de radiação 

natural figuram a radiação cósmica, a radiação externa de radionuclídeos na 

crosta terrestre e a radiação interna de radionuclídeo inalado ou ingerido e 

retido no corpo. A magnitude destas exposições depende da localização 

geográfica e de algumas atividades humanas. 

Em relação a fontes artificiais de radiação, estão incluidos, os 

equipamentos de raios X, fonte de ^°Co, aceleradores de partículas e 

reatores nucleares utilizados na medicina, pesquisa, operações industriais e 

na geração de energia elétrica, entre outras. 

Informações sobre a indução de câncer por radiação vêm de 

estudos epidemiológicos de populações expostas como sobreviventes da 

bomba atômica (Hakoda et al, 1988), de populações que vivem em locais 

onde existe radiação natural mais elevada ou nas proximidades das 

instalações nucleares (Pietrzak-Flis et al, 1988) e de pessoas acidentadas 

com fontes artificiais (Ramalho et al, 1991) ou com materiais radioativos 

(Hendee, 1986). Estes estudos permitiram relacionar as leucemias e os 

tumores de tireóide, de mama e de ossos como sendo cánceres causados 

pelas radiações ionizantes. 



A radiação ionizante é considerada um agente carcinogênico 

completo por ser tanto um iniciador como um promotor da carcinogênese 

(Coggle, 1985; Kondo, 1988). É possível, então, que a radiação atue em 

vários dos múltiplos estádios da carcinogênese. A ação da radiação é 

somente um dos muitos processos que influenciam o desenvolvimento do 

câncer, o tipo e o período de latência de um câncer induzido pela radiação 

são semelhantes aos de um câncer espontâneo. 

As mutações causadas pela radiação ionizante circundam uma 

completa variedade de mudanças extendendo-se desde alterações bem 

sutis na base do DNA (mutação gênica), quebras das fitas simples ou 

duplas do DNA pennitindo perda ou troca de segmentos cromossômicos 

(aberração cromossômica estrutural); mudanças refletidas no ganho ou na 

perda de cromossomos inteiros do genoma (aberração numérica). 

A radiação ionizante pode danificar biomoléculas importantes 

como o DNA, por dois mecanismos básicos: a) por ação direta, quando 

oconre a interação da energia da radiação com o DNA ou b) por ação 

indireta, quando a transferência de energia da radiação à molécula-alvo é 

feita através de moléculas intemiediárias que circundam a célula, como os 

produtos da radiólise da água (radical *0H, eaq, H2O2, radical 'O2 etc). 

Esses mecanismos são de natureza probabilística, relacionando 

diretamente o aumento da ocorrência em função da dose de radiação e o 

volume do alvo. Há, entretanto, outras causas de dano ao DNA pela 

radiação, como o erro na replicação quando as células se dividem. 

A influência de algumas características físicas da radiação são 

conhecidas. De modo geral, à medida que aumenta a dose de radiação, 

aumenta também o dano biológico. Um outro fator é a taxa de dose, que é 

definida como a quantidade de radiação liberada ao sistema por unidade de 
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tempo. Uma mesma dose pode causar mais dano se for aplicada em um 

menor tempo, ou seja, com uma taxa de dose alta. Isto ocorre porque, sendo 

o tempo curto, o sistema de reparo não pode impedir o acúmulo de danos 

subletais. Assim sendo, com taxa de dose baixa, quanto maior o tempo de 

exposição, menor será o dano biológico. O fracionamento de dose também 

leva em consideração o tempo e o sistema de reparo: ele provoca menos 

danos biológicos do que com a exposição única de radiação, pois o 

intervalo entre as doses permite que as células reparem um certo número 

de danos produzidos pela primeira dose antes da segunda ser dada, 

levando, portanto, mais tempo para atingir a quantidade letal de danos. 

Todos os tipos de radiação ionizante interagem com a matéria 

viva de modo similar, mas diferentes tipos de radiação diferem na eficácia 

em produzir danos ao sistema biológico. 

A "eficácia biológica relativa" (RBE) dos diferentes tipos de 

radiação é sempre expressa em relação a dose de um tipo padrão de 

radiação (raios X de 250 kVp).0 fator mais importante que influencia a RBE 

de um tipo de radiação é a quantidade de ionizações e a distribuição destas 

ionizações na matéria por unidade de comprimento do trajeto (transferência 

linear de energia-LET) e é expressa em keV/|im, ou seja, a energia média 

liberada em keV por îm de tecido atravessado. É afetada pela velocidade e 

carga da radiação ionizante. A eficácia biológica relativa (RBE) de uma 

radiação aumenta quando aumenta a transferência linear de energia (LET). 

De modo geral, as radiações de alta transferência linear de energia (LET), 

como as particuladas alfa, beta e neutrons são mais eficazes na produção 

de danos biológicos que as radiações de baixa LET, como raios X e gama 

de natureza eletromagnética. 
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Dados obtidos de ensaios experimentais com animais mostram 

que a radiação ionizante liberada com alta taxa de dose é, geralmente, mais 

eficaz na indução de tumor que a liberada com baixa taxa de dose. O 

mesmo equivale também para a radiação de alta LET em relação a de baixa 

LET (Coggle, 1985). 

Outra característica da radiação ionizante é o fato de que ela 

pode causar o dano em células prol iterativas independente da fase do ciclo 

celular (S-independente), em contraste com a ação de agentes químicos 

que necessitam que a célula passe por uma fase de síntese de DNA para 

que os danos sejam expressos (S-dependentes) (Natarajan, 1984). 

1.2. Fatores hereditários, familiares e étnicos relacionados 
com indução de câncer 

Além dos fatores de risco ambiental e os sócio-culturais, existem os de 

natureza constitucional que podem propiciar o aparecimento de tumor. São raros 

os casos de cánceres que se devem exclusivamente a fatores constitucionais. 

Como exemplos tem-se os casos de indivíduos portadores de retinoblastoma 

(Sasaki, 1989), os de indivíduos com as síndromes de Li-Fraumeni (Srivastava et 

al, 1990) e os de "fragilidade cromossômica" (Taylor, 1983) que são disfunções 

genéticas transmitidas por herança autossômica recessiva. Outros tipos de 

cánceres mais comuns, como o de mama, colorretal (Peltomaki et al, 1993) entre 

outros, parecem ter um forte componente familiar, embora não se possa afastar a 

hipótese de exposição dos membros da família a uma causa comum. 

Determinados grupos étnicos parecem estar "protegidos" de certos tipos 

de câncer: a leucemia linfocítica é rara em indivíduos orientais, assim como o 
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sarcoma de Ewing é muito raro em individuos negros. Por outro lado, o 

melanoma maligno é mais freqüente em individuos caucasianos. 

1.3. Considerações Gerais sobre Câncer de Pele 

A luz ultravioleta (UV) da radiação solar é considerada como o principal 

carcinógeno para o desenvolvimento de cáncer de pele (Kamb, 1994), embora o 

mecanismo biológico não esteja totalmente elucidado (Lopes etal, 1992). 

Recentemente, Ziegler et al (1994) relataram possíveis eventos 

genéticos, celulares e teciduais envolvidos no desenvolvimento de cáncer de 

pele. A luz UV induz dimeros de pirimidina e fotoprodutos no DNA de células 

epidérmicas expostas que são reparados normalmente em individuos sadios. 

O principal alvo molecular da radiação UV é o gene supressor tumoral 

p53 localizado na região cromossômica 17 p 13,1 que, além de estar intimamente 

associado com cánceres de pele, está também, envolvido com outros tipos de 

cánceres humanos como os de pulmão, mama, cólon, esófago, fígado, rim, 

ovario, cérebro, linfomas e leucemias (Hollstein etal, 1991). 

A radiação UV causa mutações no gene p53, particularmente do tipo 

substituição de base simples ou dupla, predominantemente as de citosina para 

timina (C->T) que altera a identidade de um aminoácido. Estudos moleculares 

mostram que estas são específicas da luz UV (Dumaz et al, 1993; Ziegler etal, 

1994). 

As mutações causadas pela luz UV parecem não depender da carga 

genética do individuo já que os pacientes com xeroderma pigmentosum, uma 

doença genética transmitida por genes recessivos autossomicos, que são 

deficientes no reparo por excisão, apresentam a mesma incidência predominante 

de troca da base C pela T (Brash etal, 1991). 
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Uma das funções do p53 é a de manter o controle do ciclo celular na 

preservação da integridade do material genético ("guardião do genoma"). Outra 

atribuição igualmente importante do p53 é o seu envolvimento no processo 

denominado de apoptose, que consiste na auto destruição ou na morte 

programada de células danificadas, para impedijr a propagação de células 

mutadas e a subseqüente instalação de um processo maligno ("guardião de 

tecido") (Kamb, 1994). A apoptose, portanto, faz parte dos mecanismos de 

proteção do organismo contra os efeitos nocivos do insulto genotóxico (Lane, 

1993). 

Uma das conseqüências da apoptose é o descamamento da pele, 

composta de células epidérmicas afetadas e mortas e, dessa maneira, o risco do 

câncer de pele é minimizado. O bronzeamento da pele também está envolvido no 

processo de proteção contra o risco carcinogênico. Neste caso, uma enzima de 

reparo do DNA parece estar envolvida. Aventa-se a hipótese de que após a 

exposição a luz solar, o acúmulo de danos nas células da pele pode propiciar a 

ativação dessa enzima para o reparo do DNA juntamente com o aumento de 

melanina na célula (Eller et al, 1994). À medida que aumenta a lesão no DNA, 

ocorreria um aumento na produção enzimática e, portanto, um aumento na 

produção de melanina. O bronzeamento, seria assim, um indicador do grau de 

eficiência do mecanismo anti-câncer da célula do indivíduo. 

As mutações no gene p53 podem resultar, portanto, em conseqüências 

biológicas de grande significado, como a desregulação da proliferação celular e a 

apoptose comprometida. As células com a capacidade apoptótica reduzida 

apresentam uma vantagem competitiva na expansão clonal em relação às células 

não mutadas circunvizinhas. Uma nova exposição ao sol , pode causar a 

eliminação gradativa de células apoptóticas, favorecendo as células que contêm 

a mutação no p53, as quais podem escapar da apoptose e sobreviver, passando 

a acumular e a invadir o tecido sadio. 
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Nesse sentido, a radiação UV pode agir como uma pressão seletiva para 

as células mutadas mais resistentes, promovendo a sobrevivência dessas sobre 

as células normais. Assim sendo, a radiação UV pode funcionar também como 

promotor tumoral da carcinogênese (Ziegler etal, 1994). 

