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Efeitos genéticos das radia¢Oes ionizantes

José Rueff

Os efeitos bioldgicos das radiagdes ionizantes sao, genericamente, classificados em deterministicos
e probabilisticos. Os primeiros referem-se nomeadamente a morte celular e estao directamente relacio-
nados com a dose recebida. Estao entre estes, para doses correntes, também o eritema dérmico e as
queimaduras, que frequentemente sdo observados em doentes tratados com radioterapia.

J& os efeitos nao directamente relacionados com a dose de radia¢do e de aparigao tipicamente tardia
apOs a irradiacao, sao efeitos probabilisticos, estando entre estes as lesdes de ADN conduzindo a muta-
¢des e a indugao de cancro. Ou seja, num como no outro caso, efeitos sobre o genoma; ressalvando-se,
porém, que a cancerigénese nao € sempre resultado de agentes que lesam o genoma, embora de entre
os agentes classificados pela ‘International Agency for Research on Cancer’ da OMS, como pertencendo
aos grupos 1, 2A ou 2B; isto €, cancerigenos para 0 homem (grupo 1), ou provavelmente cancerigenos
para o homem (grupo 2A), ou possivelmente cancerigenos para homem (grupo 2B), cerca de 88% sao
lesivos do genoma. (1)

Os efeitos directos das radiagdes sao mais rigorosamente definiveis como nao-estocasticos e os
segundos como efeitos estocasticos. Importante é que estes segundos nao sao dependentes de dose
e nao apresentam limiar de accao de dose. De acordo com o “Committee on the Biological Effects
of lonizing Radiation” do National Research Council of the USA, ou simplesmente BEIR Commit-
tee’s, o risco de cancro decorre de modo linear a baixas doses de radiacao e sem limiar de dose; ou
seja, qualquer dose de radiacao, mesmo que baixa, tem o potencial de conduzir a um aumento de
risco de cancro (2, 3): € o que muitas vezes referimos como ‘excesso de incidéncia” que é definivel
como proporcional ao efeito conjugado da taxa base de mutagoes pela taxa das que sdao induzidas
pela exposigao.

Frequentemente também referidos como efeitos irreversiveis, as lesdes genéticas revestem-se de
importancia nao apenas por poderem ocorrer em células germinativas e originarem efeitos hereditarios
potencialmente deletérios, mas igualmente por estarem na base do fendmeno de iniciagao de neoplasias.

Tal ndo significa, porém, que as lesdes genéticas no cancro sejam o tinico fendmeno que condiciona
o comportamento clinico de um tumor, sua evolugao e seu progndstico. Embora se admita que sao
mutagoes os principais factores de proliferacao celular no cancro —as “driver mutations” — outras
mutagoes que coexistem no tumor como as passivas “passenger mutations” podem eventualmente
reverter no seu papel a “driver mutations” e presidirem a resisténcia tumoral ao tratamento, por exem-
plo. Mas a estas havera que juntar fenémenos como o micro-ambiente tumoral e 0 modo como condi-
ciona a evolugao do tumor. Certo é, porém, que o inicial caracter monoclonal do tumor, progride com
geracao de oligoclonalidade e, portanto, micro-heterogeneidade tumoral, com gendtipos diversos entre
si e relativamente ao clone inicial; o que se pode revestir de papel crucial na resisténcia terapéutica
tumoral; aspectos estes que ja mais exaustivamente analisdmos anteriormente (ver 4).
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As fontes de exposicao humana a radiagdes sao diversas, incluindo fontes terrestres como a inalagao
de radao, fonte de radiacao de alta LET (‘linear energy transfer’) que representa cerca de 52% da contri-
buicao da irradiac¢ao, para além dos cerca de 4% dos neutroes (alta LET) de origem cosmica e ainda cerca
de20% de radiacao debaixa LET de origem terrestre, entre outras. De entre as fontes de origem deliberada
humana, s6 a exposicao diagnostica a raios X representa cerca 79% da exposi¢ao de origem deliberada
humana, face a cerca de 5% do ciclo de utilizacao de energia nuclear (5). No seu todo, estima-se que a
dose efectiva acumulada para uma duragao de vida de 80 anos possa situar-se entre 80 mSv e 800 mSv.

Apartamos aqui as altas doses e a altas taxas como as que ocorreram em Hiroshima e Nagasaki, ou
mesmo nos acidentes nucleares.

