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1 RESUMO

Radiagao ionizante & importante gerador de danos moleculares. Entre as
diversas moléculas encontradas em sistemas biolégicos, as macromoléculas de DNA
sao o alvo que mais compromete a célula quando sofre qualquer tipo de alteragao
estrutural. Certos tipos de radiagdo sdo muito eficazes em danificar o DNA. Particulas
alfa e protons sao capazes de ionizar intensamente ao longo de sua trajetéria. Os
efeitos bioldgicos produzidos por tais particulas carregadas foram objeto de estudo do
presente trabalho, que pretende estabelecer uma curva dose-resposta, baseando-se
nos parametros envolvidos na interacdo entre determinadas células e este tipo de
radiacao.

Nesta tentativa de quantificar os efeitos biolégicos, fibroblastos pulmonares de
hamster chinés (linhagem permanete V79) foram submetidos a experimentos de
exposicdo ao vacuo e de irradiacdo com feixe de ions. As possiveis alteragdes
causadas no DNA foram analisadas pelo ensaio citogenético de eletroforese de célula

anica em gel (ensaio Cometa).



2 INTRODUGAO

O estudo das radiagées iniciou-se com a observacdo de um efeito secundario
em experimento com raios catédicos. Em 1895, Wilhelm Conrad Réntgen, ao examinar
descargas elétricas, percebe que além da luminescéncia esperada no interior do tubo,
houve também a luminescéncia de um vidro recoberto com platino cianeto de bario, que
se encontrava proximo. Por ndo saber a origem de tal fendmeno, j4 que os raios
catodicos ndo percorriam mais do que alguns centimetros no ar, Réntgen batizou este
novo tipo de radiagdo como raios X. A existéncia de tal ente ja havia sido prevista
teoricamente por Hermann von Helmholtz.

No mesmo ano, Réntgen realizou a primeira radiografia da histéria, expondo por
15 minutos a méao de sua esposa aos misteriosos raios que penetravam em todo tipo de
material. Réntgen esperou apenas 45 dias, sem saber se havia ou nao efeitos danosos
a vida, para fazer a primeira exposicdo de um ser humano aos raios X. No ano
seguinte, Antoine Becquerel fez o primeiro comunicado sobre a emissado espontanea de
radiagdo (semelhante aos raios X) por compostos de uranio ", Neste mesmo ano,
também foram reportados os primeiros efeitos biolégicos a estas novas radiagées:
dermatite, escamacao da pele e irritagdo dos olhos sendo as lesdes mais comuns .

Nos anos subsequentes, o estudo dos raios X e dos raios de Becquerel ja havia
se tornado de grande interesse da comunidade cientifica, tanto pelo potencial de uso na
medicina, quanto por ser um fértil terreno de pesquisa para os fisicos e para os
quimicos da época. Assim, em 1898, Ernest Rutherford dedicou-se a entender os raios
de Becquerel. Com apenas um ano de dedicagao, Rutherford foi capaz de concluir com
seu estudo que os raios de Becquerel se dividiam em dois tipos: um muito penetrante e
outro pouco penetrante, mas ambos interagiam com campos elétricos, sendo defletidos
em diregées opostas por tal campo. Rutherford ainda determinou que a radiacao
penetrante, denominada beta, consistia nos elétrons, descobertos por J.J. Thomson,
enquanto que a radiagado pouco penetrante, denominada alfa, eram ntcleos de hélio.

Na década seguinte, muitos foram os casos de cancer e leucemia relacionados

ao uso indiscriminado de radiagdo. Muitas eram as praticas que utilizavam tal



ferramenta, inclusive métodos de diagndéstico e terapias alternativas; porém sé em 1915
surgiram propostas para protecao radiologica.

Esta pequena cronologia mostra que a preocupag¢do atual com protegdo
radiolégica e os efeitos biolégicos da radiagdo nem sempre figuraram como prioridade
no meio cientifico e tecnologico. Grande parte deste descuido se deve ao
desconhecimento dos fendmenos e mecanismos envolvidos nos processos de emissao
da radiagdo e como esta interage com sistemas biolégicos. Até mesmo os sistemas
biolégicos nao eram conhecidos plenamente. O modelo linear-quadratico de resposta a
radiagao foi proposto por Lea e Catcheside em 1940, o conceito de transferéncia linear
de energia (LET) foi introduzido em 1943 e a estrutura do DNA foi determinada por
Watson e Crick somente em 1953.

