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Resumo

Introducédo: As radiacdes ionizantes produzem efeitos na molécula do DNA e o
biomonitoramento in vivo pode ser utilizado para melhor avaliar o nivel de
exposicao interna a radiacdo. Os agentes genotoxicos em populacdes expostas
geram diferentes danos ao DNA e por existir uma variabilidade genética isso
acarreta sensibilidades diferentes a estes agentes. Essa variacdo pode ser
explicada pela existéncia de polimorfismos genéticos envolvidos no processo de
reparo, entre eles 0 XRCC1 e XRCC3, responsaveis por manter a integridade do
genoma das células frente a danos causados pelos agentes mutagénicos, como
a radiacdo ionizante. Objetivo: Avaliar os efeitos mutagénicos da exposicdo a
radiagdo X e gama em pacientes que realizam cintilografia miocardica e
angioplastia miocardica e relacionar os possiveis resultados positivos com 0s
polimorfismos dos genes de reparo, XRCC1 e XRCC3. Materiais e Métodos:
Foram selecionados 57 pacientes expostos a radiacdo gama, e 57 expostos a
radiagdo X. A andlise da instabilidade genémica foi realizada através dos testes
do micronicleo e cometa, e a genotipagem através de sonda de TagMan, para
os polimorfismos do gene de reparo XRCC1l e XRCC3. Resultados e
Conclusdes: Em nosso estudo, os dados encontrados demonstram que ocorre
dano ao DNA, ap0s a exposi¢cdo a radiacdo gama (p=0,026). No entanto, ndo
observamos ocorrer influéncia dos diferentes genétipos em ambos polimorfismos
estudados, Arg399GIn e Thr241 Met, embora a presenca do genétipo mutado
Met/Met, parece ter indicado menor radiossensibilidade. Apesar desta diferenca
ndo ter alcancado os niveis de significAncia esperados, este resultado esta de
acordo com dados da literatura que indicam que este genotipo poderia estar
associado a capacidade de reparacdo do DNA. Neste mesmo grupo, néo
encontramos diferencas estatisticamente significativas para aberragbes
cromossOmicas (MN e NBUDs) apds a exposicdo, para ambos polimorfismos,
exceto para o genotipo normal Arg/Arg (p=0,012), que parece ter indicado maior
radiossensibilidade a exposic¢édo, estando de acordo com trabalhos da literatura,
0s quais demostram que, este genotipo pode ser associado com a diminui¢cao da
capacidade de reparo do DNA, apresentando niveis mais altos de quebras

induzidas. As evidéncias de radiossensibilidade celular também podem ser



explicadas pela alteracdo da proteina resultante do polimorfismo que néo corrige
os danos ao DNA, podendo aumentar o acumulo de lesbes no material genético,
possivelmente pelo efeito da dose, tempo e tipo de exposicdo da radiacdo. Ja no
grupo de pacientes expostos a radiacdo X, observamos que ndo ocorre aumento
nos niveis de danos ao DNA ap0s a exposicao (p=0,004) e que nao existe efeito
de ambos polimorfismos estudados, exceto para o genétipo mutado Met/Met que
parece determinar maior radiossensibilidade (p=0,041). Para este grupo,
observamos que ocorre aumento nas frequéncias de MN (p<0,001) e NBUDs
(p<0,001), mas que os diferentes gendtipos nao influenciaram diferencas para
estes achados. Para os dados de aberragcbes cromossémicas, encontrados
neste grupo, a superexposicao radiolégica pode ser a interpretacdo dos achados,
ja que os detectores planos dos equipamentos utilizados aumentam em torno de
65% a exposicdo aos pacientes, quando comparados aos antigos
intensificadores de imagens. Palavras-Chave: Radiacdo ionizante de baixa
dose, Dano do DNA, Ensaio cometa, CBMN, Genes de Reparo, XRCC1,
XRCC3.



Abstract

Introduction: lonizing radiations produce effects on the DNA molecule and
biomonitoring in vivo may be used to better assess the level of internal radiation
exposure. Genotoxic agents in exposed populations generate different DNA
damage, and there is a genetic variation in sensitivity to these agents. This
variation can be explained by the existence of genetic polymorphisms involved in
the repair process, including XRCC1 and XRCC3, responsible for maintaining
genome integrity of the cell by the damage caused by mutagenic agents, such as
ionizing radiation. Objective: Assess the mutagenic effects of exposure to x and
gamma radiation in patients undergoing myocardial scintigraphy and coronary
angioplasty and relate the possible positive result with polymorphisms of repair
genes, XRCC1 and XRCC3. Materials and Methods: 57 patients exposed to
gamma radiation, and 57 exposed to x radiation were selected. Analysis of
genomic instability was performed by the micronucleus comet assay, and
genotyping using TagMan probe for polymorphisms XRCC1 and XRCC3
repairing genes. Results and Conclusions: In our study the data found
demonstrate that DNA damage occurs after exposure to gamma radiation
(p=0.026). However, we did not observed influence of the different genotypes for
both polymorphisms, Arg399GIn and Thr241Met, although the presence of the
mutated genotype Met/Met seems to be less radiosensitive. Despite this
difference did not reach statistical significance, this result is in agreement with
data reported in the literature indicating that this genotype might be associated
with the ability of DNA repair. In this group, we found no statistically significant
differences in chromosomal aberrations (MN and NBUDSs) after exposure for both
polymorphisms, except for the normal genotype Arg/Arg (p= 0.012), that seems
to have shown greater radiosensitivity exposure, which is consistent with
literature studies, which demonstrate that this genotype may be associated with
decreased DNA repair capacity, showing higher levels of induced breaks.
Evidence of cellular radiosensitivity may also be explained by the alteration of the

protein resulting from polymorphism that does not correct the DNA damage and



may increase the accumulation of lesions in the genetic material, possibly the
effect of the dose, time and type of radiation exposure. In the group of patients
exposed to x-radiation, we observe that no increase in the levels of DNA damage
after exposure (p=0.004) and that there is no effect of both polymorphisms
studied, except for the mutated genotype Met / Met that seems to determine
higher radiosensitivity (p=0.041). For this group, we observed an increase in the
frequency of MN (p<0.001) and NBUDs (p<0.001), but the different genotypes did
not influence differences for these findings. For the data of chromosomal
aberrations found in this group, radiological overexposure may be the
interpretation of the findings, since the flat detectors of the equipment used
increase around 65% exposure to patients, when compared to the old image
intensifiers. Keywords: Low dose of ionizing radiation, DNA damage, comet
assay, CBMN, Repair Genes, XRCC1, XRCC3.



Lista de Tabelas

Tabelas do Artigo

Tabela 1- Caracteristicas da amostra estudada .........cooeevveeeeeeeeeieeceeeeaeeenn, 62

Tabela 2- Frequéncia de Micronucleos, BUDs e Dano de acordo com Teste

Tabela 3- Frequéncia Genotipica e Alélica dos Pacientes Expostos................ 64

Tabela 4- Comparacao entre as médias dos Danos nos diferentes genotipos .66

Tabela 5- Comparacao entre as médias dos MN nos diferentes genétipos..... 67

Tabela 6- Comparacao entre as médias dos NBUDs nos diferentes genotipos.69



Lista de Figuras

Lista de Figuras da Revisao de Literatura

Figura 1- Estratégias de busca sobre as bases que fundamentam esta tese. 20
Figura 2- Estratégias de busca sobre as bases que fundamentam o artigo. ... 22
Figura 3 -Efeitos Diretos e Indiretos da Radiag&o lonizante no DNA .............. 27
Figura 4- llustracdo das Etapas da Técnica do Cometa.............cccoevvvvvveeeennnn. 32
Figura 5- Demostracao dos linfcitos processados pela Técnica do Cometa ..32

Figura 6- Linfocitos Processados pela Técnica do Microndcleo....................... 35



Arg
BER
BUD
CBMN
DNA
GIn
LET
Met

MN
NPB
PCR- RT
RNA
SCGE
SNP
Thr
XRCC1

XRCC3

hv

Lista de Abreviaturas e Siglas

Arginina

Reparo por Excisao de Base

Nuclear bud

Cytokinesis-blocked micronucleus

Acido Desoxirribonucléico

Glutamina

Transferéncia Linear de Energia

Metionina

Micronucleo

Nucleoplasmic bridges

Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
Acido Ribonucléico

Single-cell gel electrophoresis

Single Nucleotide Polymorphism

Trionina

X-Ray Repair Crosscomplementig Group 1
X-Ray Repair Crosscomplementig Group 3
Concentragao

