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INTRODUCAO

0 cancer de colo de Utero é uma neoplasia maligna que tem como
principal causa a infeccdo pelo Papiloma Virus Humano (HPV)
(INCA, 2015). Entre os principais tratamentos para o cancer do colo
uterino podemos citar a radioterapia, uma modalidade que utiliza
a radiacdo ionizante com o objetivo de eliminar células
cancerigenas. No entanto, essa modalidade terapéutica possui
limitacdo, é a irradiacdo dos tecidos sadios adjacentes ao tumor e
que pode ocasionar efeitos adversos exacerbados, estando esses
relacionados com a radiossensibilidade  individual. A
radiossensibilidade é descrita como uma caracteristica intrinseca,
a qual esta diretamente ligada aos efeitos adversos exacerbados
apos a exposicdo a radiacdo ionizante (SILVA, et al., 2014). A
identificacdo desses pacientes radiossensivéis pode vir a ser um
beneficio para o tratamento, por meio da identificacdo prévia da
radiossensibilidade. Um biomarcador sensivel, com baixo custo,
facil treinamento e resultado rapido é o teste de micronucleos,
capaz de avaliar a exposicdo a substancias potencialmente
genotoxicas e instabilidades genéticas (BEIRUTHY, KAZAN, 2016).
Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro
a frequéncia de micronicleos em amostras, irradiadas e nao
irradiadas, de sangue periférico de pacientes diagnosticadas com
cancer de colo uterino com indicacao a radioterapia.

MATERIAIS E METODOS

Aspectos éticos e populacdo estudada

0 estudo realizado foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de
Pernambuco sob parecer de nimero 1.737.624. Antes do inicio do
experimento, todos os individuos assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

O presente estudo incluiu mulheres com diagnodstico
histopatoldgico de cancer de colo uterino em tratamento
radioterapico, que foram atendidas em servico especializado no
Centro de Radioterapia de Pernambuco - CERAPE, do Hospital do
Cancer de Pernambuco.

Coleta e irradiacdo do material bioldgico

As amostras de sangue (9 mL por individuo) foram coletadas de
pacientes voluntarios (N = 10), utilizando coletor (seringa) para
sangue e tubo contendo heparina sodica. A coleta da amostra foi
realizada antes do inicio da radioterapia. Uma parte da amostra foi
separada em seringas, para a irradiacao in vitro. As seringas foram
acondicionadas em um fantoma, construido com um material de
densidade semelhante a do tecido mole humano (p = 1,0 g/cm3). O
material foi levado a um acelerador linear (Siemens/ Modelo
Primus), pertencente ao Instituto Materno Infantil de Pernambuco -
IMIP, para serem irradiadas com raios-X de energia de 6 MeV, por 2
minutos. Apds a irradiacdo, as amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de  Modelagem e  Biodosimetria  Aplicada
(LAMBDA/GERAR), para a realizacao do cultivo celular e confeccao
de laminas para visualizacdo de micronucleos.

Cultivo celular

O cultivo celular para micronlcleos seguiu o método descrito por
Fenech (1985) e adaptado pela Agéncia Internacional de Energia
AtOémica (IAEA), (2011). Foram utilizados 4 mL de meio de cultura
RPMI 1640 (suplementado com 20% (1 mL) de soro fetal bovino e 2%
(0,1 mL) de fitohemaglutinina, para estimular a divisao celular. Em
seguida, foram adicionados 0,4 mL de sangue total. A cultura foi
incubada em estufa de CO2 (5%) a 37° C por 72 horas. Apos
transcorridas 44 horas de incubacao, foram adicionados 0,2 mL a
cultura citocalasina B, numa concentracao final de 5 pg/mL, para a
obtencao de células linfocitarias binucleadas.