Atualmente sabe-se dos riscos que se assume ao utilizar radiacdo em qualquer
atividade, mas esses riscos estdo em niveis racionalmente aceitaveis, frente a todo
beneficio tecnolégico que é agregado ao seu uso. Apesar disto, ainda ndo esta
perfeitamente claro como as lesdes moleculares induzidas pela radiagao ionizante se
desenvolvem em efeitos celulares como aberracdo cromossdmica, inativacao celular,
indugao de mutacdo, oncogénese e morte celular.

O principal alvo das radiagdes ionizantes, no nivel celular, € o nicleo, onde se
encontram as moléculas de DNA. Esta molécula contém a informac&o genética que é
transferida para a geragao seguinte. Manter a estabilidade dos genes é essencial para
a sobrevivéncia celular. Esta estabilidade requer um preciso mecanismo de sintese e
replicacao do DNA, assim como um mecanismo de reparo de danos. Gene &€ uma
segiiéncia do DNA responsavel por codificar um polipeptidio e a maioria dos genes
fornecem instru¢des para divisdo celular e sobre componentes estruturais da célula.
Dano no DNA pode causar perda de informacdo, comprometendo a expressao correta
dos genes.

Sao diversos os processos pelos quais € posto em risco a conservacdo da
informagao contida nos genes: agentes quimicos, fisicos e erros de replicagao e de
reparagdao do DNA. Evidentemente a radiagdo, como agente fisico, &€ capaz de gerar
danos importantes na estrutura do DNA. A importdncia do dano depende da



caracteristica da radiagao e da eficiéncia do mecanismo de reparagao presente na
célula.

Em nivel biolégico, as radiagdes provocam alteragbes que podem levar até a
morte celular. Tal propriedade é usada na radioterapia com a finalidade de eliminar
células cancerigenas. Por outro lado, a analise dos danos biol6gicos provocados nas
células pode ser utilizada como indicativo do grau de exposicao ao qual ficaram
expostas células ou individuos; este & o principio de funcionamento de um “Dosimetro

Biologico” .

3 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos bioldgicos provocados pela
radiagdo ionizante de particulas carregadas, determinar os parametros envolvidos na
interacao com células especificas, estabelecer uma curva dose-resposta no sentido que
permita determinar a dose de exposicao a partir dos danos induzidos na célula.

4 RADIAGAO IONIZANTE

Apesar de imperceptivel aos sentidos, todos estdo expostos o tempo todo a
radiagao. A maior parte desta radiagao natural € inofensiva, pois € de muito baixa
energia. A energia necessaria para um evento de ionizagdo em atomos de nosso
organismo € de alguns eV. Energias menores sao capazes apenas de ativar modos
vibracionais e rotacionais das moléculas, pois tém energias semelhantes a energia de
agitacao térmica. Estas sdo ditas radiagdes nao ionizantes, pois levam a molécula a um
estado mais excitado, ndo conseguindo ejetar nenhum elétron.

Quando a radiagado possui uma energia de varios eV, possibilitando a retirada
de um ou mais elétrons, ela é dita radiacdo ionizante. A radiacao ionizante & importante,
pois pode quebrar ligagdes quimicas necessarias para a manutencdo de inumeros

processos bioquimicos e essenciais para o normal funcionamento das células.



A acgdo da radiacao ainda pode ser classificada como direta ou indireta.
Particulas carregadas, como alfa e beta, com suficiente energia cinética séo capazes
de romper a estrutura atdmica e ionizar diretamente estruturas com importancia
biolégica. Outros tipos de radiagdo, como os raios X e raios gama, sao indiretamente
ionizantes, pois ao atravessar a matéria entregam sua energia ao meio, na sua grande
parte por efeito Compton, e sdo os elétrons de alta velocidade que deixam entdo um
rastro de ionizacdo no meio material.

Cada tipo de radiagdo (alfa, beta, néutrons, prétons, gama ou raios-X) interage
com a matéria de forma especifica. Algumas interagem com maior intensidade, ficando
restritas a um pequeno volume, outras, entretanto, conseguem penetrar mais
profundamente no meio exposto. Durante esta interacdo a energia da radiagdo é
transferida para a matéria; essa transferéncia de energia é o motivo da exposicao das
células ou individuos as radiagdes. Tal exposicdo € inevitdvel nos exames de

diagnéstico e imprescindivel no tratamento médico.

4.1 Radiacdo Eletromagnética

O espectro de radiagdo eletromagnética & composto por inumeraveis ondas,
que diferem pela freqiiéncia, variando continuamente de 10%* Hz a 10 Hz nas ondas de
uso mais comum. Dentro desta quantidade ampla de frequéncias, apenas as que
excedem 10" Hz & que possuem energia suficiente para ionizar e, portanto causar
danos em nivel celular.

