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Resumo

Vérios modelos para explicar o efeito das radiacdes ionizantes no
DNA tém sido propostos[1-5]. Estes modelos matematicos devem ser
comprovados e/ou verificados. Algumas evidéncias experimentais tem
sido obtidas sobre muitos deles. Este projeto estd dirigido a validar
experimentalmente o modelo teodrico: Dois Passos para interacdo da
radiagdo ionizante com o DNA.

Este modelo se propde a investigar os danos produzidos na
molécula de DNA, através de seu perfil de fragmentagdo utilizando
diferentes tipos de radiacdo, com diferentes energias do feixe primdrio
até uma ampla faixa de doses. A partir dos danos obtidos, pretendemos
desenvolver um modelo capaz de prever danos radiobiolégicos em seres
humanos quando esses sdo submetidos a tratamentos terap€uticos. Serdo
estudados os efeitos das seguintes radiagdes: gama, protons, elétrons,
néutrons e particulas alfa, que podem ser recebidas pelo ser humano
abaixo certa circunstancias: radiacdo primaria o secundaria em secdes de
radioterapia, ingestdo de radionuclideos presentes na cadeia alimentar,
exposicao ocupacional entre outras formas. Para o desenvolvimento deste
projeto pretende-se utilizar como alvo de estudo plasmideos pBluescript
(I KS+), phagemid, com 2,96 kb derivado de pUC 19. Os estudos
iniciais serdo feitos com esse plasmideo em de solugdo sem a presenca de
qualquer mecanismo de reparo e de qualquer interagdo do DNA com
proteinas que normalmente estdo presentes na célula. A principal
vantagem desse tipo de estudo in vitro ¢ a relativa facilidade que se tem
para identificar e determinar quebras simples e duplas. As irradiagdes
com gama serdo feitas em instalagdes como, o Irradiador de 60Co -

Gamma Cell - mod. 220, e no canal tangencial BH - 4 - 12 do reator [EA-



R1 do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) de Sao
Paulo. As irradiagdes com protons no Acelerador Pelletron do Instituto
de Fisica da Universidade de Sao Paulo. Ja as irradiagcdes com néutrons
serdo feitas no irradiador de neutrons do tipo Van Der Graff do Edificio
do Reator Do IPEN e por fim as irradiacdes com particulas alfa serdo
feitas no Laboratério do Acelerador Linear (LAL) do IF da USP. A
determinacdo dos efeitos induzidos pelas radiagdes poderdao ser
determinados mediante o uso do método de ecletroforese em gel de
agarose, que permitira visualizar a fragmentacdo dos plasmideos [6],
assim como no microscopio de forga atdbmica que possibilitara a obtencao
da distribuicdo de tamanho dos fragmentos produzidos pela irradiagdes
com resolucdo nao alcancavel com técnicas convencionais €
independentes de qualquer modelo tedrico [7-8]. Além disso, mediante a
utilizacdo de um espectrometro de massa acoplado a um sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucao (HPLC), esperamos obter um
perfil de segmentagdo dos plasmideos irradiados e sua separagdo
cromatografica.

A validagdo teodrica dos resultados obtidos nos experimentos,
assim como a claboracdo da dissertacdo do doutorado e sua discussao

serao desenvolvidos no Instituto de Fisica da Universidade de Sdo Paulo.



Introducao

Como sdo conhecidas as células sdo formadas fundamentalmente
por agua. O processo mais importante que ocorre quando a radiagao
incide em uma c¢lula € a ionizagao da agua. O DNA ¢ considerado o alvo
mais importante em uma célula do ponto de vista de danos causados por
irradiacdo de um material bioldgico. Esta molécula chamada de acido
dessoxiribonucleico (DNA) tem um papel crucial na vida, pois ¢
responsavel por toda informagao genética humana.

A radiag¢ao exaustiva de uma célula usualmente gera a morte da
mesma. Esta situacdo ndo ¢ boa, mas atualmente ¢ melhor do que no caso
da célula ser danada num ponto onde suas defesas sdo sobrecarregadas.
Assim ¢ possivel que se dane o DNA. Nas células se desencadeara
multiplos mecanismos [9-13] para reparar esses danos causados no DNA,
estes mecanismos de reparo poderdo ser sobrecarregados € ocasionar um
aumento da freqiiéncia das mutagdes, resultando na replicagdo incorreta
do DNA. Se os genes responsaveis pela divisdo das células sofrerem
danos a célula poderd continuar se desenvolvendo sem controle e isso
acarretara um provavel cancer.

O reparo de qualquer dano ocorrido no DNA ¢ fundamental para
0S 0rganismos Vvivos.

Comparando os danos causados por diferentes tipos de radiacao o
fundamental deve ser o tipo em que a radiagdo puder depositar mais
energia num pequeno volume de células.