Elétron

Raios Gama

Foton



Sumario

LAINTRODUGAOD ...ttt ettt ettt et eeare e 15
1.2 INtrOdUGEO GEIAI ......uvieiiiiiiiiiiiiiiiiii e 15
2.REVISAO DE LITERATURA ....viiiiieeeceeee ettt 19
2.1 Estratégias para Selecionar e Organizar Informagfes...........ccc..ee... 19

2.2 Radiacdo EletromagnetiCa..........ccceeevveeiiiiiiiiii e 22

2.3 Efeitos Biologicos das Radiacdes lonizantes..........ccccceeeveeeeveveeevinnnnnn. 23
2.3.1 Mecanismos de Interagéo das Radiagdes com o Tecido............. 24

a) Acdo Direta da RadiaCao .........cceeeeevviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 26

b) Acao Indireta da RAdiaGao0............uuuviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaaes 26

2.3.2 Producdao de Elétrons Hidratados e Radicais Livres.................... 27

2.3.3 Danos Radioinduzidos na Molécula de DNA .............ccccvviieeeennn. 29

2.4 Monitoramento/Dosimetria Interna Individual..............cccccvviiiiiinnnnnns 30
2.4.1 LINFOCIIOS .. e ittt e e e e 30
2.4.2 Técnicas de Avaliacdo de Danode DNA.........ccceeiiiiieiiieeeee, 31

a) ENSAI0 COMELA.......oiiiiiiiii e 31

b) Teste do MICrONUCIEO.........ccovveveiiiiie e 34



2.5 Danos no DNA e Sistema de Reparo ...........cccevvvevvviiiiiieeceeeeeiiinn, 36

2.5.1 Polimorfismos dos Genes de Reparo ..........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 37

a) X- Ray Repair Crosscomplementing Group 1 (XRCC1)......... 37

b) X- Ray Repair Crosscomplementing Group 3 (XRCC3)......... 38

2.5.2 Analise Molecular dos Polimorfismos XRCC1 e XRCC3........... 39

a) Reacéo de Polimeracdo em Cadeia - (PCR-RT) ....covvvveevvvieeiinnnnnnn. 39

3. REFERENCIAS DA REVISAO DE LITERATURA.......cccoiieeeeeeeceeeeee, 41
4. OBJIETIVOS ...t e e e e e e e e eees 53
5.ARTIGO EM INGLES......cutiiiiiiiiiee ittt 54
6. CONSIDERACOES FINAIS ....oviiviieieeeceece et 87

7. ANEXO- TCLE- Termo de Consentimento Livre e Esclarescido................. 88



Introducao

1.1 Introducéo Geral

As radiacfes ionizantes, amplamente utilizadas como métodos de diagndstico

e tratamento produzem acéo direta e indireta em tecidos biolégicos (1,2).

As radiacdes de baixas doses tém sido amplamente utilizadas no meio
diagnéstico, embora alguns métodos cardiolégicos, principalmente
intervencionistas utilizam-se de maior de tempo de exposicdo ao paciente,
aumentando assim as doses a eles submetidos. Sabendo-se que as altas doses
de exposicdo sao claramente conhecidas por induzir efeitos indiretos na
molécula do DNA, ocorrendo assim danos ao DNA, caso o reparo celular nao for
eficiente em tempo curto podemos ter origem a mutacdes e possiveis

transformacdes neoplésicas (3,4).

As baixas frequéncias de indices de dano ao DNA detectadas usualmente na
populacdo podem aumentar significativamente em um grupo particularmente

exposto a agentes fisicos e/ou quimicos, como radiagcdes ionizantes, e a



quimioterapicos (4,5,6,7,8). Estas alterag6es, embora ndo possam ser usadas
para predizer se uma determinada pessoa ira sofrer uma forma particular de
doenca sdo de grande utilidade na estimativa de riscos da populagdo como um
todo (9). Alguns estudos indicam que as aberracdes cromossdmicas sao
eventos iniciais na carcinogénese e constituem sinal de alerta em relacdo ao
desenvolvimento de um futuro cancer (10). Travis e colaboradores consideram
gue o desenvolvimento de cancer consiste em processo que envolve pelo menos
trés estagios: iniciacdo, promocado e progressao. O estagio de iniciacdo pode
resultar de alteracBes genéticas como mutacdes génicas, translocacbes ou

outros eventos em um gene especifico (11).

O biomonitoramento pode ser usado para melhorar a avaliagdo do nivel de
exposicdo interna a radiacdo ou a agentes quimicos (12). Entre os métodos
biolégicos adotados para dosimetria a andlise citogenética tem sido o mais
utilizado. A andlise da ocorréncia de aberracdes cromossémicas em linfécitos do
sangue periférico é utilizada ha mais de 30 anos como um indicador biol6gico
sensivel (12,13). As qualidades exigidas de um indicador bioldgico
(especificidade, habilidade de deteccdo precoce das alteragcdes induzidas,
rapidez, facil aplicacdo e baixo custo), para ser um bom dosimetro, € preenchida
pela analise dos micronucleos (MN). A acdo de agentes que induzem quebras
cromossOmicas (agentes clastogénicos) e/ou interfere na diviséo celular (agentes
aneugénicos) pode ser detectada pelo teste do micronucleo, e teste do cometa,

realizado in vivo (14,15).

Populacdes expostas a agentes com genotoxicidade conhecida, mostram

diferencas interindividuais em relacdo ao dano do DNA. Este fato pode ser



explicado pela existéncia de polimorfismos genéticos em genes envolvidos nos
processos de desintoxicacdo e reparo de DNA, gerando estas variagdes (16).
Por um lado, uma diminuicdo na capacidade de reparo gera um aumento na
suscetibilidade a mutac6es e uma maior instabilidade genética (17). Além disto,
polimorfismos nas enzimas metabolizadoras de xenobidticos podem ser uma
explicacdo para estas diferencas interindividuais (18), uma vez que alguns
qguimicos adquirem capacidade mutagénica somente apds sua metabolizacao,
pois podem induzir trocas génicas por atingirem direta ou indiretamente o DNA
ou por se ligarem a proteinas envolvidas na manutencdo da integridade génica

(19).

O sistema de reparo de um individuo consiste de um grande numero de
proteinas codificadas por varios genes, entre eles o XRCC1 e o XRCC3. [29].
Vérios polimorfismos ja foram detectados no gene XRCC1, e um dos mais
investigados € o Arg399GIn, para o qual o alelo raro ja foi associado com

diferentes tipos de cancer (16,20).

No gene XRCC3, a proteina produzida € responsavel pelo reparo de quebras
na fita dupla do DNA, além de promover a estabilidade cromossémica e a correta
segregacao de cromossomos em células (16,17,18,19). Um polimorfismo de
troca de aminoacidos denominado Thr241Met do gene XRCC3 tem sido

relacionado com cancer de bexiga, melanoma maligno e cancer gastrico (16).

Embora a importancia de ambos polimorfismos tenha sido amplamente

estudados, ndo encontramos trabalhos que demonstram associacdo dos



polimorfismos com indices de danos causados por radiagdo ionizante X e gama

em pacientes expostos a diagnostico, justificando assim o nosso estudo.



Revisao de Literatura

2.1 Estratégias para Selecionar e Organizar Informacgdes

Nesta revisao de literatura foram abordados os aspectos abaixo:

' Radiacdes lonizantes,

' Efeitos Biologicos das Radiacdes lonizantes,

' Danos Radioinduzidos e Sistema de Reparo,

" Dosimetrias internas,

’ Polimorfismos dos Genes de Reparo, XRCC1 e XRCC3.

A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: MEDLINE
(PubMed), LILACs, SCIELO, Portal Cochrane. As referéncias dos artigos
identificados foram revisadas para localizar outras possiveis ndo contempladas
na busca das palavras-chaves. Foram utilizados buscas e cruzamentos através
dos termos “low dose of radiation ionizing”, “damage DNA”, “genes of repair”,
“XRCC1” e “XRCC3”. Foi utilizado filtro para estudos em humanos, publicados
nos ultimos cinco anos e usou-se delineamentos para revisdes sistematicas,

ensaios clinicos e estudos casos e controles.



Figura 1. Estratégias de busca sobre as bases que fundamentam esta tese.
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Figura 2. Estratégias de busca sobre as bases que fundamentam o artigo.
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2.2 Radiagéo Eletromagnética

A radiacdo eletromagnética inclui ondas de radio, microondas, luz visivel, luz
ultravioleta, Raios X e Raios gama(y). Estas ondas sdo basicamente
caracterizadas por sua energia que varia inversamente com o comprimento de
onda, estas energias se deslocam em forma de “pacote” e sdo chamadas de
fétons. A energia associada as ondas aumenta progressivamente a partir de

ondas de radio com menos energia, para Raios X e com maior energia para raios

y (20).

