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Efeitos das radiacdes v (’Co) e B (*°Sr) em células de ovirio de hamster

chinés (CHO-K1): inducdo de micronicleos ¢ morte celular

Daniella Murakami
RESUMO

Entre os varios tipos de radiagdo ionizante, os radionuclideos emissores beta estdo
envolvidos em varios setores da atividade humana, por exemplo, ‘em medicina nuclear,
indastrias nucleares e em biomedicina, aumentando, consequentemente, o risco de
exposi¢des acidental, ocupacional ou terapéutica. No entanto, apesar da sua reconhecida
importancia, ha poucas informagdes sobre o efeito da particula p em nivel celular em
comparagdo com outros tipos de radiagdo ionizante. Assim, o objeﬁvo’ do presente trdbélhd
foi o de averiguar efeitos genotoxicos e citotoxicos do *°Sr, uma fonte pura de particulas
beta altamente energéticas, em células CHO-K1 e comparar os dados obtidos com os do
%Co. Para tanto, células CHO-K1 irradiadas com diferentes doses (1,0; 2,5, 5,0e 7,5 Gy)
de *Co (0,34 Gy/min) e de *°Sr (0,23 Gy/min) foram processadas para a anélise de morte
clonogeénica, indugdo de micronicleos (MN) e mortes necrética e apoptética. As curvas de
sobrevida obtidas para ambos os tipos de radiagio foram melhor ajustadas pelo"modélo
linear-quadratico, as quais mostraram ser similares entre si. Todavia, os resultados
citogenéticos mostraram que, tanto a proporgdo de células micronucleadas como a
magnitude de lesGes radioinduzidas demohstradas' pela analise de distribuigio de MN;
foram significativamente mais altas em células irradiadas com *°Co do que‘cor'n *Sr, ao
passo que para.a indugdo de morte celular, o *°Sr foi mais danificante que o Co. A
necrose foi a principal modalidade de morte observada em células CHO-K1. Os dados

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

da exposigdo  com “’Sr- pode ser decorrente de uma eliminagio seletiva de células

- severamente danificadas da populagiio por processo necrotico numa proporgio mais alta do

que com *°Co. Os dados obtidos mostraram também, a necessidade da utilizagdo de varios
pardmetros para uma melhor estimativa da radiossensibilidade celular frente a agdo dos
genotOxicos ambientais, o que sera de grande valia ndo somente do ponto de vista

radiobiologico, como também oncologico e terapéutico.
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Effects of y (°Co) and B (**Sr) radiations in Chinese hamster ovarian cells

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

~ Daniella Murakami
ABSTRACT

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

involved in many sectors of human activity, such as nuclear médicine, nuclear industries
“and biomedicine, with a consequent increased risk of accidental, occupational or
therapeutic exposure. Despite their recogmzed importance, there is little information about
the effect of beta particles at the cellular level when compared to other types of ionizing
radiation. Thus, the objective of the present study was to evaluate the genotoxic and
cytotoxic effects of *Sr, a pure, highly energetic beta source, on CHO-K1 cells and to
compare them with data obtaneid with ®Co. CHO-K1 cells irradiated with different doses
(1.0, 2.5, 5.0, 7.5 Gy) of 9Co (0.34 Gy.min™) and *°Sr (0.23 Gy.min™) were processed for
analysis of clonogenic death, induction of micronuclei (MN) and necrotic and apoptotic
death. The survival curves obtained for both types of radiation were better fitted by the
linear-quadratic model and were similar. However, the cytogenetic results showed that
both the proportion of micronucleated cells and the magnitude of radioinduced lesions
demonstrated by the analysis of “MN distribution were significantly higher in cells
irradiated with *°Co than in célls’ irradiated with %Sr, whereas *°Sr was more damaging
than ®Co in trems of cell death induction. Necrosis was the major type of death observed
in CHO-K1 cells. The data obtained suggest that the low incidence of micronucleated cells
after exposure to °°Sr may be a consequence of selective elimination of severely damaged
cells from the population by the necrotic process at a higher rate than observed with “Co
~ exposure. The data obtained also demonstrqted the need to use several parameters for a
“better estimate of cellular sensitivity to the action of genotoxic agents, which would be

important in terms of radiobiology, oncology and therapeutics.

COMISSAO NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP-IPEN



SUMARIO
i Pagina
1.INTRODUCAO 1
1.1. Avaliagio do dano a0 DNA- Técnica do micronicleo ................coccooee 4
1.2.Mortecelular ...............c.o..iiiiiiiieceeeens s et 7
1.3. Células de ovario de hamster Chinés (CHO) ... 10
2. OBJETIVOS 12
3. MATERIAL E METODOS 13
3.1.CEIulas CHO-K L.t 13
3. 2. MELOMOS ..o s 14
3.2.1. CondigBes de irradiago .........cccoiieiiiiiiniiiii i eeae e . 14
3.2.2. Teste de formagdo de colOmias...........ooovvviiiieieciienieiieeeeee e 16
3.2.3. Técnica de coloragdo diferencial.............c...oooiiiiiiiiicein. 17
3.2.4. Técnica do micronucleo (MIN)..........ccoiiiiii 19
3.2.5. Analise das laminas ............. eereereesii et eerresrerarebabesnaieneserert e benare e - 21
3.2.6. Analise estatistiCa ............c.ccoviiviiiieniiiecee e 21
4. RESULTADOS 22
4.1. Averiguacio de morte reprodutiva pela formagio de colonias ............. 22
4.2. Averiguagdo da indugdo de micronacleos (MN)............ccccooveiiiiiinnn, 26
4.3 Averiguagio de apoptose e necrose pela técnica de coloragdo
dIferencial..........coooooiiiei e e 34
5. DISCUSSAO. : : 43
6. CONCLUSAO.... 51
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 52

COMISSAO NACIONAL DE ENERGA NUCLEAR/SP-IPEN



1. INTRODUCAO

Varios agentes, direta ou indiretamente, podem afetar o patrimdnio genético dos
seres vivos. Estes podem ser divididos em dois grupos: os agentes endogenos que estio
associados aos cc;mponentes genético, hormonal e imunoldgico, e os exdgenos que estdo
relacionados com o meio ambiente, do qual advem varios fatores de risco como alcool,
fumo, aditivos e corantes alimentares, pesticidas organoclorados, medicamentos e varias
formas de radiagdo ionizante.

A radiagio ionizante é uma modalidade terapéutica muito difundida na préatica
clinica e oncologica, além de ser utilizada com outras finalidades, tanto na indastria como
na agricultura. Dessa maneira, torna-se necessario conhecer melhor sua agdo nos casos de
ocorréncia de acidentes e de exposi¢do ocupacional, para uma avaliagio mais acurada dos
riscos biologicos envolvidos. -

, Sa‘pe—se que quando alguma forma de radiagdo ioni;ante, elctromagnética (raips—X
e v) ou particulada (neutrons e particulas o e [’3),- _é absorvida por um material biologico, ha
possibilidad¢ que esta venha‘intleragir,diretamente com a}vos ;:elulares, dentre eles 0 DNA.
Sua natureza nd@o especifica induz uma variedade muito ampla de danos e respostas de
estresse em varios tipos celulares.

A radiagio ipm'zante pode modificar o DNA por dois mecanismos bésicqs: acdo
direta, quando ha interagdo direta da energia da radiagdo com o DNA e por acao kin-‘direta,
quando ocorre transferéncia de energia da radiagdo, primariamente as moléculas
cvivr‘cundantesr do DNA, especialmente a agua, levando ao inicio a uma cadeia de reagées

quimicas e bioquimicas, que resultam na produgio de radicais livres, (OH, 'H),espécimes

COMISSAO NACONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP-IPEN



reativos de O, (Oy" 7, Hy02) e varios radicais orginicos que podem afetar a estrutura e a
fungdo celular;»

Tanto os efeitos diretos, como os indiretos, produzem uma variedade de lesdes a
molécula de DNA, como quebra nas fitas simples e duplas da molécula, ligagdes cruzadas
(entre DNA-DNA, entre DNA-proteinas) e alteragdes na desoxirribose ou nas bases
paricas e pirimidicas (Hall, 2000; Pouget & Mather, 2001).