Depois do cancer o mais comum que os efeitos da radiagdao criem
mutagdes. Esta claro que as radiagdes podem causar danos ao DNA, mas
as mutagdes requerem que esses danos sejam mais sutis. O dano pode

matar a célula e somente um dano pequeno alterard um simples gene € o



organismo resultante tera transmitido os efeitos dessa radiacdo. Em
outras palavras isso acarretara em mutagdes do DNA que poderdo ser
transmitidas a geracgoes futuras, tornando-se um fator permanente.

O dano da radia¢do no DNA se produz fundamentalmente por dois
mecanismos. Em um, o dano ¢ indireto, as moléculas de agua sao
ionizadas e¢ o ataque ao DNA ocorre pelas moléculas de hidrogénio,
radicais OH e elétrons livres que foram criados e se difundem no meio
causando oxida¢do e reducdo das substancias bioldgicas iniciando
mudancgas quimicas.

Em outros mecanismos o dano ¢ direto nos quais a perda dos
elétrons primarios e a captura de outros elétrons ocorrem na molécula de
DNA.

Em nosso estudo trataremos o mecanismo direto e determinaremos
a magnitude do dano causado pela radiagdo quanto a simples (SSB) e
duplas (DSB) quebras[12-17].

Existe uma relagdo entre a dose ¢ a producdo de cada um desses
tipos de rupturas, s6 que a natureza exata disso € controversa. Diferentes
estudos tem mostrado a existéncia de dependéncias linear, quadratica,
linear quadratica, poissonica e logistica [1-5, 18] para diferentes doses de
radiagdo incluindo baixos e altos valores de transferéncia linear de
energia (LET). Existem outros modelos baseados na técnica de Monte
Carlo que simulam os danos produzidos no DNA através da radiagdo
induzida.

Estudos realizados mostram que quase todas as quebras simples do
DNA podem ser reparadas enzimaticamente in vivo, por isso esses tipos
de dano t€ém pouco significado com relagdo a viabilidade celular. No
entanto as duplas quebras, apesar de haver a possibilidade de reparo, sao

rupturas extremamente criticas em relagdo ao dano permanente que se



pode originar em uma célula, por isso o seu estudo tem um significado
especial em radiobiologia. Por esse motivo, os estudos sobre os efeitos da
radiacdo no DNA e em materiais bioldgicos tem se intensificado nos
ultimos anos [1-20].

As células que sofrem rapida divisao sdo as mais sensiveis ao dano
da radiacao.

A gravidade e a permanéncia do dano biologico causado pela
radiagdo 1ionizante estdo diretamente relacionados com fatores
importantes: LET e dose, que sdo caracteristicas macroscopicas da
energia depositada pela radiacdo ionizante [21].

As radiagdes de mais alto LET (n€utrons, protons, particulas alfa e
ions pesados) produzem um dano bioldégico que pode superar a
capacidade normal da célula de repard-lo e ¢ muito maior que nas de
mais baixo LET (raios-X, gama e elétrons) para a mesma dose [22-26].

Quando se trata de particulas carregadas com fotons e néutrons,
além do LET e da dose o dano radiobiologico depende em grande parte
da energia do feixe primario como um fator determinante da distribuicao
dessa no meio bioldgico, especialmente quando se trata de volumes
pequenos.

Diante de tudo que ja foi dito anteriormente, atualmente o dano da
radiagdo no DNA e seu mecanismo de reparagao estdo sendo estudados.
Grandes simulacdes estdo sendo realizadas. Esses modelos tedricos

devem ser comprovados e verificados.



Modelo de dois passos para a interagdo da radiagdo ionizante com o

DNA em agua

A particula com LET igual a € cria n, pares de ions, com
dn, = kedl (1)
Os ions se movem em uma direcdo radial, e, a distancia » da
trajetoria da particula incidente, o niumero de danos (2) na molécula para

a distancia entre r e r+dr, ng, é
nm
dn, = dn, Q’Lds o, (2)

onde dn, ¢ o nimero de moléculas num volume dV=dSdr atravessado
pelos ions,
dn, =p,dSdr (3)

com dS =21vdl
P,.: € o nimero de moléculas por unidade de volume, e
0,: ¢ a secao microscopica par o dano d por ion incidente

Como a energia do par i6nico ¢ independente das caracteristicas da
particula incidente, 0, ndo é dependente da energia depositada, € .

Substituindo (1) e (3) em (2), obtemos

dn, = kelp, 0 ,dr (4)
Considerando r; como livre caminho médio dos ions i, e integrando

(4), obtemos (5),
jdnd = kelpmcrd_’[dr (5)
0 0
n, = kelp,0,7;(6)

Estas expressdes ddo o numero de danos na molécula do alvo

induzido por uma particula incidente de LET entre € e £+de.



Isso € conveniente para definir a se¢do microscopica para o dano
induzido pela particula incidente, 0. Se dn; particulas atravessam a
regido, o numero de danos induzidos nas moléculas ¢ dado por (7)

Ldn: [
=dn. 2o (7
i, =an gt )
onde dS’, ¢ a superficie irradiada, e
dn =p, dSdr(8)
¢ o nimero de moléculas do alvo dentro da regido irradiada.