Os Raios X sao produzidos por dispositivos denominados de tubos de Raios X
gue consistem, basicamente, em um filamento que produz elétrons por emissao
termo ibnica (catodo), que sdo acelerados fortemente por uma diferenca de
potencial elétrica (kilovoltagem) até um alvo metalico (anodo), onde colidem. A
maioria dos elétrons acelerados sédo absorvidos ou espalhados, produzindo
aguecimento no alvo. Cerca de 5% dos elétrons sofrem reducbes bruscas de
velocidade, e a energia dissipada se converte em ondas eletromagnéticas,

denominadas de Raios X (21).

Os Raios X caracteristicos sédo radiacfes eletromagnéticas de alta energia
originadas em transicbes eletronicas do atomo que sofreu excitacdo ou
ionizacao, apos interagdo. Elétrons das camadas externas fazem transicdes para
ocupar lacunas produzidas pelas radiacdes nas camadas internas, préximas do

nacleo, emitindo o excesso de energia sob a forma de Raios X.



A radiacdo gama (y), € emitida pelo nucleo atdmico com excesso de energia
(no estado excitado) apds transicdo de préton ou néutron para nivel de energia
com valor menor, gerando uma estrutura mais estavel. Por depender da
estrutura nuclear, a intensidade e a energia com que é emitida permite

caracterizar o radioisotopo (20,22,23).

Os fétons X e y tém a capacidade de ejetar um elétron de sua érbita em um
atomo (séo radiacfes ionizantes). A ionizacdo é o processo de remocdo de um
ou mais elétrons entre atomos pela radiacdo incidente, deixando para trds as
particulas eletricamente carregadas, o que pode, subsequentemente, produzir

efeitos bioldgicos significativos no material irradiado (20,24).

As propriedades da matéria sao afetadas pela radiacdo em funcéao do tipo de
processo associado a absorcdo de energia. Para compreendermos os efeitos
bioldgicos, os Raios x e y sdo diretamente ou indiretamente ionizantes, porque
eles ndo produzem danos quimicos e biolégicos em si, mas produzem elétrons
secundarios (particulas carregadas) apés a absorcdo de energia no material

(20,25,26).

2.3 Efeitos Biologicos das Radiacdes lonizantes

No nivel atbmico, a ionizagéo afeta, principalmente, os elétrons das camadas
mais externas que circundam o nucleo. Tendo em vista que justamente esses
elétrons estdo envolvidos nas ligacdes quimicas de atomos em moléculas. A

remocao de elétrons pode provocar a quebra de uma molécula e seus



fragmentos, dependendo da estabilidade quimica, podem se combinar, de

algumas maneiras diferentes, com o material do meio circundante (26,27,28).

A irradiacdo de material biolégico pode resultar em transformacdo de
moléculas especificas, levando-as a alterar suas funcdes bioldgicas originais. O
DNA, por ser responsavel pela codificagdo da estrutura molecular de todas as
enzimas das células, passa a ser a molécula chave no processo de

estabelecimento de danos bioldgicos.

Os efeitos da acdo dos Raios X e y ndo dependem somente da dose
absorvida, mas também, da taxa de absorcédo (aguda ou crbnica) e do tecido
atingido. O dano ocasionado em células quando estas estdo em processo de
divisdo € maior, tornando os respectivos tecidos e 6rgdos mais radiossensiveis

(29,30).

2.3.1 Mecanismos de interacéo das radiacdes com o tecido

Quando as células de uma determinada cultura sdo expostas a radiacao
ionizante, pode ser observado que, para a maioria dos efeitos a quantidade de

energia absorvida pela célula é, claramente, uma variavel muito importante.

Na radiobiologia, a quantidade fisica e a qualidade de um feixe de radiacéo

ionizante é definida através da Transferéncia Linear de Energia (LET) (1).

RadiacOes eletromagnéticas como Raios X e gama tém uma probabilidade

baixa de interagir com os atomos do meio irradiado e, portanto, liberam sua



energia ao longo de uma trajetoria relativamente longa. Neste caso, a area alvo
produziria muitos eventos de ionizacdo com alta probabilidade de efeitos
biolégicos danosos, mesmo a baixas doses, sendo assim consideradas de baixo

LET (pouco ionizantes) (31).

Os efeitos biolégicos da radiagdo podem ser soméaticos ou hereditarios. O
primeiro ocorre na soma do individuo irradiado, isso quer dizer os danos que
estes individuos se expuseram durante a sua vida, enquanto que os hereditarios
se originam da introducdo de danos na linhagem germinativa do sujeito e se

manifestam em sua descendéncia.

Para fins de protecdo radiologica, os efeitos biolégicos da radiacdo séo
classificados em estocasticos e deterministicos (anteriormente chamados de nao
estocasticos). Os Efeitos Estocasticos sdo aqueles cuja probabilidade de
ocorréncia é em funcéo da dose, ndo existindo limiar, como é o caso do cancer.
Assim, para qualquer individuo irradiado h4 uma probabilidade de que certos
efeitos atribuiveis a radiacdo se manifestem, mas sé depois de um periodo de
tempo longo (dezenas de anos) a partir do momento que ocorreu o0 evento de
irradiacdo. Os Efeitos Deterministicos sdo aqueles que surgem num curto
espaco de tempo (dias, horas, minutos) a partir de um valor de dose limiar e sua
gravidade é funcdo do aumento dessa dose, esses efeitos sdo atribuidos,
principalmente, & morte celular ou perda de capacidade de reposicdo de células
de vida biologica relativamente curta, ou seja, aquelas que devem se manter em
permanente estado de reproducdo como as da medula 0ssea e tecidos como
epiteliais de revestimento (sistema excretor, sistema gastrointestinal, mama,

sistema genital) (32,33,34).



Quando a radiacao ionizante é absorvida diretamente em material bioldgico,
0s danos para a célula podem ocorrer em uma de duas formas, direta ou

indireta.

a) A acao direta da radiacao

Na acao direta, a radiacao interage diretamente com o alvo critico na célula.
Os atomos do proprio alvo podem ser ionizados ou excitados através Interacdes
de Coulomb, levando a cadeia de eventos fisicos e quimicos que eventualmente
podem produzir o dano biolégico, conforme figura 3. A acéo direta € o processo

dominante na interacao de particulas de alto LET com material biologico.

b) Acéo indireta da radiacao

Na acao indireta, a radiacdo interage com outras moléculas e atomos dentro
da célula para produzir radicais livres, que podem, por meio de difusdo na célula,
danifica-la. Cerca de dois tercos dos danos biologicos provocados pela acao
indireta ocorre por efeitos da radiacdo de baixo LET, como por exemplo Raios X

ou Raios Gama (31) Figura 3.



Figura 3: Efeitos diretos e indiretos da radiacao ionizante no DNA

INDIRECT
ACTION

DIRECT
ACTION

http://biomedicaltopic.net/...1/03/interacdo-dna.jpg, acesso em 20/06/2014.

2.3.2 Producéao de Elétrons Hidratados e Radicais Livres

Uma vez que a agua € o principal componente das células, sendo responsavel
por cerca de 70% a 80% da composicao celular, a maior parte da radiagcéo

incidente é por ela absorvida, dando lugar as seguintes espécies reativas:

H.0 "> H,0O +¢& — HO + g(aq)

A molécula d’agua, afetada pela passagem da radiagao, € ionizada. O elétron

que deixa a molécula é ‘aprisionado’ por demais moléculas d’agua que, devido a


http://biomedicaltopic.net/...1/03/interação-dna.jpg

sua natureza polar, se posiciona de tal forma que os atomos de hidrogénio,
carregados positivamente, ficam mais proximos ao elétron e os atomos de

oxigénio, mais distantes. Esse arranjo é denominado elétron hidratado, € (aq).

H,O© — eOH + H

A molécula d’agua ionizada, H20O* pode também, se dissociar, dando

formacéo ao ion hidrogénio e ao radical livre hidroxila, conforme ilustrado acima.

H,0 ™= H,0* — He + ¢ OH

E possivel, ainda, por radiélise da molécula d’agua, a formacéo dos radicais
livres hidrogénio e hidroxila que, sendo altamente reativos — em decorréncia da
presenca, nas respectivas Ultimas camadas eletronicas, de um elétron isolado ou
nao emparelhado — interagem quimicamente entre si ou com as moléculas do

meio, modificando-as.

Os principais produtos resultantes da irradiacdo da agua pura tendem a reagir
com as bases nitrogenadas do DNA ou, na auséncia destas, entre si, conforme

Se segue:

eg(aq)+ e¢(aq) +2 H,O -2 H, + OH
He +He — H,
e OH + ¢ OH — H,0;
He + ¢« OH —» H-O



As reacgOes acima irdo sempre competir com as reagdes que levam ao dano

das moléculas bioldgicas presentes no sistema (2,31).