Apesér de todos os tipos de radiagdes induzirém efeitos qualitativamente‘ similares
nos sistemas biolégicos, o tipo de radiagdo implica numa diferenca . quantitativa
consideravel na expressdo da resposta biologica, embora a quantidade total de energia
depositada € o numero de pares de ions formados sejam os mesmos (Goodhead et al.,
1993; Hall & Varma, 1994). Isto porque os efeitos  bioldgicos estdo intimamente
relacionados com a.transferéncia linear de energia (LET) que ¢ definida como uma medida
da quantidade média de energia depositada no tecido por unidade de distancia percorrida
(keV/um). ,

| De modo geral, as radiagdes de alta LET (particulas o , ions pesados, fragmentos de
fissdo e néutrons) induzem maiores danos bioldgicos que as de baixa LET (raios-X; v e
particulas ) por apresentarem uma velocidade mais lenta e, portanto, depositarem toda a
sua energia numa diétﬁncia muito curta (50 - 90 um no tecido) (Casarett, 1968; Lewington,
1993; Hall, 2000).

O estudo dos efeitos da radiagdo beta em nivel celular é de particular interesse, tendo
em vista a sua aplicagdo direta em medicina nuclear. Muitos radiofarmacos utilizados para
fins diagnéstico e terapéutico sdo fundamentalmente emissores beta (**Sm-EDTMP,
Na"'l, '*Re-HEDP, ¥SrCl), considerados como os mais promissores em virtude do seu
pequeno alcance nos tecidos (alcance méximo de 1 a 12 mm no tecido mole) e da sua

energia (Emsx de 0,3 a 2,3 MeV), minimizando a radiotoxicidade aos tecidos sadios



circunvizinhos (Lewington, 1993; Allen & Blagojevic, 1996). Além disso, a radiagio beta
estd envolvida também em outras areas, por exemplo, em industrias nucleares e em
biomedicina, associadas com exposi¢des ocupacional ou acidental (Regulla, 1986).

A despeito da sua reconhecida importancia, trabalhos publicados sobre os efeitos
biolégicos da radiagio beta ndo sio numerosos. Estudos citogenéticos de *H (Vulpis, 1984;
Tanaka et al., 1994; Deng et al., 1998), Blf (MKacher et al., 1996; Wuttke et al., 1996;
Gutierrez et al., 1997), ¥Sr (Watanabe ef al., 1998) ¢ do '**Sm (da Silva et al., 2002;
Suzuki et al, 2002) foram avaliados em linfocitos periféricos humanos. Efeitos
genotoxicos do *°Sr, uma fonte pura de particulas beta altamente energéticas (Emax = 2,27
MeV, Emsa = 1,13 MeV) (Mill ef al., 1996) foram relatados por Vulpis & Scarpa (1986),
Hall & Wells (1988), Mill ef al. (1996) e Oliveira et al. (2001), por meio das técnicas de
aberra¢des cromossOmicas, micronticleo e cometa em amostras sanguineas humanas.

O radionuclideo *Sr é produzido pela fissio do *°U e tem meia-vida fisica de
28,15 anos (Shapiro, 1990). O *°Sr decai por emissdo beta (Emixima = 0,54 MeV),
transférmando-se em Y (Emaxma = 2,27 MeV) que também decai por emissio beta (Harley
et al., 1988). Assim, 0 *°Sr ¢ 0 *°Y formam um sistema e sdo, portanto, uma fonte de
particulas beta altamente energéticas (Emaxima = 2,27 MeV; Emaia = 1,13 MeV). Uma
particula beta de *°Sr de energia méaxima tem poder de alcance da ordem de 10 mm nos

tecidos moles (UNSCEAR, 1977; Shapiro, 1990).



‘1.1. - Avaliacio do dano ao DNA — Técnica do microniicleo (MN)

Uma das manifestagdes celulares que tem sido objeto de estudos de muitos
pesquisadores, diz respeito ao processo de reparo das lesdes no DNA (Powell & Mcmillan,
11990; Wallace, 1998). As células ativam uma cascata de enzimas que levam a um bloqueio
temporario nas fases G e Gz do ciclo celular {checkpoints), permitihdo assim o reparo por
meio de um sistema .enziméticb antes de entrar nas fases de sintese e de mitose,
respectivamente, ‘¢ dessa maneira, ja com danos reparados, passam a.funcionar como
células viaveis (Smith et al.,;1994).

No entanto, danos ndo reparados ou erros no reparo, podem levar as conseqiéncias
de grande sigmificado para a célula ¢ para os descendentes como, por exemplo, morte
celular, mutagdo, envelhecimento precoce, malformagﬁp embrionaria ¢ desenvolvimento
- de céncer (Hall, 2000).

Segundo varios autores (Price, 1993; Olive, 1998), as quebras das fitas duplas do
DNA s#o as lesdes mais dificeis de serem reparadas dentre varias.lesdes radioinduzidas.
Em nivel citogenético, esses danos ndo reparados ou reparados erroneamente podem ser
expressos em forma de aberragdes cromossdmicas na metafase e micronicleos na intérfase,
pardmetros esses amplamente utilizados em varios sistemas bioldgicos na avaliagdo
quantitativa de dano genético induzido pela radiaciio (Stap & Aten, 1990; Devi & Streffer,
1992).

/Os testes citogenéticos utilizam células expostas aos mutagénicos e carcinogénicos
e, apos cultivo celular, permitem detectar agentes clastogénicos - que produzem quebras
cromossomicas (técnica de aberragbes cromossOmicas e - micronicleos), agentes
aneugénicos - que interferem no fuso mitdtico, provocando alteragdes na distribuigdo dos

cromossomos durante a divisdo celular (técnica do microniicleo) e agentes alquilantes que
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interagem diretamente com o DNA formando adutos covalentes (técnica de troca de
cromatides-irmas).

A técnica convencional de aberragdes cromossOmicas € bastante utilizada no
biomonitoramento de individuos expostos a radiagio ionizante.  Nessa técnica, 0S
cromossomos sdo analisados na metafase e as freqiiéncias de aberragdes estruturais €
numericas sdo avaliadas. No entanto, observa-se a desvantagem de ser muito trabalhosa, o
que pode limitar a sua aplicagdo em pesquisas populacionais, ou seja, em grande escala.

Como alternativa para avaliar o dano cromossdmico, a técnica do micronucleo
(MN) foi desenvolvida inicialmente por Schmid (1975) em células da medula Ossea de
camundongos. Ja Countryman & Heddle (1976) foram os primeiros a mostrar uma relagio
quantitativa entre a dose de radiagdo e a frequéncia de MN em linfocitos humanos.

Os micronucleos aparecem ap6s uma divisdo nuclear e sdo originarios de
fragmentos cromossdmicos sem centromeros (fragmentos acéntricos) e/ou cromossomos
inteiros que ndo foram incorporados pelos niicleos-filhos na anafase. Na teldfase, um
envelope nuclear se forma envolvendo os cromossomos e os fragmentos, € esses assumem
gradualmente a morfologia de um nucleo na intérfase, sendo bem menores que o nicleo
principal, dai o termo micronucleo. A indugdo de MN pode ocorrer em qualquer tipo
celular, desde que esse passe por uma divisdo celular.

No entanto, a técnica do MN inicialmente utilizada apresentava a desvantagem de
ndo distinguir as células que ja haviam passado por uma divisdo daquelas que ainda ndo
haviam se dividido, tornando a contagem dos MN pouco precisa.

Em 1985, Fenech & Morley contornaram essa situagdo usando a citocalasina B
(cito-B), substincia que age impedindo a formagdo dos microfilamentos que contraem 0
citoplasma entre os niicleos filhos durante a citocinese. Assim, as células que completam

uma divisio nuclear sdo bloqueadas quanto a citocinese, adquirindo um aspecto



binucleado. E na fase binucleada que sdo contados os microniicleos, ou seja, somente apos
uma divisio nuclear. A técnica foi chamada de método do bloqueio citocinético
("cytokinesis block method"). A cito-B ¢ uma substincia isolada do .fungo
Helminthosporum dematoideum e é um inibidor de polimerizagdo de actina. Portanto, a
cito-B impede a divisdo do citoplasma, mas n3o a divisdo do nucleo. Dessa forma, as
células bloqueadas pela cito-B assumem um aspecto binucleado caracteristico, aumentando
consideravelmente a sensibilidade e validade deste método pela limitagdo da contagem dos
micronucleos apenas nas células binucleadas.

Dependendo do tempo de cultivo, as ;:élulas submetidas a agdo da cito-B, podem
passar por mais de uma divisdo nuclear, porém sem a divisdo do citoplasma, dando origem
a células multinucleadas com 3 ou 4 nucleos.