EFEITOS NAO-ESTOCASTICOS

Os efeitos nao-estocasticos ocorrem em curto intervalo de tempo apds a irradiagao, que pode ser de
horas ou menos. Compreendem, como ja acima mencionado, eritema cutaneo e mais severamente
depressao medular. Como fontes correntes de uso médico de efeitos nao-estocasticos de radiagoes,
encontram-se os exames radiologicos de diagndstico, designadamente a radiografia convencional e a
tomografia axial computorizada (TAC ou CT). E importante referir que o uso diagndstico crescente da
TAC se traduz num aumento de dose acumulada significativa. Enquanto os métodos tradicionais de
radiologia diagnostica podem representar uma dose efectiva de cerca de 0.01-10 mSv, uma TAC para
a mesma regido anatomica pode representar cerca de 2-20 mSv, o que corresponderd a uma dose absor-
vida de aproximadamente 20mGy. Um exemplo paradigmatico é o de comparar uma radiografia sim-
ples convencional do térax com uma TAC tordcica, representando esta uma dose para o doente cerca
de 100 vezes superior ao exame convencional. Estas diferengas, embora tidas em conta as maiores
potencialidades diagndsticas da TAC, levam, porém, a comunidade médica a seguir o principio ALARA
(As Low As Reasonably Achievable), procurando reduzir o niimero de exames com maior dose por doente,
sempre que possivel.

Os efeitos seguem uma relagao linear em fungao da dose e sempre com limiar de efeitos, o que,
desde ja, distingue os efeitos nao-estocasticos dos estocasticos. Ou seja, os efeitos nao-estocasticos nao
tém lugar abaixo de um limiar de dose.

EFEITOS ESTOCASTICOS

Os efeitos estocdsticos, como as lesdes de ADN e subsequentes efeitos genéticos e os cancros dai
potencialmente resultantes, podem ser o resultado de ionizagao directa de atomos de ADN ou de
radidlise da 4gua intra-celular com produgao designadamente de radicais OH, ides H30O+ e moléculas
como o perdxido de hidrogénio H202, reactivas face ao ADN.

A radiagao ionizante afecta directamente a estrutura do ADN, cindindo ligacoes covalentes dos
polinucledtidos e induzindo quebras de ADN, particularmente as quebras de cadeia dupla (DSB). Os
efeitos das espécies resultantes da radiolise da agua (espécies reativas de oxigénio ou ROS) compreen-
dem proteinas e lipidios, além de induzirem lesdes no ADN, como a geragao de sitios abasicos e quebras
de cadeia simples (SSB).
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Na compreensao dos efeitos estocasticos, como cancros (tumores sdlidos e leucemias), os dados dos
sobreviventes das bombas em Hiroshima e Nagasaki desempenharam um papel fundamental na quan-
tificagao dos riscos da exposicao a radiagao externa. Todavia, como os sobreviventes dos bombardea-
mentos foram expostos a altas taxas de dose, a inferéncia de risco de radiacao em doses baixas e a
baixas taxas de dose ainda € uma questao a merecer toda a atencao.

Todavia, as informagoes obtidas podem ser usadas para prever o risco de efeitos irreversiveis em
populagdes humanas que forem expostas a baixos niveis de radiagao ionizante, designadamente por
terem desencadeado um melhor conhecimento de que a relagao dos efeitos (E) em funcao da dose (D)
se pode calcular por uma equacao linear-quadratica, que estabelece a relagao entre a dose recebida e
os efeitos bioldgicos observados. A curva € linear ou nao-linear e representa uma dose limite ou uma
dose nao inicial, segundo a equagao:

E=aD +pD?

em que em que D é a dose em Gy, « € o efeito por Gy do componente inicial linear da funcao e g o efeito
por Gy? da porg¢ao quadratica.

A BEIR Committee’s recomenda o uso da porgao linear e sem limiar da curva para a maioria dos
cancros como efeito de irradiacao, o que implica que o efeito bioldgico é directamente proporcional a
dose (com possivel excepcao de algumas leucemias radio-induzidas) (2, 3).