Raios X e Raios gama sao radiagbes eletromagnéticas que possuem tal
capacidade. Ambas tém caracteristicas iguais, sdo compreendidas como um campo
elétrico e um magnético oscilantes no tempo e se propagando com velocidade da luz no
vacuo. De fato, a diferenciagdo de ambas é feita apenas com base na estrutura atémica
que lhes da origem. Toda radiacdo eletromagnética originada por um processo
envolvendo elétrons de alta energia é denominada raios X. Caso seja produzido pela
frenagem dos elétrons, a radiagdo produzida tem uma distribuicdo continua de
frequéncia. Se for originado em uma transi¢do eletrénica, onde um elétron passa de



uma camada mais energética para outra menos energética, o raio X emitido possui uma
freqliéncia bem definida, igual a da diferenca de energia das camadas envolvidas na
transicao. A radiacdo emitida nesta situacdo & denominada raio X caracteristico, pois
pode identificar o elemento que possui transicdo com tal energia bem definida.

Por outro lado, alguns atomos tém em seu nucleo um excesso de energia,
tornando-o instavel. Buscando a minimizagdo de energia, o nulcleo pode emitir
espontaneamente a energia excedente sob forma de radiagdo. Assim como ocorre com
os elétrons, os nucleons (particulas constituintes dos nucleos atémicos) podem estar
num estado excitado, e emitindo um raio gama o nucleo atinge o nivel energético
fundamental.

4.2 Radiagao Corpuscular

Entre todas as combinagbes possiveis de nucleons, poucas sdo aquelas que
constituem um nucleo estavel. Uma regra simples para estabilidade é que protons e
néutron devem ocorrer quase em mesmo numero no nucleo. Muitos sdo os casos em
que a estabilidade é maior se um préton for transformado em um néutron ou vice-versa.
Isto & conhecido como decaimento beta. Como a carga se conserva, o nucleo pode
emitir uma particula B~ (elétron), se um néutron transmutar-se em préton, ou pode emitir
uma particula B* (positron), se houver excesso de prétons. Estas particulas B séo
emitidas com certa energia cinética e, por terem carga, sao capazes de produzir
ionizacodes.

Mesmo havendo o correto balanceamento entre néutrons e prétons, nucleos
com muitos nucleons (onde a regra simples de estabilidade nao € mais valida) ainda
sado instaveis. O ferro € o elemento mais estavel, elementos acima do ferro podem
decair espontaneamente em nuclideos mais leves, pois as interagées eletromagnéticas
e fortes ndo sdo conseguem manter a coesao do nucleo. Neste caso, diferentemente do
decaimento-8, o0 nimero de massa do nticleo se modifica. O processo no qual o ntcleo
instavel, nuclideo pai (com numero atdmico Z e massa A), da origem a um nucleo de



hélio (2 prétons e 2 néutrons), e um nuclideo filho com ndmero atémico Z-2 e massa A-
4 é chamado de desintegracao alfa.

As particulas a possuem maior poder de ionizagao que as particulas 3, devido a
sua carga maior. O comportamento no interior de um meio material é diferente para
cada tipo de radiagao corpuscular. A particula B, por ser muito mais leve que a particula
a e por ter metade da carga, descreve trajetorias irregulares e produz ionizagédo
esparsa, enquanto a particula a tem uma trajetoria mais retilinea, causando ionizagao

concentrada espacialmente 4.

Figura 1. Deposi¢cdo de energia num meio material. A- trajetéria de um elétron; B-
trajetéria de uma particula alfa. Circulos pequenos sao excitagbes e os maiores sdo

ionizagdes.

5 EFEITOS BIOLOGICOS DA RADIAGAO

Os efeitos biolégicos das radiagées sdo resultados principalmente dos danos
causados no DNA. A capacidade de reparagdo € que determina o destino da célula;
um reparo bem sucedido pode levar a célula ao estado saudavel de novo, um reparo
mal sucedido pode levar a formagdo de cancer e, finalmente, a impossibilidade de

reparo leva a morte celular, como mostra a Figura 2.
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<+——(Dano no DNA) —— ( Morte celula

Reparo mal sucedido) —— @

Figura 2. Efeitos biolégicos das radiacdes

Reparo bem sucedido

Para causar lesdo na célula através da radiacdo ionizantes trés fatores sio
importantes
a) dano molecular produzido imediatamente apos a absorgdo de energia;
b) fixacdo do dano remanescente apds a ocorréncia das reagdes fisico-quimicas mais
rapidas;
c) permanéncia de danos apés os processos metabdlicos e de reparagao.

A radiacao pode induzir danos moleculares variados, como quebra simples da
fita, quebra dupla das fitas de DNA e alteragdes estruturais das bases nitrogenadas.

