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Resumo 
 

Introdução: A síndrome hereditária de cancro da mama e ovário (SHCMO) é, maioritariamente, 

causada por mutações autossómicas dominantes nos genes supressores tumorais BRCA1 DNA 

repair associated gene (BRCA1) e BRCA2 DNA repair associated gene (BRCA2). Esta condição 

genética determina que os indivíduos apresentam uma maior suscetibilidade de 

desenvolvimento de diferentes tipos de cancro, comparativamente à população em geral, 

nomeadamente cancro da mama e cancro do ovário, assim como cancro da próstata, cancro do 

pâncreas e melanoma, embora estes últimos sejam menos frequentes. Considerando o risco 

aumentado de desenvolver cancro, os indivíduos portadores destas mutações têm um plano de 

seguimento clínico apertado para a sua deteção precoce, baseado principalmente em técnicas 

imagiológicas de diagnóstico que implicam a exposição a radiação ionizante. Apesar do benefício 

destes exames, têm sido levantadas questões relativas à sensibilidade de indivíduos com 

SHCMO à radiação ionizante e o impacto que pode conferir na suscetibilidade ao 

desenvolvimento de determinadas neoplasias. 

Objetivo: Avaliar a radiossensibilidade e os possíveis efeitos biológicos quando indivíduos 

portadores de mutações no gene BRCA2 são expostos a radiação ionizante com origem em 

procedimentos imagiológicos de diagnóstico, comparativamente a não portadores, 

pertencentes a famílias diagnosticadas com SHCMO. 

Materiais e Métodos: Linhas celulares linfoblastoides (LCLs) de indivíduos caracterizados 

geneticamente com mutação no gene BRCA2 ou de não portadores pertencentes a famílias com 

a síndrome foram incluídas neste estudo. As linhas celulares foram obtidas a partir da infeção 

de células mononucleares do sangue periférico destes indivíduos com o vírus Epstein-Barr. Em 

seguida, as LCLs foram irradiadas, semanalmente, com doses de radiação correspondentes a CT 

lombar, durante 4 semanas, obtendo uma dose efetiva cumulativa de radiação ionizante de 

108,76 mSv (27,19 mSv/semana), ou com uma dose efetiva única de 2 Sv. Ensaios 

radiobiológicos foram realizados para analisar a atividade metabólica (ensaio do XTT), a 

viabilidade celular e tipos de morte celular (citometria de fluxo) e a genotoxicidade (ensaio de 

micronúcleos e ensaio de cromossomas dicêntricos). 

Resultados: No presente estudo, 15 LCLs foram obtidas e mantidas em cultura com posterior 

realização do protocolo correspondente à exposição a radiação ionizante, assim como o ensaio 
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do XTT, a citometria de fluxo e os ensaios de micronúcleos e de cromossomas dicêntricos. No 

ensaio do XTT, após a exposição cumulativa a radiação, não se verificaram diferenças 

estatisticamente significativas na atividade metabólica entre o grupo de portadores e o 

indivíduo não portador para as diferentes semanas de irradiação. Adicionalmente, a dose efetiva 

de 2 Sv não foi suficiente para que ocorresse uma diminuição considerável no metabolismo 

celular. Relativamente à citometria de fluxo, realizada após a exposição cumulativa, no grupo 

de portadores observou-se uma redução na percentagem de células viáveis comparativamente 

ao indivíduo não portador, com um aumento paralelo na percentagem de células em apoptose 

tardia/necrose. Por fim, a genotoxicidade foi avaliada através do ensaio de cromossomas 

dicêntricos, para a exposição cumulativa a radiação, e através do ensaio de micronúcleos, para 

a dose efetiva de 2 Sv. Para o primeiro ensaio, não foi observada a formação de cromossomas 

dicêntricos. Já para o ensaio de micronúcleos, com bloqueio da citocinese, não foi possível 

avaliar a genotoxicidade por não se ter conseguido obter células binucleadas com um citoplasma 

bem definido que permitissem a contagem de micronúcleos. 

Discussão: Os resultados obtidos, na sua maioria, contrariam os resultados esperados, 

nomeadamente em relação às amostras irradiadas com uma dose elevada, correspondente a 2 

Sv. Nestas condições, seria expectável que se observasse uma redução na atividade metabólica, 

assim como a formação de micronúcleos. No entanto, mais experiências deverão ser realizadas 

e a amostra aumentada com o objetivo de esclarecer os efeitos relacionados com a exposição a 

radiação ionizante, o que indicará as consequências da realização de diversos procedimentos 

imagiológicos ao longo da vida.  

Conclusão: Tendo em conta as condições avaliadas, não foi possível validar se existe, de facto, 

um aumento da radiossensibilidade em indivíduos portadores de mutações no gene BRCA2, 

comparativamente a não portadores, sendo sugeridas alterações no protocolo, nomeadamente 

relativamente ao número de irradiações realizado. 
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Abstract 
 

Introduction: Hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) syndrome is mostly caused by 

autosomal dominant mutations in the tumor suppressor genes BRCA1 DNA repair associated 

gene (BRCA1) and BRCA2 DNA repair associated gene (BRCA2). This genetic condition 

determines that individuals have a greater susceptibility to developing different types of cancer, 

compared to the general population, namely breast and ovarian cancers, as well as prostate 

cancer, pancreatic cancer, and melanoma, although the latter are less frequent. Considering the 

risk of developing cancer, carriers of these mutations have a tight clinical follow-up plan for their 

early detection, based mainly on diagnostic imaging techniques that involve exposure to ionizing 

radiation. Despite the benefit of these exams, questions have been raised regarding the 

sensitivity of individuals with this syndrome to ionizing radiation and the impact it may have on 

the susceptibility to the development of certain neoplasms. 

Aim: To evaluate the radiosensitivity and possible biological effects for individuals carrying 

mutations in the BRCA2 gene exposed to ionizing radiation originating from diagnostic imaging 

procedures, compared to non-carriers belonging to families diagnosed with HBOC syndrome. 

Materials and Methods: Lymphoblastoid cell lines (LCLs) from genetically characterized 

individuals with BRCA2 gene mutation or from non-carriers belonging to families with the 

syndrome were included in this study. The cell lines were obtained from the infection of 

peripheral blood mononuclear cells from these individuals with the Epstein-Barr virus. Then, 

LCLs were irradiated weekly with radiation doses corresponding to lumbar CT for 4 weeks, 

obtaining a cumulative effective dose of ionizing radiation of 108.76 mSv (27.19 mSv/week), or 

with an effective dose of 2 Sv. Radiobiological assays were performed to analyze metabolic 

activity (XTT assay), cell viability and types of cell death (flow cytometry) and genotoxicity 

(micronucleus assay and dicentric chromosome assay). 

Results: In the present study, 15 LCLs were obtained and maintained in culture with subsequent 

implementation of the protocol corresponding to exposure to ionizing radiation, as well as the 

XTT assay, flow cytometry and micronucleus and dicentric chromosome assays. In the XTT assay, 

after cumulative exposure to radiation, there were no statistically significant differences in 

metabolic activity between the carrier group and the non-carrier individual for the different 
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weeks of irradiation. Additionally, the effective dose of 2 Sv was not enough to cause a 

considerable decrease in cellular metabolism. Regarding flow cytometry, performed after 

cumulative exposure, in the carrier group a reduction in the percentage of viable cells was 

observed compared to the non-carrier individual, with a parallel increase in the percentage of 

cells in late apoptosis/necrosis. Finally, the genotoxicity was evaluated through the dicentric 

chromosome assay, for the cumulative exposure to radiation, and through the micronucleus 

assay, for the effective dose of 2 Sv. For the first assay, the formation of dicentric chromosomes 

was not observed. As for the cytokinesis-block micronucleus assay it was not possible to 

evaluate the genotoxicity because it was not possible to obtain binucleated cells with a well-

defined cytoplasm that would allow the counting of micronuclei. 

Discussion: The results obtained, for the most part, contradict the expected results, namely in 

relation to samples irradiated with a high dose, corresponding to 2 Sv. Under these conditions, 

a reduction in metabolic activity would be expected, as well as the formation of micronuclei. 

However, more experiments should be performed, and the sample increased to clarify the 

effects related to exposure to ionizing radiation, which will indicate the consequences of 

performing several imaging procedures throughout life. 

Conclusion: Considering the conditions evaluated, it was not possible to validate whether there 

is, in fact, an increase in radiosensitivity in individuals carrying mutations in the BRCA2 gene, 

compared to non-carriers. 
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1.1. Síndrome hereditária de cancro da mama e ovário 

O cancro constitui a principal causa de morte prematura em Portugal e inclui um 

conjunto de doenças heterogéneas e, maioritariamente, não hereditárias. Considerando os 

cancros da mama e do ovário, a maioria ocorre esporadicamente, como resultado de mutações 

que se verificam em células somáticas. Contudo, em determinados casos, as alterações 

genéticas são transmitidas à descendência, estabelecendo-se uma síndrome hereditária (1,2). 

Durante o século XIX, em consequência do aparecimento de várias mulheres, 

pertencentes à mesma família, com o diagnóstico de cancro da mama foi colocada a hipótese 

da hereditariedade ser uma condicionante. No entanto, as razões por detrás desta particular 

ocorrência permaneciam desconhecidas. Foi Pierre Paul Broca, um médico anatomista e 

antropólogo francês que, em 1866, fez o primeiro relato de uma família com esta predisposição 

familiar ao averiguar que a sua esposa apresentava cancro da mama, assim como outras 

mulheres da mesma família, ao longo de 3 gerações e numa idade precoce (3,4). Todavia, apenas 

no século XX, em 1971, após Alfred Kudson ter proposto o modelo genético “two-hit” para a 

carcinogénese, é que a definição do cancro hereditário, assim como o papel dos genes 

supressores tumorais foram estabelecidos. Este modelo propõe que o desenvolvimento de um 

tumor maligno pode resultar de mutações que se acumulam no material genético de uma célula. 

Desta forma, foi possível compreender a função crucial dos genes supressores tumorais, como 

o BRCA1 DNA associated gene (BRCA1) e o BRCA2 DNA associated gene (BRCA2) (5). Nos finais 

do século XX, estes genes foram associados à síndrome hereditária de cancro da mama e ovário 

(SHCMO), possibilitando a aplicação de um teste genético preditivo a este distúrbio genético (3). 

Contudo, é de salientar que o desenvolvimento de SHCMO resulta de uma complexa interação 

entre fatores ambientais, genéticos e do próprio indivíduo pelo que muitos portadores de 

mutações genéticas germinativas poderão nunca desenvolver cancro ao longo da vida. 

A SHCMO é a síndrome hereditária mais comum, de penetrância incompleta, 

caracterizada por uma maior suscetibilidade, ou seja, uma probabilidade superior à esperada na 

população em geral, de desenvolver cancro da mama, em ambos os sexos, assim como cancro 

do ovário, incluindo cancro nas trompas de Falópio e cancro peritoneal primário. Menos 

frequentemente, pode ainda estar associada a um maior risco de desenvolver outras neoplasias, 

como o cancro da próstata, cancro do pâncreas e melanoma. Os indivíduos afetados tendem a 

desenvolver estes tipos de cancro numa idade mais precoce, geralmente antes dos 50 anos (2,6–

9). 
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De acordo com a literatura, a SHCMO é causada, maioritariamente, por mutações nos 

genes supressores tumorais BRCA1 e BRCA2, autossómicas dominantes e responsáveis por até 

10% do total de casos de cancro da mama, e afetam todos os grupos étnicos e raças. Na 

população em geral, excluindo a população judaica Ashkenazi, estima-se que as mutações 

nestes genes tenham uma incidência de 1:400-1:500. No entanto, em indivíduos com 

ancestralidade judaica Ashkenazi, a incidência é de 1:40. Estas mutações levam ao 

desenvolvimento de proteínas disfuncionais, incapazes de exercer a função reparadora do ácido 

desoxirribonucleico (DNA, do inglês deoxyribonucleic acid). A sua não reparação conduz a 

instabilidade genómica, aumentando o risco de malignidade (2,6–9). 

As mulheres não portadoras de mutação nos genes BRCA1/2 apresentam o risco de 

desenvolvimento de um tumor mamário ou no ovário de, aproximadamente, 12% ou 1-2%, 

respetivamente. Contudo, quando existem mutações nestes genes, o risco de cancro da mama 

aumenta consideravelmente: 55-72% para mutações no gene BRCA1 e 45-69% para mutações 

no gene BRCA2; assim como o risco de cancro do ovário: 39-44% para mutação no gene BRCA1 

e 11-17% para mutação no gene BRCA2. Relativamente aos homens portadores de mutações no 

gene BRCA2, assim como no gene BRCA1, embora com riscos associados inferiores, também têm 

um maior risco de desenvolver cancro, nomeadamente cancro da mama e cancro da próstata. 

O melanoma está apenas associado a indivíduos portadores de mutações no gene BRCA2 

(2,6,7,10). A Tabela 1 descreve o risco de desenvolvimento dos diversos tipos de cancro 

associados à SHCMO na população em geral, assim como em indivíduos portadores de mutações 

nos genes em estudo. 
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Tabela 1 - Síntese do risco de desenvolvimento dos diversos tipos de cancro associados à SHCMO para a 

população em geral e para indivíduos portadores de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2. [Adaptado de 

(6)]  

 

Embora as mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 sejam as principais responsáveis pela 

SHCMO, somente 25% dos casos estão associados a elas. Atualmente, mais de 25 genes estão 

identificados como ligados a esta síndrome, incluindo os genes CHEK2 (do inglês checkpoint 

kinase 2), ATM (do inglês ATM serine/threonine kinase) e PALB2 (do inglês partner and localizer 

of BRCA2), os quais são responsáveis pela codificação e respetiva síntese de proteínas que 

exercem funções nas vias de manutenção do genoma, em conjunto com os genes BRCA1/2 (3).  

  

1.1.1. Diagnóstico, vigilância e prevenção 

A SHCMO deve ser suspeitada quando um indivíduo apresenta história pessoal ou 

familiar (primeiro, segundo ou terceiro grau) que coincida com uma das seguintes 

Tipo de cancro 
Risco para a 

população geral 

Risco para portadores 

de mutação BRCA1 

Risco para portadores de 

mutação BRCA2 

Mama  12% 
55-72% até aos 70 

anos 
45-69% 

Mama contralateral  

2% até aos 5 anos 

após o diagnóstico da 

primeira neoplasia 

mamária 

20-30% até aos 10 anos após o diagnóstico da primeira 

neoplasia mamária; 40-50% em 20 anos 

Mama masculino 0,1% 1-2% 6-8% 

Ovário 1-2% 39-44% 11-17% 

Próstata 6% até aos 69 anos 
21% até aos 75 anos; 

29% até aos 85 anos 

27% até aos 65 anos; 

60% até aos 85 anos 

Pâncreas 0,5% 1-3% 3-5% até aos 70 anos 

Melanoma 

(cutâneo e ocular) 
1,6% - Risco elevado 
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características: cancro da mama diagnosticado numa idade inferior aos 50 anos, cancro da 

mama masculino, múltiplos cancros da mama primários, em uma ou ambas as mamas, cancro 

do ovário, combinação de cancro da próstata e/ou cancro pancreático com cancro da mama 

e/ou cancro do ovário, cancro da mama triplo-negativo, particularmente quando diagnosticado 

antes dos 60 anos de idade, cancro da mama diagnosticado em qualquer idade num indivíduo 

de ascendência judaica Ashkenazi, dois ou mais familiares diagnosticados com cancro de mama, 

um deles com menos de 50 anos de idade, três ou mais familiares diagnosticados com cancro 

da mama, em qualquer idade, ou identificação prévia de uma variante patogénica nos genes 

BRCA1 ou BRCA2 na família (2,6). 

Posto isto, um indivíduo que apresente pelo menos uma destas características é 

aconselhado a realizar um teste genético molecular, através da colheita de duas amostras 

sanguíneas. O teste determinará se estamos perante um caso de SHCMO, através da 

identificação de uma variante patogénica em genes associados à síndrome, como os genes 

BRCA1 e BRCA2 (6). Os testes genéticos identificam alterações em genes ou proteínas, dividindo-

se em testes moleculares, testes citogenéticos e testes bioquímicos. Os testes genéticos 

moleculares, preconizados na presente síndrome, avaliam um ou vários genes por forma a 

identificar variações ou mutações responsáveis por doenças genéticas. Já os testes citogenéticos 

avaliam cromossomas inteiros para a deteção de anomalias, enquanto os testes bioquímicos são 

responsáveis pela deteção de mutações em proteínas, como enzimas, recetores, proteínas 

estruturais e hormonas, as quais podem resultar em doença caso a mutação conduza à síntese 

de uma proteína incapaz de exercer a sua função (11). Da realização do teste molecular podem 

resultar duas situações distintas:  ou nenhuma alteração genética é identificada, sendo 

importante informar o indivíduo que o risco de desenvolver cancro ao longo da sua vida é 

idêntico ao da população em geral, ou o resultado é positivo, isto é, é identificada uma mutação 

num gene associado à SHCMO, sendo crucial testar também os familiares para a mutação 

específica, por forma a ser possível um acompanhamento médico adequado (12). 

