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RESUMO

Linfécitos de pacientes com Sindrome de Down (SD)
apresentam uma frequéncia aumentada de aberragbes cromossdmicas
ap6s exposigdo a radiagdo ionizante nas fases Go e G1 do ciclo celular.
Entretanto, os linfécitos SD irradiados ou tratados com bleomicina (BLM) na
fase G2 ndo apresentam um aumento significativo da frequéncia de
aberragoes. BLM é uma droga radiomimética que vem sendo utlizada em
experimentos citogenéticos para verificar a capacidade individual de reparo
de DNA. O objetivo deste estudo foi analisar a sensibilidade cromossdmica
de pacientes com SD a BLM, nas fases Go, G1 € S do ciclo celular. Foram
feitas culturas de linfécitos, com e sem a droga, de 4 pacientes com SD e de
4 individuos normais, todos do sexo masculino e com idade inferior a 10
anos. Foram analisadas 100 metafases mitéticas de cada tipo de cultura
para cada individuo e foram registradas as aberragdes cromossémicas e/ou
cromatidicas. Os resultados obtidos mostram uma frequéncia mais alta de
cromossomos dicéntricos, acéntricos, anéis e “double minutes” nas células
SD nas fases Go e Gi, mas ndo na fase S, em relagdo a células de
individuos normais. Possivelmente, a fase do ciclo celular na qual a célula é
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tratada é o principal fator envolvido na sensibilidade cromossémica de
linfécitos de pacientes com SD.

ABSTRACT

Lymphocytes from patients with Down Syndrome (DS) present
an increased frequency of chromosome aberrations after exposition to
ionizing radiation at Go and Gi phases of the cell cycle. However, DS
lymphocytes irradiated or treated with bleomycin (BLM) at G2 phasé do not
present a significant increase of aberration’s frequency. BLM is a
radiomimetic drug that has been used in cytogenetics experiments to verify
the individual capacity of DNA repair. The aim of this study was to analyse
the chromosome sensitivity from DS patients to BLM, at Go, G1 and S phases
of the cell cycle. Lymphocytes cultures were set up, with and without the
drug, from 4 DS patients and 4 normal individuals, all of the male sex and
age below 10. One hundred metaphases were analysed for each kind of
culture for each individual and the chromosomal and/or chromatidic
aberrations were registered. The results obtained show a higher frequency of
dicentrics, rings, acentrics and double minutes in DS cells at Go and Gy
phases, but not at S phase, in relation to cells from normal individuals.
Possibly, the phase of the cell cycle in which the cell is irradiated or treated
is the main factor involved in chromosomal sensitivity of lymphocytes from
DS patients.

INTRODUGCAO

Linfécitos de pacientes com Sindrome de Down (SD)
irradiados na fase Go e G1 do ciclo celular apresentam uma frequéncia maior
de cromossomos dicéntricos e anéis que linfécitos de pessoas normais
(PRESTON, 1981; LEONARD & MERZ, 1983; MORIMOTO et al., 1984).
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A fase do ciclo celular na qual a célula se encontra quando
irradiada parece influir na frequéncia de aberragdes cromossémicas em
pacientes com SD. Em um estudo no qual linfécitos de pacientes com SD e
de pessoas normais foram irradiados na fase S do ciclo celular, as células
SD apresentaram 1,3 vezes mais dicéntricos e anéis e 1,8 vezes mais
delegdes terminais que as células normais (ATHANASIOU & BARTSOCAS,
1982).

SHAFIK et al. (1988) estudaram os efeitos da radiagdo
ionizante em todas as fases do ciclo celular e verificaram que os linfécitos
SD foram significativamente mais sensiveis que os normais nas fases Go, G1
e S do ciclo celular. Em Gg, a resposta a radiag@o foi altamente variavel na
SD e nao foi encontrada diferenca significativa entre SD e normal.
BARTHOLOMEI-SANTOS & LUCCA (1997) também nao encontraram
diferencga significativa entre linfécitos SD tratados com bleomicina na fase Ga
e linfécitos normais.

DEKABAN et al. (1966) encontraram diferenga no nimero de
aberragoes entre SD e controle na fase Go, mas néo na fase Go.