DNA 
NORMAL 

UV dimeros 
pirimidinas 

mutação p53 

C T 

indução 
' p53 

•apoptose 

X 
^ mutação — regressão 

p53 

' ^ CÂNCER 
Pré câncer 

Figura 1 : Esquema mostrando as várias etapas onde a radiação UV do sol pode agir e 
causar o cáncer pelos seus efeitos,tais como formação de dimeros e mutação no gene 
oncossupressor p53, que em condições normais causa a apoptose, mecanismo de 
proteção do tecido. 

O câncer mais comumente produzido pela radiação solar é o carcinoma 

basocelular, seguido pelo espinocelular. A freqüência relativa de cáncer de pele 

não melanocítico comparada a todos os demais cánceres varia de 0,8% no Japão 

a 50% nos Estados Unidos e Austrália. No Brasil, as taxas de incidencia de 

tumores de pele não melanociticos revelam-se expressivas em Recife, São 

Paulo, Fortaleza e Porto Alegre, situando-se em um padrão inferior ao observado 

nos países de mais alta incidência, mas muito maior que o observado em países 

de população de raça amarela (Tabela 1). Os últimos dados publicados pelo 

Registro de Câncer de Base Populacional em Belém, Fortaleza, Porto Alegre e 

Goiânia fornecem uma idéia de que o câncer de pele não melanocítico foi a 

neoplasia maligna mais freqüente no sexo masculino em Belém e Goiânia, em 

Fortaleza ela foi a segunda, e em Porto Alegre, a terceira. No sexo feminino, ela 
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foi a terceira, precedida pelo câncer do colo do útero e de mama (Tabelas 2 e 3) 

(Lopes etal, 1992). 

Tybeia V. Taxas de incidência de tumores de pele não melanociticos em quatro capitais 
brasileiras e em outras regiões do mundo. 

REGIÕES Taxa de Incidência por 100.000 habitantes* 
HOMENS MULHERES 

Tansmânia, Austrália** 167,2 89,3 
Colônia Britânica, Canadá** 109,1 75,5 
Prince Eduard Island, Canadá** 99,3 65,8 
Alberta, Canadá** 80,1 58,7 
Vaud, Suiça; população urbana 79,8 49,5 
Recife (1980) 66,8 46,8 
São Paulo (1978) 62,4 55,9 
Fortaleza (1978-82) 50,23 34,5 
Porto Alegre (1979-82) 42,1 26,6 
Poona, India*** 1,8 1,3 
Miyagi, Japão*** 1.6 1,3 
Osaka, Japão*** 1,6 1,0 
Nagpur, India*** 1,3 1,6 
Madras, India*** 0,9 0,9 

* Taxas padronizadas segundo a população mundial 
**Regiões de mais altas taxas 
***Regiões de taxas mais baixas. 
Fonte: Lopes a/(1992). 

Tabela 2 Taxas de incidência das neoplasias malignas mais freqüentes, em tiomens, em quatro 
capitais brasileiras, por localização anatômica. 

Localização anatômica Belém 1987 Fortaleza 1983 Porto Alegre 1987 Goiânia 1988 

Pele 53,5 48,4 33,4 82,5 
Estômago 42,5 50,6 29,0 25,3 
Pulmão 27,7 23,8 75,9 25,0 
Próstata 21,3 32,5 35,4 23,1 
Todas .245,3 309,0. .,„.„...,.„..??6,7 250,8 

Fonte: Ministério da Saúde/lNCa, 1991. 

C V ' L rr FNERGIA N U C L P f l R / S P IPEIk 
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Tabela 3: Taxas de incidência das neoplasias malignas mais freqüentes, em mulheres, em quatro 
capitais brasileiras, por localização anatômica. 

Localização anatômica 
Belém 1987 Fortaleza 1983 Porto Alegre 1987 Goiânia 1988 

Coio do Otero 86,2 66,6 34,6 62,3 
Mama 40,5 61,6 76,2 38,8 
Pele 26,4 29,3 18,2 111,4 
Todas 247,0 301,5 259,7 325,0 

Fonte: Ministério da Saúde/INCa, 1991. 

O câncer de pele é mais comum em indivíduos de pele clara que se 

expõem ao sol em decorrência de atividades profissionais ou de lazer em regiões 

tropicais e temperadas, haja vista que as taxas de incidência desses tipos de 

cánceres detectadas nas populações de raças negra e amarela são menores. 

Além dos cánceres de pele não melanociticos, existe o melanoma, 

que é um tumor de pele da mais alta malignidade. É o mais raro, porém, é o 

responsável por 75% das mortes causadas por câncer de pele. A relação entre 

radiação solar e o melanoma não é clara (Lopes etal, 1992). 

Carcinomas basocelular e espinocelular têm origem epitelial. O 

basocelular não chega a formar células espinhosas ou planas e apresentam-se 

constituídas só por elementos da camada basal do epitelio. Assim, o tecido 

epitelial que se forma nesse carcinoma é constituído exclusivamente por células 

do estrato basal ou germinativo do epitelio. Por isso são tidos como os mais 

indiferenciados de todos os tumores oriundos dos epitelios de revestimento do 

tipo malpighiano. Este câncer raramente metastatiza (Wagner et al, 1988). As 

células deste câncer podem se espalhar, mas é um evento raro, porém possuem 

tendência a destruir tecidos moles circunvizinhos. Raramente envolvem tecido 

ósseo, cartilaginoso e causam a morte. Ele pode ocorrer em qualquer parte do 

corpo, porém é mais comum em locais mais expostos ao sol, tais como o rosto, 
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mãos, pescoço e braços. Os tumores basocelulares evoluem lentamente e 

possuem um comportamento relativamente benigno, levando a um baixo índice 

de letalidade. Apresentam-se com várias formas, porém a mais freqüente é uma 

saliência lisa semelhante a uma pérola. O tratamento usado é, geralmente uma 

simples excisão cirúrgica. Porém outros tipos de tratamentos podem ser 

utilizados, como a radioterapia ou a criocirurgia. Cada um destes métodos poderá 

ser útil em condições clínicas específicas (Presten & Stern, 1992). 

Segundo Friedmann ef a/(1985), pessoas que possuem cánceres 

não melanociticos apresentam uma maior probabilidade de desenvolver outro 

câncer de pele. 

1.4. Técnicas Citogenéticas para Detecção de Danos no DNA 

Uma vez que lesões não reparadas do DNA estão intimamente 

associadas com o risco carcinogênico, o desenvolvimento e o aperfeiçoamento 

de métodos que permitam uma detecção precoce de mutações são de grande 

valia. 

Para tanto, vários métodos (químicos, bioquímicos, imunoquímicos) foram 

propostos (Lohman et al, 1984), mas somente um número limitado de métodos é 

utilizado e a maioria deles permanece em fase de aperfeiçoamento. 

Dentre os vários métodos propostos, o método citogenético vem sendo 

amplamente utilizado com relativo sucesso em diversos sistemas biológicos, por 

exemplo, na detecção de diversos agentes genotóxicos como os compostos 

fenólicos (Stich, 1991), a N-nitrosamina (Ashby et a/, 1991), o sulfur-35 

(Monakhov, 1991) e a ação da radiação ionizante (Shimid et al, 1980; Natarajan 

etal, 1986; de Jong etal, 1988; Littiefield etal, 1989; Eisele etal, 1991; Doloy et 

al, 1991). 
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Os testes citogenéticos utilizam células obtidas de animais ou de 

indivíduos expostos profissional, terapêutica ou acidentalmente aos agentes 

mutagênicos e carcinogenicos, aplicando o método de cultivo celular. Com esse 

método são detectados agentes clastogênicos que produzem quebras 

cromossômicas (métodos de aberração cromossômica- AC e micronúcleo-MN), 

agentes aneugênicos que interferem no fuso mitótico, provocando alterações na 

distribuição dos cromossomos durante a divisão celular e causando aberrações 

numéricas (método do micronúcleo-MN) e agentes alquilantes que interagem 

diretamente com o DNA formando adutos covalentes (método de troca entre 

cromátides-irmãs-TCI). 

A análise de aberrações cromossômicas (AC) é, sem dúvida, o método 

mais desenvolvido para o biomonitoramento de indivíduos expostos à radiação 

ionizante. Esse desenvolvimento foi possível porque nenhum metabolismo está 

envolvido e os resultados de estudos in vitro podem ser diretamente comparados 

com os observados in vivo. A situação é diferente para os produtos químicos que, 

muitas vezes, sofrem uma conversão metabólica in vivo. 

A análise da freqüência de aberrações cromossômicas em linfocitos do 

sangue periférico humano tem sido usada nestas últimas décadas como um 

indicador biológico sensível de dano genético induzido pela radiação ionizante 

(lAEA, 1986; LIoyd & Edwards, 1990; Sinuès etal, 1991; Sevan'kaev, 1991). Para 

este propósito, o método tem sido específico e sensível, capaz de ser usado 

como "dosímetro biológico", nos casos de exposição à radiação. Na 

biomonitoração de compostos químicos, as aberrações cromossômicas não são 

específicas para o agente e sim para o efeito clastogênico total de uma mistura 

de produtos químicos que, por sua vez, pode estar relacionado com o risco 

carcinogênico. 

A principal desvantagem deste método, para fins de biomonitoramento, 

decorre do fato de ser laborioso e subjetivo, o que pode limitar a sua aplicação 

em pesquisa populacional em larga escala. 
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o método de trocas entre cromátides-irmãs (TCI) tem sido usado com 

relativo sucesso como indicador sensível de exposição á radiação ultravioleta e 

aos agentes alquilantes, mas não à radiação ionizante e às substâncias 

radiomiméticas (Wolff, 1991). 

Outra desvantagem desta técnica reside no fato do mecanismo molecular 

responsável pela TCI ser pouco conhecido e a relação com a clastogenicidade ou 

a genotoxicidade não estar bem estabelecida (Carrano & Natarajan, 1988; 

Ikushima, 1989). 