O teste genético deve ser realizado, em primeiro lugar, no indivíduo que apresente uma 

das características previamente referidas e, somente depois, em familiares. Caso não seja 

possível a realização do teste neste indivíduo, o mesmo pode ser feito num membro da família 

sem antecedentes de cancro, no entanto, é necessário deixar claro que um resultado negativo 

não elimina a possibilidade de existir uma variante patogénica nos genes BRCA1/2 na família (6). 
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Em indivíduos que não cumpram com, pelo menos, uma das características acima 

referidas, diversos modelos matemáticos preditivos podem ser empregues, tendo em conta a 

história familiar, para estimar a probabilidade de um indivíduo ser portador de uma mutação 

germinativa em um dos dois genes. Caso o resultado esteja acima de um determinado limiar, 

geralmente de 10%, a realização de teste genético é aconselhada (6).  Entre esses modelos, 

destaca-se o modelo estatístico BRCAPRO, uma ferramenta computacional empregue com o 

intuito de prever se um indivíduo apresenta uma mutação patogénica no gene BRCA1 e/ou no 

gene BRCA2, usando uma abordagem Mendeliana. Ainda, quando é identificada uma mutação 

nestes genes, este modelo possui a capacidade de prever o risco genético associado ao 

desenvolvimento de cancro da mama. Para tal, este software incorpora a história pessoal e 

familiar do indivíduo, incluindo o número de tumores do indivíduo, assim como dos seus 

familiares de primeiro, segundo e terceiro graus (12). Contudo, este modelo apresenta algumas 

desvantagens, como o facto de não incorporar características da doença como, por exemplo, 

cancro da mama triplo-negativo. Desta forma, o modelo Myriad assim como o Manchester score 

são alternativas também utilizadas na atualidade (2,13). 

O diagnóstico precoce de variantes patogénicas nos genes BRCA1 e BRCA2 é crítico para 

a aplicação de medidas eficazes de vigilância e profilaxia e de opções associadas a um maior 

controlo. O objetivo é a prevenção ou, quando esta não for possível, o diagnóstico atempado de 

tumores malignos (6).  

Em mulheres saudáveis, portadoras conhecidas de mutação nos genes BRCA1/2, as 

medidas de vigilância e prevenção iniciam-se numa idade mais precoce quando comparada com 

a população em geral. Estas medidas devem ser equacionadas individualmente e após o 

adequado esclarecimento sobre as vantagens, riscos e limitações. Caso a opção da portadora 

seja apenas de vigilância, o objetivo não passa por evitar o surgimento de cancro, mas identificá-

lo numa fase inicial. Para tal, a vigilância é realizada através da combinação de autoexame 

mensal da mama, exame clínico da mama a cada 6 ou 12 meses, ressonância magnética anual 

da mama a partir dos 25 anos de idade ou 5-10 anos antes da idade do diagnóstico mais jovem 

de cancro da mama na família, e mamografia anual a partir dos 30 anos de idade. A vigilância 

clínica e imagiológica no cancro do ovário, através de ecografia transvaginal, assim como a 

avaliação da concentração do marcador tumoral CA-125 (do inglês cancer antigen 125) no 

sangue, não são eficazes na identificação precoce desta neoplasia. Assim, existem programas de 

prevenção associados à realização de cirurgias de redução de risco de desenvolvimento de 

cancro (cirurgias profiláticas), as quais incluem a remoção cirúrgica de ambas as mamas 
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(mastectomia bilateral), com cirurgia reconstrutiva, e/ou a remoção cirúrgica dos ovários e 

trompas de Falópio (salpingo-ooforectomia bilateral), considerada após a última gravidez 

desejada (6,14,15).  

Para mulheres portadoras que recusem as estratégias cirúrgicas, quer pelos efeitos que 

destas podem advir, quer pelo risco associado à própria cirurgia, ou pelo desejo reprodutivo ou 

de amamentar, a quimioprevenção parece ser uma boa opção, em substituição de estratégias 

mais definitivas. A quimioprevenção é realizada com recurso a agentes químicos naturais ou 

sintéticos capazes de prevenir o desenvolvimento de cancro (16). Contudo, a escolha desta 

alternativa deve ser ponderada e partilhada com um profissional de saúde. O tamoxifeno é um 

modulador seletivo de recetores de estrogénios, antagonista destes recetores na mama e 

agonista em outros tecidos, como o endométrio (17). Este fármaco é utilizado no tratamento do 

cancro da mama através do bloqueio dos recetores de estrogénios, os quais podem existir nas 

membranas de células tumorais, não permitindo que os estrogénios se liguem. Desta forma, a 

sua função é inibida (17). Um estudo retrospetivo mostrou que a toma de tamoxifeno é capaz 

de reduzir significativamente o risco de cancro da mama, que expresse recetores de estrogénios, 

entre mulheres saudáveis com mutação no gene BRCA2, contudo, a amostra analisada era 

bastante reduzida o que pode constituir um viés (18). Um estudo adicional comprovou a sua 

eficácia como agente de quimioprevenção contra cancro da mama contralateral em mulheres 

portadoras de variantes patogénicas nos genes BRCA1 ou BRCA2 que haviam sido 

diagnosticadas com cancro da mama (19). Adicionalmente ao tamoxifeno,  a utilização de 

contracetivos orais por portadoras de mutação nestes genes tem sido associada a uma redução 

do risco de cancro do ovário, proporcional ao tempo de uso (20). 

A vigilância em homens portadores de mutação nos genes BRCA1/2 inicia-se mais 

tardiamente, aos 35 anos de idade, recomendando-se a realização de autoexame mensal da 

mama e exame clínico anual da mama. Além disso, a partir dos 40 anos de idade, deve ser 

realizada uma consulta anual de urologia e análise anual do PSA (do inglês prostate specific 

antigen) e, a partir o 50 anos, deve ser realizada mamografia e ecografia mamária anual, se o 

indivíduo apresentar ginecomastia, ou ressonância magnética abdominal e/ou ecoendoscopia 

anual para vigilância de cancro do pâncreas (6). 
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1.1.2. Genes BRCA1 e BRCA2 

O DNA, a estrutura mais importante da célula, sofre constantemente lesões causadas 

por fatores internos, como hidrólise e oxidação, e/ou fatores externos, como luz ultravioleta, 

agentes químicos e radiação ionizante. A reparação destas lesões é fundamental para que a 

célula desempenhe normalmente as suas funções (7). Os genes supressores tumorais são 

cruciais para o funcionamento e desenvolvimento normal do organismo, constituindo a chave 

para a regulação e inibição da divisão celular, mantendo-as sob controlo. A partir destes genes, 

são codificadas proteínas específicas com diversas funções na célula (21). 

Os genes BRCA1 e BRCA2 foram associados pela primeira vez à suscetibilidade para os 

cancros da mama e do ovário por Miki et al. em 1994 (BRCA1) e por Wooster et al. em 1995 

(BRCA2) (22,23).   

O gene BRCA1, localizado na região 21.31 do braço longo do cromossoma 17 

(cromossoma 17q21.31), é um gene supressor tumoral constituído por 24 exões, 22 dos quais 

são codificantes, distribuídos por 100 kb de DNA genómico. Foram descritas mais de 1700 

mutações neste gene, com mais de 800 confirmadas como clinicamente significativas, ou seja, 

associadas ao aumento da suscetibilidade tumoral. Este gene é responsável pela codificação e 

respetiva síntese da fosfoproteína BRCA1, a qual desempenha um papel crucial na manutenção 

da estabilidade genómica, atuando como proteína supressora tumoral (2,24–26).   

A proteína BRCA1, localizada no núcleo e constituída por 1863 aminoácidos, consiste 

em três domínios essenciais: um terminal amínico (N-terminal), uma região central e um 

terminal carboxilo (C-terminal). A região N-terminal contém um importante domínio rico em 

cisteínas, o domínio RING (do inglês really interesting new gene), essencial para a interação com 

a proteína BARD1 (do inglês BRCA1-associated RING domain 1) e para a formação do complexo 

BRCA1 com a ubiquitina ligase E3. A atividade desta enzima é crucial para que a proteína BRCA1 

exerça corretamente a sua função de supressão tumoral. A região central da proteína contém 

dois sinais de localização nuclear (NLS, do inglês nuclear localization signals) e o local específico 

para a fosforilação da proteína CHEK2, processo fundamental para que a proteína BRCA1 consiga 

recrutar a proteína RAD51 para os locais onde ocorreram lesões no DNA. Finalmente, o terminal 

carboxilo é constituído pelo domínio coiled-coil, o qual se associa a PALB2, e por dois domínios 

BRCT (do inglês BRCA1 C-terminal) que medeiam a interação com proteínas fosforiladas 

importantes, como a ABRAXAS (do inglês BRCA1-A complex subunit), a BRIP1/FACJ (do inglês 

BRCA1-interacting protein C-terminal helicase 1) e a CtIP (do inglês C-terminal-binding protein 
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interacting protein) (Figura 1) (2,24,27). Diversas mutações hereditárias no gene BRCA1 

associadas ao cancro foram encontradas no domínio RING e nos domínios BRCT, o que indica 

que ambos estão envolvidos na supressão de cancro da mama e do ovário (24). Desta forma, 

conclui-se que a proteína BRCA1 tem um papel preponderante a nível celular uma vez que, 

através dos seus domínios funcionais, é capaz de estabelecer interações com diversas proteínas 

supressoras tumorais (CHEK2, PALB2), assim como com outras proteínas envolvidas na 

reparação do DNA, contribuindo para a estabilidade genómica (24). 

O gene BRCA2, localizado na região 13.1 do braço longo do cromossoma 13 

(cromossoma 13q13.1), é um gene supressor tumoral constituído por 27 exões, 26 dos quais são 

codificantes. Estão descritas mais de 1800 mutações associadas a este gene, o qual é 

responsável pela codificação da proteína BRCA2 (2,24,28,29).  

A proteína BRCA2 é constituída por 3418 aminoácidos, por uma região central e dois 

terminais, o N-terminal e o C-terminal.  A região central da proteína é codificada pelo exão 11 e 

contém 8 repetições BRC com aproximadamente 1000 aminoácidos responsáveis pela 

associação da BRCA2 à proteína RAD51. Muitos casos de SHCMO têm sido associados à presença 

de mutações nestas repetições, demonstrando que as interações entre as proteínas BRCA2 e 

RAD51 são fulcrais para que estas não se desenvolvam. A região N-terminal contém o domínio 

de ativação transcricional (TAD, do inglês transcriptional activation domain), fundamental para 

que exista uma interligação entre as proteínas BRCA2 e PALB2. Esta proteína é responsável pelo 

auxílio das proteínas BRCA1 e BRCA2 na reparação de lesões no DNA. No C-terminal está 

localizado o domínio de ligação ao DNA que possui um domínio helicoidal, um domínio tower e 

3 domínios de ligação de oligonucleótidos (OB) que facilitam a ligação da proteína a lesões de 

DNA, nomeadamente quebras simples e dupla da cadeia de DNA. Este terminal também contém 

dois NLS e um domínio TR2 (Figura 1) (2,24,27).  
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Os genes BRCA1 e BRCA2 são genes supressores tumorais responsáveis pela reparação 

de lesões que ocorrem no DNA, nomeadamente quebras de cadeia dupla, permitindo a 

manutenção da estabilidade genómica. Além da função de reparação, estão envolvidos na 

dinâmica do centrossoma, na segregação dos cromossomas, na citocinese e estabilizam o 

genoma temporal e espacialmente no ciclo celular. Assim, a interrupção de uma destas funções 

celulares poderá conduz à instabilidade e ser propícia à carcinogénese (7). 

 

1.2. Radiação 

A radiação pode ser descrita como uma forma de energia, emitida a partir de uma fonte 

e transmitida na forma de ondas eletromagnéticas ou de partículas subatómicas. Este processo 

de transmissão pode ocorrer em qualquer meio (30). 

Figura 1 - Esquema representativo dos domínios funcionais das proteínas BRCA1 e BRCA2. A região 

N-terminal da proteína BRCA1 contém um domínio RING que se associa à proteína BARD1, a região central 

contém dois sinais de localização nuclear (NLS) e a região C-terminal contém um domínio coiled-coil que 

se associa à proteína PALB2 e dois domínios BRCT que medeiam a interação com diversas proteínas 

fosforiladas. Em relação à proteína BRCA2, esta liga-se à PALB2 através da região N-terminal e contém, 

na região central, 8 repetições BRC responsáveis pela sua associação à proteína RAD51. A região C-

terminal contém um domínio de ligação ao DNA constituído por um domínio helicoidal, um domínio tower 

(T) e 3 domínios de ligação de oligonuleótidos (OB), os quais facilitam a ligação de BRCA2 a lesões de DNA. 

Ainda, este terminal contém dois NLS e um domínio TR2. [Adaptado de (2)] 
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Relativamente à interação com a matéria, a radiação pode ser classificada em dois tipos 

diferentes: radiação ionizante (RI) e radiação não ionizante (Figura 2) (31). A radiação ionizante 

é definida como uma forma de radiação que possui energia suficiente para ionizar átomos ou 

moléculas com as quais interage através da ejeção de eletrões, contrariamente à radiação não 

ionizante. O eletrão ejetado pode ainda apresentar energia cinética suficiente para produzir 

outras ionizações à medida que atravessa a matéria. A radiação ionizante pode ser radiação 

eletromagnética, como os raios-X e os raios gama (γ) (Figura 2), ou radiação constituída por 

partículas, como as partículas alfa (α) , as partículas beta (β), os neutrões e os protões (2,31–

33).  

 

A radiação ionizante, quando atravessa o tecido humano, pode interagir ao ceder-lhe 

energia, o que pode determinar o aparecimento de alterações biológicas. A absorção da energia 

depositada por esse tipo de radiação pode resultar em danos catastróficos na célula, 

principalmente no DNA, a estrutura mais radiossensível. Contudo, embora a radiação ionizante 

possa causar efeitos nocivos nos tecidos e nos órgãos que atravessa, os benefícios a ela 

associados, como o diagnóstico e aplicações terapêuticas, na maior parte das situações, 

ultrapassam os riscos que dela podem advir (34). 

Para um certo meio, a taxa de perda de energia depende não só do tipo de radiação e 

da sua energia, como também da densidade do material irradiado. Assim, a transferência linear 

Figura 2 - Espetro da radiação eletromagnética. O espetro é dividido em radiação ionizante, de maior 

energia, da qual fazem parte os raios-X e os raios-γ, e radiação não ionizante, de menor energia. 

[Adaptado de (31)] 
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de energia (LET, do inglês linear energy transfer), definida como a quantidade média de energia 

que a radiação transfere para o material atravessado por unidade de comprimento de percurso, 

é um fator importante que influencia o efeito biológico da radiação. De facto, em geral, quanto 

maior o LET, maior o efeito biológico e, partículas carregadas, como as partículas α, assim como 

os protões e os neutrões, em geral, têm um LET mais elevado do que os raios-X, os raios-γ e as 

partículas β, os quais são bastante penetrantes e, como tal, possuem longos trajetos antes que 

toda a sua energia seja cedida (2,35,36). Para além do LET, existem ainda dois outros fatores 

que afetam a resposta celular à radiação ionizante: a eficácia biológica relativa (RBE, do inglês 

relative biological effectiveness), e a relação do enriquecimento em oxigénio (OER, do inglês 

oxygen enhacement ratio).  

A RBE é um parâmetro utilizado para quantificar o dano biológico produzido por um tipo 

de radiação e descreve o efeito relativo do LET. Este parâmetro corresponde à razão entre a 

dose de radiação considerada standard (raios-X de 250 keV ou fotões de 1MeV provenientes de 

uma fonte de cobalto-60) e a dose de radiação teste que produz a mesma resposta biológica, e 

aumenta com o aumento de LET até um valor máximo de LET de, aproximadamente, 100 

keV/µm. De facto, com a utilização de radiação de elevado LET, quando comparada com 

radiação de baixo LET, é geralmente mais provável a ocorrência de lesão celular. Acima dos 100 

keV/µm, o aumento de LET não contribui para maior dano celular uma vez que a maior parte da 

energia é desperdiçada devido a densidades de ionização elevadas (2,35–37).  