LEONARD & MERZ (1983) também nao encontraram
diferenca entre o grupo SD e o grupo controle, quando linfécitos foram
irradiados em Gz, mas quando irradiados em Gy, a taxa de aberragbes
cromossodmicas foi maior na SD.

E possivel que um mecanismo deficiente de reparo de DNA
na SD aumente o risco de tais pacientes desenvolverem leucemia, através
do acimulo de danos genéticos causados por agentes fisicos ou quimicos
presentes no meio ambiente. Como a leucemia é o Unico tipo de cancer que
parece ocorrer em frequéncia aumentada na SD (FONG & BRODEUR,
1987), uma atengd@o especial deve ser dada aos estudos com linfécitos
destes pacientes.

A bleomicina (BLM) é um antibiético radiomimético que vem
sendo utilizado em experimentos citogenéticos para induzir quebras no DNA
de linfécitos cultivados, com a finalidade de verificar a capacidade individual
de reparo de DNA.
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Pacientes com varios tipos de cancer apresentam frequéncias
maiores de aberragdes cromossdmicas induzidas por BLM que individuos
normais (HSU et al,1989). Sendo assim, torna-se importante verificar se
individuos com predisposicdo ao desenvolvimento de neoplasias
apresentam taxas elevadas de aberragGes induzidas por esta droga.

O presente estudo teve como objetivos:

-Estudar os efeitos citogenéticos da BLM em linfécitos de
pacientes com SD, nas fases Go, G1 e S do ciclo celular, a fim de verificar
se existem diferengas entre o numero de aberragdes induzidas em cada
fase;

-Comparar as frequéncias de aberragdes cromossdmicas
espontaneas e induzidas pela BLM entre pacientes com SD e grupo

controle.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados 10 mL de sangue periférico de 4 pacientes
com Sindrome de Down do sexo masculino, com idades de 3 meses, 4 (dois
individuos) e 5 anos e de 4 controles normais do sexo masculino, com
idades de 1, 5, 6 e 9 anos.

Para cada individuo foram feitas 4 culturas de linfécitos: sem
tratamento, tratamento com BLM (concentragéo final 0,06U/mL) nas fases
GoGieS.

1) Tratamento na fase Go:

Os linfécitos foram incubados a 37°C com a droga em meio
RPMI 1640, na auséncia de soro fetal bovino (SFB) e fitohemaglutinina
(PHA), por um periodo de 3 horas. Em seguida, os linfécitos foram lavados e
cultivados em meio RPMI 1640, com SFB (20%) e PHA (2%) por 48 horas a
37°C, quando entao procedeu-se a colheita.

2) Tratamento na fase G1:
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Sete horas apés a estimulagdo com PHA, os linfécitos foram
incubados a 37°C com BLM em meio RPMI 1640, por um periodo de 1 hora,
na auséncia de PHA e SFB. Apds a lavagem para retirada da droga, os
linfécitos foram incubados por 41 horas em meio completo até a colheita.

3) Tratamento na fase S:

Vinte e seis horas apés a estimulagdo com PHA, os linfécitos
foram incubados com BLM em meio RPMI 1640, por um periodo de 1 hora,
na auséncia de PHA e SFB. Apéds a lavagem para retirada da droga, os
linfécitos foram incubados em meio completo por 22 horas até a colheita.

As colheitas foram realizadas centrifugando-se as culturas por
10 minutos a 1000 rpm. Ao material precipitado de cada cultura adicionou-
se 10 mL de solugéo hipoténica de KCI 0,075 M e incubou-se a 37°C por 30
minutos. Em seguida, o material foi lavado 3 vezes com fixador (3 metanol:1
acido acético) e 5 gotas da suspenséo foram espalhadas em lamina imida e
gelada. A coloragéo foi feita com Giemsa 3% por 5 minutos.

Foram analisadas 100 metafases mitéticas (em teste cego) de
cada tipo de cultura para cada individuo e contadas as aberragdes
cromossdmicas.