A utilizagao do componente linear da curva pode exacerbar os efeitos para baixas doses de radiacao
de baixa LET, mas reflecte com precisao os efeitos de radiacao de alta LET (neutrdes e particulas a) e a
doses mais elevadas. Este procedimento de utilizar a formalizagao dos efeitos a partir da zona linear é
comummente adoptado por agéncias e comissoes de seguranca nuclear, na base de um principio cau-
telar. De facto, o risco de excesso de incidéncia de cancro pode revelar-se com doses efectivas nao
superiores a 50-100mSv.

Para baixas doses, prevalecem os efeitos estocasticos, isto €, a probabilidade de ocorréncia de efeitos
bioldgicos adversos (v.g. cancro) aumenta na razao directa da dose. Todavia, a severidade dos efeitos
nao é correlacionavel com a dose: doses baixas podem representar risco de efeitos biologicos severos,
Como cancro, ou apenas ocorréncia de lesoes genéticas somaticas em células de sobrevida limitada.

A ocorréncia de eficaz reparacao de ADN durante exposi¢ao a baixas doses de radiacao e com baixa
taxa de dose, reduz o componente quadratico da equacao (D*), o que constitui um mecanismo expli-
cativo para que o comportamento dos efeitos em fungao da dose seja razoavelmente descritivel como
linear. De facto, estd demonstrado que mesmo polimorfismos em genes codificantes para sistemas de
reparagao de ADN podem constituir risco adicional para neoplasias, tenha ou nao sido a radiacao
ionizante 0 mecanismo causal ‘princeps’, como ja o verificiamos em varios estudos por nos levados a
cabo (6,7, 8,9, 10, 11).

O ADN esta no cerne dos alvos celulares susceptiveis de lesao por radia¢ao ionizante e as quebras
de cadeia dupla (DSB) induzidas pela radiagao ionizante sao porventura a mais eficaz lesao conduzindo
a cancro. As DSB induzidas por radiagao se nao reparadas ou reparadas com erros (o que pode ocorrer
com a “non homologous end-joining”, NHE]) constituem uma lesao de risco.
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A formacao de DSB por accao da radiagao € seguida,
como mecanismo sinalizador de resposta celular, pela fos-
forilagdo da histona H2AX no residuo amino-acidico Ser
139. A histona H2AX é uma variante da familia de histonas
H2A que constituem o nucleossoma compactando o ADN.
Estas histonas sao fosforilaveis por cinases como a ATM
(ataxia telangiectasia mutated), ou a ATR (ATM and Rad3-
-related), ou a proteina-cinase ADN-dependente (DNA-PK)

Esta histona quando fosforilada, histona -H2AX, consti-
tuird um primeiro sinal de recrutamento e localizagao de sis-
temas de reparagao de ADN. A percentagem de -H2AX
formada por DSB é sempre aproximadamente constante:
como exemplo, para uma dose de raios X de 1Gy, havera
cerca 1-2% de H2AX que é fosforilada em j-H2AX. E dlaro,
que quebras de ADN, conduzindo aidentificagao de )-H2AX,
nao sao exclusivas de lesao radio-induzida. Por exemplo,
farmacos anti-tumorais inibidores das topoisomerases
podem levar a quebras e logo a focos de »-H2AX, como os
inibidores da topoisomerase I (camptotecina e topotecan) e
da topoisomerase II (etoposido, doxorubicina, mitoxantrona).
A existéncia de -H2AX em células em interfase pode
ser posta em evidéncia por imunofluorescéncia ou cito-
metria de fluxo. A Figura 1 mostra células em interfase
com deteccao »-H2AX por imunofluorescéncia.

O estudo das lesoes genéticas radio-induzidas tem
assentado, porém, primordialmente na andlise de anoma-
lias cromossémicos estruturais (cromossomas dicéntricos,
anéis, tetra-radiais), analisados em células em metafase.

Interessante é notar, que a frequéncia de anomalias
cromossomicas estruturais (v.g. dicéntricos) nao se recon-

duz numericamente a percentagem de quebras de ADN,
como ja antes demonstramos (12); isto €, podem ocorrer
quebras de ADN que nao resultam em anomalias cromos-
somicas estruturais, p. ex. por ter havido eficaz reparacao
de ADN, ou porque as mesmas ocorreram dispersamente
nos dois polinucledtidos nao gerando DSB que se venham
a traduzir em clastogenia observavel citogeneticamente.