Essa técnica tem sido desenvolvida em células de mamiferos de diferentes tecidos e
espécies e aplicada em dosimetria biologica (IAEA, 2001). Sua importincia esta no papel
indicativo de que freqiiéncias elevadas de micronucleo podem estar correlacionadas com 0
aumento do risco de desenvolver cincer ou doengas genéticas, visto que estd intimamente
relacionado com o dano ndo reparado e com varias alteragdes patologicas tardias como as

neoplasias.



1.2. Morte celular

Um dos desafios em radiobiologia ¢ entender como as células respohdem ao
estresse oxidativo resultante de exposigdo a radiagdo ionizante e, consequentemente, O
destino posterior de células irradiadas, isto é, se elas morrem por apoptose ou necrose ou
sobrevivem e se proliferam. Esses caminhos alternativos refletem em profundas
implicagdes para o organismo como um todo.

A apoptose vem recebendo atengio especial nestes ﬁltimos anos em virtude da sua
reconhecida importdncia na morfogénese, no desenvolvimento embrionario, na
metamorfose, na homeostase celular, na carcinogénese e na terapia do cancer (Langley et
al., 1995). E uma estratégia adotada pelos organismos multicelulares para impedir a |
propagagao de células indesejaveis ao organismo pois elas carregam mutagdes.

O termo apoptose ou "morte celular programada” foi introduzido por Kerr, Wyllie
& Currie em 1972 e consiste na morte auto destrutiva da célula.

Este processo pode ser consequéncia de um controle fisiologico normal, ou pode
ser induzido por estresse como, por exemplo, a privagio de fatores de crescimento,
algumas substincias quimicas, hipertermia e exposi¢do as radiagGes ionizantes €
ultravioleta. Essa forma de morte celular é mediada geneticamente, na qual sinais externos
e internos estimulam a célula a produzir enzimas que a levam a morte.

A célula apoptotica é caracterizada por uma seqiiéncia de eventos morfoldgicos
como contragio citoplasmatica, cromatina condensada, evaginagGes na membrana
citoplasmatica e quebra do DNA mediada pela endonuclease em multiplos fragmentos de
aproximadamente 200 pares de bases. E um processo ativo e progressivo que envolve a
-substitui¢do e eliminag¢do de células danificadas indesejaveis, incluindo aquelas que podem

eventualmente escapar do controle da divisdo celular (Blank et al.,1997). |



Sabe-se que varios tipos celulares podem sofrer processo apoptotico apos a
exposi¢do a diferentes tipos de radiagdo ionizante. Ha varios trabalhos realizados com
timécitos, células da cripta intestinal, células da glandula parétida, células de carcinomas,
algumas linhagens celulares linfoides (Szumiel, 1994; Nakano & Shinohara, 1994; Hendry
et al., 1995, Shu-Zheng et al., 1996) e em linfécitos humanos, tanto in vitro (Hertveldt ef
al., 1997) como in vivo de pacientes submetidos a radioterapia fracionada (Delic et al.,
1995).

Muitos genes e cascatas enzimaticas interdependentes estdo envolvidos na resposta
celular a radiac@o ionizante. Para indugio de morte ou proliferagdo celular é necessaria a
ativagdio simultdnea de muitos genes. Os principais genes envolvidos na apoptose sio p53,
ATM, c-myc, bcl-2 e Bax, e os caminhos que levam a morte apoptética podem ser
divididos em p53-dependente e p53 - independente.

Ja a necrose € uma forma passiva de morte celular que ocorre quando as células séo
irreversivelmente danificadas por extremos de temperatura ou pH, hipoxia, concentragdo
toxica de uma variedade de agentes, indugdo de dano na membrana celular ou trauma
fisico (Kirsch-Volders & Fenech, 2001).

A necrose pode ser caracterizada pela perda da integridade da membrana seguido
de uma degradagio ndo especifica do DNA, sem formagdo de vesiculas citoplasmaticas,
lise de organelas e que usualmente resulta num processo inflamatorio (Pouget & Mather,
2001).

Altas doses de radiagdo tendem a produzir necrose, enquanto baixas doses causam
apoptose (Lennon et al., 1991). A ocorréncia de apoptose vai depender muito do tipo
celular, e ¢ induzida rapidamente por radiagdes de alto LET do que pela de baixo LET

(Meijer et al., 1998). As linhagens celulares de fibroblastos em cultura tem maior



probabilidade de morrer por um processo necrotico, enquanto as células de linhagens
linféide e mieldide morrem preferencialmente por apoptose (Radford et al., 1994).

Por outro lado, existe uma outra modalidade de morte celular chamada morte
mitotica ou reprodutiva (Szumiel, 1994) que consiste na perda da integridade reprodutiva
de células irradiadas, embora morfologica, fisiologica e metabolicamente elas se
apresentem normais € € observavel somente em células proliferativas, por exemplo, "stem
cells" do sistema hematopoiético, células do epitélio intestinal ou células em cultura. A
morte reprodutiva € geralmente determinada pela perda da habilidade das células de
formarem colonias (Langley et al., 1995).

Essa modalidade de morte celular é relevante particularmente na radioterapia de
tumor pois esse para ser erradicado dos tecidos, € necessario que as células malignas sejam
“mortas” no sentido de que se tornem incapazes de se dividirem e de propagarem a

malignidade (Hall, 2000).
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1.3.  Células de ovario de hamster Chinés (CHO)

Além da indugdo de morte celular como resposta ao agente agressor, as células
irradiadas, portadoras de -danos nd3o  reparados, podem sobreviver como células
transformadas viaveis que podem ser as iniciadoras de um complexo processo de multiplas
etapas que pode culminar na indugdo do cincer (Blank et al., 1997). No entanto, em vista
do intervalo de tempo relativamente longo entre a indugio de dano molecular pela radiagio
e a expressdo de um fendtipo alterado, muitas vezes, € dificil estabelecer uma relagdo de
causa e efeito.

Assim sendo, uma série de pardmetros tem sido adotados em varias linhagens
celulares de mamiferos para averiguar diferentes manifestagdes de dano pela radiagdo, por
exemplo, em células ovarianas de hamster Chinés, CHO (Hsie & Schenley, 1983) ¢ V79
(Stap & Aten, 1990; Trott et al., 1998), em células leﬁcénﬁcas de camundongos L5178Y
(Tauchi & Sawada, 1994) e em varias células humanas (Grosovsky & Little, 1983; Guo ef
al., 1998). |

Neste contexto, as células CHO tém sido apontadas como um sistema biologico
adequado para o estudo da instabilidade | gendmica induzida por agentes fisicos ou
quimicos. S&o células que apresentam uma série de caracteristicas vantajosas, em relago,
por exemplo, aos linfocitos humanos, amplamente utilizados nos ensaios de
genotoxicidade (Dean & Danford, 1984). As células CHO pertencem a uma linhagem
celular, geneticamente estabelecida (Roos ef al., 2000), e ndo se tornam senescentes com
* passagem por muitas geragdes, ao contrario de células primarias.
| As células CHO apresentam um bom crescimento em substrato soélido ou em
suspensdo com uma boa eficiéncia de clonagem, permitindo, portanto, que sejam semeadas

com numeros conhecidos de células e facilmente contadas para a analise de morte
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reprodutiva por meio do nimero de coldnias formadas, o que € inviavel com os linfocitos
sanguineos. Apresentam um cari6tipo relativamente estavel com 2n= 22 + 2 cromossomos
- composto de metacéntricos ¢ submetacéntricos (Ray & Mohandas, 1976). A taxa de
crescimento & relativamente rapida com duragio do ciclo celular de aproximadamente 12 a
14 horas (IAEA, 2001), que ¢ significativamente mais curta que a de linfécitos humanos
(em torno de 40 a 48 horas). |

Essas e outras caracteristicas inerentes das células CHO fazem déste tipo celular um
sistema bioldgico bastante promissor nas: mais diversas. areas de estudo, como, na
engenharia genética, em carcinogénese, nos testes de mutagenicidade, citotoxicidade e
genotoxicidade, entre outros.

Assim, ha uma quantidade consideravel de trabalhos publicados sobre efeitos
citogenéticos da radiagdo y (Johnston et al., 1997; Guo et al., 1997, Chapman et al., 1999),
raios-X (Johnston et al., 1998; Tian et al., 2002), particulas o (Nelson et kll., 1996; Trott et
al., 1998) e néutrons (Schwartz et al./, 1991; Trott et al., 1998). Todavia, ha poucas
informagdes sobre os efeitos da particula B em células CHO, podendo mencionar; no
entanto, os trabalhos de Dikomey & Franzke (1986) e Dikomey (1988) que analisaram
morte celular e reparo de quebras nas fitas do DNA em células expostas as particulas B de

3H timidina. Nio ha d:a'dos na literatura sobre o efeito do *°Sr em células CHO-K1.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo analisar efeitos genotdxico e citotoxico de

raios y de “°Co e particulas § de *Sr em células CHO-K1, utilizando como parimetros:

v indu¢do de morte reprodutiva pela analise de formag¢io de coldnias;
v indugio de mortes necrética e apoptotica;

v' formagdo de microniicleos.