A OER descreve o efeito do oxigénio na sensibilidade à radiação por parte das células e 

refere-se à razão entre a dose de radiação que produz uma determinada resposta na ausência 

de oxigénio e a dose de radiação que produz o mesmo efeito biológico na presença de oxigénio. 

Efetivamente, os efeitos biológicos causados pela radiação são maiores em situações aeróbias 

uma vez que, nessas condições, se produz um maior número de radicais livres durante a radiólise 

da água. Para radiações de baixo LET, a presença de oxigénio no meio celular afeta 

drasticamente o efeito da radiação (2,38). 

 

1.2.1. Efeitos biológicos da radiação 

Relativamente aos efeitos biológicos da radiação, estes podem ser diretos ou indiretos. 

Os efeitos diretos ocorrem quando a radiação ionizante interage diretamente, através da 

cedência de energia, com componentes celulares fundamentais para o normal funcionamento 
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da célula, como o DNA (Figura 3), o RNA (do inglês ribonucleic acid) mensageiro, os lípidos de 

membrana ou as enzimas, causando alterações nos mesmos (39). Essa interação pode afetar a 

capacidade de a célula se dividir e, assim, sobreviver. Este tipo de efeito é o mecanismo 

preponderante quando as células interagem com radiação de elevado LET, como as partículas 

α, os neutrões e os protões. Por outro lado, os efeitos indiretos ocorrem quando a radiação 

ionizante interage com um constituinte celular não crítico, como a água – radiólise da água. Após 

esta interação, ocorre uma sequência de reações que conduz à produção de espécies reativas 

perigosas, como o radical livre hidroxilo, ou de precursores de espécies reativas, como o 

peróxido de hidrogénio, precursor direto do radical hidroxilo. Estes são responsáveis por cerca 

de dois terços de todas as lesões provocadas pela radiólise da água. Os radicais possuem 

eletrões desemparelhados na sua estrutura, o que os torna muito reativos e suscetíveis à 

interação com moléculas de DNA, sendo capazes de inativar mecanismos celulares e causar 

alterações nos mecanismos genéticos ao lesar o DNA, proteínas e/ou lípidos. No final, estas 

moléculas podem causar o comprometimento da função celular ou a morte (Figura 3) (39). Este 

tipo de efeito é causado essencialmente por radiação ionizante eletromagnética (raios-X e raios-

γ), ou seja, radiação com baixo LET. Além disso, uma vez que a água constitui cerca de 60% da 

composição celular, a maioria das lesões induzidas por radiação resulta da ação indireta da 

mesma (2,36,40,41). 

 

Figura 3 - Lesões diretas e indiretas no DNA causadas por radiação ionizante. A radiação pode, 

diretamente, interagir com o DNA e causar lesões ou morte celular. O dano indireto é causado por 

espécies reativas perigosas ou por precursores dessas espécies, formados após a radiólise da água, os 

quais podem conduzir a alterações no DNA e, ainda, a morte celular. [Adaptado de (39)] 
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Os efeitos biológicos decorrentes da exposição a radiação ionizante podem também ser 

classificados de acordo com a dose absorvida como efeitos determinísticos ou efeitos 

estocásticos. Os efeitos determinísticos dependem diretamente da exposição, existindo um 

limiar de dose abaixo do qual não se verificam quaisquer efeitos. A probabilidade de ocorrência 

destes efeitos, assim como a sua severidade, estão relacionados com o aumento de dose. Estes 

conduzem a morte celular e são sempre somáticos, isto é, a radiação causa lesões em células 

que estão continuamente a reproduzir-se (células somáticas). Desta forma, os efeitos ocorrem 

nas células do indivíduo exposto, sem se transmitirem à descendência. É de notar que, 

indivíduos diferentes apresentam radiossensibilidades diferentes e, portanto, limiares 

diferentes. Os efeitos estocásticos, como a ocorrência de uma mutação ou a carcinogénese, são 

aqueles que conduzem a uma transformação celular e para os quais não existe um limiar de 

dose para que ocorram, podendo manifestar-se meses ou anos após a exposição à radiação. Ao 

contrário dos efeitos determinísticos, os efeitos estocásticos não permitem estabelecer de 

forma clara uma relação causal entre o efeito e a exposição à radiação devido à grande 

quantidade de variáveis envolvidas, assim como ao longo tempo de latência. Estes efeitos estão 

relacionados com baixas doses, como aquelas às quais os profissionais que trabalham com 

radiação estão sujeitos diariamente. Os efeitos estocásticos podem ser genéticos, se ocorrerem 

em células germinativas (espermatozoides ou oócitos), ou somáticos. Os efeitos genéticos da 

radiação conduzem a uma alteração permanente no material genético que é transmitido à 

descendência, podendo conduzir a defeitos ou malformações, dependendo da dose. Os efeitos 

somáticos não são transmitidos à descendência, contudo, podem induzir, por exemplo, o 

aparecimento de cancro ao logo da vida. Podem ser imediatos, se ocorrerem num período de 

horas até algumas semanas após a irradiação, ou tardios, caso surjam vários meses ou anos após 

a exposição à radiação. Os efeitos somáticos tardios são difíceis de distinguir de outros efeitos 

que possam ocorrer uma vez que demoram a surgir, não se sabendo ao certo se a patologia se 

deve ao processo de envelhecimento natural do ser humano ou à exposição a radiação (42).  

 

1.2.2. Radiação ionizante e DNA 

A radiação ionizante, como referido, tem a capacidade de lesar diversos constituintes 

celulares, como a membrana celular e/ou organelos, através de vários mecanismos. Contudo, 

são os danos no DNA, a região mais radiossensível da célula, que podem conduzir a mutações, 

à divisão celular descontrolada e ao desenvolvimento de cancro. 
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Relativamente às lesões induzidas pela radiação na molécula de DNA, estas são capazes 

de provocar danos estruturais e interferir na transcrição genética. Essas lesões envolvem 

alterações nas ligações entre as bases nitrogenadas, como substituição, adição ou deleção de 

bases, substituição cruzada, quebra simples (SSB, do inglês single strand break) e/ou quebra 

dupla (DSB, do inglês double strand break) da cadeia do DNA (43). 

A SSB representa o tipo mais comum de lesão no DNA e, tal como o nome indica, envolve 

a quebra de apenas uma das cadeias de DNA (Figura 4), sendo produzida essencialmente por 

radiação de baixo LET (44). Uma vez que as bases nitrogenadas são complementares, este tipo 

de lesão é relativamente fácil de reparar, pois a cadeia oposta serve como molde para preencher 

a lacuna que se criou (45).  

A DSB, a lesão mais citotóxica do DNA, envolve a quebra em ambas as cadeias de DNA, 

no mesmo local ou em locais próximos (Figura 4) (44). Estas lesões são mais prováveis de ocorrer 

com radiação de alto LET e também de resultar numa reparação defeituosa pois o molde para 

guiar a reparação pode ser perdido. A maioria das DSBs é letal para a célula uma vez que os 

fragmentos produzidos são detetados durante a replicação através de checkpoints do ciclo 

celular, não permitindo que a célula progrida no ciclo e complete o seu processo de divisão. Uma 

vez que as DSBs podem resultar na perda de grandes regiões cromossómicas, elas são 

consideradas o tipo de lesão no DNA mais complexo de reparar (45). 
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1.2.3. Vias de reparação do DNA 

A reparação de lesões no DNA inicia-se com a sua identificação: dois checkpoints do DNA 

monitorizam as lesões em pontos específicos dentro do ciclo celular e interrompem-no para que 

haja tempo para que a reparação ocorra (43). 

Quando uma SSB é detetada, os mecanismos de reparação a que a célula recorre são a 

reparação por excisão de bases (BER, do inglês base excision repair), a reparação por excisão de 

nucleótidos (NER, do inglês nucleotide excision repair) ou a reparação de erros no 

emparelhamento de bases (MMR, do inglês mismatch repair). Relativamente à BER, esta inicia-

se pelo reconhecimento específico da lesão, seguido da excisão da base de DNA lesada por 

glicosilases de DNA e do corte da molécula de DNA no local da lesão por endonucleases. 

Posteriormente, o nucleótido em falta é colocado por uma polimerase de reparação, a enzima 

DNA ligase sela o corte na cadeia de DNA e, finalmente, as ligações fosfodiéster são 

restabelecidas e a lesão reparada (43). Este mecanismo corresponde ao principal mecanismo 

pelo qual as células reparam lesões de nucleótidos causadas por espécies reativas de oxigénio 

Figura 4 - Esquema representativo de agentes responsáveis por lesões no DNA, tipos de lesão e 

mecanismos de reparação. Diversos agentes, como a luz ultravioleta, a radiação ionizante, espécies 

reativas de oxigénio e químicos mutagénicos, são capazes de causar lesões ao nível do DNA, 

nomeadamente quebras simples, SSB, e quebras duplas, DSB, da cadeia de DNA. Por sua vez, estas lesões, 

quando detetadas, podem ser reparadas por diferentes mecanismos celulares, como reparação por 

excisão de base, BER, por recombinação homóloga, HR, ou por união de extremidade não homóloga, 

NHEJ. [Adaptado de (44)] 
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ou outras espécies reativas geradas pelo normal metabolismo. Adicionalmente, é o principal 

mecanismo de reparação para pequenas alterações de bases no DNA, como aquelas causadas 

por oxidação, alquilação e desaminação (46). Por outro lado, a NER é usada para remover 

extensas lesões causadas pela radiação ultravioleta e para corrigir bases que distorcem a dupla 

hélice do DNA. Durante este mecanismo, a helicase abre o DNA, os nucleótidos modificados são 

removidos juntamente com uma porção de DNA circundante, a DNA polimerase substitui o DNA 

ausente e a DNA ligase fecha a lacuna (47). Em relação à MMR, pares incorretos base-base e 

pequenas inserções-deleções geradas durante a replicação do DNA são corrigidos, garantindo a 

estabilidade genómica. Esta técnica é empregue tanto em células procarióticas como em células 

eucarióticas e compreende várias proteínas envolvidas no reconhecimento da lesão, iniciação 

da reparação, excisão da lesão e, finalmente, síntese de DNA. Uma vez que a MMR reduz o 

número de erros associados à replicação, os defeitos na mesma aumentam a taxa de mutações 

espontâneas, estando associados ao cancro (2,47,48). 

Além dos mecanismos empregues para a reparação de SSBs, a célula possui também 

mecanismos para reparar as DSBs, os quais são de grande interesse uma vez que este é o tipo 

de lesões mais comum após a exposição a radiação ionizante. As DSBs são geralmente mais 

graves uma vez que a lesão resulta em duas extremidades livres de DNA (43). A reparação 

eficiente destas lesões é crítica para a estabilidade genómica, contrariamente à reparação 

errónea, a qual pode conduzir à carcinogénese.  

Para DSBs, existem duas vias principais envolvidas na reparação: a recombinação 

homóloga (HR, do inglês homologous recombination) e a união de extremidade não homóloga 

(NHEJ, do inglês non-homologous end joining) (Figura 4). A HR corresponde a um processo 

complexo no qual as proteínas de reparação localizam o DNA homólogo, que possui a mesma 

sequência relativa do DNA lesado, ou o cromossoma irmão. Em seguida, o DNA danificado é 

ressecado e ocorre a invasão da cadeia. A resseção corresponde ao processo pelo qual o DNA 

adjacente à lesão é removido da extremidade 5' da quebra, enquanto a invasão da cadeia ocorre 

na extremidade 3'. Finalmente, o DNA perdido é sintetizado e, quando a reparação estiver 

concluída, os cromossomas separam-se. Esta via de reparação do DNA atua exclusivamente nas 

fases S e G2 do ciclo celular uma vez que, nestas fases, existe um maior número de cromátides 

irmãs, as quais podem ser usadas como modelos de reparação. Por outro lado, a via NHEJ atua 

na fase G1 do ciclo celular, onde a HR não está disponível, e é denominada de “não homóloga” 

pois não requer um molde para que ocorra: as pontas do DNA lesado são apenas ligadas entre 

si. Esta técnica de reparação, quando comparada com a recombinação homóloga, é mais rápida, 
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contudo, menos eficiente na reparação de DSBs pois não utiliza modelos homólogos para 

garantir que a cadeia reparada seja igual à sequência de DNA original (2,36,43). 

As proteínas BRCA1/2 desempenham um papel crucial na reparação de DSBs através de 

HR. Durante este processo, a proteína BRCA1 recruta a proteína BRCA2 para o local onde a lesão 

ocorreu. Por sua vez, a proteína BRCA2 recruta a proteína RAD51 para esse local, conduzindo à 

reparação do DNA através do processo de recombinação homóloga (Figura 5). Adicionalmente, 

a proteína BRCA1 está também envolvida na regulação da via de reparação NHEJ (24). 

 

1.2.4. Aplicações da radiação ionizante 

Os vários tipos de radiação ionizante, desde a sua descoberta, têm sido aplicados em 

diversas áreas, nomeadamente na medicina e na indústria, através da utilização de fontes de 

radiação artificiais, com consequências bastante benéficas. De facto, a radiação ionizante 

proporcionou avanços na área da medicina, seja em procedimentos imagiológicos para 

diagnóstico ou prevenção, os quais fazem uso de baixas doses, ou em abordagens terapêuticas, 

associadas a doses elevadas, representando a principal fonte de radiação artificial a que a 

população está exposta (49). 

Figura 5 - Esquema representativo do processo de reparação de uma quebra de cadeia dupla através de 

recombinação homóloga. A proteína BRCA1, no local da lesão, recruta a proteína BRCA2 que, por sua vez, 

recruta a proteína RAD51, conduzindo à sua reparação. Figura criada com recurso ao Biorender. 
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Atualmente, diversas técnicas imagiológicas de diagnóstico são utilizadas, algumas das quais 

utilizam fontes de raios-X, nomeadamente a radiografia, a fluoroscopia, a mamografia e a 

tomografia computorizada (50). Ainda, diversas técnicas terapêuticas também as utilizam, como 

a telerradioterapia. 

 

1.2.4.1. Radiografia planar e tomografia computorizada 

Até aos finais do século XIX, os médicos não tinham acesso imagiológico ao que 

acontecia no interior do corpo, contudo, em 1895, o físico Wilhelm Conrad Roentgen produziu 

e detetou radiação eletromagnética com um comprimento de onda correspondente a raios-X, 

desencadeando uma enorme revolução no diagnóstico médico que continua até aos dias de 

hoje (50). 

A radiografia foi a primeira tecnologia de imagem médica empregue na clínica. Esta 

técnica utiliza um feixe de raios-X como fonte para a obtenção das imagens, produzido por efeito 

termoiónico numa ampola, o qual é transmitido através do indivíduo e atinge o detetor. Uma 

vez que diferentes estruturas do corpo humano apresentam diferentes composições, a 

atenuação do feixe é variável, contribuindo para a formação da imagem radiográfica, 

bidimensional. Esta imagem corresponde à projeção de todos os tecidos e órgãos localizados 

entre a fonte e o detetor, fixos e em oposição, verificando-se uma sobreposição das estruturas 

(51). 

A radiografia, desde a sua descoberta, sofreu grandes avanços contribuindo para que, 

na década de 1970, fosse introduzida uma nova técnica imagiológica designada tomografia 

computorizada (CT, do inglês computed tomography), a qual corresponde a uma das mais 

importantes inovações médicas da história humana. Trata-se de uma técnica de 

radiodiagnóstico por imagem que utiliza radiação X com o intuito de obter imagens a três 

dimensões do interior do corpo, devido ao movimento da fonte e do detetor, que se encontram 

num anel (gantry), assim como da mesa onde se encontra o indivíduo (terceira direção). Este 

método complementar de diagnóstico possibilita a reconstrução de uma série de imagens, com 

recurso a algoritmos matemáticos, recorrendo a diversas projeções tomográficas sobre 

determinada região corporal (Figura 6) (52). Posteriormente, a mesa avança para uma nova 

posição z, com repetição do processo até à reconstrução da imagem final. Apesar do valor 

inquestionável da CT, ao ser um método rápido, não-invasivo e que possibilita uma boa 
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visualização das estruturas anatómicas sem que haja sobreposição dos tecidos, a mesma, 

quando comparada com a radiografia planar, tem uma maior dose associada (30,53). Nos 

equipamentos que empregam nesta técnica, o pitch é um parâmetro aplicável, selecionado pelo 

operador, o qual corresponde à razão entre o deslocamento da mesa por rotação completa da 

gantry e a espessura de corte. Geralmente, um pitch de 1 permite uma melhor qualidade de 

imagem. Aumentando esta razão para valores superiores a 1, a aquisição será mais rápida e os 

artefactos de movimento menores, sendo vantajoso quando o exame é realizado em crianças 

ou indivíduos agitados, contudo, a interpolação necessária para a formação da imagem será 

maior, associada a uma menor resolução espacial (54). 