2.3.3 Danos Radioinduzidos na Molécula de DNA

As espécies reativas €(aq), H * e « OH, resultantes da transferéncia de energia
da radiacao ionizante para a a4gua, podem atacar, em maior ou menor grau, as
bases nitrogenadas contidas no DNA (Adenina, Guanina, Citosina e Timina),

alterando, consequentemente, seu papel biolégico.

Convém observar que o DNA, responsavel pela codificacdo da estrutura
molecular de todas as enzimas das células, passa a ser a molécula chave no
processo de estabelecimento de danos biolégicos. Ao sofrer a acao das

radiacdes, a molécula de DNA pode sofrer quebras e mutacdes génicas.

As mutacBes génicas correspondem a alteracdes induzidas na molécula de
DNA gue resultam na perda ou na transformacédo de informacdes codificadas na
forma de genes. A introducdo de mutacbes no genoma de uma célula é
considerada indispenséavel para a inducdo de um cancer por a¢éo das radiacoes.
No entanto, mutac¢des radioinduzidas ndo evoluem obrigatoriamente para cancer

(35).

Quando uma lesdo no DNA resultar em quebra desta molécula, a respectiva
célula, caso possua taxa de divisdo alta, passa a ter dificuldade em transferir
integralmente seu patriménio material genético para as células filhas que podem

morrer apos uma ou duas divisdes subsequentes.



Por outro lado, células diferenciadas (que néo sofrem divisdo) podem conviver
com inumeras quebras sem, contudo, terem suas funcfes prejudicadas. No
entanto, caso haja rearranjo dos fragmentos resultantes das quebras de DNA, é
possivel que surjam cromossomos aberrantes, afetando o funcionamento das

células que os contém (2,31).

2.4 Monitoramento/Dosimetria Interna Individual

A dosimetria citogenética consiste em analisar as aberracbes cromossdmicas
em linfécitos de uma amostra de sangue venoso e compara-las com um controle
negativo(21,31,36,37,38,39,40). O nosso estudo determinou dosimetria em

linfécitos periféricos comparando com controle negativo.

2.4.1 Linfoécitos

O numero total de linfécitos em um adulto jovem saudavel foi estimado em
aproximadamente 500 ¥ 109. Apenas cerca de 2% (10 ¥ 109) destes estdo
presentes no sangue periférico, sendo os outros estao localizados geralmente ao
longo de outros tecidos, com concentragbes particulares no timo, ganglios
linfaticos, tonsilas palatinas, tecidos linfaticos como no baco e na medula éssea.
A média de tempo que um determinado linfécito se redistribui no sangue

periférico € de cerca de 30 min. Isto significa que os linfocitos com aberracbes



cromossOmicas que tenham sido induzidos em qualquer parte do corpo,

eventualmente, estdo presentes no sangue periférico (41,42,43).

Assim, os testes realizados com linfécitos humanos, podem ser utilizados nédo
apenas para aberracdes que tenham sido induzidos em linfocitos do sangue

periférico, mas sim em diferentes érgaos de todo o corpo (42,44,45).

2.4.2 Técnicas de Avaliacdo de Dano de DNA

a) Ensaio Cometa

O ensaio cometa € realizado por técnica de eletroforese em célula Unica
(SCGE - single cell gel electrophoresis). E considerado um biomonitoramento
rapido e sensivel, método simples e barato para medir sitios sensiveis ao pH
basico (alcali-labeis) e quebras no DNA de células de mamiferos (46,47).0Ostling
e Johanson descreveram o método pela primeira vez em 1984. As células eram
colocadas em agarose, expostas a um agente mutagénico e submetidas a
eletroforese (48). Desta maneira, observou-se uma espécie de cauda, que se
formava nas células danificadas. Essa cauda é formada pelo DNA livre do
nacleo, por quebras de cadeia simples ou dupla, e seu comprimento (cauda)
estaria diretamente proporcional a quantidade de DNA danificado. Singh et al.
(49) introduziram condi¢des alcalinas a técnica, produzindo quebras de cadeia
simples de DNA em sitios alcali-labeis (50). A figura 4 ilustra os passos para a
realizagdo da técnica do cometa em diferentes tipos celulares e a figura 5 mostra

as diferentes classes de dano genético consideradas neste trabalho.



Figura 4: llustracdo das etapas da técnica do cometa (Palazzo, 2010)
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Figura 5: Demonstracdo dos linfécitos processados pela técnica do cometa.

(A) Classe 0, (B) Classe 1, (C) Classe 2, (D) Classe 3, (E) Classe 4 (50).

As condi¢des alcalinas da técnica causam a separacao do pareamento entre
as bases, podendo assim, a descontinuidade de cadeia simples ser detectada.

Em pH neutro, a continuidade da dupla hélice ndo é afetada por uma quebra de



cadeia simples ocasional. Porém, quebras de cadeia simples podem ter uma
profunda influéncia no comportamento do DNA, ja que a molécula de DNA, no
ndcleo, encontra-se super-enrolada e firmemente empacotada, e quebras de
cadeia simples liberam o enrolamento e induzem ao relaxamento da estrutura do
DNA (51). Segundo Betti e colaboradores (52), a técnica do cometa é uma
maneira de medir lesbes no DNA pela migracdo de fragmentos, detectando,

principalmente, quebras de cadeia simples.

Danos no DNA também sdo comumente considerados como marcadores de
risco de carcinogénese, sendo claramente relevante desde que este dano seja o
evento inicial na carcinogénese, mas ainda ndo existe nenhuma evidéncia de
que um alto nivel de danos no DNA medido nas células brancas do sangue
reflete um risco elevado de cancer. Em contraste, as aberragbes cromossomicas

e micronucleos demonstrariam ter valor preditivo (48,53,54).

O teste cometa é considerado um teste de genotoxicidade, capaz de detectar
danos ao DNA induzidos por agentes alquilantes, intercalantes e oxidativos, de
forma quantitativa, capaz de avaliar a exposicdo ocupacional e/ou ambiental,
sendo assim, considerado um marcador de exposicao (48). No presente estudo
utilizamos a versao alcalina, a qual detecta quebras de fita Unica e dupla, sitios

alcali-labeis, e crosslinks (55).



b) Teste do Microndcleo

O teste do micronucleo (MN) ou também chamado de cytokinesis-blocked
micronucleus (CBMN) foi descrito pela primeira vez por Hedde em 1973 (14).
E um teste capaz de detectar agentes clastogénicos
ou que interferem na formagé&o do fuso mitdtico, alterando a distribuicdo

equitativa dos cromossomos durante a divis&o celular (56).

Os micronucleos séo constituidos de fragmentos cromossémicos ou
cromossomos completos que sédo excluidos do nucleo durante a divisdo celular,
eles localizam-se a parte do ndcleo principal da célula e, ndo apresentam
membrana que os delimite. Os microndcleos sdo corpusculos arredondados,
com diametro de 1/20 a 1/5 do diametro do eritrocito e correspondem ao que em

hematologia designamos de corpusculos de Howell-Jolly (57).

O aspecto mais importante do Teste do Microndcleo é que ele permite
identificar eventual aumento na frequéncia de mutacdes, em células expostas a
uma gama variada de agentes genotoxicos.
Assim, o teste do MN €, entre os testes citogénicos, o que fornece uma medida
de confianca da ruptura e da perda do cromossomo (58), podendo detectar a

acao de agentes clastogénicos ou aneugénicos, in vivo (14,15).

Em meados da década de 1980 uma importante inovacdo técnica foi
introduzida. Este método bloquearia a citocinese em linfocitos em cultura através
da adicdo de citocalasina B ao meio sem inibir a divisdo nuclear. Com este

protocolo, é possivel fazer a distincdo entre as células proliferadas (apds a



primeira mitose) e células ndo proliferadas, e MN deve ser marcado apenas em

células binucleadas com citoplasma preservado (59,60).

Desta forma, apenas as células que passam por um ciclo de divisdo celular

nuclear (células binucleadas) sdo consideradas na analise de frequéncia de MN.

Na analise das células binucleadas, podem ser encontradas trés alteragdes,
sendo que 1) A ocorréncia de MN (fragmentos acéntricos ou Cromossomos
inteiros que ndo atingiram o fuso mitético durante a divisdo celular e acabaram
expulsos do nucleo; 2) As pontes nucleoplasmaticas (NPB- nucleoplasmatic
bridges), por sua vez, ocorrem quando 0s centrdbmeros de Cromossomos
dicéntricos séo transferidos para polos opostos da célula na anafase. A analise
de NPB pode fornecer informacBes sobre o tipo de mutacdo envolvida
(clastogenése ou aneugénese); 3) BUDs nucleares, correspondem a
amplificacbes de DNA encontrados na periferia nuclear (61,62), conforme pode

ser observado na figura 6 abaixo.