A paragem da citocinese gerando células binucleadas,
nas quais se podem identificar micronticleos (Figura 2),
contendo fragmentos cromossémicos formados por que-
bras nao reparadas eficazmente e que nao segregam
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Figura 1

Células em interfase marcadas por imunofluorescén-
cia para a deteccao de y-H2AX fosforilada que indica
a presenca de quebras de DNA.
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Figura 2
Célula binucleada bloqueada em citocinese com dois
microntcleos

Figura 3

Metafase de célula apos irradiacao com 2Gy,
apresentando cromossomas dicéntricos (DIC) e
fragmentos acéntricos (AC).
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adequadamente em anafase, constitui igualmente um método fidvel e muito menos demorado na
analise do que a contagem de frequéncias de cromossomas dicéntricos (Figura 3).

BIOMONITORIZACAO DE EFEITOS DE EXPOSICAO A RADIACOES

As lesoes genéticas decorrentes da exposicao ocupacional ou acidental a radiagao ionizante sao
frequentemente avaliadas pela monitorizagao das anomalias cromossdmicas estruturais (v.g. os cro-
mossomas dicéntricos como indicador padrao fidedigno) nos linfécitos do sangue periférico, e esses
procedimentos tém, em varios casos, auxiliado os médicos na avaliacao de pessoas irradiadas. Os
linfécitos circulantes, que estao no estado Go do ciclo celular, sao estimulados com um agente mito-
génico, geralmente fito-hemaglutinina, para replicar o ADN in vitro e entrar em divisao celular, sendo
entdo observados, apos paragem em metafase usualmente com colchicina, para a deteccao de anoma-
lias estruturais. A comparag¢ao com as relagdes dose-resposta obtidas in vitro permite uma estimativa
da exposicao baseada na determinacao das constantes de efeito « e § da equagao linear-quadratica (ver
acima) para cada tipo de efeito a avaliar e, assim, a estimativa da dose absorvida corporal.

Para a biomonitorizagao de efeitos de exposicao a radia¢des sao sobremaneira relevantes os efeitos
genéticos. Estes podem compreender as anomalias estruturais instaveis pela analise convencional e
bem estabelecida de metafases para anomalias cromossdmicas instaveis ou para microntcleos; ou as
chamadas anomalias estaveis (como translocagdes minor) pela técnica classica de bandas G (Giemsa)
ou pelo método de hibridizagao in situ de fluorescéncia (FISH), utilizando sondas marcadas com fluo-
rocromos para centromeros e regioes cromossomicas. A estes poderiamos juntar a determinagao da
»-H2AX. O Quadro 1 sumariza os atributos de cada um destes biomarcadores, designadamente os
requisitos dos métodos a utilizar para cada um, a sensibilidade de detecgao em fungao da dose absor-
vida (em Gy) e a janela temporal de duragao dos efeitos ap0s irradiagao. Tomados no seu todo e tidos
em conta, designadamente, os métodos requeridos por menos complexos e a razoavel janela temporal,

Biomarcadores — utilidade e limites
Biomarcador Método Sensibilidade Janela temporal
y-H2AX Imunofiuorescéncia | 0,01— 8 Gy |Minutos a dias
apos
irradiagao
Dicéntricos :If‘;m:’?“mas 0.1-5Gy |Tempo de
centrios sobrevida dos
linfocitos
Translocagdes | FISH de uma cor 0.25-4 Gy |Anos
Bandas G
Micronucleos E’I‘sab f'el 0.2-4Gy |Tempo de
il ee em sobrevida dos
bloqueadasem linfécitos
citocinése
Quadro 1

Principais tipos de biomarcadores utilizaveis na avaliagio de exposicao a radiagao
ionizante e respectiva sensibilidade e janela temporal de deteccao dos efeitos apds
irradiagao.
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parece ser unanime considerar que a detec¢ao de dicéntricos ou os micronticleos se encontram entre
0s mais comummente aceites.

Trés factores precisam ser considerados na aplicagao de tais métodos de dosimetria bioldgica, para
além da facilidade da sua exequibilidade, da sensibilidade e a duragao do efeitos (janela temporal):

(1) As doses de radiagao corporais sao frequentemente inomogéneas. Uma comparacao da distri-
buigao das anomalias cromossémicas observadas entre as células com as esperadas de uma
distribui¢ao de Poisson normal pode permitir concluir falta de homogeneidade da exposicao por
meio do chamado método de distribui¢ao de Poisson contaminado; cuja aplicagao requer um
numero suficientemente grande de anomalias, isto é, uma exposicao a uma dose suficientemente
grande a uma taxa de dose elevada.