Atualmente, a tomografia computorizada é um exame complementar de diagnóstico de 

fácil acesso nas instituições de saúde, com aquisição rápida de dados e elevada qualidade 

imagiológica, tornando-o um dos exames mais frequentemente realizado. Esta técnica mantém-

se em constante transformação como resultado de evoluções permanentes, permitindo a 

realização de estudos mais precisos e com menor exposição à radiação. 

 

 

Figura 6 - Processo subjacente à tomografia computorizada. [Adaptado de (52)] 
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1.2.4.2. Radioterapia 

Desde a descoberta de raios-X por Roentgen, em 1895, que a mesma despertou um 

grande interesse, levando a uma intensa investigação em diversas direções. Desta forma, em 

1896, a sua utilidade clínica como meio para o tratamento do cancro foi apreciada, surgindo o 

primeiro indivíduo tratado com recurso a raios-X. Apesar dos primeiros anos de investigação 

não terem sido animadores, mais tarde, ocorreram importantes desenvolvimentos que 

conduziram ao estabelecimento de uma nova especialidade médica. A radioterapia é uma 

técnica que emprega radiação ionizante com finalidade terapêutica, tendo como alvo 

fundamentalmente o tratamento oncológico (cerca de 60%). Esta modalidade tem como intuito 

destruir células cancerígenas através da administração precisa e controlada de determinada 

dose no volume tumoral, procurando minimizar a exposição nos tecidos sãos adjacentes (55). 

A radioterapia pode ser classificada em telerradioterapia, a abordagem mais comum na 

prática clínica, que utiliza uma fonte externa de radiação de alta energia produzida através de 

um acelerador, a qual é direcionada para o tumor, ou em braquiterapia, um procedimento no 

qual se utilizam fontes radioativas colocadas no interior ou na proximidade do volume tumoral 

(55). Esta opção terapêutica pode ser utilizada isoladamente ou combinada com outras 

modalidades de tratamento (cirurgia, quimioterapia e/ou imunoterapia) de forma neoadjuvante 

e/ou adjuvante. Adicionalmente, a radioterapia pode, em casos mais avançados, ser utilizada 

com o intuito de aliviar sintomas e melhorar a qualidade de vida do doente (56). A escolha dos 

tratamentos depende de vários fatores entre eles o tipo de tumor, o estádio do tumor e outras 

características tumorais, assim como o estado clínico do doente. 

Nas últimas décadas, a radioterapia tem sofrido uma evolução tecnológica, permitindo 

uma maior eficácia nos tratamentos, maior precisão na aplicação da radiação, preservando 

assim os órgãos e tecidos adjacentes à região tumoral, e redução dos efeitos colaterais que o 

tratamento causava no passado. 
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1.3. Impacto da radiação ionizante em indivíduos portadores 

de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2  

A radiação ionizante, como referido, é conhecida por causar lesões no DNA, seja direta 

ou indiretamente, através das espécies radicalares produzidas na radiólise da água. Alterações 

no DNA, como alterações nas bases nitrogenadas, substituição cruzada e/ou quebras simples ou 

duplas da cadeia de DNA são conhecidas por causar cancro. Desta forma, a carcinogénese 

induzida pela exposição a radiação ionizante, como cancro da mama e cancro do ovário, pode 

surgir em indivíduos que apresentam mutações nos genes supressores tumorais BRCA1 e BRCA2 

uma vez que as proteínas codificadas por estes genes são essenciais na reparação de lesões no 

DNA e na manutenção da estabilidade genómica (Figura 7) (2,7,57).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os indivíduos com SHCMO são frequentemente sujeitos a técnicas imagiológicas de 

diagnóstico que utilizam radiação ionizante, nomeadamente, as mulheres iniciam a vigilância 

através de mamografia a partir dos 30 anos de idade. Assim, é fundamental entender o papel 

das doses de radiação ionizante de diagnóstico em indivíduos com esta síndrome e verificar se 

Figura 7 - Efeito de fatores internos e externos nos genes BRCA1 e BRCA2. Mutações nestes genes 

conduzem a uma reparação ineficiente do DNA, contribuindo para a instabilidade genómica, a qual pode 

culminar com o desenvolvimento de cancro. [Adaptado de (2)] 
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existem diferenças na capacidade de reparação de lesões entre portadores e não portadores de 

mutações nos genes BRCA1/2. Desta forma, na tentativa de esclarecer se, de facto, os indivíduos 

portadores são mais radiossensíveis, diversos estudos de coorte retrospetivos têm sido 

realizados ao longo dos anos, em humanos, para avaliar os efeitos da exposição a doses 

correspondentes a radiografias ao tórax ou a mamografias, no risco de desenvolvimento de 

cancro, nomeadamente de cancro da mama (Tabela 2)  (2,58). 

Em 1997, um estudo desenvolvido por Sharan et al. abordou pela primeira vez a 

hipótese de que indivíduos portadores de mutações no gene BRCA2 poderiam apresentar maior 

sensibilidade à radiação ionizante quando comparados com a população geral. Este estudo, 

embora inconclusivo, foi crucial, pois levantou preocupações relativamente às possíveis 

consequências da exposição à radiação em indivíduos com mutações neste gene (59). Desta 

forma, anos mais tarde, em 2006, Narold et al. e Goldfrank et al. realizaram estudos de coorte 

retrospetivos com o objetivo de investigar se a exposição a doses de radiação ionizante, devido 

a mamografias, de indivíduos portadores de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 estava 

associada a um maior risco de desenvolvimento de cancro da mama. Relativamente ao estudo 

desenvolvido por Narold et al., o mesmo envolveu um total de 3200 mulheres previamente 

identificadas com mutações nestes genes, 50% das quais haviam sido diagnosticadas com cancro 

da mama, enquanto as restantes eram portadoras saudáveis, constituindo o grupo controlo. 

Cada mulher incluída no estudo respondeu a um questionário no qual foi possível obter 

informações relativas ao número de mamografias previamente realizadas, bem como a idade 

do primeiro exame. Os resultados obtidos não mostraram qualquer associação entre a 

realização de mamografias e o risco de desenvolver cancro da mama (60). Em relação ao estudo 

de Goldfrank et al., o mesmo incluiu 213 mulheres, previamente diagnosticadas com mutações 

nos genes BRCA1 e BRCA2 e que iniciaram o rastreio com mamografia entre os 25 e os 30 anos 

de idade. Das 213 mulheres, 85 haviam sido diagnosticadas com cancro da mama há pelo menos 

um ano. No início do estudo, todas as portadoras forneceram informações relativas ao número 

de mamografias realizadas, o número de mamografias realizadas nos últimos 12 meses e a idade 

da primeira mamografia. Desta forma, foi possível estimar as doses cumulativas a que as 

portadoras estiveram expostas ao longo da vida.  Para as portadoras diagnosticadas com cancro 

da mama há menos de um ano, a exposição a radiação ionizante foi calculada através da 

subtração do número de mamografias recebidas no ano anterior ao diagnóstico ao número total 

de mamografias realizadas ao longo da vida. Os autores obtiveram um risco relativo de 0,94, 
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não encontrando qualquer associação entre a exposição a doses de mamografia e o 

desenvolvimento de cancro da mama (61). 

Mais tarde, em 2013, outro estudo de coorte retrospetivo desenvolvido por John et al. 

investigou a influência das doses de radiação devidas a radiografias ao tórax no 

desenvolvimento de cancro da mama. Neste estudo foram incluídas 454 portadoras de 

mutações no gene BRCA1 e 273 portadoras de mutações no gene BRCA2, com idade inferior a 

50 anos. De entre os envolvidos, 261 (36%) tinham história pregressa de cancro da mama. Os 

resultados obtidos não suportam uma relação positiva entre a realização de radiografias ao 

tórax e o desenvolvimento de cancro da mama antes dos 50 anos de idade (62). 

Em contraste com os estudos apresentados anteriormente, sem associação entre a 

exposição a radiação ionizante associada a exames de diagnóstico e o desenvolvimento de 

cancro da mama, outros estudos desenvolvidos foram capazes de mostrar uma associação 

positiva. O estudo de coorte retrospetivo realizado em 2006 por Andrieu et al. analisou a relação 

entre a realização de radiografias ao tórax ao longo da vida, excluindo mamografias, e o risco de 

desenvolver cancro da mama. O estudo incluiu 1601 mulheres portadoras de mutações BRCA: 

1187 portadoras da mutação BRCA1 e 414 portadoras da mutação BRCA2. Das 1601 mulheres, 

853 tinham sido diagnosticadas com um tumor mamário. Os autores concluíram que qualquer 

exposição torácica a radiação X aumentava a probabilidade de desenvolver este tipo de cancro, 

comparativamente com a população em geral, com um hazard ratio de 1,54. Adicionalmente, 

os autores verificaram que as mulheres, com menos de 20 anos, que realizaram este exame 

tinham um risco de desenvolver cancro da mama primário ainda maior. Desta forma, este 

estudo apoia a hipótese de que indivíduos portadores de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 

são mais sensíveis à radiação ionizante quando comparados com a população em geral (63). 

Anos mais tarde, em 2012, Pijpe et al. desenvolveram também um estudo de coorte 

retrospetivo incluído no Projeto GENE-RAD-RISK, no qual estudaram 1993 portadoras de 

mutações nos genes BRCA, com idade superior a 18 anos, e que já haviam sido incluídos em três 

grandes estudos - GENEPSO, realizado na França, EMBRANCE, no Reino Unido, e HEBON, na 

Holanda. Tal como no estudo anterior, os autores observaram uma relação positiva entre 

qualquer exposição a radiação ionizante num exame de diagnóstico antes dos 30 anos e o risco 

de desenvolver cancro da mama, com um hazard ratio de 1,90. Ainda, concluíram que o risco 

aumenta com o aumento do número de radiografias realizadas. Contudo,  não foi encontrada 
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uma relação entre a realização destes exames entre os 30 e 39 anos de idade e o 

desenvolvimento de cancro da mama (64). 

Finalmente, mais recentemente, em 2016 e 2017, Baert et al. realizaram dois estudos 

nos quais foram observadas diferenças estatisticamente significativas na radiossensibilidade de 

indivíduos com mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 quando comparados com não portadores. 

O estudo desenvolvido em 2016 estudou 18 portadores e 18 não portadores de mutações nos 

genes BRCA1, através da realização do ensaio de micronúcleos, após a exposição das células a 

doses de 2 e 4 Gy. Os resultados obtidos mostraram diferenças com significado estatístico entre 

portadores e não portadores de mutações BRCA1, verificando que 72% dos portadores 

apresentaram um fenótipo radiossensível, contrariamente a 72% do grupo controlo (65). Um 

ano mais tarde, em 2017, com o intuito de avaliar se os mesmos resultados eram obtidos para 

portadores de mutações no gene BRCA2, um segundo estudo foi realizado utilizando os mesmos 

métodos. O estudo incluiu amostras de sangue de 18 portadores e de 17 não portadores, 

pertencentes a famílias com mutações no gene BRCA2, a partir das quais se obtiveram linfócitos 

sanguíneos. Posteriormente, estes foram irradiados com radiação γ com a dose de 2 Gy 

proveniente de uma fonte de cobalto-60. Tal como no primeiro estudo, os resultados mostraram 

diferenças estatisticamente significativas entre portadores e não portadores de mutações no 

gene em estudo (66). Desta forma, os resultados mostram que indivíduos portadores de 

mutações nos genes BRCA1/2 são mais radiossensíveis comparativamente a não portadores. 

Baseado nestas conclusões, os autores reforçam a importância de controlar a exposição a 

radiação ionizante em indivíduos portadores de mutações nestes genes, quer seja para exames 

de diagnóstico, quer seja para fins terapêuticos. 

Tendo em conta os estudos apresentados, apesar do interesse crescente em tentar 

entender se a exposição a radiação ionizante em exames de diagnóstico tem efeitos em 

portadores de mutações nos genes BRCA1/2, até ao momento, as evidências são inespecíficas, 

havendo a necessidade de realizar mais estudos e clarificar o assunto. 
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Tabela 2 - Resumo dos estudos desenvolvidos que avaliam os riscos associados à exposição a radiação 

ionizante, associada a técnicas imagiológicas de diagnóstico, em portadores de mutações nos genes 

BRCA1 e BRCA2. 

Autores Ano Amostra (n) Gene Exposição Resultados 

Narold et al. 

(60) 
2006 

3200 (1600 

portadores com 

cancro da mama e 

1600 sem) 

BRCA1/2 

Mamografia 

Não foi encontrada associação entre a 

realização de mamografia e o risco de 

cancro da mama 
Goldfrank et 

al. (61) 
2006 213 portadores 

John et al. 

(62) 
2013 

727 (454 

portadores de 

mutação BRCA1 e 

273 portadores de 

mutação BRCA2, 

idade < 50 anos) Radiografia ao 

tórax 

Não foi encontrada associação entre a 

realização de radiografia ao tórax 

antes dos 50 anos e o risco de cancro 

da mama 

Andrieu et 

al. (63) 
2006 1601 portadores 

Foi encontrada uma associação 

positiva entre a realização de 

radiografia ao tórax e o risco de cancro 

da mama. O risco foi superior em 

mulheres com idade igual ou superior 

a 40 anos 

Pijpe et al. 

(64) 
2012 1993 portadores 

<0,0020 Gy, 

≥ 0,0020-0,0065 

Gy, 

≥ 0,0066-0,0173 

Gy, 

≥ 0,0174 Gy 

Foi encontrada uma associação 

positiva entre a realização de 

radiografia ao tórax antes dos 30 anos 

e o risco de cancro da mama 

Baert et al. 

(65) 
2016 

36 (18 portadores 

de mutações 

BRCA1 e 18 não 

portadores) 

BRCA1 2 e 4 Gy 

Foi encontrada uma maior 

radiossensibilidade em indivíduos 

portadores de mutação no gene 

BRCA1 comparativamente a controlos 

saudáveis 

Baert et al. 

(66) 
2017 

35 (18 portadores 

de mutações 

BRCA2 e 17 não 

portadores) 

BRCA2 2 Gy 

Foi encontrada uma maior 

radiossensibilidade em indivíduos 

portadores de mutação no gene 

BRCA2 comparativamente a controlos 

saudáveis 

 

Tendo em conta os resultados apresentados, alguns estudos realizados mostram que 

existe associação entre a exposição de indivíduos com SHCMO a doses empregues em exames 

de diagnóstico e o desenvolvimento de cancro. Além disso, alguns mostram que a idade e o 

número de exames têm influência no aumento do risco de desenvolver cancro. Na verdade, 

quanto mais jovem é o portador e quanto maior o número de exames realizados, maior o risco 
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de desenvolver cancro da mama primário  (63,64). Assim, seria espectável que, atualmente, já 

existissem diretrizes específicas e definidas para portadores de mutações nos genes BRCA1 e 

BRCA2. Contudo, apesar de cada vez mais se acreditar que esses indivíduos apresentam, de 

facto, maior sensibilidade à radiação ionizante quando comparados com a população em geral, 

não há evidências concretas suficientes para se ajustarem as diretrizes atuais, pelo que estes 

indivíduos continuam a estar expostos rotineiramente a radiação ionizante. 

Assim, com o intuito de continuar a estudar a influência da exposição a radiação 

ionizante, empregue em algumas técnicas imagiológicas de diagnóstico, assim como clarificar o 

comportamento de indivíduos com SHCMO aquando da exposição, planificou-se o presente 

estudo. 
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A síndrome hereditária de cancro da mama e ovário, causada maioritariamente por 

mutações nos genes BRCA1 e BRCA2, é uma alteração genética caracterizada por um aumento 

do risco de desenvolvimento de diversas neoplasias em comparação com a população em geral, 

nomeadamente cancro da mama e cancro do ovário. Os indivíduos que apresentam esta 

síndrome são alvo de vigilância regular, a qual é realizada através de exames imagiológicos que 

envolvem a exposição a radiação ionizante (6). Apesar dos benefícios associados à mesma, como 

a sua utilização para diagnóstico e terapêutica, os riscos que dela poderão advir, como lesões 

em componentes críticos para o normal funcionamento da célula, fez com que, nos últimos 

anos, a questão da radiossensibilidade dos portadores de mutações nos genes BRCA tivesse sido 

amplamente estudada.  