Figura 6: Linfocitos processados pela técnica de micronucleos.




A) Linfocito Binucleado Normal. B) Linfécito Binucleado com Micronucleo. C)
Linfocito Binucleado com Ponte Nucleoplasmaticas. D) Linfécito Binucleado com

BUD.(50)

A frequéncia de micronucleos € entdo determinada em cada individuo, em
1000 células binucleadas em laminas feitas a partir de cultura de linfocitos, em
meios de culturas RPMI mais aditivos, com bloqueio da citocinese celular
(63,64,65) e nas mesmas podem ser analisadas a frequéncia de NPB e BUDs

nucleares.

2.5 Danos no DNA e Sistema de Reparo

Os sistemas de reparo de DNA sao responsaveis por manter a integridade do
genoma das células frente a danos causados pelo ambiente e por erros de

replicacdo celular.

A Radiacdo lonizante induz dano no DNA por hidrélise, resultante de
processos oxidativos (20) que modifica as bases nitrogenadas e a estrutura da
dupla-hélice. O principal mecanismo utilizado na remoc¢éo de bases modificadas
no organismo € o reparo por excisdo de base (BER), considerado como a
primeira defesa contra agentes enddgenos e exégenos. A maioria dos reparos
ocorre pela substituicdo de nucleotideos(NER), chamada de via curta, onde héa

maior participacéo da proteina XRCC1 (66,67,68,69).



2.5.1 Polimorfismos dos Genes de Reparo XRCC1 e XRCC3

Os polimorfismos sdo variacbes genéticas que aparecem como
consequéncias de mutacfes, podendo ter diferentes classificacdes dependendo
do tipo de mutacao. A categoria mais comum de polimorfismo € originada a partir
de uma troca de um nucleotideo por outro. Este polimorfismo € conhecido
por Single Nucleotide Polymorphism (SNP) ou polimorfismo de nucleotideo

anico(70)

a) X-Ray Repair Crosscomplementig Group 1(XRCC1)

O gene XRCCL1 esté localizado no braco longo do cromossomo 19 na posicao
19913.2 e possui um comprimento de 32kb, codifica a proteina conhecida pelo
mesmo nome que participa do processo de reparo por excisdo de bases do
material genético (17). A proteina XRCC1 ndo possui atividade enziméatica
conhecida, parece agir como um fator fundamental no processo de reparo, pelo
recrutamento simultaneo de diferentes componentes do reparo do DNA para o

local da base lesada (71).

Existem mais de 60 SNPs descritos e validados para o gene XRCC1, no
entanto apenas oito sdo variantes ndo sinbnimas e trés sao as mais comuns.
Dentre essas, escolhemos para este estudo o SNP no coédon 399 que
corresponde uma substituicho de uma arginina para uma glutamina

(XRCC1/Arg399GIn), pois individuos com este polimorfismo parecem estar


http://www.nutritotal.com.br/glossarios/?acao=bu&id=327target=_blank

associados com maior sensibilidade as radiagfes ionizantes, apresentando
capacidade de reparo reduzido (72,73). As alteracbes funcionais estariam
associadas ao aumento do risco de cancer de bexiga (74), de mama (75) e de

pulmdes (76).

b) X-Ray Repair Crosscomplementig Group 3(XRCC3)

O gene XRCC3 encontra-se localizado no braco longo do cromossomo 14, na
posicdo 14932.3 e codifica uma proteina de mesmo nome que esta envolvida no
processo de reparo por recombinacdo homodloga do DNA, em que a fita
complementar ndo danificada é utilizada como molde na substituicdo do

fragmento lesado.

A proteina XRCC3 esta relacionada em sua estrutura com o complexo RAD51,
um componente importante no processo de reparo do material genético. O RAD
51 atua no reparo por meio de combinacdes homdlogas presente na segunda
coOpia do gene (77). A proteina XRCC3 é requerida para a montagem do
complexo e participa na manutencédo da estabilidade cromossdémica (78). Os
polimorfismos do gene XRCC3 geram enzimas que ndo permitem a formacao do

Rad51, gerando instabilidade genética.

Existem quatro SNPs em regibes codificadoras do XRCC3 e 109
polimorfismos de base Unica em introns do mesmo gene (71). Dentre essas,
escolhemos para este estudo o SNP no cédon 241 que corresponde uma

mudanca de treonina para metionina (XRCC3/Thr241Met), pois este



polimorfismo parece estar associado ao risco aumentado de neoplasias,

principalmente de pulm&o, mama (78,79).

2.5.2 Analise Molecular dos Polimorfismos XRCC1 e XRCC3

a) Reacéo de polimerizacdo em cadeia (PCR-RT)

A reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (PCR-RT) realiza a
quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA de maneira precisa e com maior
reprodutibilidade, porque determina valores durante a fase exponencial da
reacdo. O ponto que detecta o ciclo na qual a reacdo atinge o limiar da fase
exponencial € o chamado Cycle Threshold. Este ponto permite a quantificacao

exata e reprodutivel baseada na florescéncia (80).

A emissdo dos compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta em
proporcao direta da quantidade de produto da PCR, os valores de fluorescéncia
sdo gravados a cada ciclo e representam a quantidade de produto amplificado

(81).

O sistema Otico acoplado ao termociclador, em uma plataforma
computadorizada permite a aquisicdo, processamento e analises no final da

reacao.

Foi utilizada em nosso estudo a sonda TagMan® (fragmento de DNA marcado

usado para hibridizacdo de outras moléculas de DNA) que é utilizada para



detectar as sequéncias especificas nos fragmentos de DNA amplificados na
PCR. A sonda TagMan® €& um meétodo capaz de determinar a presenca ou
auséncia de sequencias especificas. Esta sonda apresenta em uma extremidade
um fluoréforo e na outra um quencher. Os produtos da reacdo sédo detectados
pela fluorescéncia gerada apés a atividade exonuclease da Tag DNA polimerase

(81,82).

Durante a PCR-RT a sonda hibridiza a sequéncia da fita simples de DNA
complementar alvo para a amplificacdo e no processo de amplificacdo a sonda é
degradada devido a atividade exonuclease, separando o fluoro6foro do quencher
e resultando em um aumento da intensidade da fluorescéncia, aumentando a
emissédo da luz de forma exponencial. Esse aumento ocorre apenas quando a

sonda hibridiza e quando a amplificacdo da sequencia alvo é estabelecida (81).
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Objetivos

4.1. Objetivo Geral:

1. Avaliar os efeitos mutagénicos da exposicdo a Radiacdo X e Gama em
pacientes que realizam cintilografia miocardica e angioplastia miocardica e
relacionar os possiveis resultados positivos com os polimorfismos dos

genes de reparo, XRCC1 e XRCC3.

4.2. Objetivos Especificos:

1. Avaliar a possivel acdo mutagénica dos pacientes expostos a Radiacdo X

e Gama;

2. Determinar se existem associacfes entre os indices de danos do DNA e

os diferentes genoétipos dos genes de reparo;
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ABSTRACT

Although lonizing Radiation (IR) has widespread applicability in diagnostic
pathology, it has been found to induce DNA damage. The aim of our study was
to evaluate DNA damage and polymorphisms in the DNA repair genes XRCC1
and XRCC3 in 57 patients who underwent myocardial scintigraphy (exposed to
gamma radiation) and 57 patients who underwent myocardial angioplasty
(exposed to X-radiation). Peripheral blood samples were collected before
radiation exposure (at which point DNA samples were also obtained), as well as 6
and 24 hours after the procedure. In patients exposed to gamma radiation, only
DNA damage indexes changed over time (p=0.026), while in those exposed to X-
radiation, changes were observed in MN(p<0.001) and BUD(p<0.001)
frequencies in addition to DNA damage indices (p=0.004). DNA damage levels
did not differ between Arg399GIn polymorphisms. However, with regard to the
Thr241Met polymorphism, DNA damage following gamma radiation exposure
was only observed in patients with the Thr241(p=0.025) and Thr241Met(p<0.001)
genotypes, while alterations following x-radiation exposure were only noted in
those with the 241Met(p=0.041) genotype. Significant increases in MN and BUD
frequencies were observed in all genotypes following X-radiation exposure, but
only in the Arg399 genotype after exposure to gamma radiation (p=0.012). No
associations were observed between the Thr241Met polymorphism and gamma
ray exposure, although changes in MN and BUD frequencies were observed in all

genotypes following exposure to x-radiation.

Keywords: lonizing radiation, DNA damage, comet assay, CBMN, repair genes,

XRCC1, XRCC3.