A escolha desses parametros se justifica pelo seu significado biologico, além de
serem prontamente observaveis e mensuraveis em células irradiadas. Os micronicleos
estdo intimamente relacionados com danos ndo reparados, mais especificamente quebras
na fita dupla do DNA, além de ser uma técnica relativamente simples, rapida e de boa
senstbilidade.

A implementagdo de técnicas que permitam avaliar diferentes modalidades de
morte celular (reprodutiva, necrdtica e apoptotica) em linhagens celulares geneticamente
estabelecidas como a CHO-K1, vird ampliar o conhecimento para melhor compreensdo dos
processos de dano e reparo, da necrose e da apoptose que estdo diretamente relacionados
com o envelhecimento celular e com o desenvolvimento de tumores.

Apesar de todas as aplica¢bes da radiagdo beta em diversos campos, os efeitos em
nivel celular sdo pouco conhecidos. Dessa forma, o conhecimento dos efeitos biologicos da

radiacdo beta é de grande importancia.
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3.2. METODOS

3.2.1. Condicoes de Irradiagio

As células CHO-K1 suspensas em PBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline)
foram expostas a radiagdo y de **Co, uma fonte do tipo panoramico (YOSHIZAWA KIKO
COMPANY Ltd.), com atenuador de chumbo de 70%, com taxa de dose de 0,34 Gy.min'l.,
nas doses de 1,0; 2,5; 5,0 € 7,5 Gy, na presenga de Oy molecular e a teﬁ;peramra ambiente.
A calibragiio da fonte de **Co panorimica foi realizada utilizando-se um dosimetro do tipo
FRICKE/ALANINA (LABORATC)RI_O DE DOSIMETRIA/MERCK) e a leitura realizada
por espectrofotometro (HITASHI 100-40). |

Para a irradiacdo com particulas 3, nas mesmas doses, foi utilizada uma fonte de
281 /1 Y (Emixima = 2,27MeV; Enaia = 1,13MeV) (AMERSHAM BUCHLER), fonte pura
de particulas B altamente energéticas com taxa de dose de 0,23 Gy.min™.

A adaptagdo da fonte de *°Sr, a rﬁontagem do sistema e a dosimetria fisica da fonte
para a irradiagdo das células foram feitas pelo Departamento de Metrologia das RadiagGes
do IPEN/CNEN - SP. A calibragdo da fonte foi realizada utilizando uma cdmara de
extrapolagdo 23391 (PT-FREIBURG).

Levando-se em consideragdo o pequeno poder de penetrag@o das particulas f§ (1 m
no ar e cerca de 1 a 3 mm nos tecidos moles) (Wootton, 1993), o aparato para a irradiagio
das células (F IGURAS 2 e 3) foi confeccionado em acrilico por apresentar densidade
proxima a da agua e similar ao do tecido biolégico e por possuir baixo nimero atdmico que
impede a producdo de raios-X secundarios quando da interagdo com a particula 3.

vO aparato ¢ formado por duas partes: uma para o ehcaixe da fonte de *°Sr e uma

gaveta na parte inferior, onde as células foram acondicionadas em dispositivos
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3.2.2. Teste de formacgio de colonias

A eficiéncia de plaqueamento e a fragdo de sobrevida celular foram determinadas
pelo teste convencional de fofmaqﬁo de colonias. Neste teste as células semeadas viaveis se
dividem varias vezes e formam coldnias que sdo visiveis a olho nu. Todas as células que
formam cada uma das col6nias sdo provenientes de uma unica célula ancestral ¢ sdo
chamadas de sobreviventes porque mantém sua integridade reprodutiva (Hall, 2000).

As células em cultura foram tripsinizadas com uma solugdo de tripsina-EDTA
(0,25% de tripsina e 0,02% de EDTA), irradiadas numa suspensiio de 3 a 4 x 10*
células/mL de PBS e semeadas numa placa de Petri de 60 mm de didmetro, contendo 300
células/placa. As placas foram incubadas sob a atmosfera de 5% de CO,, a 37°C por cerca
de 10 a 14 dias ap6s as irradiagdes onde o meio foi removido e as células foram lavadas
com PBS, fixadas com formol a 10% por 30 minutos e coradas com Giemsa a 20% em
solugio fisiologica, pH 6,8 por 15 minutos. O nimero de coldnias formadas para cada dose
de radiagdo (y e B) foi analisadq no contador de coldnias CP 600 (PHOENIX). As coldnias
com menos de 50 células foram desprezadas. Foram executados trés ensaios independentes
para cada dose e para cada tipo de radiag@o e cada ensaio foi realizado em triplicata.

Os resultados foram expressos em eficiéncia de plaqueamento (EP) e em fragéo de
sobrevida (FS), segundo férmulas descritas por Hall (2000):

EP = (nimero de colOnias contadas / nimero de células semeadas) X 100

FS = (niimero de coldnias contadas / nimero de células semeadas) X (EPcontrole / 100)

1
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3.2.3. Técnica de coloracio diferencial

Para a analise citotoxica dos tratamentos com ®’Co e *°Sr foi utilizado o método de
colorécﬁo diferencial descrito por Gorman et al. (1996) que se baseia fundamentalmente na
capacidade das células de incorporar ou ndo corantes fluorescentes de DNA, além dos
sinais morfologicos caracteristicos de apoptose e necrose. A avaliagio foi feita nos
diferentes tempos apds as exposigdes, isto €, 24, 48, 72 e 96 horas com varias doses de
radiagdo (1,0; 2,5; 5,0 e 7,5 Gy).

Para tanto, 1ul. das solugdes estdques de corantes fluorescentes de DNA, acridina
orange (100 pg/mL) e brometo de etidio (100 pg/mL) (v/v 1:1) foi adicionado a 25 pL de
suspensdo celular de CHO-K1 (10° células/mL de PBS). A mistura foi homogeneizada,
perrnanecéndo por 2 minutos a temperatura ambiente. A seguir, 10 uL dessa suspensio
celular foram pipetadoskem laminas histolégiéas previamente siliconizadas (solugio a 2%
de dimetildiclorosilano em 1,1,1-tricloetano) cobertas com laminulas e examinadas ao
microscopio.

Essa técnica permite através da coloragdo diferencial, detectar nio s{) as células
apoptoticas nas fases inicial e tardia, que se coram em verde com a cromatina condensada e
em vermelho com cromatina fragmentada, respectivamente, assim como as células viaveis
(coradas em verde com a cromatina organizada) e necroticas (coradas em vermelho com a
cromatina organizada).

As células tornam-se esverdeadas, pois a membrana plasmatica permanece integra e
permeavel somente a acridine-orange. Adquirem a coloragdo avermelhada quando ocorre a
perda da integridade da membrana plasmatica, tornando-se permeavel ao brometo de etidio

e 4 acridine orange. .
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Foram realizados trés ensaios independentes para cada tipo de radiagdo, y e B, onde
cerca de 500 células foram -analisadas para cada dose e nos diferentes tempos apos as

exposigdes (24, 48, 72 e 96 horas).
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3.2.4. Técnica do micronucleo (MN)

Para a detecgdo dos micronucleos (MN) foi utilizado o método do blocjueio
citocinético proposto por Fenech & Morley (1986), utilizando a citocalasina B. Neste
método, os MN s3o contados apenas nas células que completaram uma divisdo nuclear,
apos as irradiagdes. Essas células s3o reconhecidas pela sua aparéncia binucleada depois
do bloqueio da citocinese pela citocalasina-B.