Por ser um alvo critico, € importante a compreensdo da estrutura do DNA.
Determinada em 1953, a estrutura de dupla hélice € composta por duas fitas, mantidas
juntas por pontes de hidrogénio. O esqueleto desta macromolécula € uma cadeia de
grupos fosfatos e de agucares que se alternam. Os pares de bases, que conectam as
duas fitas, estdo ligados ao acucar, a desoxirribose. Todas as moléculas de DNA
possuem o mesmo esqueleto de aglicar e fosfato, o que muda é a sequéncia de bases
nitrogenadas. As bases encontradas s&o a citosina, guanina, adenina e timina. As duas
primeiras sao ligadas entre si por trés pontes de hidrogénio e as duas ultimas por duas
pontes de hidrogénio. Qualquer outra combinagdo de bases nado ocorre, devido a
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incompatibilidade espacial para o estabelecimento das pontes de hidrogénio. Deste
modo, cada fita de DNA €& complementar a outra. Como cada uma das bases que
compode a ponte de hidrogénio se localiza em uma das fitas, a dupla hélice se mantém
coesa devido a esta interagdo das bases. O cromossomo, dentro do qual o DNA
encontra-se compactado, tem em torno de 180 Mbp .
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Figura 3. Componentes do DNA

Classificam-se os danos celulares como: letal, quando resulta em morte celular,;
subletal, se for passivel de reparacao; e potencialmente letal, que pode ser reparado
caso as condi¢des as quais as células estao submetidas sejam alteradas.

O tipo de radiacdo, a forma de deposicao de energia e a estrutura atingida se

relacionam de forma a determinar em qual categoria acima os danos se encaixam.

5.1 Transferéncia Linear de Energia

O conceito de transferéncia linear de energia, LET na sigla em inglés, & definido
como a quantidade de energia transferida ao meio por unidade de distancia percorrida
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no meio. Fica implicita na definigdo que esta € uma quantidade que trata de uma média
espacial, pois ao analisarmos na escala em que os fendmenos de transferéncia de
energia ocorrem, se percebe que ha grande variacdo da energia absorvida pelo meio
em funcdo da profundidade. Apesar disto, LET pode ser usado como parametro para
caracterizar o poder de ionizagéo e a densidade de ionizacao de uma dada radiagéo.

Particulas carregadas depositam sua energia segundo a curva de Bragg, que
mostra como a perda de energia por ionizagao aumenta com a distancia percorrida. A
maior parte de deposi¢ao de energia por evento de ionizagdo ocorre no fim do caminho
da particula, quando a velocidade € menor e ha um pronunciado pico (pico de Bragg),
que cai rapidamente a zero, onde a particula atinge profundidade maxima. Esta € uma
propriedade importante, pois teoricamente permite que a maior parte da energia seja
entregue a uma determinada regido, e nao igualmente em todo percurso.

100
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= B
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o :
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Figura 4. Curva de Bragg
E necessario salientar que as radiagées eletromagnéticas, como os raios X e a
radiacdo gama, ndo possuem esta caracteristica; diferentemente elas transferem sua
energia de forma mais homogénea para o meio.
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5.2 Efeito Bioldgico Relativo

Sempre que for necessario fazer algum tipo de previsdo quanto a efeitos
biolégicos de algum agente fisico ou quimico, & necessario saber qual agente e a qual
dose o sistema biolégico foi submetido, pois € de conhecimento geral que ao se tratar
de sistemas biolégicos, a diferenga entre veneno e remédio é apenas a dose.

Definimos aqui que dose é a medida de energia absorvida por unidade de
massa do organismo exposto a radiagdo, entretanto doses iguais de diferentes
radiagbes produzem diferentes efeitos biolégicos. O que n&do deve ser muito
surpreendente, pois como foi visto, o conceito de LET mostra que as radiagdes nédo
depositam a energia de forma igual no tecido.

Ao comparar diferentes tipos de radiagdo é necessério tomar algum tipo de
padréo, e o padrdo usual é o raio X. Assim define-se efeito bioldgico relativo, RBE na
sigla em inglés, como sendo a razéo entre a dose de raio X (D) e a dose de um certo

tipo de radiacdo (Dgr) que produz o mesmo efeito que Dy :
RBE =Dy /Dg

Para tal comparagédo define-se o efeito que se julga mais conveniente. Por
exemplo, para calcular RBE de particulas a, pode-se usar a letalidade. Expondo células
em cultura a diversas doses de raio X e a diversas doses de particulas a. As doses a
serem comparadas para obter o indice RBE serdo aquelas que resultarem em 50% de
morte celular.