INTRODUCTION

Low-energy ionizing radiation has widespread applicability in diagnostic
pathology. Some methods, especially in cardiological diagnosis, require a longer
time of exposure, increasing the amount of radiation to which patients are
exposed. High doses of radiation are known to have indirect effects on DNA. If
cellular repair mechanisms are not efficiently triggered, these effects may lead to
mutations and neoplastic transformations (1,2). Chronic exposure to low doses of
radiation has also been found to have significant genotoxic effects, leading to an

increased risk of cancer (3,4).

Although the rate of DNA damage tends to be low in the general population, it

can be significantly higher in individuals exposed to ionizing radiation (5,6).

Chromosomal alterations in peripheral blood lymphocytes have been used for
over 30 years as a biodosimetric marker of radiation exposure (7,8). Currently,
this method can also be aided by new techniques such as comet assay and
micronucleus tests, which can detect a wider range of DNA damage with greater

statistical power.

Micronucleus testing has several advantages over chromosomal aberration tests,
such as its speed and ease, and the fact that metaphasic cells are not required
for analysis (9). Several processes may be involved in micronucleus formation

(10,11), such as chromosomal breaks (clastogenesis) and spindle disruption



(aneuploidogenesis). Several advantages of cytokinesis-block assays were
described by Fenech (2007)(12), and include the reliable identification of
micronuclei formed after a single division, as well as its sensitivity, precision and
ability to detect other markers of radiation damage such as nucleoplasmic

bridges.

Comet assay is a rapid and sensitive method of detecting alkali-labile sites and
DNA breaks in mammalian cells (13,14). Under alkaline conditions, base pairs

separate, allowing for the detection of single-strand discontinuities.

Both internal biodosimetry and the study of single nucleotide polymorphisms have
been increasingly used to research individual variability in DNA repair
capabilities, since these processes are responsible for maintaining genome
integrity under challenging environmental conditions, and preventing replication
errors and carcinogenesis (15,16). Certain variants of these polymorphisms have
been found to be associated with specific diseases such as cancer, as well as to

responses to environmental mutagens and carcinogens.

Polymorphisms in genes involved in DNA repair may alter protein function
and impair repair mechanisms, leading to genetic instability and eventual

carcinogenesis (17).

In the present study, genomic instability, as examined by comet and
micronucleus assay (CBMN), and the genotypes of repair genes
XRCC1(Arg399GIn) and XRCC3(Thr241Met) were examined in two groups of
patients with radiation exposure due to myocardial scintigraphy (gamma

radiation) or coronary angioplasty (X radiation).



MATERIALS AND METHODS

Population

The sample was divided into two groups. The 57 patients exposed to gamma
radiation as a result of myocardial scintigraphy were recruited from the
Department of Nuclear Medicine of the Clinical Hospital of Porto Alegre, while the
57 patients exposed to X-radiation during coronary angioplasties were recruited
from the Hemodynamics Service of the Cardiology Institute of Porto Alegre. The
present study was approved by the ethics committees of both hospitals, and all

patients provided written consent for participation.

Peripheral blood samples were collected from both groups before the
examination, as well as 6(Time 1) and 24 hours after the procedure (Time 2).
Myocardial scintigraphy was performed using intravenous [**"Tc(MIBI)]. This
cation complex accumulates in myocardial tissue approximately 1 hour after
administration. It is eliminated mostly by the hepatobiliary (27%) and excretory
systems (33%). The maximum dose administered was 40mCi. At this dose, the
body is expected to absorb 6.4mGy *"Tc-Sestamibi (18). Technetium decays by
isomeric transition with a half-life of 6.02 hours. Patients undergoing myocardial
angioplasty were exposed to 900mGy to 3.2Gy X-rays, calculated based on
radiation doses at skin entrance (cumulative air KERMA - Kinetic Energy

Released per unit Mass), for a mean of 12.7min. Procedures were performed



using a Philips fluoroscopy apparatus (Eindhoven, the Netherlands), three
magnification lenses (15cm, 20cm and 25cm), a double filter (copper +
aluminum) and standard programming for image acquisition at a rate of 15

frames per second.

Data were collected between 2010 and 2013. Both groups were included in the
sample due to suspected coronary disease, acute myocardial ischemia or acute
myocardial infarction. The following exclusion criteria were applied: history of
kidney or liver failure, radiotherapy, chemotherapy, smoking, blood disease,
stroke, chronic or acute infection, or scintigraphy or contrast-enhanced CT in the

previous 60 days.

Comet Assay

The comet assay was performed as described by Singh (13), with modifications
for in vivo use (19,20). Blood samples were mixed with low-melting point agarose
and spread on slides pre-coated with agarose. Coverslips were gently placed
over each slide before their storage in a cold chamber. Once the samples
solidified, coverslips were removed and slides were soaked in lysis solution (2.5
MNaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10.2, with 1% Triton X-100 and 10%
DMSO added prior to use) for 1-2 days under refrigeration. Excess liquid was
removed from the slides, which were then transferred to an electrophoresis tank
containing a fresh alkaline buffer (300 mMMNaOH, 1 mM EDTA, pH > 13). The
slides remained in the buffer solution for 20 minutes to allow for DNA
denaturation, unwinding and expression of alkali-labile sites. Samples were

electrophoresed for 20 minutes (25 V; 300 mA; 0.9 V/cm). Slides were removed



from the tank and rinsed three times with neutral solution (0.4 M Tris, pH 7.5),
then three times with distilled water, before being left to dry at room temperature.
Sample collection and all subsequent procedures were performed in the absence

of light.

Slides were then fixed and silver stained, as described by Nadin et al. (2001)(21).
DNA damage was examined under an optical light microscope at 200X
magnification, in 100 cells per sample. Tail intensity (size and shape) was used to
classify cells into one of five categories, ranging from 0 (undamaged) to 4
(virtually all DNA in the tail). These values are then summed to provide a damage
index (DI) ranging from 0 (no DNA migration) to 400 (maximum migration in all

cells) (22).

Micronucleus Test

Total blood samples (0.5ml) were placed in 5 mL RPMI 1640 medium
supplemented with 20% fetal bovine serum and 0.2% phytohemagglutinin.
Cultures were incubated at 37°C for 44 h, after which 4.5 g/mL cytochalasin B
(Cyt B, Sigma) was added to each vial, as described by Fenech and Morley 1985
(23). Cell suspensions were fixed with 3:1 methanol:acetic acid, treated with KCI,
and dropped onto clean slides, which were then Giemsa stained. The frequency
of micronuclei, nucleoplasmic bridges and nuclear buds were also analyzed in

1000 binucleated lymphocytes per patient (24).



Genotyping

XRCC1 and XRCC3 polymorphisms were determined by real-time PCR (RT-
PCR) using Tagman allele discrimination assays in a StepOne system (Applied

Biosystems).

The TagMan® Predesigned SNP Genotyping Assays includes two allele-specific
TagMan® MGB probes containing distinct fluorescent dyes (VIC® or FAM™ )
and a PCR primer pair to detect the specific SNP targets as described below.

PCR conditions were used according to the manufacturer’s instructions.

XRCC1(rs25487)GGGTTGGCGTGTGAGGCCTTACCTC[C/T]IGGGAGGGCAGCCGCCGACGCATGCG

XRCC3(rs861539)GAAGGCACTGCTCAGCTCACGCAGC[A/G]TGGCCCCCAGGGACTGCAGATGCCT

Statistical Analysis

Data were analyzed using SPSS 18.0.0. Mean values were compared between
assessment points using GEE (Generalized Estimating Equations) with
POISSON distribution and Bonferroni comparisons. Chi-squared tests were used
to analyze the genotype and allele frequency of polymorphisms. Sample

characteristics were examined using descriptive analysis.



RESULTS

Sample characteristics are summarized in the table below.

Table 1: Sample characteristics.

Gamma radiation (n=57) X radiation (n=57)
N/% N/%

Age 58.36 £ 11.52 58.73 +£11.87
Gender

Female 34 /59.65% 19/ 33.33%

Male 23 /40.35% 38/66.67%
Diabetes Mellitus

Yes 8/14% 12/21.1%

No 49 / 86% 45/ 78.9%
ASA use

Yes 11/19.3% 22 / 38.6%

No 46/ 80.7% 35/61.4%

N: Number of patients

The table below contains results regarding DNA damage as assessed by comet

assay, and micronucleus (MN) and nuclear bud (NBUD) frequencies.



Table 2: Frequency of micronuclei, nuclear buds and DNA damage according to

comet assay.