A andlise estatistica foi feita utilizando-se o teste t de Student.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao se observaram aberragdes cromossdmicas espontaneas
nas culturas de linfécitos dos 4 individuos normais e apenas um paciente
com SD (numero 2) apresentou uma Unica quebra cromatidica, ndo havendo
diferenga significativa entre os dois grupos (t = 1,0; 0,30 < p < 0,40). Estes
resultados estdo de acordo com os encontrados por PRESTON (1981);
LEONARD & MERZ (1983) e MORIMOTO et al. (1984), os quais também
nao encontraram diferencas significativas entre as frequéncias de
aberragbes cromossdmicas espontdneas em linfécitos de individuos com

SD e controles normais.
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As frequéncias de aberragdes cromdssomicas induzidas por
BLM encontradas em 100 metafases mitéticas analisadas para cada
individuo com SD e controles normais, nas fases Go, G1 e S do ciclo celular
estdo expressas nas tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.

As frequéncias de aberragdes cromossdmicas induzidas pela
BLM em linfécitos na fase Go do ciclo celular foram maiores nos pacientes
com SD do que nos controles (t = 4,74; p < 0,05), assim como em linfécitos
na fase G1 (t = 2,45; p < 0,05). Resultados semelhantes sdo encontrados na
literatura para linfécitos irradiados de pacientes com SD (PRESTON, 1981;
LEONARD & MERZ, 1983). Entretanto, na fase S nao foi observada
diferenga significativa entre os dois grupos estudados (t = 1,31; 0,20 < p <
0,30), em contraste aos resultados encontrados por ATHANASIOU &
BARTSOCAS (1982) e SHAFIK et al. (1988), os quais observaram uma
maior frequéncia de aberragdes induzidas por radiagdo em linfécitos SD.

A porcentagem de metafases apresentando alteragdes
cromossdmicas foi maior nos individuos com SD, quando comparados aos
controles, para as fases Go (t = 3,57; p < 0,05) e G; (t = 4,58; p < 0,05), mas
ndo se observou diferenga significativa para a fase S (t = 1,59; 0,20 < p <
0,30).

Nao se verificou diferengca significativa na sensibilidade de
linfécitos trissémicos a BLM nas fases Go e G1 do ciclo celular (t = 1,78;
0,10 < p < 0,20). Linfécitos normais mostraram maior sensibilidade a BLM
na fase Go (t = 5,31; p < 0,05), entretanto, LEONARD & MERZ (1983)
encontraram maior sensibilidade a radiagdo nos linfécitos trissdmicos e
nos normais em Gi.

A frequéncia de aberragbes induzidas nos linfécitos SD foi
maior na fase Go que na fase S (t = 3,85; p < 0,05), mas ndo houve
diferenga entre as fases G1 e S (t = 0,90; 0,40 < p < 0,50). Resultados
semelhantes foram observados nos linfécitos normais (t = 8,0; p<0,05et =

0,08; 0,90 < p < 1,0, respectivamente).
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A figura 1 apresenta comparagdes entre as frequéncias dos tipos mais
observados de aberragdes (cromossomos dicéntricos, anéis, fragmentos
acéntricos e “double minutes” ) em pacientes com SD e em controles.

Interessantemente, os “double-minutes” apareceram em alta
frequéncia nas células trissdmicas tratadas com BLM e ndo foram
encontrados nos linfécitos normais. A figura 2 apresenta comparagdes entre
as frequéncias de aberragdes nas fases Go e Gs.

A fase do ciclo celular na qual os linfécitos trissémicos sao
tratados parece influir na sensibilidade cromossémica a BLM e a radiagéo. A
maior sensibilidade a BLM verificada neste estudo em células nas fases Go
e Gy, e a auséncia de sensibilidade aumentada em linfécitos SD na fase G2
(BARTHOLOMEI-SANTOS & LUCCA, 1997), quando comparada a
sensibilidade de linfécitos normais, estdo de acordo com os resultados
citados na literatura para células tratadas com raios X ou y. LEONARD &
MERZ (1983) observaram que linfécitos normais entravam em um periodo
de radiossensibilidade cromossoémica aumentada 8 horas apés o estimulo
por PHA. Assim, o periodo reduzido de transformagéo bléstica na trissomia
21 pode ter resultado na perda do periodo inicial de menor sensibilidade
observado nos linfécitos normais. Os autores sugeriram que diferengas na
radiossensibilidade cromossémica entre linfécitos normais e SD existem
somente antes e durante a transformagéo blastica, pois as frequéncias de
aberragbes induzidas, quando linfécitos normais s&o irradiados oito horas
apods estimulo por PHA, sdo comparaveis as induzidas em linfécitos SD
irradiados 30 minutos apds a estimulagéo.