Assim, o presente estudo surgiu com o propósito de contribuir para o esclarecimento 

relativo aos possíveis efeitos biológicos decorrentes da exposição de indivíduos diagnosticados 

com SHCMO a radiação ionizante. Por forma a estratificar o risco associado à exposição, 

estudaram-se indivíduos portadores de mutações no gene BRCA2, assim como não portadores, 

pertencentes a famílias com a síndrome, através da colheita de amostras de sangue periférico 

para posterior obtenção de linhas celulares linfoblastoides. Estas são constituídas por linfócitos 

B imortalizados, possibilitando a avaliação dos efeitos decorrentes da exposição a dose 

cumulativa, assim como os efeitos em tempos mais tardios, considerando o tempo de latência, 

sem que haja perda das propriedades dos linfócitos. Após a imortalização, estas linhas celulares 

foram mantidas em cultura, expostas a radiação ionizante e avaliadas no que diz respeito à 

atividade metabólica, viabilidade celular e tipos de morte celular e genotoxicidade. 
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De modo a esclarecer a influência da exposição a radiação ionizante em indivíduos 

portadores de mutações no gene BRCA2, assim como em não portadores, pertencentes a 

famílias com SHCMO, realizou-se o presente projeto. Este resulta da colaboração de diversas 

entidades, nomeadamente, do Instituto de Biofísica da Faculdade de Medicina da Universidade 

de Coimbra (FMUC) e do serviço de Oncologia Médica do Instituto Português de Oncologia de 

Coimbra Francisco Gentil (IPOCFG). O projeto foi submetido às comissões de ética destas duas 

instituições, das quais se obteve um parecer favorável (Anexos 1,2).  

 

3.1. Amostra 

Foram colhidas e incluídas amostras de sangue de portadores e não portadores de 

variantes causais nos genes BRCA1 e BRCA2. Todos os indivíduos com idade igual ou superior a 

18 anos, com e sem mutações confirmadas nestes genes, através da realização de teste 

genético, foram elegíveis para a participação no estudo. Contudo, os portadores de variantes 

cujo significado clínico não era conhecido foram excluídos. 

Os indivíduos portadores de mutações BRCA incluídos no projeto foram recrutados 

através de consultas de Risco Familiar do serviço de Oncologia Médica do IPOCFG, realizadas 

entre o dia 10 de janeiro de 2022 e o dia 13 de junho de 2022. O indivíduo não portador destas 

mutações foi recrutado através da consulta de Genética Médica do serviço de Oncologia Médica 

do IPOCFG, realizada no dia 4 de maio de 2022. Por forma a garantir o anonimato dos mesmos 

ao longo do processo, a cada amostra foi atribuído um número (100 a 114), tendo em conta a 

ordem pela qual foi realizada a colheita de sangue. Este número foi utilizado para identificar as 

amostras e as informações relativas a cada indivíduo. 

Para estudar a questão da radiossensibilidade na SHCMO, os participantes foram 

divididos em dois grupos, o grupo controlo e o grupo de portadores. O grupo controlo foi 

constituído pelo indivíduo não portador de mutações nos genes BRCA1/2, confirmado através 

de teste genético por pertencer a uma família com portadores de mutações nesses genes. 
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3.1.1. Caracterização da amostra 

A todos os indivíduos que aceitaram colaborar no presente estudo, foi solicitada a 

realização de um inquérito (Anexo 3) através do qual foram recolhidos dados 

sociodemográficos, nomeadamente, o sexo, a idade e o local de residência; dados 

antropométricos, como o peso e a altura, permitindo o cálculo do índice de massa corporal 

(IMC); antecedentes patológicos médicos (oncológicos relacionados e não relacionados com a 

SHCMO, cardiovasculares, entre outros); e hábitos pessoais, particularmente hábitos tabágicos, 

prática de exercício físico e ingestão diária de água. Adicionalmente, dados relativos à exposição 

a radiação ionizante, em termos qualitativos e quantitativos, foram também recolhidos. 

A dose efetiva cumulativa, para cada indivíduo, foi calculada através da soma das doses 

correspondentes a cada exame realizado com recurso a radiação ionizante. Para tal, 

consideraram-se como valores de referência dos exames radiológicos os valores apresentados 

no documento Dose Datamed II Portugal – Avaliação da exposição da população portuguesa a 

radiações ionizantes devido a exames médicos de Radiodiagnóstico e Medicina Nuclear. 

Contudo, devido à ausência de informação em relação a alguns tipos de tomografia 

computorizada, os valores da dose efetiva para esses exames foram calculados através da 

multiplicação do valor de dose length product (DLP) descrito para Portugal, no estudo de Santos 

et al., pelos fatores k (67). Relativamente aos exames que empregam radiação ionizante, para 

os quais não existiam dados portugueses, usou-se a estimativa de dose, internacionalmente 

aceite. 

   

3.1.2. Colheita da amostra sanguínea 

Cada indivíduo incluído no projeto foi submetido a uma punção venosa periférica na 

flexura cubital para a colheita de uma amostra de cerca de 10 mL de sangue periférico, realizada 

nos serviços de Patologia Clínica do IPOCFG. A amostra de cada participante foi colocada num 

tubo de colheita heparinizado (Heparin Tubes, BD Vacutainer®, United Kingdom). 

 

3.2. Estabelecimento de linhas celulares linfoblastoides 

Após a colheita, as amostras sanguíneas foram processadas no Laboratório de 

Citogenética e Genómica da FMUC, por forma a obter linhas celulares linfoblastoides (LCLs, do 
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inglês lymphoblastoid cell lines). Estas resultam da infeção, in vitro, de células B humanas com o 

vírus Epstein-Barr (EBV, do inglês Epstein-Barr virus), conduzindo a alterações que as fazem 

crescer indefinidamente (população celular com proliferação contínua). Estas linhas celulares 

imortalizadas trouxeram inúmeras vantagens para a investigação ao possibilitarem o 

fornecimento ilimitado de linfócitos B de cada participante, minimizando a necessidade de 

colheita repetida de sangue e permitindo a realização de estudos mais prolongados (68,69).  

O protocolo iniciou-se com o isolamento de células mononucleares do sangue periférico 

(PBMCs, do inglês peripheral blood mononuclear cells) usando os diferentes gradientes de 

densidade através da centrifugação do sangue periférico na solução Histopaque®. Para tal, 

adicionaram-se 3 mL da referida solução a um tubo, homogeneizou-se o sangue por forma a 

evitar a formação de coágulos e colocaram-se, lentamente, cerca de 5 mL de sangue periférico 

por cima do Histopaque®, criando duas camadas distintas. Posteriormente, centrifugou-se a 

mistura durante 20 minutos, a 1400 rpm (Heraeus Labofuge 400; raio do rotor 17,4 cm), com 

redução gradual da velocidade no período final da centrifugação de modo a evitar a destruição 

do anel de PBMCs. A Figura 8 representa a distribuição dos diferentes constituintes do sangue 

após a centrifugação. 

 

Seguidamente, com a ajuda de uma micropipeta, o anel das PBMCs foi aspirado para um 

novo tubo para ser submetido a lavagem. Para tal, adicionaram-se 7 a 8 mL de solução de Hank 

Figura 8 - Distribuição dos diferentes constituintes do sangue periférico após centrifugação, durante 20 

minutos, a 1400 rpm (Heraeus Labofuge 400; raio do rotor 17,4 cm). O plasma, ao ser a camada mais leve, 

localiza-se no topo. Imediatamente abaixo, localiza-se o anel de PBMCs seguido do Histopaque® e, 

finalmente, a camada mais pesada, constituída por granulócitos e eritrócitos. 
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(HBSS, do inglês Hank’s Balanced Salt Solution) às PBMCs aspiradas e centrifugou-se novamente 

durante 8 minutos, a 1200 rpm (Heraeus Labofuge 400; raio do rotor 17,4 cm). Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado. O procedimento correspondente à lavagem das 

células foi realizado até que o sobrenadante se tornasse rosado. Após a lavagem, o pellet, 

correspondente às PBMCs, foi adicionado a um frasco de cultura que continha 3 mL de meio de 

transformação. Este meio é constituído por Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, 20% 

de soro bovino fetal (FBS, do inglês fetal bovine serum), 1% de antibiótico 

penicilina/estreptomicina (100U/mL de penicilina e 10 µg/mL de estreptomicina) e 1% de 

ciclosporina, sendo esta última responsável pela inibição da divisão celular dos linfócitos T, 

conduzindo à proliferação apenas de linfócitos B. Finalmente, adicionaram-se 1,5 mL de uma 

suspensão com vírus ao frasco de cultura. Dois e três dias após o isolamento de PBMCs e 

colocação em meio de transformação com EBV, adicionaram-se 2 e 1 mL de meio de 

transformação, respetivamente. Posteriormente, adicionou-se 1 mL desse mesmo meio de dois 

em dois dias até se observar a formação de LCLs. Durante o processo, as células foram mantidas 

numa atmosfera húmida com 95% de ar e 5% de dióxido de carbono (CO2), a 37°C, numa 

incubadora Panasonic (Figura 9). 

 

 

 

3.3. Cultura celular 

A cultura celular consiste em métodos laboratoriais que possibilitam o crescimento de 

células em condições fisiológicas, em suspensão ou aderentes em monocamada, com origem 

numa linha celular, cultura primária ou tecido (70). O conhecimento dos procedimentos 

Figura 9 - Cultura de linhas células linfoblastoides obtidas a partir do sangue periférico de indivíduos 

portadores e do indivíduo não portador de mutação nos genes BRCA1 e BRCA2. As linhas celulares foram 

mantidas numa atmosfera húmida, a 37°C, com 95% de ar e 5% de dióxido de carbono, numa incubadora 

Panasonic. 
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subjacentes à cultura celular, assim como das técnicas assépticas rigorosas e da morfologia 

celular, é essencial para a manutenção, in vitro, das culturas, livres de qualquer tipo de 

contaminação. 

Após a transformação dos linfócitos B em LCLs, a qual durou cerca de 2 semanas, as 

células foram propagadas em culturas em suspensão, mantidas a 37°C, numa atmosfera 

humidificada com 95% de ar, 5% de CO2, numa incubadora Panasonic e cultivadas em meio 

completo, constituído por RPMI 1640, 20% de FBS e 1% de antibiótico penicilina/estreptomicina, 

até que estivessem em condições ótimas para congelamento. 

Para a concretização dos estudos foi essencial realizar a manutenção das células em 

cultura. Assim, a cada 2-3 dias, a cultura em suspensão foi colocada com novo meio até que as 

células atingissem uma concentração de cerca de 106 células/mL, correspondente a uma 

confluência elevada, ou seja, um elevado número de agregados, de elevadas dimensões, 

característicos destas linhas celulares. Quando este ponto foi atingido, as LCLs foram divididas 

por forma a continuarem a crescer.  

A criopreservação de LCLs foi realizada utilizando um meio de congelamento constituído 

por 90% de FBS e 10% de dimetilsulfóxido (DMSO, do inglês dimethyl sulfoxide), o qual 

corresponde a um agente crioprotetor. Trata-se de um processo no qual se utilizam 

temperaturas muito baixas para preservar células ou tecidos vivos estruturalmente intactos, por 

qualquer período de tempo. O meio de congelamento foi adicionado às células e, 

posteriormente, a suspensão foi dividida por tubos de congelamento, os quais foram colocados 

durante 30 minutos em gelo normal, 30 minutos em gelo seco e, finalmente, em azoto líquido 

até à sua utilização.  
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O processo subjacente à formação de LCLs, desde a colheita do sangue periférico até à 

criopreservação, encontra-se representado na Figura 10 (71). 

 

3.4. Extração de DNA 

As linhas celulares linfoblastoides obtidas após infeção pelo vírus Epstein-Barr, como 

mencionado, permitiram o fornecimento ilimitado de linfócitos B sendo, consequentemente, 

uma fonte ilimitada de DNA humano. Desta forma, após a formação de LCLs de cada um dos 

indivíduos envolvidos no presente estudo, procedeu-se à extração de DNA.  

A extração de DNA genómico, realizada pela primeira vez em 1869 pelo médico suíço 

Friedrich Miescher, é um método crucial utilizado em biologia molecular que possibilita o 

isolamento de DNA a partir de qualquer material biológico. Para tal, esta técnica envolve, 

Figura 10 - Diagrama da formação de linhas celulares linfoblastoides (LCLs), expansão e criopreservação. 

O sangue total foi colhido e as células mononucleares do sangue periférico foram isoladas e transformadas 

em LCLs, através da infeção com o vírus Epstein-Barr. As linhas celulares cresceram em meio de cultura e, 

quando atingiram elevada concentração, foram divididas em subculturas diluídas, permitindo o 

crescimento contínuo ao longo do tempo. Quando a cultura atingiu uma elevada densidade celular, as 

células foram criopreservadas. [Adaptado de (71)] 
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primeiramente, a lise das membranas celulares e consequente exteriorização do DNA, seguida 

da remoção dos outros componentes celulares da solução, como restos de membranas, 

proteínas e RNA. O uso deste método deve conduzir à extração eficiente da biomolécula em 

causa, no que diz respeito ao seu grau de pureza (qualidade) e quantificação (concentração) 

(72,73).  

Relativamente à pureza, esta é avaliada através da razão entre a absorvância com um 

comprimento de onda de 260 nm, a absorvância máxima dos ácidos nucleicos, e a absorvância 

com 280 nm, a absorvância máxima de proteínas. O DNA de boa qualidade deverá apresentar 

valores próximos ou superiores a 1,8, que indicam uma pureza adequada, enquanto valores 

abaixo podem indicar a presença de proteínas ou de outros contaminantes, como compostos 

fenólicos. Adicionalmente, a razão entre a absorvância nos 260 nm e nos 230 nm é amplamente 

utilizada como medida secundária da pureza de DNA, com valores entre 2 e 2,2. Caso a razão 

seja consideravelmente inferior, pode indicar a presença de contaminantes que absorvem nos 

230 nm, como o EDTA (do inglês ethylenediamine tetraacetic acid), proteínas, hidratos de 

carbono, lípidos e sais (74). 

Em relação à quantificação, crucial para muitas aplicações de biologia molecular, o 

método mais utilizado é a espetrofotometria, na qual a amostra é exposta a luz ultravioleta com 

comprimento de onda de 260 nm e medida a quantidade de luz absorvida pelo DNA em solução. 

Quando maior a absorção, maior a concentração de DNA presente na amostra. No final, de 

acordo com a lei de Beer-Lambert, é possível relacionar a quantidade de luz absorvida com a 

concentração da molécula que a absorve (74). Desta forma, sabendo que o valor de absorvância 

de 1 corresponde a uma concentração de 50 µg de DNA/mL, é possível calcular a concentração 

de DNA obtida em cada amostra. 

𝑪𝒐𝒏𝒄𝒆𝒏𝒕𝒓𝒂çã𝒐 (
µ𝒈

𝒎𝑳
) = 𝐴260 × 𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 × 50 µ𝑔/𝑚𝐿 (1) 

Atualmente, diversos protocolos são empregues para realizar a extração de DNA. A 

escolha dependerá de diversos fatores, nomeadamente o tipo de tecido utilizado e o grau de 

pureza e de integridade necessária para a aplicação em que o DNA será usado. 

O protocolo utilizado no projeto, pelo Laboratório de Citogenética e Genómica da 

FMUC, teve como base a separação de DNA por adsorção seletiva em partículas de sílica, 

utilizando o High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche). Primeiramente, as amostras foram 

incubadas com um Lysis Buffer, responsável pela lise das células, e com a proteinase K, a qual 
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conduziu à clivagem das proteínas. De seguida, colocou-se o DNA em contacto com a superfície 

de sílica, o qual se liga seletivamente à mesma. Os restantes componentes celulares foram 

removidos durante etapas de lavagem à base de álcool, através de centrifugações sucessivas. 

Após a ligação e lavagem, o DNA foi eluído com água. 