1.5. Considerações Gerais sobre Micronúcleo (MN) 

O teste de MN foi utilizado pela primeira vez em células da ponta da 

raiz de Vicia faba por Evans et al (1959), em seu estudo com neutrons rápidos e 

raios gama de ^Co. Fliedner et al (1964) chamaram de cariômeros os MN 

observados pela primeira vez em eritroblastos de ser humano exposto 

acidentalmente à mistura de neutrons e raios gama. Em 1965, Russell denominou 

os MN de subnúcleo, ao observá-los em preparações histológicas de embrião de 

camundongo irradiado no estadio de pré-implantação. Apesar de se ter sido 

observada uma correlação positiva entre dose e efeito, os primeiros resultados 

mostrando uma relação quantitativa entre a dose absorvida de radiação e a 

freqüência de MN foram relatados por Countryman e Heddie (1976) em linfocitos 

periféricos humanos. 

1.5.1. Origem 

Os MN originam-se principalmente de fragmentos cromossômicos 

acêntricos (Streffer, 1993) e de cromossomos inteiros que não foram incluídos 

nos núcleos-filhos durante a divisão celular (Kramer et al, 1990) (fig. 2). Podem 

também originarem-se de fragmentos cromossômicos e cromatídicos céntricos ou 

de quebras de cromossomos multicêntricos durante a mitose. Foi demonstrado 
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demonstrado imunoquimicamente que alguns MN contém o anticorpo 

anticinetócoro reativo (CREST), o que indica a presença de centromeres, e 

portanto, cromossomos inteiros ou fragmentos céntricos. Sendo a presença do 

centrômero indispensável para o deslocamento regular dos cromossomos para os 

polos em células normais, lesões no centrômero podem também propiciar a 

formação de MN (Molls etal, 1986; Fuhrmann etal, 1992). 

/ X 

\ / 

/ \ 

V ou 

\ / 

Figura 2: Formação de M N a partir de fragmentos acêntricos provenientes de quebras e 
reanranjos cromossômicos. 

Em análise por meio da microscopía eletrônica foi observado que o MN 

possui duas unidades de membrana com poros nucleares e que pode sintetizar 

RNA se um fragmento cromossômico com região organizadora de nucléolo 

estiver incluída (Streffer, 1993). Também sintetiza DNA que pode ser medido por 

incorporação de timidina triciada (Nusse etal, 1992; Streffer, 1993). 

1.5.2. Método do bloqueio citocinético pela citocalasina-B (Cito-B) 

A precisão da técnica do MN está, em parte, relacionada com a 

possibilidade de atribuir o dano diretamente aos agentes clastogért^^^ ^ 
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aneugênicos. Assim, a identificação de dano causado pelo agente estudado deve 

ser restrito às células que sofreram somente uma divisão do núcleo após o 

insulto mutagênico. A análise de células binucleadas permite uma contagem 

correta e de maior precisão, já que elas representam células que sofreram uma 

única divisão celular após a exposição aos agente clastogênico ou aneugênico. A 

técnica de MN inicialmente proposta era pouco precisa,visto que havia 

dificuldade de se distinguir as células que não se dividiram daquelas que já se 

dividiram (Muller & Streffer, 1991). 

Figura 3: Expressão de MN em uma célula em divisão. Os danos 
cromossômicos, em células que não se dividem, não serão expressos 
em forma de M N . 

Para que isso fosse possível, Fenech e Morley, em 1985(a), introduziram 

o método do "bloqueio citocinético" que utiliza uma substância denominada 

citocalasina-B (cito-B), um bloqueador da polimerização de actina que inibe a 

citocinese enquanto permite a cariocinese normal (fig. 3). Conseqüentemente, as 

células tratadas e bloqueadas pela droga apresentam um aspecto binucleado 

característico e, portanto, aumenta consideravelmente a sensibilidade e validade 



deste método pela limitação da contagem de MN em apenas células binucleadas 

(Miller etal, 1993). 

Dependendo do tempo de cultivo, as células submetidas à ação da 

cito-B, podem desenvolver mais do que uma divisão nuclear, dando origem a 

células multinucleadas com 3 ou 4 núcleos. 

O fato da indução de MN ser uma conseqüência de dano não reparado 

no DNA, foi evidenciado por experimentos onde a inibição do processo de reparo 

era realizada após o dano ao DNA, resultando em um aumento na freqüêcia de 

MN em células binucleadas (Catena etal, 1992). 

1.5.3. Vantagens da técnica 

O método do MN foi proposto como uma alternativa ao método de 

Aberrações Cromossômicas (AC), por apresentar uma série de características 

vantajosas. Constitui um parâmetro convenientemente capaz de medir 

quantitativamente aberrações estruturais ou numéricas induzidas tanto pela 

radiação ionizante (Balasem & Ali, 1991; Miller et al, 1993) como pelos agentes 

químicos (Mavournin et al, 1990; Shelby et al, 1993). Apresenta uma alta 

sensibilidade; simplicidade, ao criar condições de rapidez de análise; baixo custo 

e possibilidade de automatização (Castelain et al, 1993), além de ser um bom 

indicador de risco genético induzido por agentes mutagênicos ambientais. 

Pode ser utilizado em qualquer tipo de célula do organismo desde 

que ela desenvolva uma divisão mitótica, como por exemplo, as células 

esfoliadas da mucosa bucal, do ureter, da bexiga (Toibert et al, 1991), da medula 

óssea (Goldberg etal, 1991; Tinwell, 1991; Wild, 1991; Fomenko, 1991), em 

hepatócitos (Casciano & Schop, 1991; Sakahara et al, 1992), em esplenócitos 

(Ren etal, 1991), em reticulócitos (Asita etal, 1992) e em linfocitos (Erexon et al, 

1991; Garaj-Vhrovac etal, 1992; Fenech & Neville, 1992). 
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1.5.4. Curvas de dose-resposta 

Um dos objetivos básicos dos ensaios de genotoxicidade é o de 

tornar possível extrapolar os efeitos obtidos in vitro para os in vivo, ocorridos em 

exposições ambientais e ocupacionais. Para tal, a forma da curva dose-resposta 

in vitro deve ser conhecida, sendo a ideal aquela que abrange todo o intervalo de 

dose necessário. Por razões práticas, isso não é possível. A avaliação do dano 

em doses baixas é dificultada principalmente pela necessidade de se analisar 

uma quantidade relativamente grande de material para se ter uma significancia 

estatística (Zettemberg & Growe, 1993). 

Dessa maneira, cada laboratório elabora sua própria curva dose-

efeito utilizando as técnicas de AC e de MN, associadas ou não à técnica de 

hibridização IN SITU por fluorescencia (FISH), na sua maioria envolvendo 

irradiações de linfocitos periféricos. 

Com relação a curva dose-resposta para a indução de aberrações 

cromossômicas (AC), o modelo mais utilizado tem sido o linear-quadrático. Vários 

autores vem adotando, também, o modelo linear quadrático e a distribuição de 

Poisson, como aproximação da distribuição binumial para a indução de MN, 

baseados na consistência da relação entre AC e MN, já que as AC podem ser 

uma das causas da formação de MN (Xue et al, 1991): as deleções e os 

rearranjos cromossômicos produzem fragmentos acêntricos. Além disso, os 

resultados obtidos por Garaj-Vhrovak et al (1992) mostraram uma correlação 

positiva entre MN e AC (fragmentos acêntricos e dicêntricos) em experimentos 

utilizando radiação na faixa de micro-ondas. Embora exista uma associação entre 

MN e AC, a relação quantitativa de dose-resposta não está muito elucidada 

(Wolff, 1991; Heddie etal, 1991; Lopez etal, 1993), tanto para o caso de agentes 

químicos como para os agentes físicos. 
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Madruga et al (1994) apontaram o modelo linear quadrático como 

não sendo o mais adequado, pois ocorre a superdispersão dos MN em doses 

mais elevadas (Presser et al, 1988; Wolff, 1991; Futirmann et al, 1992; Thierens 

et al, 1991). Outro fator que sugere a inadequação do modelo linear quadrático é 

a formação de MN radioinduzidos. Os MN podem se originar de um único 

fragmento acêntrico nas doses baixas, enquanto que para doses suficientemente 

mais elevadas, dois ou mais fragmentos acêntricos podem se fundir e serem 

expressos como um único MN (Savage, 1988), não existindo uma correlação 

direta entre MN e AC. Além disso, nas doses suficientemente altas não é mais 

possível visualizar a formação de MN, pois estas doses podem acarretar a morte 

celular. Sendo assim, é difícil explicar a existência de uma relação entre a 

freqüência de células com MN e as doses de radiação por um modelo cujos 

valores não respeitem os limites biológicamente estabelecidos. 

Nesse sentido. Madruga et al (1994) propuseram a análise 

Bayesiana com transformação logística dos dados. Essa análise estatística se 

baseia na probabilidade da distribuição de danos ocorridos em cada célula para 

cada dose de radiação, permitindo obter um modelo de calibração para o 

estabelecimento de intervalos de doses desconhecidas de exposição aos 

agentes, uma vez observada a resposta biológica. 

A relação dose-efeito para agentes químicos é menos definida que 

para radiação ionizante, em parte por envolver processos complexos, incluindo 

por exemplo, variáveis da farmacocinética como o transporte, a distribuição e a 

excreção da droga; a ativação metabólica e a detoxicação e as várias reações 

que levam à produção de lesões ao DNA e seu subseqüente reparo, seja esse 

efetuado corretamente ou não. 

coRílSÊAo mccmi CE EWERGÍA NUCIEAR/SP 
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1.5.5. Aplicações 

O método do micronúcleo se apresenta como um dos ensaios de 

curta duração mais utilizado nos últimos anos e vem sendo aplicado em 

diferentes tipos celulares, sadios ou malignos, in vitro ou in vivo, para diferentes 

finalidades. 

1.5.5.1. Avaliação de mutagenicidade e de carcinogenicidade 

O método do MN é amplamente utilizado para detecção de 

agentes físicos ou químicos com potenciais carcinogênico, mutagênico e 

clastogênico utilizados pelo homem. O uso destes agentes, muitas vezes deve 

ser controlado ou interrompido. 

O composto 2-(2-furil)-3-(5-nitro-2-furil)acrilamida) (AF-2), usado 

no Japão como preservante, foi demonstrado ser carcinogênico quando testado 

em fibroblasto de camundongo, e mutagênico em Escherichia coli. (Sugimura, 

1992). O potencial clastogênico de compostos de piridina (2-cloro-5-fluorometil) 

foi detectado em linfoma de camundongo (Dearfield et al, 1993) e de dimetil-1,2-

benzantraceno (DMBA) e forbol-12-miristrato-13-acetato (TPA) em queratinocitos 

de camundongo (Haensen et al, 1993). Em relação ao potencial aneugênico do 

inseticida buprofezin foi observado que ele causa transformações morfológicas 

pela associação do composto ou do metabolite com o aparelho mitótico (Herrera 

etal, 1993). 