Para a obtengio de células binucleadas foi adotado o procedimento descrito por
Guo et al. (1998) em células tumorais humanas e em linhagens celulares de roedores. As
células CHO-K1 (3 — 4 x 10* células/mL de PBS) foram irradiadas com *Co e *°Sr e foram
semeadas em placas de Petri de 60 mm de didmetro contendo SmL de meio de cultura
RPMI 1640 (GIBCO), suplementado com 10% de soro fetal bovino (CULTILAB),
acrescido de penicilina e estreptomicina (SIGMA). Imediatamente apds as exposigdes,
adicionou-se citocalasina B (SIGMA) na concentragio final de 2 pug/mL. Apos 48 horas de
cultivo, as células foram tripsinizadas, transferidas para tubos Falcon com capaciade para
15 mL, lavadas com PBS e fixadas com écido acético e metanol (1:3), adicionando 5 ml da
solugdo fixadora a cada centrifugacdo (3 vezes). Finalmente, as suspensdes celulares foram
gotejadas em laminas histolégicas e fixadas a 65°C numa atmosfera imida e coradas com
Giemsav(IO%) em tampdo Sorensen pH 6,8 por 15 minutos.

Os MN foram identificados segundo critérios adotados por Countryman & Heddle
(1976): os MN foram contados somente em células com citoplasma preservado, ndo

lconﬂuentes, no mesmo plano focal, apresentando didmetro de até 1/3 e com a mesma
colora¢do do nucleo principal. Foi levado em consideragdo somente células binucleadas

(CB) contendo até 5 MN. Para cada dose de radiagdo (y € B) foram analisadas cerca de 500



20

células binucleadas, contando-se também células mono (CM) e multinucleadas (Cmu) para

o célculo do indice de proliferagio (IP) (Eastmond & Tucker, 1989):

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

Foram realizados trés ensaios independentes para cada tipo de radiagio (*°Co e

1)

COMISSKO NACIGNAL DE ENERGIA NUCLEARSP-IPEN
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3.2.5. Anailise das liminas

A anilise das laminas para o teste de coloragdo diferencial foi realizada no
microscopio de fluorescéncia CARL ZEISS com filtro de excitagio DAPI/FITC/TEXAS
RED (400, 495, 570) e filtro de barreira TBP (410, 505, 585) sob aumento de 400 vezes.
Para o teste do nﬁcronﬁcleo, ‘a--analise das :laminas citogenéticas foi realizada no

~ microscopio optico CARL ZEISS,; também no aumento de 400 vezes.

3.2.6. Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas dos dados obtidos com células CHO-K1 foram
realizadas com auxilio do programa GraphPad Prism versdo 2.0.

As curvas de sobrevida de células irradiadas com-**Co e *°Sr foram ajustadas pelo
modelo linear-quadratico, Y = a + bD + ¢D? onde Y ¢ a fragio de sobrevida; a, b e csdo .
constantes do modelo € D ¢ a dose de radiagdo em gray (Gy). - -

As curvas dose-resposta obtidas para os dados-de-coloragdo diferencial (células
necroticas e apoptoticas) e para os dados de microntcleos foram ajustadas pelo modelo de
regressdo linear, Y = a +bD, onde Y ¢ a freqiiéncia de MN ou morte celular.

Tanto as frequéncias basais de MN como as radioinduzidas bem como os indices de
proliferagio nas diferentes doses foram comparados entre os dois tipos de radiagdo pelo
teste ndo paramétrico Mann Whitney e teste F com intervalo de confianga de 95%. O valor 1
de P < 0,05 foi considerado signiﬁcaﬁvo.

Para a comparag@o de freqiiéncias basais de células necréticas e apoptoticas obtidas
com ®Co e *Sr, nos diferentes tempos de incubagdo foi utilizado o teste ndo paramétrico

ANOVA.
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4. RESULTADOS

4.1. Averiguacio de morte reprodutiva pela formacio de colonias

Os resultados dos experimentos sobre a formagio de colonias em CHO-K1 ap6s os
tratamentos com raios gama e particulas beta estdo expressos nas TABELAS 1 e 2,
respectivamente.

A eficiéncia de plaqueamento (EP) foi relativamente alta que, no entanto, diminuiu
com o aumento da dose, tanto para radiagdo gama quanto para particulas beta.

A FIGURA 4 mostra as curvas de sobrevida para ®Co e *°Sr, determinadas pelo
teste de formag@o de coldnias, com “shoulder” caracteristico na regiﬁé de baixas doses que
tendem a uma exponé:ncial a medida que aumenta a dose de radiagdo. As duas curvas
foram ajustadas pelo modelo linear-quadratico. As equagdes das curvas para °°Co e 2gr,

onde Y ¢ a fragdo de sobrevida e D a dose em gray, se mostraram similares.

Y = (0,9809 + 0,0549) — (0,180 + 0,040)D + (0,008 + 0,005)D? para °Co

Y = (0,9568 + 0,0316) — (0,165 + 0,023)D + (0,006 + 0,003)D? para *°Sr

Os valores do R? obtidos (R*= 0,9192 para *°Co e R?= 0,9689 para *°Sr) mostraram

que os dados se ajustaram adequadamente ao modelo.
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FIGURA 4 - Curvas de sobrevida de células CHO-K1, irradiadas com diferentes doses de

radiagio y de ®°Co e B de *Sr. As curvas foram ajustadas ao modelo linear-quadratico
(Y =a+bD +cD?).
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Os valores basais de células contendo 1 ou mais MN bem corho o numero de
MN/célula binucleada estdo apresentadc;s fla TABELA 6. A anilise estatisi[ica mostrou que
ndo ha diferenga significativa entre os valores basais nos dois experimentos (*°Co e ”Sr).

A TABELA 7 e a FIGURA 7 mostram os indices de broliferagio obtidos a partir das
freqiiéncias de células mono, bi e multinucleadas encontradas erhvcélulas irradiadas com “Co
e *°Sr, os quais ndo diferiram estatisticamente entre si (P = O, 12).7 Issds_igniﬁca que, sob
_condig:(“)es similares de cultivo celular, tanto a radiagdo Yy como a partiéuia B ﬁﬁo interferem na

cinética da proliferacédo celular.
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FIGURA 6 - Curvas dose-resposta ajustadas pelo modelo de regressio linear para indugéo de
micronicleos (MN) em células binucleadas (CB) de CHO-K1 apdés a exposigdo com
¥Co (—) e *Sr (). A = nimero de MN/CB; B = nimero de células binucleadas com MN;
C = numero de células binucleadas com um MN e D = niimero de células binucleadas com
dois ou mais MN.
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TABELA 5 - Estimativa dos coeficientes do modelo de regressdo linear utilizados para o

ajuste das curvas dose-resposta para a inducdo de micronicleos em células CHO-KI
irradiadas com *°Co e *°Sr.

Experimento Parametro A B R*
y%Co MN/CB 0,15+ 0,04 0,09 + 0,01 0,87
% CB com MN 13,44 + 2,66 4,89 + 0,63 0,82
% CB com 1 MN 11,38 +1,96 2,18 + 0,46 0,63
% CB com 2 ou mais MN 2,06 + 1,40 2,71+0,33 0,84
B *°Sr MN/CB 0,12 + 0,06 0,08 + 0,01 0,73
% CB com MN 9,31 +3,49 4,64 +0,83 0,71
% CB com 1 MN 7,11+ 1,91 2,35+ 0,45 0,67
% CB com 2 ou mais MN 2,20+ 1,76 0,70

'2,29+0,42

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

TABELA 6 - Freqiiéncias basais de células binucleadas de CHO-K1 com microntcleos (MN)
nos experimentos com *°Co e ?OSr‘

Experimento CBcomMN CBcom1MN CB com 2 oumais MN MN/CB
(%) (%) (%)
v%°Co 7,26 +1,56 573 £1,11 1,53 + 1,15 0,091 + 0,027
B *°Sr 6,48 +2,74 547+ 1,62 1,40 + 0,74 0,085 + 0,033

Mann Whitney gama x beta (n.s.)= ndo significativo
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TABELA 7 - Frequiéncias de células mono, bi e multinucleadas e indice de proliferacdo

encontradas em células CHO-K1 obtidas 48h ap0s as irradiagdes com “Co e *°Sr.