Entdo, susbstituindo (8) em (7) e integrando obtemos:

ny n; i
_!dn;, = pmGJO'dni‘_!dl' (10)

n, =pm0nil(11)

Substituindo (6) em (11), considerando #»; igual 1, a partir de (1)

temos
0 =ko,re (12)

Essa expressao mostra que a se¢do de choque ¢ proporcional a
particula incidente, LET, independentemente do seu tipo e da sua energia
inicial. Além disso, a constante O=k0,; depende somente das
caracteristicas do meio e da molécula alvo estudada. A constante k esta
relacionada com a energia minima necessdria para a producdo do par
ionico e r; depende da distancia que esse ion produzido alcangard na
trajetoria de ionizagdo, ambos k e r; dependem das propriedades do meio.

A se¢do microscopica g, depende das propriedades da molécula
alvo.

Este trabalho ¢ relevante porque por meio de um modelo

matemdtico podemos obter maior precisdo dos valores das doses



prescritas nos tratamentos de radioterapia, ajudando assim a preservar a

saude do ser humano [27-31].



Objetivo

O objetivo geral deste projeto ¢ estudar os efeitos dos diferentes
tipos de radiagdo nas moléculas de DNA.
O objetivo especifico ¢ verificar experimentalmente o modelo

tedrico descrito anteriormente.

Metodologia e Material necessario

Para o desenvolvimento deste projeto se pretende utilizar:
o como alvo de estudo, plasmideos de DNA pBluescriptl] II SK(+)
phagemid, com 2,96 Kb derivado de pUC 19. Estes plasmideos estardo
na forma circular superenovelada;
gel de agarose;
syber gold como intensificador para a eletroforese;

aluminio para a constru¢ao dos alvos;

S e O

laminas de makrofol.

Processos e técnicas de irradiacdo

Irradiagdes Gama

As irradiagdes com gamas serdo realizadas em diferentes energias
gama e variando as doses para cada energia. As energias disponiveis sdo:
a) 1 MeV - para isso se utilizara um irradiador gama de uma fonte de 60

Co - Gamma Cell - modelo 220, instalado no Instituto de Pesquisas

Energéticas e Nucleares (IPEN).
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b) 4,171 MeV - utilizando-se um alvo de bismuto onde a radiagdo gama
se obtém através da captura de né€utrons térmicos.
c) 7,367 - utilizando um alvo de chumbo onde ela é obtida também
através da captura de néutrons térmicos.
O arranjo experimental dos ultimos dois tipos sera montado no

canal tangencial BH-4-12 do reator IEA-R1.

IrradiacGes com néutrons

Os plasmideos serdo irradiados com néutrons de 2.8 ¢ 14.5 MeV
num amplo espectro de doses. Neutrons dessas energias podem ser
obtidos via as reacdoes 2H(d,n) 3He e 3H(d,n) 4He, no gerador de
neutrons de alto fluxo do IPEN (fig.1).

TR

fig. 1 - irradiador de néutrons

Irradiacdes com protons
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Serdo irradiados a energia de 10,5 MeV com diferentes doses num
canal do Acelerador de protons Pelletron da Universidade de Sao Paulo.
Esta ¢ uma maquina eletrostatica tipo Tandem construida por NEC
(national Eletrostatic Corporation) e instalada no Instituto de Fisica em

1972.

Irradiacdes com particulas alfa

As irradiagdes com alfa serdo feitas com fonte depositada de
Americio 241 fabricadas no IPEN. O arranjo experimental desse tipo de
irradiacdo consiste de uma cépsula da Hollanda onde se aliquota o DNA

com a fonte depositada no aluminio apoiada sobre a amostra.

Processos e técnicas de determinacdo dos efeitos

Eletroforese em gel de agarose

Essa metodologia possibilitard a visualizagdo da fragmentacdo do
lasmideo e a estimacdo da quantidade de quebras simples e duplas
originadas pelas diferentes condi¢cdes de irradiagdo. A eletroforese em
gel de agarose separa os plasmideos em trés grupos: forma
superenovelada, forma circular relaxada e forma linear de acordo com as
possiveis quebras que venha a ocorrer (fig. 2) . A quantidade de SSb e
DSB pode ser determinada aplicando o modelo teérico a partir do
numero de fragmentos medidos em cada uma das diferentes

conformacoes.
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fig. 2. Gel de eletroforese com bandas (C) circular, (L) linear e (S)

superenovelada

Com este fim, os géis serdo preparados utilizando reativos com
alto grau de pureza. Os mesmos contém agarose (cerca de 1%), tampao
Tris-EDTA. A mobilidade das amostras durante a corrida eletreoforética
podera ser acopanhada por meio de um corante azul (bromofenol). Cerca
de 4 pg de cada amostra serd aplicada no gel, incluindo uma amostra
contrele que permitira estimar o tamanho dos fragmentos. As fragdes das
trés formas do plasmideo serdo determinadas por emisdo de fluorescencia

devido a coloracao com syber gold 0,1% por radiagao ultravioleta.
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