A técnica de MN vem sendo utilizada também para detectar a 

ação anti-mutagênica de certos compostos como o bioginsem, um produto obtido 

da raiz do ginseng (Salikhova et al, 1994), a ação anti-carcinogênica do a-

tocoferol (Winn e Hong 1994), dos carotenoides (Rosin & Gilbert, 1990), dos 

nutrientes antioxidantes (Garewal et al, 1993), do retinol e do ácido retinóico 

(Benner et al, 1993) e a ação radioprotetora dos carotenoides como o p-caroteno 

(Oldini etal, 1992). 
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1.5.5.2. Dosimetría biológica 

Assim como as aberrações cromossômicas, os MN têm sido 

utilizados na estimativa quantitativa de dose absorvida de radiação (alta ou baixa 

LET) em casos de pessoas com suspeita de exposição à radiação ou em 

indivíduos irradiados acidental ou ocupacionalmente (Coutryman e Heddie, 1976; 

Huber etal, 1983, Almassy etal, 1986; Ramalho etal, 1988; Prosser etal, 1988; 

Littilefield et al, 1989; Thierens et al, 1991). Este método permite fazer uma 

estimativa quantitativa de dose absorvida com limite mínimo de detecção de 2 a 3 

cGy de radiação de baixa LET (Zettemberg et al, 1993; Jagetia & Ganopathi, 

1994). 

A dosimetría biológica consiste basicamente na comparação das 

freqüências de AC ou de MN observadas em células de indivíduos expostos 

acidental ou ocupacionalmente à radiação ionizante com a freqüência observada 

em células irradiadas in vitro com doses conhecidas. Para tanto, curvas padrão 

de dose-resposta são elaboradas para cada tipo de radiação. 

As células utilizadas na dosimetría biológica são os linfocitos do 

sangue periférico, por apresentarem certas vantagens sobre os outros tipos 

celulares: facilidade de obtenção, população naturalmente sincrónica de células, 

ampla distribuição corpórea, cultivo relativamente simples (Coutryman & Heddie, 

1976) e principalmente, alta radiossensibilidade. 

1.5.5.3. Monitoramento de populações 

O teste do MN tem sido aplicado no biomonitoramento de 

populações com o objetivo de averiguar e prevenir riscos de exposição excessiva 

ou desnecessária a um determinado agente. 

É o caso de populações que vivem em áreas geográficas que 

possuem níveis acima do normal para certas substâncias, como no nordeste da 



27 

Grécia onde ocorre uma incidência elevada de mesotelioma pleural maligno por 

asbestos (Athanasiou et al, 1992), em Taiwan, onde a incidência elevada de 

câncer da bexiga, entre outros, é causada pela ingestão de água da região e pelo 

mesmo motivo, na China, onde a incidência de câncer de estômago é maior em 

determinadas regiões (Gao, 1989). 

O método do MN tem auxiliado, também, nos estudos 

epidemiológicos de populações expostas ocupacionalmente aos agentes físicos 

ou químicos. São os casos de trabalhadores em minas de urânio (Loomis et al, 

1990), de fabricações de benzidinas (Mirkova & Laichev, 1990), de aminas 

aromáticas (Ribeiro et al, 1990), de solventes, de sais de cromo, de tanino, de 

tintas (Migliore et al, 1991), de metanol, de mercúrio, de raios X, de pesticidas 

(San etal, 1989) e de óxido de etileno (Sarto et al, 1990) que podem apresentar 

uma maior probabilidade para o desenvolvimento de neoplasias. 

1.5.5.4. Avaliação de grupos de risco 

Um quarto uso potencial da técnica do MN tem sido aplicado na 

detecção precoce de lesões do DNA em indivíduos que apresentam uma maior 

probabilidade de desenvolver câncer (Brogger et al, 1990). Desde que as 

alterações genéticas estão intrinsicamente relacionadas com o desenvolvimento 

de câncer, a quantificação destas lesões em tecidos pode servir como marcador 

para o risco carcinogênico. Estes estudos incluem indivíduos expostos aos 

carcinógenos físicos (da Cruz et al, 1994) ou químicos (Hogstedt et al, 1984; 

Barregard et al, 1991; Fucic etal, 1990); indivíduos com lesões pré-malígnas 

(Rosin, 1994a) ou com história de incidência aumentada de câncer e pessoas 

com hábitos não salutares, como nos casos de consumo de tabaco (Sarto et al, 

1987; Reali etal, 1987; Tomanin etal, 1991) e de álcool (Stick etal, 1982; Stick & 

Rosin, 1983). Em todos esses casos, foi observada uma taxa significativamente 

mais alta de MN em relação aos indivíduos controle. 
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Os portadores de síndrome da "fragilidade ou quebra 

cromossômica" apresentam uma predisposição genética ao câncer (Taylor, 1983; 

Sasaki, 1989) por apresentarem deficiência ou defeito no sistema de reparo do 

DNA. As doenças pertencentes a esta síndrome são o xeroderma pigmentosum 

(XP), ataxia telangiectasia (AT), síndrome de Bloom (SB) e anemia de Fanconi 

(AF). Pacientes portadores de XP podem desenvolver tumor de pele nas áreas 

que estão expostas ao sol, pois, entre outras anomalias, são deficientes no 

reparo por excisão em DNA danificado pela luz UV (Dumaz et al, 1993). Em 

relação aos pacientes com AT, o defeito parece estar relacionado ao reparo de 

quebras na fita do DNA, são sensíveis à ação da radiação ionizante e a 

bleomicina, e apresentam um número elevado de quebras cromossômicas tanto 

induzidas como espontâneas (Taylor, 1983). Os pacientes com SB apresentam o 

mesmo problema de instabilidade genética, porém o defeito parece estar na 

ligase 1 do DNA e pode ser identificado pela alta freqüência de trocas entre 

cromátides-irmãs (Willis etal, 1987). Os pacientes portadores de AF apresentam 

células que possivelmente façam reparo defeituoso de ligações cruzadas do DNA 

(Chaganti e Houldsworth, 1991). 

Nesse contexto, é importante verificar a susceptibilidade 

cromossômica de indivíduos que desenvolveram câncer quanto a ocorrência de 

danos espontâneos ou induzidos por vários agentes. Roser et al (1989a) 

mostraram que a taxa de MN espontâneos em fibroblastos de pacientes com 

melanoma foi maior que a de indivíduos sadios. Roser e/a/(1989b), utilizando a 

radiação ultravioleta como agente carcinógeno em pacientes portadores da 

mesma doença, verificaram também uma incidência maior de MN em fibroblastos 

destes pacientes. 

A bleomicina como um agente mutagênico radiomimético foi 

utilizada por vários autores na verificação da suscetibilidade cromossômica de 

pacientes portadores de diferentes tipos de câncer : de tireóide (Cherry e Hsu, 
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1983), carcinomas medulares de tireóide, adenocarcinomas de cólon, 

retinoblastoma, carcinoma de pulmão e de células renais (Hsu et al, 1985), de 

mama, de cólon, de pulmão (Hsu etal, 1989), de trato digestivo superior (Spitz et 

al, 1989) e de cabeça e pescoço (Hsu etal, 1989; Schantz & Hsu, 1989; Schantz 

etal, 1989, 1990). Os autores verificaram que os pacientes com câncer mostram 

valores de quebras cromatídicas induzidas pela bleomicina significativamente 

mais altas que os individuos sadios, sugerindo que esses pacientes apresentam 

alguma deficiência nos mecanismos de reparo do DNA. 

Com relação a radiação ionizante, foi encontrado na literatura 

apenas o trabalho de Gantemberg et al (1991) que analisaram a fragilidade 

cromossômica de linfocitos de pacientes com leucemia, irradiando in vitro com 

doses de O a 5 Gy de raios X (1 Gy/min) e irradiando in vivo com duas frações de 

1,25 Gy de ^Co (33 mGy/min). Os autores observaram que as freqüências de 

células binucleadas com MN dos pacientes com leucemia não variaram 

significativamente com relação ao controle. 

Em geral, os estudos citogenéticos de pacientes portadores de 

câncer tem por finalidade a avaliação da eficácia do tratamento radioterápico 

(Milanache et al, 1989) e o acompanhamento de pacientes submetidos a 

sessões de radioterapia (Fenech, 1991; Fenech etal, 1990; Migliore etal, 1991). 
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2 . OBJETIVOS 

O presente trabalho foi realizado com o intuito de avaliar a 

suscetibilidade de individuos portadores de carcinoma basocelular e de 

individuos sadios à ação da radiação ionizante, utilizando a técnica de MN em 

linfocitos periféricos irradiados in vitro com ̂ °Co. 

A radiação ionizante íoi escolhida como indutor de mutações por 

produzir danos aos cromossomos em qualquer fase do ciclo celular e por induzir 

uma taxa considerável de quebras cromossômicas. 

Para a análise da radiossensibilidade dos indivíduos foram 

levados em consideração os seguintes parâmetros: 

® incidência e distribuição de MN espontâneos e induzidos por 

radiação gama de ^°Co nos diferentes estadios de nucleação de linfocitos; 

• relação dose-resposta para a indução de MN radioinduzidos 

nos três estadios de nucleação de linfocitos; 

eanálise da cinética de ciclo celular. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Material 

Foram utilizadas amostras sangüíneas de três doadores 

portadores de carcinoma basocelular na face, diagnosticados pelo Serviço de 

Dermatologia da Santa Casa de São Paulo, e de seis indivíduos sadios. 

3.1.1. Pacientes portadores de carcinoma basocelular (C): 

O grupo com carcinoma basocelular foi constituído por um indivíduo 

do sexo masculino (68 anos) e por dois indivíduos do sexo feminino (47 e 67 

anos); cor branca e que não tiaviam recebido quaisquer tratamentos quimio ou 

radioterápico, antes da coleta do sangue. 