Em analise mais profunda, tem que se levar em conta outros fatores que
influenciam na intensidade dano. Os fatores fisicos que devem ser considerados séo: o
fracionamento da dose e taxa de dose, que podem elevar a resisténcia da célula e a
eficiéncia de reparo de danos. O estado no qual se encontra o sistema bioldgico
também pode torna-lo mais sensivel a radiagado. A fase do ciclo celular, o metabolismo,
o estado proliferativo e a constituicdo genética séo fatores biolégicos a considerar.

Também existem fatores quimicos que modificam a severidade dos danos. O
teor hidrico, o teor de O; e a presen¢a de antioxidantes na célula interferem na

producgéo de radicais livres que atacam a molécula de DNA.



5.3 Efeitos Diretos e Indiretos

Até aqui foram mencionados apenas danos causados pela interacdo direta com
o DNA, porém ha grandes chances de a radiagao interagir com outras moléculas e que
o DNA seja atingido de modo indireto.

A radiagdo pode ionizar ou levar os atomos que fazem parte do DNA a um
estado excitado, quebrando alguma ligagdo quimica entre as bases, entre os grupos
fosfatos e a desoxirribose ou entre as bases e o0 acgticar. Todos estes sao efeitos diretos
da radiagdo, pois ndo ha nenhum intermediario entre a deposicdo de energia e a
estrutura molecular. O tempo caracteristico destes processos ¢ da ordem de 107®
segundos.

O processo alternativo a ionizagéo primaria do DNA € a ionizagdo de uma
molécula simples e a criacdo de atomos ou moléculas neutras com um elétron nao
pareado no ultimo orbital, conhecidos amplamente como radicais livres. Essas reagdes
ocorrem numa escala de tempo muito maior que a escala da ionizagso, 10 segundos.

Radicais livres sdo estruturas altamente reativas quimicamente, capazes de
gerar os mesmos danos causados diretamente pela radiagdo, entretanto a
probabilidade de um dano ter origem quimica & maior que ter origem fisica.

Pela grande concentragdo de agua em tecidos vivos (cerca de 60-70%), a
ionizagdo da molécula da agua é o efeito mais provavel de interagdao da radiagcao
ionizante dentro da célula; esta interagdo, também chamada de radidlise da agua, € um
importante mecanismo para a producao de radicais livres 7

Primeiramente a radiagao provoca a eje¢do de um elétron da molécula da agua

e a producao de um ion positivo:
HO0 — HO" + e

O elétron é prontamente capturado por outra molécula de agua, produzindo um

ion negativo:

HO + e — HO



19 segundos)

Esses ions possuem um tempo de vida muito curto (ordem de 10
e se dissociam espontaneamente produzindo radicais livres (hidroxila e hidrogénio

respectivamente):
H,0* — H" + OH*
H,O© — H* + OH-

Um radical livre pode ser produzido em qualquer parte da célula e difundir por
uma distancia estimada em 4 nm, ou seja o dobro da largura da dupla hélice do DNA,;
também os radicais interagem com moléculas organicas, criando radicais livres
organicos dentro da célula:

RH + OH* —» R* + H)O
RH + H* —- R* + H-

Os radicais livres s&o responsaveis pelo estresse oxidativo que pode originar
processos fisiopatolégicos como envelhecimento, arterosclerose, inflamagao, doencas
hepaticas, mal de Alzheimer, mal de Parkinson, varios tipos de cancer, entre outros.
Nos ultimos anos, tem sido constante o interesse na busca de solugdes para que seja
evitada a formacao dessas espécies reativas (radicais livres), ou entdo solugbes que

impegcam a acao dessas espécies sobre a célula.

6 ENSAIO COMETA

Alteragdes bioldgicas induzidas nas células por agentes fisicos ou quimicos
podem ser analisadas utilizando o ensaio cometa. Este ensaio combina a simplicidade
da técnica bioquimica de detecgdo de quebras no DNA com a utilizagdo de poucas
células e corresponde a um ensaio citogenético. As vantagens dessa técnica incluem
rapidez, baixo custo, sensibilidade na detecgdo de dano no DNA, obtengéo de dados
em células individuais e o uso de pequeno nimero de células para analise ©.
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Figura 5. Protocolo experimental do Ensaio Cometa

O teste Cometa ou eletroforese de célula tnica em gel foi descrito por Ostling e
Johanson em 1984 e o principio basico do ensaio leva em conta o comportamento do
DNA em células individualizadas e sua organiza¢ao d&ntro do nucleo. Para a realizagdo
do ensaio (vide figura 5) as células sdo embebidas em agarose, tém as suas
membranas quebradas por detergentes e suas proteinas nucleares extraidas com altas
concentragdes de sais, restando apenas o nucledide (parte de DNA do ntcleo).