Experimento Dose (Gy) Células Células Células Indice de
Mononucleadas (%) Binucleadas (%)  Multinucleadas (%) Proliferagio
0,0 4839+ 11,57 47,86 +8,62 3,75 +2,97 1,55+ 0,14
1,0 46,41+ 6,68  47,82+446 577+255 ©  1,59+0,09
y%°Co 2,5 4353+ 584  4813%3,19 8,35 +2,94 1,65 + 0,08
| 50 41,04+ 931 50,17+ 7,59 8784217 1,68 +0,11
7,5 4486+ 446 42,80+ 3,17 | 12,35 + 1,46 1,67 + 0,06
0,0 4271+ 1029 54,53+ 8,89 2,76 +1,74 1,60+ 0,12
1,0 45,09+12,98 51,73+ 11,67 3,18 +1,33 1,58 + 0,14
B *°Sr 2,5 4984+ 597 4692+ 437 3,28 + 2,40 1,54 + 0,08
5,0 48,98 + 14,28 46,76 + 12,21 4,26 + 2,08 1,55+ 0,16
7.5 4971+ 9,86 = 4598+ 7,69 4,32 + 2,24 1,55+0,12

Teste Mann-Whitney, gama x beta, P = 0,12 (n.s.)
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FIGURA 7 - Histograma mostrando indices de proliferagéo celular obtidos 48h apds as
irradiagdes com *°Co e *°Sr.
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4.3. Averiguacio de apoptose e necrose pela técnica de coloracio diferencial

Nesse experimento foram avaliadas viabilidade e mortes celulares, necrética e
apoptotica, em células CHO-K1 irradiadas, por meio da técnica de coloragdo diferencial. Os
dados obtidos estdo ilustrados nas TABELAS 8 e 9, para ®Co e *°Sr, respectivamente.. A
FIGURA 8 mostra as curvas dose-resposta ajustadas para indugiio de morte celular pelos dois
tipos de radiagdo, nos diferentes tempos ap6s as exposi¢oes (24 a 96 horas). Os coeficientes
das curvas estdo expressos na TABELA 10.

Tanto para amostras irradiadas com ®°Co como com *°Sr, a viabilidade celular
diminuiu gradativamente, ao passo que o numero de células necrdticas aumentou em fungéo
da dose de radiagdo. Pode-se verificar que a particula B foi mais danificante que a radiagio vy
em células CHO-K1 (P < 0,001) em todos os intervalos de tempo analisados apds as
exposi¢des, induzindo mais morte necrotica , afetando a viabilidade celular.

Ja em relagdo a apoptose, somente uma fragio muito pequena de células irradiadas
morrem por esse processo (< 1,5 %), mostrando, de um modo geral, uma ligeira tendéncia ao
aumento em fung¢@o da dose de radiagdo. Os dados obtidos indicam que a apoptose ndo é a
principal modalidade de morte em células CHO-K1 frente ao insulto genotoxico.

Na TABELA 11 estdo sumarizados os valores basais de células viaveis, necroticas e
apoptétiqas encontrados em amostras ndo irradiadas em fungdo do tempo de incubagio.

- Houve uma pequena oscilagdo nas porcentagens de células viaveis (81,5 +3,1 a 85,7+ 5,1 %
para os experimentos com *Co e 80,4 + 0,5 a 82,1 + 3,1 % com *°Sr) e de células necroticas
(13,4 £ 4.8 a 18,1 + 2,8 % para os experimentos com “°Co e 17,9 + 3,1 a 19,1 + 2,0 % com
Sr), ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes tempos de

incubagdo, o que indica que o periodo de incubagio nio interferiu na viabilidade e na indugio



de morte celular necrética. Houve uma diferenqa' estatisticamente significativa somente em
relagdo a células apoptc’)ticés nos experimentos com *°Sr (P = 0,02).

A TABELA 12 e a FIGURA 9 expressam a relagdo entre células micronucleadas e
necroticas, 48v horas apos as irradiagdes. Pode-se verificar que as freqiiéncias de células
micronucleadas foram mais altas em amostras irradiadas com *°Co (P = 0,002), enquanto que
as fregiiéncias de células necroticas foram mais elevadas, em amostras expostas com °°Sr
(P =0,02). No éntanto, quando se analisam conjuntamente esses dois pardmetros, tanto o *°Co
como o *°Sr produziram, aparentemente, proporgdes similares de células afetadas (P = 0,71)

em fungdo da dose de radiagio.
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FIGURA 8 - Curvas dose-resposta ajustadas pelo modelo de regre

ssdo linear para indugdo de

ag)optose e necrose, analisadas 24, 48, 72 e 96 horas apés a irradiagdo com ®Co (—) e
28t (---). A = células viaveis; B = células necréticas e C = células apoptoticas.



- TABELA 10 - Coeficientes das curvas ajustadas pelo modelo de regressdo linear, Y =a + bD,

paray *Co e B %°Sr.
Tipo de Parametro Tempo apos a a (= SE) b (= SE)
radiagio irradiagio ‘
24horas . 85,00+3,60 2,80 + 0,86
Viabilidade - 48 horas 83,54 + 2,66 -1,75 + 0,63
‘ 72 horas 78,10+1,62  -1,33+039
96 horas 80,44 +2,10 -1,89 £ 0,50
24 horas 15,52 +3,60 2,46 + 0,85
v*Co Necrose 48 horas 15,45 + 2,56 1,78 + 0,61
72 horas 21,23 +1,49 - 1,29+035
96 horas 19,172,12  1,87+0,50
24 horas 0,98 + 0,36 0,07 + 0,08
Apoptose 48 horas 1,02 0,24 -0,03 £ 0,06
72 horas 0,69 + 0,26 0,04 + 0,06
96 horas 0,41+0,12 ~  0,02+0,03
24 horas 78,86 £ 0,90 -2,02 £0,21
Viabilidade 48 horas 79,76 + 1,35 -2,39+0,32
72 horas 78,94+ 1,28 -3,15 + 0,30
96 horas 78,18+ 1,76 -3,04 = 0,42
24 horas 20,66 + 0,84 2,01+0,20
B °Sr Necrose 48 horas 20,05 + 1,35 2,29+ 0,32
72 horas 20,97 + 1,27 3,00 + 0,30
96 horas 21,21 +1,83 2,97 + 0,43
24 horas 0,50+ 0,15 0,01 +£0,04
Apoptose 48 horas 0,19+ 0,12 0,10+ 0,03
72 horas 0,09+ 0,19 0,14+ 0,04
96 horas 0,60+ 0,17 0,07 x 0,04

N
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TABELA 11 - Freqgiiéncias basais de células CHO-K1 vidveis (%), necroticas (%) e
apoptoéticas (%) nos diferentes tempos de incubagio

Experimento  Tempo Células Células Células
(h) viaveis (%) necroéticas (%) apoptoticas (%)

v%Co 24 85,7+35,1 13,4+438 0,9+0,9
438 83,1+52 15,7+4,7 1,2+0,9

72 81,5+3,1 18,1+238 0,4 +0,4
96 81,9+5,6 17,5+5,6 0,6 +0,3

ANOVA P 0,84 (n.s.) 0,73 (n. s.) 0,54 (n.s)
B *°Sr 24 - 80,4+0,5 19,1+ 0,4 0,5+0,2
48 80,8+22 19,1+2,0 0,1+0,2

72 82,1 +3,1 17,9 +3,1 0,0 +0,0
96 80,3 +4,0 19,0 £4,2 0,7+0,3

ANOVA P 0,86 (n.s.) 0,84 (n.s.) 0,02( *)

n.s. = ndo significativo

* = significativo (p < 0,05)

COMISSKO NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP-PEN



41

TABELA 12. Relagdo entre células mlcronucleadas e necroticas de CHO-K1, 48h apos a

exposicio com *°Co e 90Sr

Tipo de Dose Células Células Células
radiagdo micronucleadas necréticas micronucleadas
| (%) (%) + necréticas (%)

v %Co 0,0 7,26 + 1,56 157+ 4,7 22,96

1,0 22,64 + 7,00 163+ 6,0 38,94

2.5 28,63 £ 6,70 20,9+ 59 49,53

5,0 39,27 + 2,34 241+ 6,5 63,37

15 47,62 + 8,82 28,8+ 11,5 76,42

B %St 0,0 6,48+ 2,74 S 191+ 2,0 25,58

1,0 14,20+ 4,79 22,6+ 43 36,80

2,5 21,79+ 841 26,7+ 3,8 48,49

5,0 2838+ 15,23 31,8+ 3,7 60,18

7.5 36,54 + 17,23 36,6+ 4,5 73,14

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



42

@ 100-
'§ A
© 75+
3
=
o
| "
L
S
2]
<
2
8
i
10.0
Dose (Gy)
100-
8 B
B 75-
Sz
:ﬁ 50+
3]
3
8
G | L] 1 1
0.0 25 5.0 7.5 10.0
Dose (Gy)
o 100-
v —
3R
u ——
S o
58
=5
Lo
ES
w2
S+
D
O
c i ¥ 1 1
0.0 25 5.0 7.5 10.0

Dose (Gy)

FIGURA 9 - Curvas dose-resposta ajustadas pelo modelo de regressdo linear para indugio de
células micronucleadas (A), células necroticas (B) e células micronucleadas + necréticas (C),
48hs apos a exposigao com *°Co (—) e *Sr (-—--).
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho foram analisados efeitos citotoxico e genotdxico das radiagdes
gama ¢ beta em células CHO-K1, por meio de testes citogenético, coloragio diferencial e
formacio de colonias.