Damage

Before Time 1 Time 2 p
Exposure to Gamma Radiation
Damage 7.70 £ 1.698 9.72 + 1.890 9.65+1.768 0.026*
MN 6.46 + 0.498 - 7.32 +0.522 0.075
BUDs 2.95+0.279 - 3.02 +£0.272 0.857
Exposure to X Radiation
Damage 6.46 + 0.923 7.84 +0.854 5.47+0.221 0.004*
MN 4.19 +0.160 7.46 + 0.195 5.63+0.190 <0.001*
BUDs 1.25+0.186 3.89 £ 0.224 1.89+£0.198 <0.001*

Results were compared between assessment times using GEE/POISSON models

* Significant at p < 0.05. Values expressed as mean + standard deviation. N: number of

patients assessed. MN: Micronuclei per 1000 cells. Buds: Nuclear buds per 1000 cells.

Comet: Comets per 100 cells.

The level of DNA damage observed in patients exposed to gamma radiation

differed significantly between assessment points. MN and NBUD frequencies did

not change significantly over time.



Comet assay scores differed significantly between assessments for patients
exposed to X radiation (p=0.004). MN (p< 0.001) and NBUD (p< 0.001)

frequencies also differed between assessments.

Genotype and allele frequencies for each group are shown below.

Table 3: Genotype and allele frequencies in patients exposed to radiation.

Gamma o
o X Radiation
Radiation
(N©/%)
(N°/%)
XRCC1A19399GIn (n=42) (n=51)
Arg/Arg 19/ 45.2 27/ 52.9
Arg/GIn 19/ 45.2 21/41.2 0.680
GIn/GIn 4/ 9.5 3/5.9
Allele - C/IT (n=84) (n=102)
c/C 57/ 67.8 75/ 73.53
0.396
T/T 27/ 32.30 27/ 26.47
XRCC3Thr241Met (n=41) (n=49)
Thr/Thr 23/ 56.1 21/ 42.9
Thr/Met 14/ 34.1 22/ 44.9 0.456
Met/Met 4/ 9.8 6/ 12.2
Allele - C/T (n=82) (n=98)
C/C 60/ 73.17 64/ 65.30
0.256
T/T 22/ 26.83 34/ 34.70




Genotype and allele frequencies analyzed by Chi-square test * Significant at p<0.05.
For Arg399GIn and Thr241Met: CC=Homozygous wild-type; CT= Heterozygous;

TT=Homozygous rare;

Table 4 describes the DNA damage associated with each polymorphism. DNA
damage over time changed significantly for patients with normal homozygous
Arg399, heterozygous Arg399GIn and homozygous rare 399GIn genotypes
exposed to both X and gamma radiation. The same analysis was performed with
regard to the Thr241Met polymorphism, and statistically significant differences in
DNA damage were found in normal homozygous Thr241 and heterozygous
Thr241Met genotypes following exposure to both types of radiation. Changes in
DNA damage over time in homozygous 241Met patients were only observed in

those exposed to x radiation.



Table 4. Comparison between mean damage indices across genotypes.

Damage
Gamma-Ray Exposure X-Ray Exposure
(n=57) (n=57)
Before Time 1 Time 2 p Before Time 1 Time 2 p

Arg399GiIn

Arg/Arg 4.79+0.535  5.63+0.587 6.32+0.614  0.015* 6.81+1.543 8.81+1.725 5.33+0.310  <0.001*
Arg/Gln 3.84+0.359 6.26+2.127 7.26x1.310 <0.001* 5.24+0.251 7.14+0.531 5.90+0.293 0.001*
GIn/GIn 3.75+0.650 10.75+£3.927 5.25+0.545 0.002* 14.33+9.266 8.00+1.247 5.00+0.471 <0.001*
Thr241Met

Thr/Thr 4.35+0.420 7.74+1.906 7.39+1.110 0.025* 5.67+0.688 7.14+0.701 5.48+0.239 0.002*
Thr/Met 3.57+0.374 4.50+0.426 6.07+0.602 <0.001* 6.55+1.811 9.05+2.038 5.45+0.384 0.002*
Met/Met 6.75+0740 6.00+1.50 4.75+£1.139 0.267 5.17+0.366 7.00+1.225 6.33+0.609 0.041*

Results were compared between assessment times using GEE/POISSON models* Significant at p < 0.05.Values expressed as mean +

standard deviation. Comet damage: Comets per 100 cells.



Table 5. Comparison of MN frequencies across genotypes.

MN
Gamma-Ray Exposure X-Ray Exposure
(n=57)
Before Time 1 Time 2 p Before Time 1 Time 2 p

Arg399GiIn

Arg/Arg 5.95+0.712 - 8.16+0.980 0.012* 4.52+0.177 7.74+0.294 5.48+0.212 <0.001*
Arg/GIn 8.11+1.104 7.58+0.888 0.510 3.76x0.277 7.05+0.256 6.00+0.337 <0.001*
GIn/GIn 6.00+0.707 - 7.50+£0.901 0.096 3.67+0.272 6.67+0.272 5.33+1.089 <0.001*
Thr241Met

Thr/Thr 6.74+0.807 - 7.43+0.829 0.242 4.05+0.238 7.05+0.297 6.24+0.293 <0.001*
Thr/Met 6.50+1.029 - 8.07+£1.163 0.194 4.18+0.210 7.91+0.301 5.27+0.274 <0.001*
Met/Met 10.00+2.264 - 9.00+0.707 0.673 4.50+0.697 6.83+0.436 5.17+0.281 0.001*

Results were compared between assessment times using GEE/POISSON models * Significant at p < 0.05.

Values expressed as mean + standard deviation. MN: number of micronuclei per 1000 cells.



As can be observed in Table 5, mean MN frequencies increased significantly
over time for normal homozygous A399 patients exposed to gamma radiation.
No other significant differences were found within this patient group. Among
patients exposed to X-rays, statistically significant differences were observed

across all Arg399GIn and Thr241Met genotypes.

The frequency of nuclear buds in patients with different genotypes is displayed
in Table 6. No statistically significant differences were observed on this variable
in patients exposed to gamma radiation. However, exposure to X radiation was

associated with significant differences on this variable across all genotypes.



Table 6. NBUD frequencies across genotypes.

NBUDs
Gamma-Ray Exposure X-Ray Exposure
(n=57)
Before Time 1 Time 2 p Before Time 1 Time 2 p

Arg399GiIn

Arg/Arg 2.58+0.436 - 3.32+0.605 0.334 1.56+0.284 4.11+0.345 1.78+0.274 <0.001*
Arg/GIn 2.95+0.485 - 2.84+0.381 0.833 1.05+0.305 3.52+0.327 2.00+0.356 <0.001*
GIn/GIn 2.50+1.146 - 2.75+0.415 0.865 1.33+0.720 4.33+0.720 1.33+0.720 0.001*
Thr241Met

Thr/Thr 2.65+0.411 - 2.91+0.363 0.557 1.14+0.318 3.81+0.347 1.86+0.316 <0.001*
Thr/Met 2.57+0.612 - 3.50+0.747 0.359 1.14+0.290 4.05+0.399 1.73+0.289 <0.001*
Met/Met 3.75+0.740 - 2.25+0.545 0.146 2.50+0.514 4.00+0.333 2.67+0.805 0.011*

Results were compared between assessment times using GEE/POISSON models * Significant at p < 0.05.

Values expressed as mean + standard deviation. Buds: Nuclear buds per 1000 cells.



DISCUSSION

lonizing radiation (IR) can lead to several types of DNA damage (25). The acute
and chronic effects of exposure to high doses of IR are well-documented, while
the risks associated with low-level exposure are thought to be primarily due to
stochastic effects (1,26). The impact of these changes on the chemical structure
of cells are thus indirectly responsible for the genotoxic effects of radiation
exposure (27). The production of free radicals induces double-strand breaks,
and the repair system is then recruited to prevent chromosomal fragmentation,
translocations and deletions. Carcinogenesis results from persistent genomic
instability or ineffective DNA repair, which lead to the activation of oncogenes,
and the inactivation of tumor suppressor genes or loss of heterozygosity

(4,28,29).

The greatest incidence of DNA damage as a result of low-level radiation
exposure is found among patients or workers exposed to imaging procedures

(30,31,32).

The DNA damage associated with chronic low-level exposure to IR has been
demonstrated by several studies (25,32,33). In our investigation, the radiation
involved in myocardial scintigraphy and angioplasty was found to induce
significant increases in comet and MN frequencies. However, changes in gene
amplification (nuclear buds) were only identified in patients exposed to X

radiation.



Biodosimetry is essential for estimating absorbed radiation doses and
developing radioprotective strategies to reduce the risks associated with
radiation exposure (1). MN assays in peripheral lymphocytes have proven to be
a valuable method for the indirect assessment of chromosomal aberrations
(1,33,34). MN are the most popular lymphocyte marker of DNA damage and
cytotoxity both in vivo and in vitro (12,35,36), and provide important information
regarding chromosomal breaks, reorganization, gene amplification and cell
death (1,36), in addition to contributing as predictors of radiosensitivity

(12,37,38).