Quando o DNA é submetido a eletroforese, ele migra no gel de agarose, sendo
esta migragao relacionada com o tamanho da molécula. Pequenos fragmentos migram
com maior velocidade que a matriz nuclear. Desta forma, células com DNA danificado
formam, apés a migragao, a figura de um cometa, consistindo em cabega (matriz
nuclear) e cauda (DNA quebrado). A extensdo que o DNA migrou esta correlacionada
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com a quantidade do dano ocorrido, sendo uma cauda mais longa a indicagdo de um
grau maior de quebra no DNA .

A analise dos danos provocados por agentes fisicos ou quimicos pode ser
realizada visualmente em microscépio optico de transmissdo - quando as células sédo
coradas com nitrato de prata, ou em microscépio de fluorescéncia - quando coradas
com brometo de etideo. As células sd@o classificadas de acordo com o tamanho da
cauda em relagdo a cabega (nlcleo) em 5 classes de danos: classe 0 - sem cauda
(sem dano); classe 1 - com pequena cauda menor que o didametro da cabeca; classe 2 -
com o comprimento da cauda entre uma e duas vezes o diametro da cabeca; classe 3 -
com cauda longa superior a duas vezes o didmetro da cabeca; e classe 4 - cauda longa

e mais espalhada (em forma de leque) do que a classe 3 (o}

Células Cometa Relagao Cabega/Cauda | Classes de Danos
Sem Cauda 0
<1 1
1-2 2
e 2 3
Sem Cabega 4

Figura 6. Classificagao dos danos no Ensaio Cometa
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Deste modo, 0 ensaio cometa serve também como medida da genotoxidade de
agentes quimicos e tem sido amplamente utilizado no Departamento de Biofisica.

Apesar de a analise visual ser valida segundo normas internacionais, o uso de
analise computacional vem sendo cada vez mais empregada para estabelecer esta
classificacao.

Variando as condigdes nas quais sao realizadas a lise celular e a eletroforese, e
possivel otimizar a detecg¢ado para um determinado tipo de dano molecular. A escolha do
pH pode determinar quais tipos de danos podem ser observados ou ndo. Quebras
simples do DNA, por exemplo, sao detectadas em pH maior que 12.

7 METODOLOGIA

Para alcancar os objetivos propostos, ou seja, mostrar a possibilidade de
quantificar os efeitos biolégicos provocados pela radiagao altamente ionizante e com
pouco poder de penetracdo uma série de experimentos foram executados. A seguir,
sdo descritos os procedimentos realizados para a avaliacdo do ensaio cometa em
células submetidas ao bombardeamento de um fluxo de prétons e particulas-a.

7.1 Reagentes Quimicos

Os reagentes utilizados no cultivo das células e na realizagéo do ensaio cometa
foram: meio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), soro bovino fetal (FBS), tripsina-
EDTA, L-glutamina e antibiéticos, estes, fornecidos pela Gibco BRL (Grand Island, NY,
USA); metanosulfonato metil (MMS), peréxido de hidrogénio, t-butilhidro-peréxido
(TBOOH), fornecidos pela Sigma (St. Louis, MO, USA); agarose de baixo ponto de

fusao e agarose, fornecidos por Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).



7.2 Cultura de Células

Nas experiéncias-piloto foram utilizadas células de linhagem permanente de
fibroblastos de pulméo, derivadas de hamster chinés, conhecidas como V79. Tal
linhagem & amplamente utilizada em experimentos com substancias quimicas, os quais
permitem determinar danos moleculares, grau de genotoxidade e de citotoxidade, além
dos tipos de agentes mutagénicos produzidos ",

Os fibroblastos de pulmao de hamster chinés (Figura 7) crescem aderidos &
superficie da garrafa de cultivo, eles possuem espessura média de 5um, enquanto o

citoplasma possui espessura média de 0.5 pm, de tal modo que o nucleo tenha 4 pm
[12] '

Figura 7. Cultivo (A); visualizagao (B); imagem das células V79 (C)

E possivel considerar, para fins de simulagdo computacional, que a célula tem a
mesma composicao que as do bago do homem referéncia, um tipico exemplo de tecido
mole "7, Isto permite que simuladores como o SRIM sejam utilizados como ferramenta
adicional na elaboracdo de experimentos!'?, ja que bago esta presente na biblioteca de
materiais biolédgicos do simulador de irradiagdo das células.

Os experimentos foram planejados através da simulagao de irradiacées com
diferentes ions, incluindo prétons e nlcleos de hélio; foi determinada a energia que
causa maior numero de ionizagdo nas proximidades do nucleo celular e a quantidade
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de energia transferida por evento de ionizagao; tais parametros permitem maximizar ou
minimizar os efeitos nas células.