A extração de DNA, no presente estudo, teve como intuito isolar e manter o DNA de 

todos os indivíduos portadores e não portadores de mutações nos genes BRCA1/2 envolvidos 

no projeto, caso seja necessário utilizar futuramente, por exemplo, para caracterizações 

moleculares adicionais que envolvam o DNA, não necessitando de uma nova colheita de sangue. 

 

3.5. Tempo de duplicação da população 

A taxa de crescimento de uma população, isto é, quão rápido o tamanho da população 

varia ao longo do tempo, é uma característica fundamental de qualquer cultura celular, podendo 

ser afetada por diversos fatores, como a presença de fármacos ou toxinas, a temperatura e as 

alterações genéticas (75). 

A medida mais comum para avaliar a taxa de crescimento de uma cultura celular é o 

tempo de duplicação da população (DT, do inglês doubling time), o qual corresponde ao tempo 

que uma população celular leva para duplicar o seu tamanho (75). Esta medida possibilita um 

maior conhecimento relativo às características das linhas celulares em estudo, nomeadamente 

o seu crescimento, assim como uma melhor compreensão dos tempos subjacentes à atuação 

dos mecanismos de reparação celular. 

Para o cálculo do DT procedeu-se, primeiramente, à determinação da concentração da 

cultura celular, adicionando-se a uma amostra da suspensão celular um volume igual da solução 

de azul de tripano, seguindo-se a contagem do número de células, através de uma câmara de 

Neubauer e de um microscópio ótico invertido (Motic AE31), com uma ampliação de 100x. 

Posteriormente, centrifugou-se a amostra durante 10 minutos, a 1000 rpm (Heraeus Multifuge 

1L-R; raio do rotor 18,7 cm), descartou-se o sobrenadante e adicionou-se meio de cultura por 

forma a manter as células numa concentração de 0,5 ×  106 células/mL. No final, colocaram-se 

100 µL em cada poço de uma placa de 96 poços de fundo redondo, em triplicado. As células 

foram incubadas a 37°C e 5% de CO2, numa incubadora Binder® (Binder, Alemanha). 

Diariamente, durante 8 dias, determinou-se o tamanho da população celular, ou seja, o número 
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de células vivas, o qual está associado à taxa de crescimento, através do método de exclusão 

por azul de tripano. Finalmente, o tempo de duplicação da população foi determinado, através 

das equações: 

𝒑𝒐𝒑𝒖𝒍𝒂𝒕𝒊𝒐𝒏 𝒅𝒐𝒖𝒃𝒍𝒊𝒏𝒈 𝒕𝒊𝒎𝒆 =
𝑙𝑛2

𝑔𝑟
 (2), com 𝑔𝑟 =

ln(𝐶2÷𝐶1)

(𝑡2−𝑡1)
 (3), 

onde C1 e C2 correspondem às concentrações nos tempos t1 e t2, respetivamente. 

 

3.6. Morfologia celular 

A morfologia celular, estudada com recurso a microscopia, diz respeito às características 

morfológicas das células, nomeadamente a forma e o tamanho. Assim, com o intuito de 

conhecer melhor as linhas celulares em estudo, procedeu-se à análise morfológica das células. 

O protocolo iniciou-se com a determinação da concentração da cultura celular através 

do método de exclusão por azul de tripano. De seguida, adicionaram-se 200 000 células a um 

tubo, centrifugou-se durante 5 minutos, a 2500 rpm (Heraeus Multifuge 1L-R; raio do rotor 18,7 

cm) e descartou-se o sobrenadante, com ressuspensão do pellet em 50 µL de FBS. Realizou-se 

um esfregaço das células em lâminas (Normax, Portugal) previamente limpas com metanol e 

deixaram-se a secar durante 30 minutos. Posteriormente, fixaram-se as células em metanol 

durante 5 minutos e procedeu-se à coloração das lâminas com Giemsa (Merck, Germany) a 4% 

em água destilada durante 15 minutos, no escuro.  

Finalmente, no dia seguinte, foi utilizado o microscópio ótico Nikon Eclipse 80i, 

equipado com Nikon Digital Camera DXM 1200F, para observação das células. 

 

3.7. Irradiação 

 

3.7.1. Tomografia Computorizada 

De modo a irradiar as linhas celulares com raios-X de diagnóstico, foi preparada uma 

suspensão celular com concentração conhecida, de 0,5 × 106  células/mL, e adicionada em 

microtubos, previamente identificados com o código de identificação do participante e com a 
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respetiva condição: controlo (não sujeito a irradiação) ou irradiado, com cada condição em 

duplicado. Em todos os microtubos foi colocado o mesmo volume de LCLs (2,2 mL) e todos foram 

preparados e mantidos nas mesmas condições. A irradiação foi realizada no serviço de 

Imagiologia do Hospital da Luz de Coimbra recorrendo a um fantoma.  

As amostras foram irradiadas com doses cumulativas num esquema fracional, ou seja, a 

irradiação foi realizada uma vez por semana, durante 4 semanas, por forma a mimetizar o que 

acontece na prática clínica e considerando que o tempo entre os procedimentos imagiológicos 

pode representar uma resposta biológica relevante nos efeitos da radiação ionizante.  

A cada semana, as amostras foram irradiadas com doses correspondentes a CT 

lombares. Para tal, utilizou-se o computed tomography dose index (CTDI) body phantom de 

polimetilmetacrilato (PMMA), um fantoma de controlo de qualidade de CT. Este fantoma tem 

orifícios que possibilitam a colocação dos microtubos no seu interior por forma a serem 

irradiados. Para simular a CT lombar, foi usado um tomógrafo da Siemens, SOMATOM® 

Definition Flash, do serviço de Imagiologia do Hospital da Luz de Coimbra. O fantoma foi 

colocado alinhado com o centro da gantry, na mesa do tomógrafo, e os microtubos foram 

colocados nos orifícios externos do fantoma por forma a que a radiação sofresse reduzidas 

interações até os atingir (Figura 11).  

 

Figura 11 - Fantoma empregue na irradiação das amostras com doses correspondentes a CT lombar. Os 

microtubos foram colocados nos orifícios externos do fantoma, o qual se encontrava alinhado com o 

centro da gantry. 
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Antes das irradiações, realizou-se um topograma usando uma tensão na ampola de 120 

kV e uma corrente de 35 mA. O topograma consiste numa imagem digital semelhante à 

radiografia convencional realizado com o intuito de planear a CT subsequente. Relativamente 

às CT lombares, na primeira, utilizou-se uma tensão na ampola de 140 kV, com um valor do 

produto entre a corrente e o tempo de 350 mAs e um pitch de cerca de 1. A CTDI volumétrica 

(CTDIvol), a qual representa a dose através de uma fatia do fantoma, foi de 34,27 mGy e o DLP, 

o qual corresponde ao produto de CTDIvol pelo comprimento do scan, de 668,9 mGy.cm. 

Utilizando 0,015 como fator de conversão, obteve-se uma dose efetiva de CT lombar de 10,03 

mSv. Na segunda CT utilizou-se uma tensão na ampola de 140 kV, um valor do produto entre a 

corrente e o tempo de 600 mAs e um pitch de cerca de 1. A CTDIvol foi de 58,58 mGy e o DLP de 

1143,7 mGy.cm. Utilizando 0,015 como fator de conversão, obteve-se uma dose efetiva de CT 

lombar de 17,16 mSv. Desta forma, semanalmente, as amostras foram submetidas a uma dose 

efetiva total de 27,19 mSv. 

 

3.7.2. Radioterapia 

De modo a irradiar as linhas celulares com raios-X com dose terapêutica, foi preparada 

uma suspensão celular com uma concentração conhecida, de 0,5 ×  106 células/mL, e 

adicionada a microtubos de 1,5 mL, previamente identificados com o código de identificação do 

participante e com a respetiva condição: controlo ou irradiado, com cada condição em 

duplicado. Em todos os microtubos foi colocado o mesmo volume de LCLs e todos foram 

preparados e mantidos nas mesmas condições. A irradiação foi realizada no serviço de 

Radioterapia do Centro Hospitalar e Universitário de Coimbra (CHUC), com o acelerador linear 

Truebeam da Varian (Figura 12). 

As amostras foram expostas a radiação correspondente a uma dose efetiva de 2 Sv 

através de duas incidências (90° e 270°), com o intuito de obter um controlo positivo para as 

linhas celulares em estudo, através da replicação da experiência de Baert et al. (66). Para tal, as 

amostras foram colocadas num fantoma preenchido com água (Figura 12) uma vez que se 

conhece melhor o comportamento da radiação em meio líquido e para que as células fossem 

expostas a uma dose precisa. 
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3.8. Avaliação da atividade metabólica 

Existem diferentes métodos que possibilitam o estudo dos efeitos da exposição à 

radiação ionizante. Após a irradiação das amostras, utilizou-se um método de 

espetrofotometria, o ensaio do XTT, de modo a avaliar os efeitos na atividade metabólica e, 

consequentemente, na proliferação celular. 

O ensaio do XTT (2,3bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5[(fenilamino)carbonilo] -2H-

tetrazolio) de sódio), descrito pela primeira vez em 1988, por Scudieto et al., é um ensaio 

colorimétrico empregue para quantificar a atividade metabólica celular como um indicador de 

proliferação e citotoxicidade celulares. Trata-se de um método que se baseia na redução de XTT, 

um sal incolor ou levemente amarelado, a formazano, de cor laranja, pelas enzimas 

desidrogenases mitocondriais presentes em células metabolicamente ativas. O produto de 

clivagem do XTT é solúvel em soluções aquosas e quantificado, de forma direta, através de um 

espetrofotómetro de leitura de microplacas. Uma maior atividade metabólica está associada a 

uma maior atividade das desidrogenases que, por sua vez, está associada a uma maior 

quantidade de formazano em solução (76). A sensibilidade deste ensaio é melhorada através da 

utilização de um transportador de eletrões intermediário, o metil sulfato de N-metil 

dibenzopirazina (PMS), o qual ajuda na redução do XTT e na formação de formazano. 

Figura 12 - Acelerador linear Truebeam (Varian). O acelerador foi empregue com o intuito de irradiar 

amostras de LCLs obtidas a partir de indivíduos portadores de mutação BRCA2 com uma dose efetiva de 

2Sv, as quais foram previamente colocadas num fantoma de água. 
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Primeiramente, antes da realização do ensaio, prepararam-se os reagentes necessários: 

XTT e PMS. Relativamente ao XTT, preparou-se uma solução com concentração inicial de 1 

mg/mL em RPMI, com agitação em vórtex para homogeneizar, filtrou-se e armazenou-se o 

reagente a -20°C, protegido da luz. Em relação ao PMS, preparou-se uma solução com 

concentração inicial de 1,25 mM, assim como alíquotas de 200 µL que também se armazenaram 

a -20°C, protegidas da luz. 

Por forma a investigar os efeitos da exposição a radiação ionizante na atividade 

metabólica, após cada irradiação, as LCLs, irradiadas e não irradiadas (controlo), foram 

cultivadas numa placa de 96 poços, numa concentração de 0,5 ×  106 células/mL (50 000 

células/poço), durante 7 dias. Posteriormente, 50 µL das soluções de reação homogénea de XTT 

e de PMS, previamente preparadas na proporção 50 µL XTT + 1 µL PMS, foram adicionados a 

cada poço e a placa foi incubada, a 37°C e 5% de CO2, numa incubadora Binder®, durante cerca 

de 4 horas, ao abrigo da luz. Finalmente, os resultados da reação química do ensaio do XTT 

(absorvância) foram medidos através de um espetrofotómetro (PerkinElmer, EnSpire® 

Multimode Plate Reader), com o comprimento de onda a 450 nm. 

O protocolo correspondente ao ensaio do XTT encontra-se esquematizado na Figura 13: 

 
 

3.9. Avaliação da viabilidade celular e tipos de morte celular 

A citometria de fluxo é uma técnica importante empregue com o intuito avaliar, 

simultaneamente e num curto período de tempo, diversas características das células ou outras 

partículas biológicas microscópicas que se encontram em suspensão num meio líquido. Esta 

técnica tem como princípio a utilização de um fluxo de partículas que se dispõem umas a seguir 

Figura 13 - Esquema representativo do protocolo do ensaio do XTT, utilizado no estudo da atividade 

metabólica. Figura criada com recurso ao Biorender. 
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às outras, interagindo com um feixe de luz de um único comprimento de onda, permitindo a 

formação de um sinal (dispersão e/ou emissão de luz por fluorocromos), capaz de ser detetado 

por detetores. A combinação de luz dispersa e fluorescente permite explorar vários tipos de 

informação sobre cada partícula individual (77,78). 

Neste projeto, a citometria de fluxo foi utilizada para avaliar os efeitos decorrentes da 

exposição das LCLs a radiação ionizante utilizada em diagnóstico a nível da viabilidade celular e 

dos tipos de morte celular (apoptose e necrose), através da dupla marcação com dois 

fluorocromos diferentes, a anexina V (AnV) e o iodeto de propídeo (IP). A AnV, ao ligar-se com 

elevada afinidade à fosfatidilserina, um fosfolípido presente na bicamada lipídica, permite 

identificar células em apoptose já que se transloca do folheto interno para o folheto externo da 

membrana. Por outro lado, o IP é um marcador fluorescente que apresenta a capacidade de se 

intercalar no DNA das células. No entanto, a membrana das células é impermeável a este 

fluorocromo, pelo que este apenas intercala em células que tenham a membrana celular 

comprometida, como células em necrose ou em apoptose tardia. Desta forma, através da dupla 

marcação AnV/IP é possível agrupar e classificar a população celular em estudo em quatro 

grupos distintos: o grupo I, correspondente a células viáveis ou com nenhuma morte celular 

mensurável; o grupo II, que engloba células que se encontram em apoptose inicial, onde a 

integridade da membrana celular se mantém intacta; o grupo III, que corresponde a células que 

se encontram em apoptose tardia/necrose; e o grupo IV, que contabiliza células em necrose. 

Assim, cada um dos grupos possui um perfil de marcação característico (Tabela 3) (79,80). 

 

Tabela 3 - Padrões de marcação com Anexina V/Iodeto de Propídeo para os diferentes grupos celulares. 

Grupos Anexina V Iodeto de Propídeo 

Grupo I 

Células vivas 
- - 

Grupo II 

Células em apoptose inicial 
+ - 

Grupo III 

Células em apoptose 

tardia/necrose 

+ + 

Grupo IV 

Células em necrose 
- + 
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Para realizar a citometria de fluxo utilizaram-se 0,5 ×  106 ou 1 ×  106 células de uma 

suspensão celular, obtidas após a centrifugação durante 5 minutos, a 2500 rpm (Heraeus 

Multifuge 1L-R; raio do rotor 18,7 cm), com o intuito de obter tanto as células vivas como as 

mortas. O pellet obtido foi ressuspenso em PBS (do inglês phosphate buffer saline) 1X, para 

lavagem, e adicionado em tubos de citometria, com posterior centrifugação a 2500 rpm, durante 

10 minutos. O pellet resultante foi ressupenso em 100 µL de tampão de ligação (1X) e as células 

foram incubadas em 2,5 µL de AnV e 1 µL de IP, durante 15 minutos no escuro, à temperatura 

ambiente. Após o tempo de incubação, adicionaram-se 400 µL de tampão de ligação (1X) e, 

seguidamente, realizou-se a análise no citómetro, utilizando os comprimentos de onda de 

excitação de 525 nm para a AnV e de 640 nm para o IP.  

 
 

3.10. Avaliação da genotoxicidade 

A genotoxicidade refere-se à capacidade de certos agentes químicos (genotoxinas) de 

conduzir a lesões no material genético contido no interior de uma célula (81). Embora a célula 

tenha diversos mecanismos envolvidos na reparação de danos no DNA, por vezes, eles falham. 

Desta forma, diversos testes foram desenvolvidos ao longo dos anos com o intuito de avaliar a 

genotoxicidade, nomeadamente o ensaio dos cromossomas dicêntricos e o ensaio de 

micronúcleos. 

As aberrações cromossómicas são alterações que ocorrem no número ou na estrutura 

dos cromossomas. As aberrações cromossómicas numéricas verificam-se quando há um 

aumento ou diminuição do número de cromossomas, já as estruturais não alteram a quantidade 

de cromossomas numa célula, mas determinam o aparecimento de cromossomas anormais. 

Relativamente às aberrações estruturais, os cromossomas dicêntricos fazem parte das mesmas. 