The comet assay has been used as a biomonitoring tool in several studies of
DNA damage following radiation exposure (39,40,41). It is a quick, sensitive
and low-cost method for the quantification of DNA damage in individual cells
(42). Its main advantage is its ability to evaluate initial responses to radiation

and radiation-induced damage repair in heterogeneous populations (41,43).

Our analysis of polymorphisms in DNA repair genes (XRCC1/Mspl,
XRCC3/Ncol) revealed that the genotype frequencies of both markers were
consistent with Hardy-Weinberg equilibrium, suggesting that no other selective
factor were operative in the sample. The frequency of XRCC1-399GIn ranged
from 0.32 to 0.26, and was similar to the values of 0.34 and 0.25 reported by
Lun et al. and Shen et al, respectively. The frequency of XRCC3- 241Met ranged
from 0.26 to 0.34, and was also similar to the values of reported in the literature

for the general population (0.31 and 0.38) (44,45). Comparative analyses of



genotype and allele frequencies did not show statistically significant differences

between groups.

The analysis of XRCC1 polymorphisms showed that DNA damage increased
over time in patients with the Arg/Arg, Arg/GIn and GIn/GIn genotypes exposed
to gamma ray radiation (which involves continued exposure over time), as
indicated by an increase in comets. The frequency of MN and BUDs only
increased in patients with the Arg/Arg genotype. Among patients exposed to x-
radiation, changes in comet frequencies were only observed in the Arg/Gin
genotype. The frequency of MN and BUDs increased significantly in all three

genotypes following radiation exposure (Arg/Arg, Arg/Glin, GIn/GIn).

Modified bases are usually repaired in excision repair pathways (BER),
considered the first line of defense against exogenous and endogenous agents.
BER begins with a DNA glycosylase and follows one of the following pathways:
short-patch BER (one-nucleotide repair) or long-patch BER (repair tract of 2-14

nucleotides) (44,46,47,48,49).

Most repairs have been said to occur by short-patch BER, which relies more
heavily on the XRCC1 protein. This protein induces gene repair by its
interaction with DNA polymerase beta, DNA ligase Ill, APE-1 (apurinic
endonuclease-1),PNK  (polynucleotide kinase) and poly(ADP-ribose)
polymerase (PARP). The activity of the XRCC1 protein has not been entirely

established, but there is evidence to suggest that it coordinates enzymatic



activity in different stages of gene repair. Mutations in the gene which encodes

this protein may impair or inhibit BER (47,50).

Studies of the relationship between polymorphisms and repair genes have
found that the former, especially Arg/Gln, may have an impact on repair
mechanisms [38]. Although most studies have reported associations between
the Arg/Gin and GIn/GIn genotypes and lung (51,52), bladder (53,54), and
breast cancer (55,56), some studies have also found the Arg/Arg genotype in
XRCC1 codon 399 to be associated with reduced DNA repair capacity
(57,58,59). These polymorphisms lead to amino acid changes which can reduce
the efficiency of DNA repair. Wang et al. (60) found that individuals with the
Arg/Arg genotype have significantly higher levels of induced DNA breaks than

individuals with other genotypes (Arg/GIn and GIn/GIn),.

A meta-analysis of the Arg399GIn polymorphism found that the presence of the
GIn/GIn genotype led to a significant decrease in the risk of bladder cancer in
smokers, suggesting that the XRCC1 R399Q polymorphism may contribute to
protection against cancer in this population. The protective effects of the rare
allele have been discussed in several studies (47,55,61), some of which have
found that homozygosity for the rare allele offers protection against tumors such

as melanoma (62,63,64).

The present study also evaluated polymorphisms in the
XRCC3/Ncol(Thr241Met) repair gene. The XRCC3 enzyme interacts directly

with the RAD51 complex to promote homologous DNA recombination,



preventing chromosomal fragmentation, translocations and deletions, all of
which are associated with carcinogenesis (64,65). Cells with mutations or
deficiencies in the XRCC3 gene fail to produce RAD51 and are therefore

genetically unstable and more sensitive to DNA-damaging agents (66).

In the present study, the Thr/Thr and Thr/Met genotypes were associated with
significantly increased comet formation following exposure to gamma radiation.
Exposure to X-radiation also led to an increase in comet values, as well as an

increased frequency of MN and BUD in all three genotypes studied.

Heterozygosity for the Thr241Met polymorphism has also been associated with
increased DNA damage(51,61). The presence of the T allele has been found to
have different effects on malignant tumors and other conditions, although it
does not appear to be associated with the risk of lung cancer (67), or breast
cancer in postmenopausal women (68,69). Other studies have also reported
associations between the XRCC3(Thr241Met) polymorphism and DNA repair

mechanisms (70).

The present results may be explained by the fact that the protein alterations
caused by the polymorphism impair DNA repair processes. The continued
exposure to IR in the case of gamma-radiation, and the high doses of radiation

involved in X-ray imaging may contribute to the accumulation of DNA damage.



CONCLUSION

Although our results were difficult to interpret, our ability to detect an increased
frequency of DNA damage following exposure to both imaging exams suggests
that our findings may be used as biomarkers in routine clinical practice. Further
research into the DNA repair polymorphisms and genotoxicity associated with
IR exposure should be encouraged, since the identification of genetic
susceptibility markers may allow for a more precise identification of

radiosensitive populations.
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6.Consideracdes Finais

Conforme resultados apresentados em nosso trabalho, sugerimos:

A padronizacdo de protocolos de dose e tempo de exposicdo, em
exames cintilografia  miocardica e angioplastia  miocardica,
principalmente quando da utilizacdo de equipamentos de nova geracéo,

afim de diminuir os efeitos biol6gicos da radiacao.

A realizacdo de dosimetria citogenética e genotipagens para 0S
polimorfismos de reparo XRCC1 e XRCC3, como parte da rotina, nos
grupos de pacientes expostos a baixas doses de radiacdo de rotina,

guando pré-dispostos a carcinogénese.

A realizacdo rotineira da avaliacdo citogenética e genotipagens para 0s
polimorfismos de reparo XRCC1 e XRCC3 para grupos de profissionais
(expostos ocupacionais), como forma de dosimetria
interna(radiossensibilidade), como forma de prevenir o impacto da acéo

do tempo, na exposi¢cao nestes profissionais.



7.Anexos - TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO

Investigacao da acdo mutagénica em pacientes expostos aradiagao:
andlise da associacao do dano genético e polimorfismos dos genes de

reparo.

(Nome completo do PACIENTE — Preencher em letra de forma) RG/Estado

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Este
estudo tem por objetivo avaliar a possivel acdo da exposicdo a radiacdo x e
gama em pacientes submetidos a angioplastias e cintilografias miocéardicas. A
pesquisa sera feita durante a propria realizacdo do seu procedimento, sendo
gue ndo serd necessaria a vinda exclusiva para participacdo. Sera coletada
uma amostra de 5 mL de sangue antes do inicio dos procedimentos, uma
segunda amostra apés 6 horas, e uma terceira amostra apos 24 horas do
término do exame. Durante a coleta das amostras de sangue, o0 paciente pode
sentir um desconforto pela “picada”, introdugcao da agulha, mas passageiro em

poucos minutos, mas este ndo acarreta risco a sua saude.

Foi dada a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento
e deixar de participar do estudo, sem que isso me traga prejuizo. A participacao
neste projeto ndo acarreta nenhum custo, e também ndo havera nenhuma

remuneracao associada a pesquisa.



As informagdes serdo utilizadas somente para fins de pesquisa, sendo
extremamente confidenciais e sempre preservando sua privacidade. Os dados
obtidos poderdo ser utilizados quando se fizer necessério, incluindo a

divulgacdo dos mesmos.

Vocé que assina este documento declara ter recebido uma explicacéo
clara e completa sobre a pesquisa acima mencionada a que se submete de

livre e espontanea vontade.

Os pesquisadores responséaveis pelo estudo sao Profa. Sandra Segal, e
Fernanda do Amarante e posso contata-los pelo telefone 3359-8011 e (51)
9315-2645 ou na Rua: Ramiro Barcellos, 2350/ 3° Andar — Setor de Genética,

para esclarecimento de qualquer davida.

Declaro que estou ciente do acima exposto e concordo em participar do estudo.

Assinatura da Paciente

Pesquisadora Sandra Segal/Pesquisadora Fernanda do Amarante

Telefone de contato do Comité de Etica em Pesquisa do HCPA: 3359-7640