Os MN representam danos ndo reparados, mais especificamente, quebras ocorridas na
fita'dupla do DNA, uma das lesdes mais significativas do efeito da radiagdo ionizante. As
mortes necrotica, apoptdtica e clonogénica‘ representam diferentes manifestagdes celulares ao
agente agressor € estdo envolvidas em malformagio, envelhecimento e indugdo de cancer.

Uma série de metodologias tem sido adotadas para detectar e quantificar células
apoptoticas, como citometria de fluxo (Hertveldt ef al., 1997), teste do cometa (Olive et al.,-
1993), TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase — mediated dUTP nick end-labeling)
(Guo et al., 1998), anilise eletroforética de fragmentagio do DNA (Tauchi & Sawada, 1994) -
e outros. Analises baseadas nas caracferisticas morfologicas € na permeabilidade da
membrana apresentam a vantagem de ser relativamente simples e rapidas e, além disso,
permitem discriminar entre células apoptéticas e necréticas nos estadios precoces e tardios do
processo de morte celular (Kerr et al., 1972; Olive & Durand, 1997).

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

' intérfésica em células CHO-K1 irradiadas. Resultados analagos foram relatados por Fenech et
al. (1999) em linfocito humano exposto ao peréxido de hidrogénio (H,0,). A radiagio beta
foi mais danificante que a gama, induzindo significativamente mais morte necrética,
independentemente do periodo de tempo apos as irradiagdes. Os valores basais de células.-

necroticas variaram de 13 a 19% dentro do intervalo de tempo de 24 a 96 horas. Fenech ef al.
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(1999) obtiveram uma taxa basal relativamente mais alta, em torno de 23% em linfocitos
humanos submetidos ao H,O; in vitro. . .

A necrose pode‘ resultar de lesdo nas membranas celulares com conseqﬁenté liberagdo
descontrolada de enzimas que levam a degradagio de organelas celulares como lisossomos, as
quais podem causar digestdo de biomoléculas como acidos nucléicos, proteinas, lipides,
carboidrato etc (Fenech et al., 1999). O dano nas estruturas membranosas pode ser ocasionado

. pelo estresse oxidativo induzido pela radiagdo ionizante, via produgdo de radicais livres (OH,
"H) provenientes da radidlise da agua e pela produgio de espécies reativas de oxigénio como
07 7, Hy0.. Por serem extremamente oxidantes todos esses espécimes podem reagir

: prontamente com moléculas orgénicas das células, com a formagdo de radicais peroxilas e
produtos de peroxidagdo lipidica intracelulares entre outros, afetando a estrutura e as
propriedades fisico-quimicas das membranas (Limoli et al., 1998). |

.~ Por outro lado, a-morte apoptética foi raramente encontrada em células CHO-K1
irradiadas (< 2%): uma grande maioria de populagGes celulares expostas tanto com a radiagdo
~gama quanto com as particulas beta, ndo mostrou suscetibilidade a apoptose, o que corrobora |
os dados obtidos por Guo et al. (1998). Assim sendo, uma analise comparativa entre os efeitos
de dois tipos de radiagdo na indugdo de apoptose torna-se dificil.

A apoptose ¢ especifica do tipo celular (Vral ef al., 1998; Akudugu & Bohn, 2001),
visto que muitas linhagens linfoides e mieldides humanas e de roedores, também timocitos
sdo suscetiveis a apoptose (Szumiel, 1994; Tauchi & Sawada, 1994; Shu-Zheng et al., 1996;
Olive & Durand, . 1997), enquanto que varias linhagens tumorais humanas (Yount et al.,
1996), fibroblastos cultivados (Olive & Durand, 1997), inciuindo células V79 (Radford et al.,
1994) e CHO-K 1, morrem preferencialmente pela necrose.

Os fatores que predispdem a apoptose em células submetidas ao insulto sdo pouco

compreendidos. No entanto, um dos fortes candidatos € o gene supressor tumoral, o p53, que
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representa um papel primordial na indugdo de morte apoptdtica em resposta ao dano induzido
no DNA, no controle da progressdo do ciclo celular ¢ na maﬁutengio da integridade do
genoma de mamiferos (Lee ef al, 1997). Células deficientes em p53 geralménte sdo
resistentes a apoptose radioinduzida (Langley ef al., 1995; Olive & Durand, 1997).

Estudos moleculares mostraram que as células CHO-K1 apresentam uma mutag¢io no
cddon 211 (no exon 6) no p53, com alteragdo de Thr (ACA) para Lys (AAA), dentro da
regido de "binding" do DNA (Lee ef al., 1997; Hsu ef al., 1999). Os autores mostraram
também uma alteracdo na proteina p53 tanto estrutural como funcional: ndo houve aumento
no nivel da proteina p53 apos o dano no DNA, o que ocorre prontamente com o tipo selvagem
(Kastan ef al., 1991), tampouco foi verificado um “checkpoint" na fase G1 do ciclo celular
para permitir o reparo necessario.

Do mesmo modo, células V79 apresentam mutagdes nos codons 136 € 138 (Hsu ez al.,
1999) com defeito no gene p53 (Bartkowiak ef al., 2001) mostrando uma baixa incidéncia de
apoptose (Olive & Durand, 1997). Por outro lado, células F9, uma linhagem celular de
teratocarcinoma de roedor morrem preferencialmente pela apoptose e possuem p53 selvagem
ndo mutado (Langley et al., 1995) o que pode explicar sua propensdo a essa modalidade de
morte, visto que o p53 selvagem é considerado fundamental na indug@o de apoptose pela
radiagio.

Com base nessas observagles, € possivel que uma baixa incidéncia de apoptose
verificada em células CHO-K1, possa estar associada de alguma maneira com a mutagéo no
| p53. No entanto, em certos tipos celulares, a morte apoptotica parece ndo depender do
-“status” do p53 (Kadhim et al., 1996; Olive & Durand, 1997). Langley et al. (1995)

observaram em timdcitos originrios de camundongos deficientes em pS3, uma predisposi¢io
a apoptose induzida pelo glicocorticoide, sugerindo que ha caminhos dependente e

independente de p53 na indugdo do processo apoptotico (Blank et al., 1997). Do mesmo
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modo, o relato de que a radiagdo ionizante induz apoptose em células HL-60, que apresentam
uma dele¢do homozigota do cromossomo 17p e, portanto, com auséncia do p53, sugere que a
radiagdo ionizante também pode induzir apoptose via rota independente de p53 (Pbuget &
Mather, 2001). Assim, a apoptose pode ocorrer em células mutantes ou mesmo em células
com dele¢do de p53 (Olive & Durand, 1997; Limoli et al., 1998). Os eventos moleculares e
celulares envolvidos na morte celular sdo complexos e pouco compreendidos e, portanto, ha
necessidade de futuras investigacdes.

Em relagio a analise de danos cromossdmicos, observou-se uma frequéncia
significativamente mais alta de MN em células irradiadas com *°Co do que com *°Sr, quando
se levou em consideragdo a propor¢io de células danificadas € a extensdo de dano
radioinduzido pela andlise de distribuicio de MN. Uma possivel explicagdo para esse fato
pode ser decorrente de uma incidéncia mais alta de necrose induzida pela radiagio beta,
demonstrada pela técnica de coloragdo diferencial. As células mais severamente danificadas
pelo °Sr, podem ser eliminadas da populagdo via necrose, antes de se expressar dano em
forma de MN, resultando assim, numa freqii€ncia mais baixa de células micronucleadas.

Oliveira et al. (2001) verificaram que o °°Sr produziu mais danos ao DNA em
linfocitos periféricos humanos em relagio ao *Co (Nascimento ef al, 2001) quando
analisados imediatamente apos as exposigdes, detectados pela técnica do cometa. No entanto,
quando analisados citogeneticamente por meio da técnica de aberragdes cromossémicas, 0
%Co induziu mais danos cromossdmicos que *°Sr.