As amostras sangüíneas foram gentilmente cedidas pelo Dr. Fausto 

Alonso, do Serviço de Dermatologia da Santa Casa de São Paulo, 

3.1.2. Indivíduos sadios 

O grupo sadio foi composto por indivíduos não fumantes, sem 

histórico de pré-irradiações, que não estavam consumindo álcool ou qualquer 

medicamento e nem apresentavam sintomas de quaisquer doenças no momento 

da coleta do sangue. Os indivíduos sadios foram agrupados de acordo com a 

idade: 

•Grupo jovem (A): Dois indivíduos do sexo masculino (24 e 27 

anos, cor branca) e dois indivíduos do sexo feminino (20 e 27 anos, cor branca). 
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•Grupo não jovem (B): Um indivíduo do sexo feminino (46 anos, 

cor amarela) e um indivíduo do sexo masculino (50 anos, cor branca). 

Todos os doadores foram submetidos a um questionário para a 

obtenção de informações adicionais relacionadas com o estilo de vida, por 

exemplo, hábitos alimentares, história médica e exposição prévia aos agentes 

químicos e à radiação ionizante. 

Na escolha dos doadores foram levados em consideração a idade 

(Barregard et a/, 1991; Migliore et a/, 1991), o sexo (Tomanin et a/, 1991), o 

hábito de fumar (Barregard et a/, 1991; Tolbert et a/, 1991; Tomanin et a/, 1991; 

Ashby et a/, 1991), o consumo de álcool (Xue et a/, 1992), o conhecimento prévio 

do histórico médico de pré-irradiações (Thierens et a/, 1991), por ser conhecida a 

influência destes na indução de MN. 
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3.2. Métodos 

3.2.1. Coleta 

As amostras sangüíneas (5 ml) de cada doador foram coletadas 

através de punção venosa com seringa e agulha devidamente heparinizadas. 

3.2.2. Irradiação 

As amostras sangüíneas foram divididas em 8 lotes e irradiadas em 
60 

fonte de Co (Gammacell 220, Irradiation Unit-Comissão de Energia Nuclear do 

Canadá, IPEN/CNEN-SP) nas doses de 20, 50, 100, 200, 300, 400 e 500 cGy 

com taxa de dose média de 1 Gy/min. Um lote serviu de controle (OcGy). 

A taxa de dose foi recalculada mensalmente levando-se em 

consideração o decaimento de 0,989% ao mês. 

3.2.3. Cultura de linfocitos e preparo das lâminas 

Para a obtenção de linfocitos binucleados foi utilizado o método do 

bloqueio citocinético pela citocalasina-B (cito-B) desenvolvido por Fenech e 

Morley (1985a), com algumas modificações, conforme o protocolo: 

•Incubar 0,5 ml de sangue total acrescido de 4,0 ml de meio RPMI 

1640 (Cultilab), 20% soro fetal bovino (Cultilab) e 50|il de fitohemaglutinina (M-

form, liofilizada para 5 ml, GIBCO) a 37°C. A solução foi ajustada para pH 7,0 

com HCI IN. 

•Adicionar 50 |il de cito-B (Sigma) na concentração final de 3p.g/ml, 

44 horas após a estimulação mitogênica. A escolha desta concentração foi 

baseada nos dados de Nath & Ong (1990) e de Fuhrmann et al (1992), que 
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demonstraram ser esta a concentração ideal, além de não haver evidências de 

que ela cause aumento na freqüência de MN. 

A solução estoque de cito-B foi preparada em dimetil sulfóxido 

(DMSO) a 6%, na concentração de 2mg/ml, dividida em pequenas alíquotas e 

estocadas á -80O C. A solução estoque de cito-B foi diluída em água estéril até a 

concentração final de S^g/ml. 

•Tratar com solução isotônica (NaCI a 0,85%) após 72 horas de 

cultivo. O tratamento isotônico substituiu a hipotonização, diminuindo a ação 

drástica do fixador, sendo este adicionado na proporção 1:1 com a solução 

isotônica na primeira centrifugação. Na técnica convencional, o citoplasma nem 

sempre é bem preservado e os núcleos tendem a agrupar-se tornando difícil a 

avaliação. O intervalo de tempo de 72 horas foi escolhido por permitir a obtenção 

de um número maior de células binucleadas (Fuhrmann etal, 1992). 

•Fixar as culturas em ácido acético e metanol (1:3), adicionando 5 

ml da solução fixadora a cada centrifugação (3 vezes), realizadas a 700 G por 10 

minutos cada; 

•Aplicar cerca de 6 gotas de suspensão celular sobre lâminas 

previamente limpas e secas, fixar as lâminas parcialmente em vapor de água 

(65°C) por 3 minutos e deixar 24 horas em temperatura ambiente; 

•Corar as lâminas com Giemsa (Merck) a 5% em tampão fosfato pH 

7,0 por 10 minutos, lavar em água destilada e secar à temperatura ambiente. 

3.2.4. Análise citogenética 

As freqüências de MN, espontâneos ou radioinduzidos, foram 

analisadas em células mono, bi, tri e quadrinucieadas até completar cerca de 500 
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células binucleadas de cada doador por dose de radiação ionizante. Os MN 

foram analisados em microscopio óptico com aumento de 320 vezes. As 

fotomicrografias foram obtidas no aparelho da Leitz (East Germany, ICB/USP) 

(figs. 4 à 11). Para a identificação de MN foram adotados os critérios de 

Countryman & Heddie (1976) e de Fuhrmann et al (1992): os MN foram contados 

somente em células com citoplasma preservado, não confluentes, no mesmo 

plano focal, apresentando diâmetro de até 1/3 e com a mesma coloração ou a 

coloração mais clara que o núcleo principal. 

Figura 4: Fotomicrografias de: linfócito sob a ação da citocalasina-B (3|xg/ml), 44 
horas após indução mitogênica com sua citocinese interrompida (a) e linfócito sem a ação da 
droga e a divisão do citoplasma prossegue normalmente (b). Aumento de 320 X. 
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b 

d 

Figura 5: Fotomicrografiaa de linfocitos mononucleados: sem MN (a); com um MN (b); com 
dois MN (c) e com três MN (d) (320X). 

f 

Figura 6: Fotomicrografias de linfocitos binucleados com um MN (a, b, c, d, e) e 
binucleada com ponte anafásica (f). (320 X) 
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Figura 7: Fotomicrografias de linfocitos binucleados com dois MN. (320X) 

Figura 8: Fotomicrografias de linfocitos binucleados com três MN (320 X) 

Figura 9: Fotomicrografias de linfocitos binucleados com quatro MN (320 X). 
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Figura 10: Fotomicrografias com linfocitos trinucleados com um MN (320 X). 

Figura 11: Fotomicrografias de linfocitos quadrinucleados: sem MN (a e b); com 
um MN (c) e em fase de condensação (d).Aumento de 320 X. 

As células conn número de MN superior a 5 não foram consideradas 

para impedir a inclusão de células em processo de fragmentação nuclear. 

Para a avaliação da cinética do ciclo celular de linfocitos cultivados, 

foi empregado o índice de nucleação (IN) que foi obtido pela seguinte fórmula 

(Erexson etal, 1989): 

IN= [(% mono X 1)+(% bix2)+(% trix3)-i-(% quadrinucieadas x 4)] /100 
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3.2.5. Tratamento estatístico 

Para a análise estatística, as freqüências de linfocitos contendo 

MN foram agrupados em zero, um e dois ou mais MN. 

As curvas de dose-resposta para os linfocitos mono e 

binucleados obtidas para os três grupos de doadores, foram ajustadas 

segundo a transformação logística e analisadas pelo método Bayesiano 

(Madruga et a/, 1994). Os linfocitos multinucleados não foram considerados 

em virtude da quantidade Insuficiente para a análise estatística. 

Para a comparação de freqüências espontâneas e 

radioindüzidas de MN entre os grupos sadios (A e B) e pacientes com 

câncer (C) foi utilizado o teste Qui-Quadrado (x^). 



4. RESULTADOS 

4.1. Freqüência de MN espontâneos 

A tabela 4a mostra as freqüências espontâneas de MN por linfócito nos 

três estadios de nucleação nos três grupos de doadores analisados: indivíduos 

sadios (A e B) e pacientes com carcinoma basocelular (C). 

Tabela 4a: Freqüência espontânea de MN por célula apresentada pelos três grupos estudados nas 
três classes de nucleação. 

DOADORES FREQÜÊNCIA ESPONTANEA 
Mononucleados Binucleados Multinucleados 

A 0.001 0.014 0,024 
B 0.009 0.039 0,12 
0 0,004 0,018 0 

Os doadores O apresentaram valores mais elevados que os do 

grupo A, porém menores que os apresentados pelo grupo B. A análise estatística 

de freqüências espontâneas de MN em linfocitos mono e binucleados é 

apresentada na tabela 4b. Os testes de mostraram que os três grupos são 

estatisticamente diferentes quando comparados simultaneamente. 

Tabela 4b: Comparação entre as freqüências espontâneas dos grupos estudados. Análise 

estatística pelo método x^-

MONONUCLEADOS 

Simultâneo A x B A x C B x C 
1 MN 

2 ou mais MN 
263,08 

14,6 
256,07 
16,73 

83.99 
1.97 

27.68 
3,99 

Resultado 
diferença 

significativa 
diferença 

significativa 
diferença 

significativa 
diferença 

significativa 

BINUCLEADOS 

1 MN 
2 ou mais MN 

22,96 
6,44 

13,81 
2,12 

1.62 
6.46 

18.72 
0,63 
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A tabela 4b mostra que existe uma diferença estatisticamente significante 

entre células mono e binucleadas contendo um e dois ou mais MN dos doadores 

sadios (A e B) e dos pacientes com câncer (C). 

Os resultados obtidos mostram que os doadores sadios não jovens 

(B) foram os que apresentaram a freqüência mais alta de linfocitos com MN 

espontâneo. 

4.2. Freqüência e distribuição de MN radioinduzidos 

As tabelas 5 a 13 sintetizam os resultados obtidos sobre a 

incidência de MN induzidos pela radiação ionizante e sua distribuição em 

linfocitos mono, bi e multinucleados nos três grupos de doadores analisados. 

Tanto os pacientes com câncer como os doadores sadios mostraram um aumento 

na freqüência de linfocitos com MN bem como no número de MN por célula com o 

aumento da dose de radiação. Não houve diferença digna de nota entre os 

grupos. 