Retirada da cultura e preparo das l[@minas

Apos completar 72 horas de incubacdo da cultura de linfocitos, o
material foi transferido para um tubo afunilado para ser
centrifugado a 300 g por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
desprezado, sendo realizada a lavagem do sedimento com 7 mL de
solucao de NaCl (0,9%) gelado. Posteriormente, foi adicionado 1 mL
de fixador, que consiste em metanol e acido acético na proporcao
de 3:1. O material passou por algumas centrifugacdes até que o
sobrenadante estivesse visivelmente limpido. As células foram
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ressuspendidas com cerca de 1 mL do fixador. Para o preparo das
laminas, foram gotejadas de 2 a 4 gotas da suspensao de células
por lamina devidamente identificadas e as mesmas foram coradas
com Giemsa. A lamina corada foi analisada ao microscopio optico
na objetiva de aumento de 20X, para a observacdo de células
binucleadas, sendo quantificadas 1000 células binucleadas de cada
individuo (FENECH, 2007), totalizando 54677 células analisadas. As
analises dos micronucleos ocorreram em objetiva de aumento de
100X, em um microscopio biologico modelo E 100, marca NIKON.

Andlise estatistica

As variaveis qualitativas foram expressas por frequéncias absolutas
e relativas, enquanto as variaveis quantitativas foram expressas
por médias e desvio padrao. Para avaliar a normalidade dos dados
obtidos, foi empregado o teste D Agostino. Para se avaliar a
correlacdo entre as frequéncias de micronicleos e os efeitos
adversos observados, foi utilizado o teste de Correlacao de Pearson
(MORETTIN, BUSSAB, 2010). Foi adotado o nivel de significancia de
5% (cinco por cento), sendo as analises realizadas por meio do
programa BioEstat, versao 5.0 (BRAGANCA-PEREIRA, 1991).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as 10 voluntarias (identificadas por P1 a P10), com idades
entre 23 - 78 anos. Todas receberam radioterapia pélvica externa
adjuvante através de uma maquina de acelerador linear e em
alguns casos foi necessaria a complementacao com a braquiterapia.
A paciente P5 apresentou a maior frequéncia de microndcleos pos
exposicdo ao tratamento radioterapico, havendo queixas com
efeitos adversos graves. Na (Tabela 1) ha a frequéncia média de
micronlcleos antes e apds a irradiacdo. Na (Figura 1) é possivel
verificar que a paciente P5 apresentou micronicleos numa
frequéncia maior de dicéntricos apés a exposicdo a radiacéo
ionizante

Tabela 1. Frequéncia média de micronucleos em 1000 células binucleadas de
linfocitos (Esponténea e irradiada).

A o Frequéncia de
Frequéncia espontanea

Pacientes R . micronucleos irradiados
de microntcleos (%) %)
P1 3,5 8,5
P2 3 6
P3 3,5 6,5
P4 3,5 7,5
P5 7,5 13,5
P6 6 9
P7 5,5 8
P8 1 5,5
P9 3,5 7,5
P10 4,5 9
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Figura 1. Células linfocitarias binucleadas apresentando respectivamente em: A - 1 MN, B
-2 MN e C - 3 MN da paciente P 5 (FONTE: Proprio autor).

Os presentes resultados indicam que a frequéncia de micronGcleos
em individuos nao irradiados em 1000 células binucleadas variam
de (1 - 7,5). Esses resultados mostram-se compativeis com a
literatura, sendo esperadas uma frequéncia que varia de (1 - 3)
(CARRARD et al., 2007).

Qutros trabalhos afirmam que, ha variabilidade da frequéncia de
micronicleos ocorrida no grupo controle até as amostras
irradiadas. Deste modo, o aparecimento de MN pode também estar
relacionado a exposicdes a diversos agente genotoxicos e a falha na
capacidade de reparacao celular (WIDEL, et al., 2003). A
ocorréncia de exposicoes aos mais diversos agentes clastogénicos
e/ou genotoxicos, tais como: poluentes e aos raios UV sao descritos
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como potenciais causadores de modificadores do DNA.
(DEMIRCIGIL, et al., 2014).

Contudo, a pesquisa mostra que, por meio do teste de
micronlcleos é possivel a correlacdo do aumento da sua frequéncia
de micronlcleos em células linfocitarias de amostras sanguineas
irradiada in vitro de pacientes com cancer de colo uterino,
podendo vir a ser um beneficio para o tratamento, por meio da
identificacdo prévia da radiossensibilidade.

CONCLUSOES

Houve um aumento na frequéncia de micronlcleos nas amostras
irradiadas. No entanto, sao necessarios estudos posteriores, com
um maior nimero de voluntarias para que a hipdtese seja
confirmada.
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