A sincronizagao do ciclo celular € uma facilidade agregada ao uso das células
V79, pois dependendo da fase em que se encontra a célula, ela se mostrara mais fragil
ou menos fragil a radiacdo ',

Células V79 foram cultivadas sob condigées padrao em DMEM, suplementadas
com 10% de FBS inativado por calor, 0.2mg/mL de L-glutamina, 100 IU/mL de penicilina
e 100 pg/mL de estreptomicina. As células foram mantidas em pequenas placas de
Petri a 37 °C em atmosfera umidificada, contendo 5% de CO; no ar onde cresceram por

dois dias antes da irradiagao.

7.3 Exposig¢ao ao Vacuo

Figura 8. Equipamento utilizado para teste ao vacuo

Um dos desafios desta experiéncia foi verificar se as células V79 resistiriam as
condi¢cbes sob as quais seriam submetidas durante o funcionamento do implantador
iénico. Para tanto, primeiramente, foi aspirado o meio de cultivo que cobria as células e,
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apos, a monocamada de células foi submetida a vacuo mecanico e a alto vacuo,
permanecendo assim por intervalos de tempo variados.

No teste ao vacuo mecanico as células ficaram submetidas a pressido de 4x10™
mbar durante 15 minutos; o teste de alto vacuo foi realizado sob as mesmas condi¢ées
de pressdo de 10° mbar, mas em intervalos de tempo diferente: primeiro as células
ficaram expostas durante 15 minutos e, a seguir, durante 30 minutos. Estes testes
foram realizados no Laboratério de Implantagdo lénica do Instituto de Fisica em
temperatura ambiente e sem a tampa da placa de Petri.

7.4 Irradiacao com Particulas Carregadas

Verificada a resisténcia das células V79 ao vacuo, elas foram irradiadas no
Implantador de lons sob trés condicbes diferentes: em primeiro lugar, foi utilizado um
feixe de prétons com energia de 1 MeV e com fluéncia de 3x10° jons/cm? em segundo
lugar foi utilizado, novamente, um feixe de prétons com energia de 1 MeV, mas com
fluencia de 1x10"° jons/cm? finalmente, foi utilizado um feixe de particulas a com

energias de 1.5 MeV e com fluéncia de 3x10° jons/cm? .

Figura 9. Gerador e Implantador de lons
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7.5 Ensaio Cometa

O ensaio cometa alcalino foi realizado no Departamento de Biofisica, como
descrito por Singh ['*. As células V79 foram incubadas com varias concentracdes de
DPDS (diseleneto de difenila) por 3 horas em meio livre de FBS. Apés o tratamento, as
células foram lavadas com PBS (solugdo tampéao fostato salina) resfriado, tripsina e
resuspendidas em meio completo. Entdo, 20uL da suspensdo de células (3x10°
células/mL) foram misturadas com 0.75% agarose de baixo ponto de fusdo e,
imediatamente, espalhada sobre lamina de vidro revestida com uma camada de 1%
agarose. A agarose solidificou durante 5 minutos a 4°C. As laminas foram incubadas
em solugao de Lise resfriada (2.5M NaCl, 10mM Tris, 100mM EDTA, 1% Triton X-100, e
10% DMSO, pH 10.0) a 4°C por pelo menos uma hora para quebrar a membrana

celular e remover as proteinas, restando apenas o DNA.

Figura 10. Lise das células (A); eletroforese dos nucleos celulares (B); coloragdo das

laminas com Ag (C)

Depois da Lise, as laminas foram colocadas numa unidade de eletroforese
horizontal, coberta com solugao tampédo (300 M NaOH, 1 M EDTA, pH 13.0) por 20
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minutos a 4°C para que o DNA se desenrole. A eletroforese foi realizada por 20 minutos
a 25V (300mA). Todos os passos acima foram feitos sob luz amarela ou no escuro para
prevenir danos adicionais ao DNA. A seguir, as laminas foram neutralizadas (0.4M Tris,
pH 7.5), lavadas em &gua bidestilada e coradas segundo protocolo padrao de coloragéo
com prata. Apés secar durante uma noite, em temperatura ambiente, os géis foram
analisados usando microscépio ético.

Figura 11. Sistema de aquisicdo de imagens

Para cada momento do experimento, quais sejam, para o teste de vacuo e para
a irradiacdo das células com particulas carregadas, foram preparadas duas laminas. A
escolha do local de analise dentro da lamina & aleatéria, evitando-se as beiradas. Para
a analise estatistica dos dados obtidos na observagdo microscépica, foi utilizado o
programa Prisma 4 (Anova One Way Tukey Muitiple Comparations Test).
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Os resultados da analise dos dados obtidos apds visualizagdo microscépica

estdo representados na Figura 13 e Figura

realizado com células nao irradiadas.