•miSEÂÒ f:"ÁCÓíL t t EŜ ERGI.A NUCLEAR/SP SPEI 



TABELA 5: Freqüência e Distribuição de Micronúcleos Induzidos por Diferentes Doses de Radiação Gama em Linfocitos 
Mononucleados de Indivíduos Sadios Jovens (A). 

dose total células (%) número de células com MN (%) total total c6l. MN/ MN/ 
(cGy) analisadas * 1 2 3 4 5 MN com MN célula total célula 

0 
51272 94,43 28 1 5 1 0 

0 
51272 94,43 

(80,00) (2,86) (14,29) (2,86) (0) 49 35 1,40 0,001 

20 24000 89,51 81 20 6 2 0 
147 109 1,35 0.006 20 89,51 

(74,31) (18,35) (5,50) (1,83) (0) 
147 109 1,35 0.006 

50 
26892 92,52 172 22 6 4 1 

255 205 50 
92,52 

(83,90) (10,73) (2,93) (1,95) (0,49) 255 205 1,24 0,009 

100 26437 92,28 465 44 10 1 1 
592 521 1,14 0.022 100 92,28 

(89,25) (8,44) (1,92) (0,19) (0,19) 592 521 1,14 0.022 

200 24549 90,01 926 132 8 2 1 
1227 1069 1,15 200 90,01 

(86,62) (12,35) (0,75) (0,19) (0,09) 1227 1069 1,15 0,050 

300 9344 76,30 681 106 23 11 0 
1006 821 1,22 0,108 300 76,30 

(82,95) (12,91) (2,80) (1,34) (0) 
1006 821 1,22 0,108 

400 10811 80,90 799 178 13 3 10 400 10811 80,90 
(79,66) (17,75) (1,29) (0,30) (1,00) 1256 1003 1,25 0,093 

500 8814 83,00 842 233 41 11 3 
1490 500 83,00 

(74,51) (20,60) (3,63) (0,97) (0,26) 1490 1130 1,32 0,169 

*Porcentual de células mononucleadas em relação ao total de células analisadas (mono, bi e multinucleadas) 



TABELA 6: Freqüência e Distribuição de IVlicronúcleos Induzidos por Diferentes Doses de Radiação Gama em Linfocitos Binu­
cleados de Indivíduos Sadios Jovens (A). 

dose 
(CGy) 

total células 
analisadas 

(%) 
* 

número de células com MN (%) total 
MN 

total cél. 
com MN 

MN/ 
célula total célula 

33 32 1.03 0,014 

61 51 1,20 0,023 

173 142 1,22 0,087 

300 236 1,27 0,146 

510 407 1,25 0,195 

984 708 1,39 0,403 

1102 777 1,42 0,459 

1143 741 1,54 0,655 

O 

20 

50 

100 

200 

300 

400 

500 

2373 4,42 31 1 0 0 0 
(96,87) (3,13) 0 0 0 

2662 9,93 45 3 2 1 0 
(88,23) (5,88) (3,92) (1,96) 0 

1991 6,85 117 21 2 2 0 
(82,39) (14,79) (1,41) (1,41) 0 

2047 7,14 189 36 7 2 2 
(80,08) (15,25) (2,97) (0,85) (0,85) 

2611 9,57 325 62 19 1 0 
(79,85) (15,23) (4,67) (0.25) 0 

2442 20,46 501 155 36 15 1 
(70,76) (21,89) (5,08) (2,12) (0,14) 

2398 17,94 523 192 53 9 0 
(67,31) (24,71) (6,82) (1,16) 0 

1746 16,44 456 197 64 19 5 
(61,54) (26,59) (8,64) (2,56) (0,67) 

* Porcentagem de células binucleadas em relação ao total de células analisadas (mono, bi e multinucleadas). 



TABELA 7: Freqüência e Distribuição de Micronúcleos Induzidos por Diferentes Doses de Radiação Gama em 
Linfocitos Multinucleados de Indivíduos Sadios Jovens (A). 

dose total células (%) número de cél. com MN (%) total total cél. MN/ MN/ 
(cGy) anal 

O 

20 

50 

100 

200 

300 

400 

500 

* Porcentagem de células multinucleadas com relação ao total de células analisadas (mono, bi e multinucleadas) 

Ias * 1 2 3 
84 0,16 2 0 0 

(100) 0 0 
150 0,56 6 1 0 

(85,71) (14,29) 0 
183 0,53 18 2 0 

(90,00) (10,00) 0 
164 0,57 24 2 0 

(92,31) (7,69) 0 
112 0,41 17 4 0 

(80,95) (19,05) 0 
148 1,24 44 10 2 

(78,57) (17.86) (3,57) 
154 1,15 37 9 4 

(74,00) (18,00) (8,00) 
59 0,56 30 0 0 

(100) 0 0 

N com MN célula total célula 

2 2 1,00 0,024 

8 7 1,14 0,053 

22 20 1,10 0,120 

28 26 1,08 0,171 

25 21 1,19 0,223 

70 56 1.25 0,473 

67 50 1.34 0,435 

30 30 1,00 0,508 
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TABELA 10: Freqüência e Distribuição de IVlicronúcleos Induzidos por Diferentes Doses de Radiação Gama em Linfoci­
tos Multinucleados de Indivíduos Sadios Idosos (B). 

dose total células (%) número de cél. d MN (%) 
(cGy) analisadas * 1̂ 2 > 

O 

20 

50 

100 

200 

300 

400 

500 
* Porcentagem de células multinucleadas com relação ao total de células analisadas (mono, bi e multinucleadas). 

33 0,20 2 1 0 
(66,67) (33,33) 0 

33 0,20 3 0 0 
(100,0) 0 0 

36 0,21 3 2 0 
(60,0) (40,0) 0 

46 0,31 7 3 0 
(70,0) (30,0) 0 

52 0,66 13 3 2 
(72,22) (16,67) (11.11) 

44 0.54 5 1 4 
(50,0) (10,0) (40,0) 

67 1,12 12 6 4 
(54,54) (27,27) (18,18) 

58 0,89 12 6 6 
(50,0) (25,0) (25,0) 

total 
MN 

total cél. 
com MN 

MN/ 
célula 

MN/ 
total célula 

4 3 1,33 0,12 

3 3 1,00 0,10 

7 5 1,40 0,194 

13 10 1,30 0,283 

25 18 1,39 0,481 

19 10 1,90 0,432 

36 22 1,64 0,537 

42 24 1,75 0,724 
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A análise estatística feita pelo método bayesiano mostrou que os 

dados obtidos se ajustam bem ao modelo logístico, que pode ser representado 

pela equação: 

exp{ -[a+(p/Y+Di)]} 
Pi= 

1+exp{ -[a (p/y+Di)]} 

onde Pi é a probabilidade da célula apresentar MN (O, 1 e 2 ou mais 

MN), a, p e y são as constantes {.a=0 para linfocitos mono e multinucleados) e Di 

é a dose de radiação ionizante. 

Tem-se, portanto, para os tres grupos analisados, os seguintes 

parâmetros estimados : 

a) Mononucleadas 

• sadios jovens (A): 

/=1, a= 0; p= 1625,43 e y= 247,09 

f=2, a= 0; p= 2866,95 e y= 368,85 

• sadios não jovens (B): 

/=1, a= 0; p= 2225,71 e y= 469,58 

i=2, a= ; p= 3274,67 e 7^ 460,49 

• pacientes com câncer (C): 

/=1, 0=0; p= 1732,40 e 7^ 312,87 

/=2, oĉ  0; p= 272,66 e 7^ 343,17 



b) binucleadas 

As curvas ajustadas de dose-resposta avaliando a radioindução de 

MN em função da dose de radiação em células mononucleadas contendo O, 1 e 2 

ou mais MN dos três grupos estudados (A, B e C) estão ilustradas nas figuras 12, 

13 e 14, respectivamente, e em células binucleadas, nas figuras 15, 16 e 17. 

Os três grupos apresentaram um decréscimo tanto na freqüência de 

linfocitos mono (fig 12) como na de binucleados sem MN (fig 15) em função da 

dose de radiação, e portanto, um aumento no número de células micronucleadas. 

Os grupos apresentaram comportamento citogenéticos similares, visto que não 

houve diferença digna de nota. 

Quanto a distribuição de MN, não houve diferenças significativas 

nas curvas de dose-resposta ajustadas para os três grupos, sadios e com 

• sadios jovens (A) 

1=1, a=0,18; p= 449 ,01 ; 7^ 107,05 

1=2, 0=0,78; p= 506,63; y= 78,20 

• sadios não jovens (B) 

1=1, a= -0,08; p= 625 ,81 ; r = 177,66 

i=2, o= 1,13; p= 411,63; y= 87,74 

• pacientes com câncer(C) 

i=1 , o=-0,89; P= 165,69; y= 44,57 

i=2, o= -2,60; P= 4282,26; 7^ 530,69 



carcinoma, para os linfocitos mononucleados contendo 1 MN (fig 13) e dois ou 

mais MN (fig 14). Já para os linfocitos binucleados, os pacientes com cáncer 

mostraram um comportamento diferenciado em relação aos grupos sadios, A e B, 

que por sua vez, mostraram-se similares. O grupo C apresentou um decréscimo 

na proporção de infócitos com 1 MN com o aumento da dose de radiação (fig 16), 

enquanto que os grupos sadios (A e B) mostraram uma curva crescente não 

linear. Em relação a linfocitos contendo dois ou mais MN (fig. 17), o grupo C 

mostrou uma curva crescente acentuada a partir de 400 cGy, já o grupo sadio 

mostrou uma resposta mais estável para a mesma faixa de dose. 
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mononuc leadas 

200 400 600 

dos0(cGy) 

800 1000 

Figura 12: Proporção de linfocitos mononucleados sem MN 
ajustada para cada grupo de doadores em função da dose 

de radiação. 

(cGy) 

b 
Figura 13: Proporção de liníóciíos mononucleados com um 
ajustada para cada grupo de doadores em função da dose de radiação. 

0.12 

dose (cGy) 

Figura 14: Proporção de linfocitos mononucleados com dois ou mais MN 
ajustada para os três grupos de doadores em função da dose de radiação. 
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binucleadas 

200 400 600 

dose (cGy) 

1000 

Figura 15: Proporção de linfocitos binucleados sem MN ajustada'^ 
para os tres grupos de doadores em função da dose de radiação. 

0.4 

•5. 

200 4O0 600 

dos© (cGy) 

600 

Figura 16: Proporção de linfocitos com um MN ajustada para os 
três grupos de doadores em função da dose de radiação. 