E possivel que a radiagiio beta em virtude da sua natureza particulada e pequeno poder
de penetragdo nos tecidos pode ter causado uma complexidade maior de lesdes em sitios
multiplamente danificados em relagdo a radiagdo eletromagnética, produzindo lesGes mais
dificeis de serem reparadas, particularmente, quebras nas fitas duplas do DNA, grandemente

responsaveis pela letalidade celular (Yasui, 1992; Price, 1993; Olive, 1998).
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Igualmente, Guo ef al. (1998) ao analisarem a radiossensibilidade de cinco linhagens
celulares de mamiferos verificaram que as células CHO-K1, SHIN-3 e DU-145 apresentaram
freqiiéncias altas de MN, porém, baixa taxa de apoptose, ocorrendo o inverso com células F-9
e COLO 320DM. Os autores concluiram que um baixo nimero de MN em c¢lulas F-9 ¢
COLO 320DM pode ser decorrente da alta incidéncia de morte celular apoptoética.

O teste do MN mostrou ainda que sob condigdes similares de cultivo celular, tanto
%Co como o *Sr, ndo interferem na cinética da proliferagdo celular, pelo menos na faixa de
dose testada.

Uma outra modalidade de morte celular, a reprodutiva, foi avaliada por meio do teste
classico de formacdo de colOnias. Mesmo passadas 10 a 14 dias apos as irradiagdes, 0 que
corresponde a varias geragdes celulares, os descendentes de células expostas mostraram uma
diminui¢3o na clonogenicidade dependente de dose, ou seja, perda da habilidade de sofrer
divisdo e de se proliferar. Estudos empregando uma série de linhagens celulares de mamiferos
tém demonstrado que a progénie de células expostas sobreviventes podem expressar danos
tardiamente, em forma de mutagSes génicas especificas e danos cromossémicos como
aberragGes cromossémicas e micronﬁcleos, além do comprometimento da integridade
reprodutiva (Jamali & Trott, 1996; Kadhim ef al., 1996; Limoli ef al., 1998; Trott et al. 1998).
Essa redugdo persistente na capacidade reprodutiva observada em descendentes de células
irradiadas ¢ conhecida como "morte reprodutiva tardia" (Chang & Little, 1991) e tem
recebido uma consideravel atengdo, embora o seu mecanismo ainda nfo esteja totalmente
 elucidado.

Jamali & Trott (1996) e Trott ef al. (1998) aventaram a hipotese de que a morte
reprodutiva tardia que consiste na perda da capacidade de formar colonias, pode estar
correlacionada com a instabilidade gendmica induzida pela radiagdo e que pode persistir por

muitas geragOes celulares. A instabilidade genomica € caracterizada pelo aumento de
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alteragdes no genoma de mamiferos, incluindo entre outras, anormalidades cariotipicas como
rearranjos cromossomicos e/ou aneuploidia e mutagdo e amplificagdo génicas (Fenech, 2002).
A perda da integﬁdade gendmica em células tumorais é largamente aceita como um dos mais
importantes aspectos do céncer (Leugauer ef al., 1998).

Varios autores (Stap & Aten, 1990; Hoper & Bao, 1995 e Jamali & Trott, 1996)
verificaram um aumento na freqiéncia de MN em células V79, RI e RUC irradiadas, mesmo
um longo periodo de tempo apoés as exposi¢des, encontrando uma intima relagio entre taxa de
MN e inativag@o celular clonogénica. Os autores sugeriram que o mecanismo celular que leva
a expressio de MN é também, pelo menos parcialmente, responsavel pela perda da
integridade reprodutiva de células irradiadas.

Por outro lado, Kriehuber et al. (1999) ndo observaram uma associagdo positiva entre
morte reprodutiva tardia e freqiiéncia de MN em células de carcinoma humano SCL-II. Os
autores levantaram a possibilidade do envolvimento de outras alteragdes herdaveis como
apoptose tardia na morte reprodutiva clonogénica.

Com base nessas observagdes, pode-se conjeturar que as células incapazes de formar
colonias (> 50 células), podem ser representadas por aquelas que sobrevivem por varias
geragdes celulares mas, por exemplo, que carregam dano cromossémico o que dificilmente
formariam colonias (Jamali & Trott, 1996) ou, por células que simplesmente morrem por
processo apoptotico ou necrotico (Limoli ef al., 1998), ndo contribuindo na formagio de
colonas. Uma intima associagdo entre perda da capacidade reprodutiva e a indugdo de
dicéntricos e fragmentos acéntricos tem sido relatado por varios autores (Carrano, 1973; Stap
& Aten, 1990).

Existe a possibilidade também da indugdo de mutagdes letais tardias (Kadhim et al.,

1996; Limoli et al., 1998) ou mesmo uma diminui¢do persistente na habilidade das células de
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se aderirem ao substrato, o que pode ser transmissivel por varias geracGes celulares, assim
sugerindo mutag¢des radioinduzidas em genes especificos (Kriehuber ef al., 1999).

O mecanismo pelo qual essas manifesta¢cdes celulares herdaveis persistem eﬁ células
danificadas ainda ndo € conhecido. Levando em consideracdo que esses fendtipos s@o
ocasionados por agentes que danificam o DNA, Kadhim ez a/.(1996) levantaram a hipbtese
sobre o envolvimento de alguma forma de dano reparado erroneamente ou um mecanismo de
reparo comprometido, ambos conferem potencialmente uma instabilidade genomica. Segundo
Ribas et al.(1999), a instabilidade gen6mica induzida pode ser oriunda de algum tipo de lesdo
subletal como por exemplo, os sitios de fragilidade no DNA. Esses sitios frageis podem
expressar danos numa frequéncia significativamente mais alta.

Ha também dados que podem sugerir o envolvimento de efeitos epigenéticos como
alteracdes em nivel de membranas (Kriehuber et al., 1999) ou mesmo efeito "bystander" que
podem contribuir para a perda da integridade reprodutiva persistente ou tardia (Limoli ef al.,
1998). Células ndo irradiadas circunvizinhas daquelas irradiadas podem desenvolver
instabilidade genética. A irradiagio pode induzir espécies reativas de O, soluveis
extracelulares como "OH e O, , criando um microambiente oxidativo, capaz de causar dano
ao DNA em células adjacentes co-cultivadas (Pouget & Mather, 2001).

Os dados obtidos no presente trabalho mostraram que células micronucleadas e
necréticas induzidas pelo %°Co e *°Sr representam, uma fragio significativa da populagio
celular irradiada de CHO-K1, e provavelmente, responsaveis pela baixa eficiéncia de
| plaqueamento.

Embora a radiagdo beta tenha produzido mais morte necrética que a radiagdo gama e
esta, por conseguinte, mais células micronucleadas, porém, no computo geral, no decurso de
sucessivas divisdes celulares, os descendentes de células irradiadas sobreviventes,

provavelmente, produziram nimeros similares de col6nias, o que resultaram em curvas de



50

sobrevida analogas, que melhor se ajustaram ao modelo linear-quadratico classico. Essas
progénies de células expostas sobreviventes podem ser constituidas por células ndo afetadas
pela radiag@o e/ou por células com algum tipo de lesdo subletal, mas sem perda da integridade
reprodutiva.

Essés observagdes mostram que ¢ fundamental avaliar a resposta celular sob varios
aspectos com a utilizagdio de varios pardmetros correlacionados para uma melhor
compreensido do impacto global do agente agressor em células. Obviamente, ha necessidade
também de investigacdes futuras com o emprego de outras metodologias, bioquimica €

molecular para uma avaliag@o mais acurada do fenémeno radiobiologico.
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6. CONCLUSAO

Os dados obtidos sobre a analise genotdxica e citotoxica de raios y de “°Co e particulas
B de *°Sr em células de CHO-K1, irradiadas com doses de 1,0 a 7,5 Gy, utilizando as técnicas

de microniicleo, formagdo de coldnias e coloragio diferencial, permitiram concluir que:

v As curvas de sobrevida obtidas para °Co e *°Sr na indugio de formagio
de coldnias foram similares entre si. O modelo que melthor se ajustou foi o linear—

quadratico (Y = a + bD + cD?),

v A radiagio B de *Sr foi menos eficiente na indugio de MN do que

6°Co, quando se levou em consideracdo a propor¢do de células micronucleadas e a
magnitude de lesGes radioinduzidas demonstradas pela analise de distribui¢io de
MN;
v" As curvas dose-resposta para indugdo de MN em células binucleadas,
obtidas apos exposigdes com *°Co e *°Sr foram melhor ajustadas ao modelo de

regressdo linear (Y = a + bD);

v Aradiagio 8 de °Sr provocou mais morte necrotica que a radiagio y de
“Co. A necrose foi a principal modalidade de morte celular em células CHO-K1

irradiadas.
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