14, a seguir.

O Controle negativo foi

Cem células (50 de cada lamina
replicada) foram selecionadas e analisadas.
O indice de dano, baseado no comprimento
da migracdo e na quantidade de DNA na
cauda, como foi visto na Tabela 1 e variade 0
(completamente sem dano: 100 células x 0)
até 400 (com dano maximo: 100 células x 4).

Figura 12. Imagens dos nucleos das células V79 apés eletroforese

8 RESULTADOS

Os resultados apresentados na Figura 13 evidenciam:

- 0 vacuo é tolerado pelas células V79; elas ficam aderidas a placa;

- o teste ao vacuo nao produz danos significativos no DNA;

- a irradiagdo com prétons e com particulas a sao altamente lesivas, geram

grande nimero de quebras duplas na fita de DNA;

- 0s danos apresentados na maioria dos nucleos das células V79, evidenciados

através do ensaio cometa, sdo da classe 4;

Todavia, evidenciou-se que a dose utilizada no Implantador de fons mostrou-se

altamente deletéria, ainda que tenham sido escolhidas as minimas condigdes de fluxo

produzidas pelo equipamento.

Por outro lado, as experiéncias mostraram que a escolha das células V79 para

irradiacdo com particulas carregadas foi correta; elas apresentam pouco citoplasma na
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direcdo do feixe de irradiacdo e suportam bem as condi¢des exigidas no Implantador
I6nico.

500
b ot S i [ Controle negativo
oo 400+ 1 Exposigao ao vacuo
m
9 Bl H* 3x10° ions/cm? 1 MeV
E Bl - 1x10"% ions/cm? 1 MeV
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2
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Figura 13. Indice de danos ao DNA nas células V79 submetidas ao vacuo e irradiagao

Comparando-se o indice de dano ao DNA induzido pelas radiacdées nas
experiéncias realizadas e objeto deste tfrabalho com o indice de dano ao DNA
provocado por diferentes agentes mutagénicos usados rotineiramente no Laboratério de
Genotoxidade do Departamento de Biofisica, verificou-se maior eficiéncia genotodxica na
utilizagao de agentes fisicos aos quimicos, como mostra a Figura 14.
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Figura 14. indice de danos ao DNA nas células V79 submetidas a agao de agentes

fisicos e quimicos

O resultado, conforme indica a Figura 14, despertou o interesse do Laboratério
de Genotoxidade em investigar substancias radioprotetoras e usar as particulas
carregadas como controle positivo em experimentos.

9 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no experimento, conclui-se que a utilizagdo das
celulas V79 se apresenta como escolha acertada para investigacdo de irradiacdo de
células com feixes de prétons e particulas a com a finalidade de analisar os efeitos
biolégicos induzidos.

A dose das radiagdes utilizadas no Implantador Iénico resultou muito elevada,
produzindo danos severos ao DNA das células. E preciso alterar as condigdes de
bombardeamento das células para reduzir os niveis de fluéncia; com isso serdo
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produzidos menores danos ao DNA, os quais poderao ser discriminados através do
ensaio cometa e, consequentemente, podera ser elaborada curva Dose-Resposta, ou
seja, um Dosimetro Biolégico.

Por outro lado, os danos provocados por protons altamente energéticos e
particulas alfa justificam a utilizagdo, deste tipo de radiagdo, para fins de radioterapia
seletiva.

A mudanca no pH, no qual foi realizado o teste cometa, pode discriminar
quebras simples de quebras duplas, permitindo a compreensao mais clara das lesées
causadas ao DNA; em complementacéo a isto, o ensaio de mutagénese poderia avaliar
se estes danos sdo passiveis ou ndo de reparo.

Ainda, seria interessante investigar a possibilidade de os danos serem
detectados por Espectroscopia Micro-Raman, integrando assim mais uma parcela do
Instituto de Fisica ao projeto. A assinatura espectral obtida com Espectroscopia Micro-
Raman confocal pode servir como indicativo da quantidade de quebras nas fitas de
DNA, ja que informagdo colhida com este método vem de um volume de poucos
microns cubicos!", podendo diferenciar dois pontos de analise adjacentes,
dependendo da estrutura de cada célula.

A realizagdo deste trabalho permitiu o intercambio de estudos interdisciplinares
entre laboratérios de pesquisa do Instituto de Fisica e do Instituto de Biociéncias da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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