400 GOO 

dos» (cGy) 

Figura 17: Proporção de linfocitos com dois ou mais MN ajustada 
para os três grupos de doadores em função da dose de radiação. 
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As distribuições de MN radioinduzidos nos três estadios de 

nucleação de linfocitos para os três grupos estudados são apresentadas nas 

tabelas 5 a 13. As figuras 18 a 20 mostram de maneira sucinta, as porcentagens 

de linfocitos contendo diferentes números de MN em função da dose de radiação. 

Os resultados mostram que houve o predomínio de células 

contendo 1 MN e que estas se mantiveram praticamente constantes em todas as 

doses analisadas nos três estadios de nucleação, não ocorrendo o mesmo com 

os linfocitos com três ou mais MN. Os números de células contendo 2 MN foram 

relativamente estáveis somente para estadios de mono e binucleação. 
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20 

1 MN 
• 2 M N 

3MN 

50 100 200 300 400 500 
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Figura 18: Porcentagem de linfocitos de doadores sadios mono (a), 
bi (b) e multinucleados (c) com 1 a 5 MN. 
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Figura 19: Porcentagem de linfocitos de doadores sadios não jovens 
mono (a), bi (b) e 

multinucleados (c) com 1 a 5 MN. 
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Figura 20: Porcentagem de linfocitos de pacientes com carcinoma basocelular 
mono (a), bi (b) e multinucleados( c) com 1 a 5 MN. 
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Observou-se ainda que a maioria dos MN foi encontrada em 

linfocitos binucleados (cerca de 5,4 vezes mais que em mononucleados), em 

todas as doses analisadas, nos três grupos de doadores (tabela 14 a e b). 

Tabeia 14a: Número de MH por total de células mono e binucleadas encontrado na análise dos 
grupos sadios jovens (A), sadios não jovens (B) e nos indivíduos com carcinoma basocelular (C). 

MONONUCLEADAS BINUCLEADAS 

DOSE (cGy) A B C A B C 

0 0,001 0,009 0,004 0,014 0.039 0,018 

20 0,006 0,010 0,004 0,023 0,057 0,035 

50 0,009 0,013 0,019 0,087 0.086 0,131 

100 0,022 0,027 0,016 0.146 0.182 0,106 

200 0,050 0.066 0,048 0,195 0.306 0,190 

300 0,108 0,074 0,082 0,403 0,354 0.353 

400 0,093 0,134 0.124 0,459 0,447 0,418 

500 0.169 0.137 0.187 0.655 0.536 0.594 

n/SP rp í̂E 
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Tabela 14bL Fator de relação quantitativa entre as freqüências de 
células binucleadas e mononucleadas com MN, nos três grupos 
analisados. 

FATOR 
dose A B C 
(CGy) 

0 14 4,3 4,5 
20 3,8 5,7 8.7 
50 9.7 6,6 6,8 
100 6,6 6.7 6.6 
200 3.9 4,6 3,9 
300 3,7 4,7 4,3 
400 4,9 3,3 3.3 
500 3,8 3,9 3.1 

6,3 4,9 5,1 
MÉDIA 

IA. 

4.3. Cinética do ciclo celular 

A figura 21 ilustra as porcentagens de linfocitos mono (21a), bi 

(21b) e multinucleados (21c), micronucleados ou não, em função da dose de 

radiação. O número total de células binucleadas (21b) e multinucleadas (com e 

sem MN) (21c) se manteve praticamente constante até em tomo de 200 cGy. 

Entretanto, aproximadamente, a partir de 300 cGy, houve um aumento no número 

total das células nestes estadios de nucleação, acompanhado de uma tendência 

à diminuição da porcentagem de células mononucleadas (21a). Este fenômeno 

ocorreu nos três grupos estudados (A, B e C). 
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dose (cGy) 
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Fig 21: Porcentagens de células mononucleadas (a), binucleadas (b) e multinucleadas (c), com ou 
sem MN, em função da dose de radiação nos três grupos estudados. O aumento no número de 
células binucleadas e multinucleadas é evidente apartir da dose de, aproximadamente, 300 cGy 
e, na mesma faixa de dose, com uma tendência a queda de mononucleadas. 
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A tabela 15 mostra os índices de nucleação (IN) obtidos para os três 

grupos nas diferentes doses. O grupo com carcinoma basocelular (C) apresentou 

valores de índice de nucleação mais baixos que para os doadores sadios (A e B) 

na faixa de dose analisada. Houve uma tendência ao aumento no IN a partir da 

dose de 300 cGy, nos três grupos. 

Tabela 15: índice de Nucleação obtido para os três grupos de doadores nas diferentes doses de 
radiação gama, dada a seguinte fórmula: 

IN=[(% mono) + (% bi x 2) + (% (tri + quadri) x 3.5) / 1 0 0 

Grupos 
doses 
(cGv) % mono % bi x 2 % multi x 3,5 IN 

A 0 94.43 8.84 0.56 1.04 
20 89.51 19.86 1.96 1.11 
50 92.52 13.70 1.85 1.08 

100 92.28 14.28 1.99 1.08 
200 90.01 19.14 1.43 1.11 
300 76.30 40.92 4.34 1.22 
400 80.90 35.88 4.02 1.21 
500 83.00 32.88 1.96 1.18 

B 0 94.08 11.44 0.70 1.06 
20 92.94 13.72 0.70 1.07 
50 94.03 11.52 0.73 1.06 

100 92.35 14.68 1.08 1.08 
200 86.19 26.30 2.31 1.15 
300 87.77 23.88 1.89 1.13 
400 80.46 36.84 3.92 1.21 
500 80.05 38.12 3.11 1.21 

C 0 69.50 10.72 0.49 0.81 
20 70.55 8.72 0.31 0.79 
eo 70.59 8.82 0.31 0.89 

100 71.16 7.52 0.28 0.79 
200 67.61 14.36 0.73 0.83 
300 58.78 30.76 2.94 0.92 
400 60.05 28.14 3.08 0.91 
500 54.14 38.96 4.83 0.98 



5.DISCUSSÂO 

Os dados obtidos após a análise citogenética dos três grupos de doadores 

(A, B e C) mostraram que os indivíduos sadios não jovens (B) foram os que 

apresentaram as freqüências espontâneas de IVIN mais altas seguida da dos 

pacientes com câncer(C). 

Nesse estudo, os indivíduos pertencentes aos grupos B e C foram mais 

sensíveis que os do grupo A: os integrantes dos grupos B e C apresentam idades 

entre 46 e 68 anos, em contraste com os do grupo A, cujas idades variam entre 

20 e 27 anos. 

Estes dados coincidem com os de Hall e Wells (1988), Huber ef a/(1989), 

Migliore et al (1991) e Hando et al (1994), que verificaram um aumento no 

número de células com MN espontâneo relacionado com o aumento da idade. 

Vários autores (Fenech e Morley, 1986; Hsu et al, 1989) admitem que os 

sistemas de reparo do DNA são responsáveis, pelo menos em parte, pela 

manutenção da integridade do material genético após os danos espontâneos ou 

induzidos no DNA. Partindo dessa premissa, um aumento na freqüência de MN 

espontâneo relacionado com a idade, pode ser indicativo da vulnerabilidade do 

genoma causado pelo envelhecimento In vivo. Sendo assim, é possível que as 

freqüências mais altas apresentadas pelos indivíduos dos grupos B e C, sejam 

conseqüências do aumento da deficiência de reparo do DNA decorrente da idade 

mais elevada. 

O aumento da freqüência de MN espontâneo relacionado com a idade 

pode estar associado a várias causas: a) indução de aneuploidia resultante de 

defeito no fuso e na ligação centrômero-fuso, centrômero anormal ou decréscimo 

na produção de tubulina; b) aumento da taxa de quebras cromossômicas 

espontâneas; c) ambos os fenômenos (Fenech e Moriey, 1986; Hando eí al, 

1994). 

Existem autores (de Jong et al, 1988; Prosser et al, 1988; Gantemberg eí 

al, 1991), contudo, que não encontraram diferença significante entre os doadores 

jovens e não jovens, atribuindo o resultado encontrado a diferenças 

interindividuais. Gantemberg et al (1991), no entanto, ressaltaram que a não 
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correlação encontrada pode ser em virtude da pequena variação da idade (de 27 

a 37 anos) dos doadores analisados. 

O fato dos indivíduos sadios não jovens (B) apresentarem freqüências 

espontâneas mais altas que a dos indivíduos com câncer (C) á difícil de explicar, 

principalmente se levar em consideração a multiplicidade de fatores tanto 

exogenos quanto endogenos que podem intervir na resposta mutagênica. A 

variabilidade interindividual pode ser decorrente de uma série de fatores como 

imunológico, hormonal, vascular, metabólico e nutricional, bem como os 

relacionados a constituição genética, estilo de vida etc. Outro fator que deve ser 

considerado, também, é o número reduzido de indivíduos analisados. Além disso, 

os indivíduos portadores de doenças, ou com informações de incidência de 

doença familiar aumentada, mudam o comportamento relativo a precauções e 

cuidados, bem como o estilo de vida e hábitos alimentares. Desses fatore, um ou 

mais de um, tenham contribuido para uma menor incidência de MN espontâneos 

nestes casos. 