Estes são cromossomas que apresentam dois centrómeros, resultantes de quebras de cadeia de 

DNA e consequente replicação anormal do cromossoma (Figura 14) (82). Os cromossomas 

dicêntricos são considerados os mais sensíveis e específicos para avaliar o efeito da radiação, 

mesmo para baixas doses efetivas (< 100 mSv, de acordo com Abe et al.) (83). Adicionalmente, 

aumentos na dose de radiação produzem um número crescente destes cromossomas.  
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O ensaio dos cromossomas dicêntricos é um teste biodosimétrico bem estabelecido que 

se baseia no princípio de que a exposição a radiação conduz a lesões no DNA, como quebras de 

cadeia, em particular, DSBs (84).  

O protocolo correspondente a este ensaio iniciou-se com a adição de 1 × 106 a 5 × 106 

células a um frasco de cultura com 7,5 mL de meio (RPMI 1640, 20% FBS), o qual foi mantido 

durante 48 horas numa atmosfera húmida com 95% de ar e 5% de CO2, a 37°C, numa incubadora 

Panasonic. Posteriormente, foram adicionados 200 µL de colcemida (10 µL/mL), uma molécula 

inibidora do citoesqueleto microtubular, conduzindo à paragem da divisão celular quando a 

mesma atinge a metáfase e, de seguida, incubou-se novamente durante 2 horas. Após as 50 

horas de incubação, centrifugaram-se as culturas, durante 3 minutos, a 1500 rpm (Heraeus 

Labofuge 400; raio do rotor 17,4 cm), descartou-se o sobrenadante para obtenção das células e 

adicionaram-se 10 mL da solução hipotónica de cloreto de potássio (KCl, 0,55g/mL, 10 minutos), 

procedendo-se a uma nova centrifugação nas mesmas condições. Seguidamente, adicionaram-

se 10 mL da primeira solução fixadora composta por 92 mL de água destilada, 5 mL de ácido 

acético e 3 mL de metanol e levou-se novamente a centrifugar. Descartou-se o sobrenadante, 

adicionaram-se 10 mL de metanol, centrifugou-se novamente e, finalmente, adicionaram-se 10 

mL da solução de fixação de metanol em ácido acético na proporção 3:1 em volume. Após a 

fixação, as células foram colocadas em lâminas e deixadas a secar durante a noite, à temperatura 

ambiente. No dia seguinte, procedeu-se à coloração das lâminas com Giemsa a 5% (Merck, 

Germany), durante 15 minutos, e procedeu-se à visualização dos cromossomas dicêntricos 

recorrendo ao microscópio ótico Nikon Eclipse 80i. 

Figura 14 - Exemplos representativos de cromossomas dicêntricos, obtidos após a irradiação de linfócitos 

de sangue periférico. As setas a vermelho representam os cromossomas dicêntricos. [Adaptado de (82)] 
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O micronúcleo é um fragmento de cromossoma, pequeno, redondo e com uma 

coloração semelhante à do núcleo, que permanece no citoplasma da célula após a sua divisão 

sendo, por isso, independente do seu núcleo principal. O micronúcleo pode resultar de lesões 

no DNA ou de instabilidade genómica, podendo surgir como resultado de processos naturais, 

como o metabolismo ou o envelhecimento, ou de fatores ambientais, hábitos ou doenças (85). 

O ensaio de micronúcleos é um ensaio celular empregue na avaliação da 

genotoxicidade, tendo como unidade de observação a célula. Atualmente, existem diversos 

tipos de ensaios de micronúcleos, sendo o ensaio de micronúcleos com bloqueio da citocinese, 

desenvolvido por Fenech e Moreley, o mais utilizado em células humanas. Dado que os 

micronúcleos são visíveis somente após a divisão celular, utiliza-se a citocalasina-B de forma a 

parar a citocinese, resultando na formação de células binucleadas, nas quais se realiza a 

contagem dos micronúcleos (86). 

O protocolo do ensaio de micronúcleos teve início com a adição, 24 horas após a 

irradiação, de 15 µL de citocalasina-B (concentração final de 6 µL/mL) a uma suspensão celular 

com 0,5 × 106 células, de modo a parar a citocinese e se obterem células binucleadas. De 

seguida, colocaram-se novamente as células a incubar até perfazer cerca de 72 horas após a 

irradiação. Após as 72 horas, a cultura celular foi levada a centrifugar, a 900 rpm (Heraeus 

Multifuge 1L-R; raio do rotor 18,7 cm), durante 10 minutos, para remover o meio de cultura. 

Depois, descartou-se o sobrenadante e adicionaram-se, muito lentamente, 2 mL da solução de 

fixação metanol/ácido acético na proporção 3:1 em volume. Levou-se novamente a suspensão 

celular a centrifugar por 10 minutos a 900 rpm e, posteriormente, descartou-se o sobrenadante. 

Por fim, adicionaram-se 50 µL da solução de fixação e colocaram-se, com o auxílio de uma 

micropipeta, 3 gotas de 10 µL em lâminas (Normax, Portugal) previamente limpas com papel 

absorvente. Na manhã seguinte, procedeu-se à coloração das lâminas com Giemsa (Merck, 

Germany) a 4% em água destilada durante 15 minutos, no escuro. 

Finalmente, foi utilizado o microscópio ótico Nikon Eclipse 80i para proceder à 

observação e contagem de micronúcleos. 
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O protocolo correspondente ao ensaio de micronúcleos com bloqueio da citocinese 

encontra-se esquematizado na Figura 15: 

Figura 15 - Esquema representativo do protocolo do ensaio de micronúcleos com bloqueio da citocinese, 

para avaliação da genotoxicidade. Figura criada com recurso ao Biorender. 

 

3.11. Análise estatística 

No projeto foi realizada a análise estatística dos resultados obtidos com recurso ao 

software GraphPad Prism® 9.00. Na análise descritiva, para as variáveis quantitativas, foram 

determinadas as medidas de tendência central, média e/ou mediana, e de dispersão, desvio-

padrão. 

A normalidade de distribuição de variáveis foi avaliada através do teste Shapiro-Wilk 

com o intuito de determinar o tipo de teste a utilizar, ou seja, no caso de uma distribuição 

normal utilizam-se testes paramétricos, contrariamente a uma distribuição não normal ou 

condições com n<10, para as quais são empregues testes não paramétricos. 

Uma vez que o presente estudo pretendia avaliar os efeitos decorrentes da exposição a 

radiação ionizante através da comparação de dois grupos independentes como, por exemplo, 

comparar a atividade metabólica entre o grupo de portadores e o grupo controlo para cada 

semana de irradiação, ou comparar os resultados obtidos através da citometria de fluxo para 

duas amostras distintas, realizou-se o teste estatístico Mann-Whitney. 

Um nível de significância de 5% (α = 0,05) foi considerado para todas as comparações.  
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Os materiais e métodos mencionados no capítulo anterior foram empregues com o 

intuito de avaliar os efeitos decorrentes da exposição a radiação ionizante em linhas celulares 

linfoblastoides, obtidas a partir de sangue periférico de portadores e não portadores de 

mutações nos genes BRCA1 e BRCA2. Os resultados obtidos encontram-se descritos no presente 

capítulo. 

 

4.1. Caracterização da amostra 

Neste estudo, foram incluídos 15 indivíduos pertencentes a famílias com variantes 

patogénicas nos genes BRCA1 e BRCA2. Destes, cerca de 93,3% (n=14) eram portadores de uma 

variante familiar, sendo identificadas 7 variantes: 3 no gene BRCA1 e 4 no gene BRCA2, as quais 

se encontram discriminadas na Tabela 4. Entre as variantes em análise, a variante fundadora 

portuguesa (c.156_157insAlu) foi a variante causal familiar com maior frequência, 

representando 40% (n=6) da amostra. A segunda variante com maior frequência foi a 

c.470_471Delct (20%, n=3), seguida da variante c.5595_5596delAT (13,33%, n=2). Finalmente, 

as variantes 5382InsC, c.1504_1508del, c.3599_3600del e c.1588A>T estiveram presentes 

unicamente em um indivíduo, representando 6,67% (n=1) dos casos para cada variante (Tabela 

4). 

Tabela 4 - Variantes causais identificadas nas famílias incluídas no presente estudo. 

Gene Variante 
Não portadores de 

variantes causais (n) 

Portadores de 

variantes causais(n) 

Nº de 

famílias (n) 

BRCA1 

5382InsC 0 1 1 

c.470_471Delct 0 3 1 

c.1504_1508del 1 0 1 

BRCA2 

c.156_157insAlu 0 6 4 

c.3599_3600del 0 1 1 

c.5595_5596delAT 0 2 1 

c.1588A>T 0 1 1 

Total 1 14 10 
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Relativamente aos dados sociodemográficos da amostra, o indivíduo não portador, o 

qual constitui o grupo controlo, era do género feminino (100%, n=1), enquanto, no grupo de 

portadores, 71,4% (n=10) eram do género feminino e 28,6% (n=4) do género masculino. A 

distribuição de género da nossa amostra encontra-se representada na Tabela 5. 

 

Tabela 5 - Distribuição da população em estudo, por grupo (portadores e não portador), tendo em conta 

o género. 

Género Não portador, n (%) Portadores, n (%) 

Feminino 1 (100%) 10 (71,4%) 

Masculino 0 4 (28,6%) 

 

Em relação às idades, no grupo controlo a idade foi de 31 anos. No grupo de portadores, 

a média de idades dos indivíduos foi de 38 anos e a mediana de 36,5 anos, tendo o indivíduo 

mais novo 18 anos e o mais velho 64 anos. A Figura 16 apresenta a distribuição de idades dos 

dois grupos.  
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Figura 16 - Gráfico representativo da distribuição de idade dos indivíduos incluídos no estudo, por grupo 

(portadores e não portador), tendo em conta a média (cruz) e a mediana (segundo quartil) de idades, o 

primeiro quartil, o terceiro quartil e os valores mínimo (traço inferior) e máximo (traço superior).  

Do ponto de vista profissional, o grupo controlo era constituído por uma empregada 

fabril (100%, n=1), enquanto no grupo de portadores 14,3% eram estudantes (n=2), e os 
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restantes 85,7% (n=12) tinham como ocupação profissional lavagem de automóveis, veterinário, 

chefe de equipa, canteiro, enfermeiro, auxiliar de jardim de infância, psicólogo, empregada 

doméstica, mediador de seguros, fruticultor, serralheiro ou desempregado (1 em cada). 

No que diz respeito ao local de residência, o indivíduo não portador residia no distrito 

de Leiria, em Ansião (100%, n=1). Em relação aos indivíduos portadores, 35,7% (n=5) residiam 

no distrito de Coimbra (1 em Miranda do Corvo, 1 na Figueira da Foz, 1 em Coimbra e 2 na 

Carapinheira), 35,7% (n=5) residiam no distrito de Viseu (1 em Oliveira de Frades e 4 em Viseu) 

e 28,6% (n=4) residiam no distrito de Leiria (3 no Vimeiro e 1 em Fátima). 

Relativamente aos dados antropométricos do grupo controlo, constituído apenas por 

um indivíduo, a massa corporal e a altura foram de 89 kg e 1,63 m, respetivamente. Nos 

portadores, a mediana da massa corporal foi de 63 kg, com uma massa corporal mínima de 50 

e máxima de 82 kg, e a mediana da altura foi de 1,685 m, com altura mínima de 1,53 e máxima 

de 1,74 m. Para cada um dos indivíduos foi determinado o IMC, através da expressão 𝐼𝑀𝐶 =

 
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 (𝑘𝑔)

(𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎(𝑐𝑚))2 . Com base no IMC e de acordo com a Organização Mundial de Saúde, cada 

indivíduo foi inserido numa das categorias apresentadas na Tabela 6: 

Tabela 6 - Classificação segundo a Organização Mundial de Saúde, a partir do IMC. 

Classificação IMC (kg/m2) 

Baixo Peso Inferior a 18,5 

Peso Normal 18,5 a 24,9 

Excesso de Peso 25 a 29,9 

Obesidade Grau I 30 a 34,9 

Obesidade Grau II 35 a 39,9 

Obesidade Mórbida Superior ou igual a 40 

 

 Na Figura 17, estão representados os gráficos relativos à distribuição do IMC dos dois 

grupos em estudo. No diagrama da esquerda, correspondente ao grupo de portadores, 

observaram-se 10 indivíduos com peso normal (71,43%) e 4 com excesso de peso (28,57%), já 

no grupo controlo (diagrama da direita), o indivíduo apresentava obesidade de grau I. 
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Figura 17 - Gráfico representativo da distribuição do IMC dos indivíduos incluídos no estudo, por grupos: 

portadores, à esquerda, e não portador, à direita. 

 

No que se refere aos hábitos, particularmente aos hábitos tabágicos, apenas um 

indivíduo pertencente ao grupo de portadores era fumador (7,14%). 

Relativamente à atividade física, o indivíduo não portador não praticava qualquer tipo 

de atividade física, assim como 50% (n=7) dos indivíduos incluídos no grupo de portadores. Nos 

restantes indivíduos (50%, n=7) pertencentes a este último grupo, 57,2% praticavam caminhada 

ou corrida (2 em cada) e 42,8% fazia crossfit, hidroginástica ou BTT (1 em cada). No grupo de 

portadores, a duração da atividade física variava de 1 hora (caminhada, crossfit, corrida, 

hidroginástica) a 4 horas (BTT). 

Em relação ao consumo diário de água, o indivíduo não portador (100%) ingeria 

aproximadamente 1,5 L de água por dia. No grupo de portadores, 42,86% (n=6) dos indivíduos 

ingeria menos de 1 L de água por dia, 14,28% (n=2) ingeria aproximadamente 1,5 L e 42,86% 

(n=6) ingeria mais de 1,5 L. Os dados relativos ao consumo diário de água em ambos os grupos 

encontram-se apresentados na Figura 18. 

 



Suscetibilidade dos indivíduos portadores de mutações BRCA1/2 à radiação de diagnóstico 

 

59 

 

42.86%  6 Menos de 1L
14.29%  2 Aproximadamente 1,5L
42.86%  6 Mais de 1,5L

Total=14

Portadores

Aproximadamente 1,5L

Total=1

Não portador

 

Figura 18 - Gráfico representativo da distribuição da ingestão diária de água dos indivíduos incluídos no 

estudo, por grupos: portadores, à esquerda, e não portador, à direita.  

 

De todos os indivíduos incluídos no estudo, apenas 1 (7,14%), pertencente ao grupo de 

portadores, apresentava história clínica de doença oncológica (carcinoma da mama) associada 

à síndrome no momento da consulta de Risco Familiar. Os restantes (o indivíduo não portador, 

n=1, e 92,86% do grupo de portadores, n=13) não apresentavam qualquer antecedente pessoal 

de doença oncológica. 

Relativamente a outros antecedentes patológicos pessoais, apenas 3 indivíduos 

(21,43%) pertencentes ao grupo de portadores reportaram ter ou ter tido: hipertensão arterial 

(33,3%, n=1), dislipidemia (66,6%, n=2) ou meningite (33,3%, n=1). Os restantes 78,57% (n=11) 

negaram qualquer antecedente patológico pessoal. 

No que diz respeito à exposição a radiação ionizante através de exames de diagnóstico, 

26,67% (n=4) da amostra total (n=15) nunca havia sido exposta. O indivíduo não portador já 

tinha realizado 2 procedimentos de imagem até ao momento da recolha de dados: mamografia 

(n=1) e CT (n=1). Nos indivíduos portadores, observou-se uma média de 9 estudos imagiológicos 

por indivíduo. O número máximo de procedimentos imagiológicos realizados individualmente 

foi de 45. Adicionalmente, o exame de diagnóstico mais realizado foi a radiografia ao tórax 

(42,52%), seguida da mamografia (41,73%). 

Tal como mencionado anteriormente, foi também realizada uma estimativa da dose 

efetiva cumulativa dos indivíduos incluídos no estudo. No indivíduo não portador, a dose efetiva 

cumulativa foi de 0,16 mSv até ao momento da realização do questionário. No grupo de 

portadores, a dose efetiva cumulativa foi, em média, de 5,25 mSv, com mediana de 1,31 mSv 

(valor mínimo de 0 e valor máximo de 22,12 mSv). 
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A Figura 19 representa a distribuição da dose efetiva cumulativa no grupo de 

portadores, verificando-se que em 50% (n=7) dos indivíduos portadores a dose efetiva 

cumulativa  foi inferior ou igual a 1mSv, o limite de dose efetiva anual a que a população em 

geral pode ser exposta, em 42,86% (n=6) variou entre 1 e 20 mSv, o limite de dose efetiva para 

trabalhadores expostos por ano,  e em 7,14% (n=1) foi superior a 20 mSv e inferior a 50 mSv, o 

limite de dose equivalente para a pele por ano, para a população em geral. Em nenhum indivíduo 

se obtiveram doses de diagnóstico iguais ou superiores a 50 mSv.   
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Figura 19 - Gráfico representativo da distribuição da dose efetiva cumulativa dos indivíduos pertencentes 

ao grupo de portadores de mutações nos genes BRCA1/2. 