(2) A exposigao pode ocorrer a uma taxa de dose baixa (por exemplo, de fontes radioactivas disper-
sas no ambiente), tornando a comparagao com exposigao i vitro menos fidedigna. Como acima
referido, a reparagao do ADN durante a exposicao reduz o componente quadratico para taxas
de dose baixas a medida que a exposicao € distribuida por um longo periodo de tempo. Nenhuma
solucao valida para este problema foi ainda desenvolvida, embora, em teoria, tanto as lesdes
deterministicas, quanto as anomalias que possam ser reparadas podem consentir a utilizacao de
uma relacao de dose linear, o que também pode ser util quando as doses forem suficientemente
grandes.

(3) O terceiro importante ponto é o da dosimetria bioldgica ter lugar apenas um certo tempo apds
a exposicao. O desaparecimento relativamente rapido de linfocitos portadores de anomalias
instaveis (ver Quadro 1), cuja vida-média sera de cerca de 3 anos, limita o seu uso em dosimetria
retrospectiva, anos apds a exposicao. A consideragao das anomalias estaveis (translocacoes minor
nao interferindo com a divisao celular linfocitaria), que se acredita persistirem nos linfocitos
circulantes, pode parecer mais apropriada em tais situagdes. No entanto, o exame de um ntimero
representativo de células por bandeamento G é extremamente trabalhoso, e 0o método FISH nao
¢ apenas caro, mas ainda nao foi totalmente validado em diferentes laboratdrios.

Em conclusao, a dosimetria bioldgica tem sérias limitagdes exatamente para situagdoes em que
a necessidade de informacao é mais urgente. Os mais tteis resultados foram obtidos quando um
individuo foi exposto a uma radiagao de dose elevada bastante homogénea em um curto intervalo
de tempo, ou seja, acidentes em dispositivos de radiacao de alta intensidade. Por outro lado, a
dosimetria biologica produziu informacdo menos satisfatoria, mesmo quando as técnicas mais
recentes foram utilizadas, para situacdes em que uma exposicao de baixa taxa de dose ocorreu em
algum momento no passado, por exemplo, para pessoas que vivem em dreas contaminadas apos
o acidente de Chernobyl. Tais limitagdes devem ser tidas em mente, a fim de evitar investigacoes
fuateis e dispendiosas no caso de populagdes expostas a radioatividade e também, nomeadamente,
a agentes quimicos potencialmente clastogénicos. Estas consideragdes ja as expendemos anterior-
mente de forma mais exaustiva (ver 13 e 14).

Como exemplo de uma analise de efeitos genéticos apds irradiacao em doentes com carcinoma da
tiroideia tratados com "' que receberam 2590 MBq (70 mCi) e em que foi utilizada a quantificagao de
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anomalias cromossdmicas e de micronticleos, pode ser analisado um nosso estudo que ilustra cinéticas
de aparicao de efeitos genéticos (15).

Um outro método que aplicdmos a dosimetria biologica por efeitos genéticos, € a determinagao da
assincronia de replicacao dos dois alelos de cada gene em células somaticas. De facto, os nossos dados
demonstraram que células irradiadas exibem assincronia de replicagao durante a fase S, o que pode
ser identificado pela existéncia em metafase, apos FISH com sondas especificas para alguns genes, que
os dois alelos dos genes estudados revelavam assincronia de replicacao. Tal foi evidente, designada-
mente para os genes supressores de tumores TP53 e RB1. Interessante e revelador de efeito nao aleato-
rio, foi o resultado de células irradiadas in vitro, em que a producao de cromossomas dicéntricos
acompanhou, de forma dose-dependente, a percentagem de células em cada fase de replicacao (dois
alelos replicados DD, apenas um replicado SD, ou nenhum replicado SS), como pode observar-se na

Figura 4.
Comparison between SD (Rb-1) and dicentrics
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Figura 4

Este método foi ainda por nds utilizado num estudo de dosimetria bioldgica em individuos resi-
dentes em dreas com contaminacao radioactiva eventual e exposigao a residuos genotoxicos. (16)
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