A tabela 16 apresenta as freqüências espontâneas de MN por célula 

binucleada de indivíduos sadios obtidas por vários autores e as encontradas no 

presente trabalho nos três grupos de doadores. Houve uma variação nas 

respostas de 0,002 a 0,039 MN/célula. As freqüências mais altas foram 

encontradas por Ramalho et al (1988) e no presente trabalho em doadores não 

jovens (B). A variação de resposta das freqüências espontâneas pode ter sido 

causada pela diferença no número de doadores e nas faixas etárias as quais 

pertenciam, além de, possivelmente, as condições experimentais empregadas 

pelos vários laboratórios teriam sido diferentes),. O estudo de freqüências 

espontâneas apresenta dificuldades por essas serem, geralmente, baixas na 

maioria dos indivíduos, incluindo aqueles com câncer. Além disso, danos 

cromossômicos e induzidos por algum agente mutagênico parecem ser 

fenômenos independentes (Hsu, 1987baseado em estudos de pacientes com 

Xeroderma pigmentosum que apresentam freqüência espontânea de quebras 

semelhante a de indivíduos sadios e quando submetidos à ação mutagênica da 

luz ultravioleta apresentam uma alta taxa de quebras cromossômicas. Sendo 

assim, análise de danos induzidos por algum agente é mais informativo 
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T a b e l a 16: Comparação da freqüência espontânea d e MN entre vários 

laboratórios 

Referências idade número de freqüência 
(anos) doadores espontânea 

{MN/cél.bin.) 
Fenech e Moriey, 1985a 20-51 8 0.0088 
Fenech e Moriey, 1985b 0-35 15 0.0073 
Fenech e Moriey, 1985b 65-82 33 0.0123 
Mitchell e Norman, 1987 ? ? 0.0028 
Kormos e Koteles, 1988 20-22 4 0.0140 
Ramalho etal, 1988 ? 2 0.0360 
Prosser etal, 1988 20-45 14 0.0140 
Kormos e Koteles, 1989 20-22 5 0.0080 
Huber e/a/, 1989 20-52 14 0.0160 
Gantemberg etal, 1991 22-27 12 0.0200 
Catena etal, 1992 22-67 5-25 0.0190 
presente trabalho 20,24 e 27 4 0.0140 

4 6 e 5 0 2 0.0390 
47, 67 e 68 3* 0.0180 

* doadores com câncer de pele 

Com relação aos MN radioinduzidos, tanto em pacientes com câncer como 

em doadores sadios, liouve um aumento na freqüência de linfocitos 

micronucleados bem como no número de MN por célula com o aumento da dose 

de radiação. Resultados análogos foram obtidos por outros autores (LIoyd eí al, 

1986; Mitchell e Norman, 1987; Ramalho eí al, 1988; Khadzhidekova, 1989; 

Balasem eí al, 1991) que documentaram um aumento na freqüência de MN em 

função da dose de radiação. 

As proporções de linfocitos danificados (células micronucleadas) pela 

radiação ionizante foram similares nos três grupos: indivi'duos com carcinoma (C) 

e indivíduos sadios (A e B). No entanto, a extensão das lesões induzidas foi 

diferente, demonstrada pela análise de distribuição de MN radioinduzidos em 

linfocitos binucleados: no grupo com carcinoma basocelular, a proporção de 

células menos danificadas (contendo somente 1 MN) decresceu com o aumento 

da dose de radiação, dando lugar às células mais afetadas (contendo vários MN) 

nas doses mais altas (> 400 cGy). Neste contexto, pode-se dizer que o grupo C 

foi mais radiossensiVel em relação aos grupos sadios. 

Embora os indivi'duos não jovens (B) apresentem uma freqüência mais alta 

de MN espontâneos,a sensibilidade à radiação ionizante parece não estar 

associado com a idade, visto que a resposta foi similar a dos indivíduos jovens 

(A). 
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XMISèÂÒ NACIÓN/L CE tfJERGIÂ WUCLEAR/SP iPEI 

Essas observações mostram a importância de se analisar não somente a 

incidência de MN numa dada célula do indivíduo, mas também a sua distribuição, 

para uma avaliação mais acurada de danos ocorridos no genoma. 

Essas informações não foram obtidas com os linfocitos mononucleados, o 

que era de se esperar, já que eles constituem uma população composta de 

células que passaram pelo processo de divisão mitótica ou não. Assim sendo, a 

utilização dessas células nem sempre é adequada para a avaliação do dano 

cromossômico induzido por algum agente genotóxico. 

Os indivíduos do grupo C, provavelmente, são deficientes no reparo por 

fotorreativação e excisão, mecanismos acionados para o reparo de danos 

causados pela radiação UV, o principal carcinógeno envolvido no 

desenvolvimento de câncer de pele (Brash etal, 1991; Kamb, 1994). 

Cosiderando que a principal lesão causada pela radiação ionizante é a 

quebra das fitas duplas do DNA (lAEA, 1986) e que os MN são originários 

predominantemente de fragmentos acêntricos (Streffer, 1993), os resultados 

obtidos permitem aventar a hipótese de que os pacientes com carcinoma 

basocelular aqui analisados podem até apresentar o mesmo grau de eficiência no 

reparo de quebras das fitas do DNA quando comparados com os indivíduos 

sadios, porém, o mecanismo de reparo pode não ser eficaz para células contendo 

várias lesões. 

Ainda em relação à distribuição de MN radioinduzidos, verificou-se um 

predomínio de linfocitos contendo um MN, seguido de dois MN, nos três estadios 

de nucleação nos três grupos de doadores. As porcentagens dessas células 

foram praticamente constantes em todas as doses analisadas. 

Observou-se ainda que a maioria dos MN foi encontrada em linfocitos 

binucleados (cerca de 5,4 vezes mais que em mononucleados). A ocorrência de 

um número elevado de células interfásicas mononucleadas pode indicar que 

essas células passaram por uma divisão celular antes da adição da cito-B ou que 

algumas células tenham escapado da ação da droga, não contribuindo para a 

formação de binucleadas (Fenech e Morley, 1986; Fuhrmann, 1992) ou não foram 

estimuladas pelo agente mitogênico. 

A contagem de MN, assim, pode ser limitada somente as células 

binucleadas contendo um e dois MN, proporcionando uma contagem mais 
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eficiente e rápida sem que ocorra a imprecisão de análise, fator importante 

particularmente em dosimetría biológica e monitoramento de populações. 

Com relação a avaliação da cinética do ciclo celular verificou-se um 

aumento considerável no número total de células bi e multinucleadas (com e sem 

MN) a partir de 300 cGy, nos três grupos analisados e que foi acompanhado por 

uma diminuição gradativa de células mononucleadas (com e sem MN). 

Uma possível explicação para esse fato poderia ser a interferência da 

radiação ionizante no processo de divisão celular. A radiação ionizante é relatada 

como causadora de retardo mitótico dependente de dose (Kihiman et al, 1982; 

Purrot et al, 1980). A visualização do efeito da cito-B ocorre somente quando as 

células se encontram em anáfase-teiófase do ciclo celular e esse efeito é 

expresso pela presença de células binucleadas ou quando as células atingem a 

segunda mitose, pela presença de células multinucleadas. Com o aumento da 

dose de radiação, pode ter ocorrido um retardo mitótico mais pronunciado 

permitindo, portanto, um maior acúmulo de células nessas fases da mitose, 

resultando conseqüentemente, no aumento de células bi ou multinucleadas. Em 

contrapartida, a proporção de células mononucleadas tendeu a declinar com o 

aumento da dose de radiação. Uma relação direta entre o atraso do ciclo celular 

e a expressão de MN induzidos em eritrocitos policromáticos de camundongos , 

irradiados com doses de 1 a 8 Gy de raios X (58 Gy/min), foi aventada por Mc 

Fee et al (1994). Os autores sugeriram o atraso mitótico induzido pela radiação 

ionizante como a principal causa da relação negativa observada entre a dose e 

os MN radioinduzidos. 

Da mesma maneira, Gantemberg et al (1991) verificaram um decréscimo 

no número de células binucleadas com o aumento da dose de raios X (1 Gy/min.) 

na faixa de dose de 5 a 10 Gy. Os autores atribuíram o fato a um mecanismo de 

seleção e eliminação de linfocitos severamente danificados pelo aumento da 

dose de radiação. 

Outro aspecto investigado foi o índice de nucleação (IN) que mostrou ser 

mais baixo em pacientes portadores de câncer quando comparados ao dos 

indivíduos sadios, indicando um ciclo celular mais lento que os dos indivíduos 

sadios. Essas observações sugerem que a resposta imune desses pacientes 

pode estar de algum modo comprometida, já que o IN indica a capacidade de 
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resposta a indução nnitogênica por parte do hospedeiro. Isso, de certa forma, era 

esperado para esse grupo (C), visto que a presença de células tumorais no 

organismo pode estar relacionada com o desenvolvimento de um processo 

associado a uma falha na vigilância imunológica. A vigilância imunológica refere-

se à capacidade de reconhecimento e eliminação de células tumorais, que, 

muitas vezes, está diminuida em pacientes com câncer (Greenberg, 1987). 

Um ligeiro aumento no valor de IN nas doses mais altas pode estar 

relacionado com a proporção maior dos componentes bi e multinucleados como 

mostra a tabela 15, nos três grupos. A contribuição maior, particularmente de 

células binucleadas nas doses mais altas, pode ser uma conseqüência direta do 

retardo do ciclo celular induzido pela radiação ionizante, o que fez com que se 

elevasse o valor de IN, dando uma idéia de uma cinética celular mais acelerada 

nas doses acima de 300 cGy. Partindo dessa hipótese, uma boa parte das 

células interfásicas mononucleadas nas doses mais baixas pode ser oriunda da 

primeira divisão celular, antes da aplicação da cito-B. 



6. CONCLUSÕES 

Com base nos resultados obtidos por meio da análise da 

radiossensibilidade de linfocitos periféricos de pacientes com carcinoma 

basocelular e de indivíduos sadios, irradiados in vitro com doses de 20 a 500 cGy 

de ^°Co realizada nas condições experimentais empregadas, permite concluir 

que: 

•Os indivíduos com carcinoma basocelular apresentaram freqüência 

espontânea de MN mais alta que os indivíduos sadios jovens, porém mais baixa 

que os indivíduos sadios não jovens. 

•Houve um aumento no número de linfocitos micronucleados e no número 

de MN por célula com o aumento da dose de radiação ionizante nos três grupos 

analisados. 

•Os pacientes com carcinoma basocelular mostraram as proporções de 

linfocitos danificados (células com MN) similares a de indivíduos sadios. 

•As curvas ajustadas de dose-resposta mostraram, no entanto, que a 

extensão de lesões induzidas pela radiação ionizante em linfocitos binucleados 

foi diferente nos três grupos: o grupo com câncer mostrou-se mais afetado nas 

doses mais altas (> 400 cGy), em relação aos grupos de indivíduos sadios. Para 

os linfocitos mononucleados , não houve diferença significativa entre os grupos. 

•Houve predomínio de linfocitos contendo um MN nos três estadios de 

nucleação nos três grupos de doadores analisados; 

•A maioria dos MN foi encontrada em linfocitos binucleados (cerca de 5,4 

vezes mais que em mononucleados) em todas as doses analisadas, nos três 

grupos de doadores; 

•Houve um aumento pronunciado no número total de células bi e 

multinucleadas (com e sem MN) com subseqüente diminuição de células 

mononucleadas a partir da dose de 300 cGy nos três grupos; 

•Os pacientes com câncer de pele apresentam os valores de índice de 

nucleação (IN) mais baixos que os Indivíduos sadios jovens e não jovens em 

todas as doses analisadas indicando uma cinética de ciclo celular mais lenta. 
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