Os resultados encontrados no presente estudo, assim como
os previamente obtidos em linfécitos na fase Gz de individuos com SD
(BARTHOLOMEI-SANTOS & LUCCA, 1997) estdo de acordo com a
sugestdo de LEONARD & MERZ (1983).
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Figura 1. Histogramas das frequéncias de cromossomos dicéntricos (dic), anéis (r),
fragmentos acéntricos (ace) e “double minutes” (DM) em linfécitos de
individuos com SD e controles normais, nas fases Go e G do ciclo celular
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Figura 2. Histogramas das frequéncias de cromossomos dicéntricos (dic), anéis (r),
fragmentos acéntricos (ace) e “double minutes” (DM) em linfécitos nas fases
Go e Gy de individuos com SD e controles normais.
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TABELA 1.

Frequéncias absolutas de aberragdes cromossémicas em linfécitos

tratados com BLM na fase Go de pacientes com SD e controles normais

©
Individu | dic |r |ace | DM |iso | OTA | Total | % de células
o com aberragoes
SD1 14 |7 |9 39 0 4 73 21
SD 2 13 |2 |28 17 4 2 66 22
SD3 10 (0 | 11 7 0 5 33 19
SD4 13 |5 | 16 32 0 6 71 24
Cc1 14 1 6 0 0 0 21 11
c2 9 1 10 0 0 1 20 15
C3 10 1 0 0 1 18 16
c4 12 |12 |8 0 0 0 22 16

* Abreviagdes: dic = cromossomo dicéntrico; r = cromossomo em anel; ace =

fragmento acéntrico; DM = "double minutes"; iso = quebra isocromatidica;

OTA = outros tipos de aberragdes (incluindo cromossomos tricéntricos,

quebras cromatidicas, "gaps" cromossdmicos ou cromatidicos, trirradios).
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TABELA 2. Frequéncias absolutas de aberragbes cromossdmicas em linfécitos
tratados com BLM na fase G1 de pacientes com SD e controles normais

©
% de células

Individuo dic |r ace | DM | iso | OTA | Total com aberragoes
SD1 8 5 |9 17 L:]'6 16 61 18
sDh2 2 0|3 0 0 3 8 8
SD3 12 (4 |9 10 0 6 41 20
sD4 9 0|7 3 3 2 24 16
(o | 3 1 |12 0 0 0 16 10
c2 2 0 (2 0 2 0 6 4 .
Cc3 3 114 0 0 0 8 7
c4 4 114 0 1 0 10 8

* Abreviagdes: dic = cromossomo dicéntrico; r = cromossomo em anel; ace =

fragmento acéntrico; DM = "double minutes"; iso = quebra isocromatidica;

OTA = outros tipos de aberragdes (incluindo cromossomos tricéntricos,

quebras cromatidicas, "gaps" cromossdémicos ou cromatidicos, trirradios).
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TABELA 3. Frequéncias absolutas de aberragdes cromossémicas em linfécitos
tratados com BLM na fase S de pacientes com SD e controles normais

Individuo (Cd)ic ctb ace DM | iso | OTA | Total % de células
com
aberracoes

SD1 0 5 2 0 0 2 9 8

SD 2 2 7 2 1 0 14 13

SD3 0 6 2 4 0 5 17 14

SD4 5 0] 3 5 1 25 39 16

C1 0 6 0 0 0 10 9

c2 0 9 4 0 0 13 12

Cc3 0 7 3 0 0] 1 11 10

c4 2 9 4 0 0 0 15 13

* Abreviagdes: dic = cromossomo dicéntrico; ctb = quebra cromatidica; ace =

fragmento acéntrico; DM = "double minutes"; iso = quebra isocromatidica;

OTA = outros tipos de aberragdes (incluindo cromossomos tricéntricos,

cromossomos em anel, "gaps" cromossdmicos ou cromatidicos, trirradios).
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