 

Na amostra em estudo, nenhum indivíduo tinha sido submetido a tratamentos de 

radioterapia até ao momento da recolha dos dados. 

 

4.2. Estabelecimento de linhas celulares linfoblastoides 

Após a colheita do sangue periférico dos 15 indivíduos incluídos no estudo, portadores 

e não portador de mutações nos genes BRCA1/2, para tubos heparinizados, pelos serviços de 

Patologia Clínica do IPOCFG, estes foram rapidamente transportados para o Laboratório de 

Citogenética e Genómica da FMUC por forma a serem processados.  



Suscetibilidade dos indivíduos portadores de mutações BRCA1/2 à radiação de diagnóstico 

 

61 

 

Primeiramente, a partir do sangue de cada indivíduo, foram isoladas as PBMCs de 

acordo com o protocolo anteriormente descrito. Posteriormente, estas foram infetadas pelo 

vírus Epstein-Barr e transformadas em linhas celulares linfoblastoides.  

A taxa de sucesso de formação de LCLs foi de 100% o que significa que, em todas as 

amostras em que foi realizada a transformação dos linfócitos B do sangue em LCLs, esta foi bem-

sucedida. A Figura 20 mostra, em A, células mononucleares do sangue periférico, obtidas através 

do protocolo descrito, antes da infeção com o EBV. Em B, é possível visualizar a presença de 

aglomerados celulares, característicos das linhas celulares em estudo, formados após a infeção 

das células com o vírus. Estes apresentam morfologia típica de linhas celulares em suspensão 

em forma de roseta com diversos tamanhos. 

 

Apesar do sucesso na transformação, existiram amostras de portadores de mutações 

nos genes BRCA1/2 em que a mesma ocorreu mais lentamente, o que pode estar associado a 

diversos fatores como, por exemplo, à toma de determinados fármacos no momento da colheita 

da amostra sanguínea, os quais podem causar uma baixa qualidade de PBMCs e, 

consequentemente, condicionar a formação de LCLs.  

 

Figura 20 - Células antes e após a transformação por EBV, visualizadas através de microscópio ótico 

invertido (Nikon Eclipse TS100), com uma ampliação de 100x; (A) PBMCs antes da transformação; (B) 

células B imortalizadas por EBV, derivadas de PBMCs de um indivíduo portador de mutação BRCA. 

A B 
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4.3. Extração de DNA 

Após a formação de LCLs a partir do sangue periférico dos indivíduos inseridos no 

projeto, procedeu-se à extração de DNA, como mencionado na metodologia. Relativamente às 

amostras de dois indivíduos com mutação no gene BRCA2 (102 e 103), não foi possível realizar 

a extração uma vez que, nos frascos de cultura correspondentes às mesmas, se observou infeção 

por micoplasma, uma bactéria capaz de infetar e contaminar culturas de células e de se 

disseminar com grande facilidade. Os indicadores de qualidade das amostras de DNA extraídas 

encontram-se apresentados na Tabela 7. 

Tabela 7 - Dados relativos à extração de DNA, no que diz respeito à concentração, em ng/µL, e à pureza. 

Amostra Gene 
Concentração 

(ng/µL) 

Pureza 

A260/A280 

Pureza 

A260/A230 

100 

BRCA2 

547 1,77 1,39 

101 247 1,74 1,56 

104 140,8 1,96 1,53 

105 367,9 1,94 1,86 

111 749,7 1,91 2,25 

112 274,9 1,91 2,22 

113 261,1 1,91 2,45 

106 

BRCA1 

200 1,97 2,29 

107 319,3 1,89 2,14 

108 352,8 1,94 2,43 

109 442,0 1,96 2,46 

110 334,5 1,90 2,12 

114 - 276,5 1,96 2,18 

 

Analisando os dados apresentados, a concentração de DNA média foi de 347,19 ng/µL, 

com um desvio padrão de 159,23 ng/µL. Relativamente à pureza, a razão entre as absorvâncias 

medidas a um comprimento de onda de 260 nm e 280 nm teve como média 1,90 e desvio padrão 

0,07, com apenas duas amostras com valores abaixo do valor recomendado de pureza (1,8), 

contudo, bastante próximos do mesmo. Em relação à razão entre as absorvâncias medidas a 260 

nm e 230 nm, a mesma teve como média 2,07 e desvio padrão 0,37, com quatro amostras com 

valores abaixo do recomendando (2,0), podendo indicar a presença de contaminantes. No 
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protocolo empregue para a extração de DNA utilizaram-se soluções constituídas por guanidina-

HCl, assim como EDTA, as quais absorvem a 230 nm. Assim, a possível presença de quantidades 

residuais destas substâncias pode ter conduzido a uma redução da razão de absorvância em 260 

nm e 230 nm.  

Desta forma, podemos concluir que, tendo em conta o primeiro e o segundo parâmetro 

de pureza, 84,62% e 69,23% do DNA extraído a partir das amostras são de boa qualidade, 

respetivamente, podendo ser empregue no futuro em estudos que envolvam a utilização de 

DNA. 

 

4.4. Tempo de duplicação da população  

Aquando da cultura das linhas celulares linfoblastoides, determinou-se a taxa de 

crescimento de LCLs derivadas de cinco indivíduos: dois com mutação no gene BRCA1 (108 e 

109), dois com mutação no gene BRCA2 (105 e 113) e um sem mutação nos genes em causa 

(114). A Figura 21 representa as curvas de crescimento de cada uma das linhas celulares, ou seja, 

a concentração de células ao longo do tempo. Os dados obtidos mostram que diferentes LCLs, 

obtidas a partir de indivíduos distintos, apresentam perfis de crescimento diferentes e, ainda, 

parece haver diferenças na taxa de crescimento quando consideramos amostras provenientes 

de portadores e do indivíduo não portador de mutações nos genes BRCA1/2. 
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Figura 21 - Curvas correspondentes ao crescimento de LCLs obtidas a partir de diferentes indivíduos. Os 

indivíduos 105 e 113 são portadores de mutação no gene BRCA2 (curvas a cinzento-escuro), enquanto os 

indivíduos 108 e 109 apresentam mutação no gene BRCA1 (curvas a cinzento-claro). O indivíduo 114 

corresponde a um não portador de mutação nos genes BRCA1/2 (curva a preto). 

 

Adicionalmente, foram obtidas imagens através de um microscópio ótico invertido 

(Motic AE31), com uma ampliação de 40x, com o intuito de complementar a informação acerca 

do crescimento das linhas celulares em diferentes pontos no tempo, incluindo 45, 66, 163 e 187 

horas (Figura 22). Os resultados mostram que os agregados celulares, característicos de LCLs, 

vão aumentando de tamanho com o decorrer do tempo. 

 

 

 

 

 

 

De acordo com as equações (2) e (3) apresentadas na descrição da metodologia, foi 

possível determinar o tempo de duplicação de cada linha celular, apresentado na Tabela 8.  

Figura 22 - Imagens obtidas através do microscópio ótico invertido Motic AE31, com uma ampliação de 

40x, em diferentes pontos temporais: 45 (esquerda), 66, 163 e 187 horas (direita).  

45 h 66 h 163 h 187 h 
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Tabela 8 - Dados relativos ao tempo de duplicação da população para diferentes amostras, obtidas a partir 

de diferentes indivíduos, assim como ao respetivo desvio padrão.  

Amostra Gene 
Portador (P)/Não 

portador (NP) 
DT (horas) 

Desvio 
padrão 
(horas) 

DT 
médio 
(horas) 

105 
BRCA2 

P 

99,33 40,89 

206,20 
113 127,37 58,59 

108 
BRCA1 

196,94 56,16 

109 401,17 158,76 

114 - NP 91,01 9,53 91,01 

 
 

O tempo médio de duplicação da população de células linfoblastoides de portadores de 

mutações nos genes BRCA1/2 foi de 206,2 horas, correspondentes a 8,59 dias, variando de 99,33 

a 401,17 horas. Considerando apenas os indivíduos portadores de mutações no gene BRCA2 

(105 e 113), o DT médio foi de 113,35 horas (4,72 dias). Desta forma, uma vez que no presente 

estudo apenas foi avaliada a questão da radiossensibilidade em portadores de mutações no 

gene BRCA2, procedeu-se à irradiação das amostras com uma semana de intervalo, tempo 

suficiente para que as células se dividam e para que possam ocorrer os mecanismos de 

reparação celular. Adicionalmente, determinou-se o tempo de duplicação da população para o 

indivíduo não portador de mutação nos genes em causa, com um DT médio de 91,01 horas, 

correspondentes a 3,79 dias. Para a determinação deste valor considerou-se o tempo 

correspondente à concentração de células mais elevada (163 horas), tendo em conta que às 187 

horas se verificou uma ligeira diminuição da concentração como resultado da falta de meio de 

cultura nos poços na placa. 

 

4.5. Morfologia celular 

Para um melhor conhecimento morfológico das linhas celulares em estudo, procedeu-

se à análise morfológica das mesmas, seguindo o protocolo descrito no capítulo anterior. O 

protocolo inicial utilizava Giemsa a 4% em PBS 1X para a coloração das lâminas. Contudo, 

aquando da visualização das células ao microscópio, as mesmas apresentavam-se muito pouco 

coradas, com um número bastante reduzido de células visualizadas por lâmina. Desta forma, 

procedeu-se à alteração do protocolo através da substituição do PBS 1X por água destilada, 
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verificando-se uma grande melhoria na visualização das células. A Figura 23 apresenta os 

resultados obtidos após a alteração do protocolo: em A, é visível a presença de um aglomerado 

celular, característico das linhas celulares linfoblastoides, em B e C, visualizam-se células 

isoladas, esféricas e com um grande núcleo e, em D, encontra-se uma célula em apoptose, 

caracterizada pela presença de blebbing (seta), uma protuberância irregular na membrana 

plasmática de uma célula. 

 

 
 

4.6. Tomografia Computorizada 

 

4.6.1. Avaliação da atividade metabólica 

A avaliação da atividade metabólica, através do ensaio do XTT, foi realizada uma semana 

após cada irradiação nas amostras que haviam sido submetidas a tomografias computorizadas 

A B 

C D 

Figura 23 - Células obtidas a partir de linhas celulares linfoblastoides. (A) Agregado característico das 

linhas celulares em análise; (B e C) Células isoladas, com diferentes dimensões; (D) Célula em apoptose. 

Imagens obtidas com o microscópio Nikon Eclipse 80i, equipado com Nikon Digital Camera DXM 1200F, a 

partir de lâminas relativas ao protocolo que utiliza Giemsa a 4% em água destilada (ampliação 500x). 
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semanais (4 semanas), numa dose efetiva de 27,19 mSv por semana. Os dados obtidos foram 

analisados tendo em consideração a informação genética, o fenótipo, a idade, o valor de IMC e 

a prática de exercício físico, os antecedentes pessoais, os hábitos tabágicos, a ingestão diária de 

água e a dose efetiva cumulativa. 

Quanto aos resultados deste ensaio, analisados pelo teste estatístico de Mann-Whitney, 

não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas na atividade metabólica entre 

o grupo de portadores e o indivíduo não portador para cada irradiação. Na Figura 24 estão 

representadas as percentagens de atividade metabólica correspondentes à condição irradiada 

normalizada à condição não irradiada (controlo). O gráfico A representa os dados obtidos 7 dias 

após a primeira exposição a radiação ionizante, com a dose efetiva de 27,19 mSv. Para a dose e 

o tempo descritos, as amostras relativas ao grupo de portadores apresentaram uma mediana 

de atividade metabólica de 105,5% (mínimo de 85 e máximo de 123%), enquanto o indivíduo 

não portador exibiu uma mediana de 97,5% (mínimo de 92 e máximo de 103%). No gráfico B, é 

possível observar a percentagem de atividade metabólica 7 dias após a segunda irradiação, 

correspondente a uma dose efetiva cumulativa de 54,38 mSv. O grupo de portadores 

apresentou uma mediana de atividade metabólica de 98,5% (mínimo de 85 e máximo de 112%) 

e o indivíduo não portador uma mediana de 97,5% (mínimo de 95 e máximo de 100%). O gráfico 

C corresponde à percentagem de atividade metabólica das amostras de portadores e do não 

portador 7 dias após a terceira irradiação, correspondente à dose efetiva cumulativa de 81,57 

mSv. Neste caso, a mediana da atividade metabólica para o grupo de portadores foi de 98% 

(mínimo de 75 e máximo de 139%), já para o indivíduo não portador foi de 89% (mínimo de 80 

e máximo de 98%). O gráfico D corresponde à percentagem de atividade metabólica 7 dias após 

a quarta e última irradiação (108,76 mSv). Para o grupo de portadores, a mediana foi de 108% 

(mínimo de 75 e máximo de 121%), enquanto para o indivíduo não portador foi de 101,5% 

(mínimo de 97 e máximo de 106%).  
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Figura 24 - Percentagem de atividade metabólica determinada através do ensaio do XTT, 7 dias após a 

primeira irradiação (A), 7 dias após a segunda irradiação (B), 7 dias após a terceira irradiação (C) e 7 dias 

após a última irradiação (D). As amostras foram submetidas a uma dose efetiva cumulativa de 108,76 mSv 

(27,19 mSv/semana). Os resultados estão apresentados sob a forma de mediana dos valores obtidos para 

cada participante relativos à absorvância, com a normalização da condição irradiada à condição controlo 

(não irradiada). O teste Mann-Whitney foi realizado.  

Os valores de atividade metabólica foram relacionados com as variáveis anteriormente 

descritas, contudo, não foram encontradas diferenças com significado estatístico. 

 

A B 

C D 
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4.6.2. Avaliação da viabilidade celular e tipos de morte celular 

Os efeitos da exposição a radiação ionizante na viabilidade celular e nos tipos de morte 

celular foram avaliados por citometria de fluxo, recorrendo à dupla marcação com anexina V e 

iodeto de propídeo. Esta técnica permite distinguir entre células viáveis e células mortas, através 

das alterações que ocorrem a nível da permeabilidade e da composição membranar, o que 

possibilita distinguir o tipo de morte celular predominante: apoptose ou necrose. Esta técnica 

foi realizada 11 dias após a última irradiação em amostras de dois indivíduos, um portador de 

mutação no gene BRCA2 (113) e um não portador de mutação nos genes BRCA (114). As 

amostras haviam sido submetidas a tomografia computorizada semanal (4 semanas), 

correspondente a uma dose efetiva de 27,19 mSv por semana.  

Contrariamente aos resultados obtidos através do ensaio do XTT para análise da 

atividade metabólica, os resultados obtidos através da citometria de fluxo, apresentados na 

Figura 25, apesar de corresponderem a resultados preliminares, pelo facto do tamanho da 

amostra ser reduzido, revelaram que a exposição cumulativa a radiação ionizante das amostras 

obtidas a partir do portador de mutação no gene BRCA2, comparativamente ao não portador, 

conduziu a uma diminuição significativa no número de células vivas e, por isso, a um aumento 

na morte celular, nomeadamente por apoptose tardia/necrose. Relativamente à apoptose 

inicial e à necrose, não existiram diferenças significativas entre amostras irradiadas do indivíduo 

portador comparativamente com amostras irradiadas do indivíduo não portador. Comparando 

os resultados obtidos para o indivíduo não portador tendo em conta as condições controlo e 

irradiado, verificaram-se diferenças estatisticamente significativas na percentagem de células 

vivas (p=0,0286), com uma menor percentagem para a condição controlo, com mediana de 64%, 

relativamente à condição de irradiação, com mediana de 71,5%, e na percentagem de células 

em apoptose inicial (p=0,0286), com uma menor percentagem para a condição irradiada, com 

mediana de 17%, em relação à condição controlo, com mediana de 24,5%. 
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Figura 25 - Percentagem de células vivas (V), em apoptose inicial (AI), em apoptose tardia/necrose (AT/N) 

e em necrose (N), para as condições controlo e irradiada, para um portador de mutação no gene BRCA2 

(P) e para o não portador (NP). A percentagem foi avaliada através da citometria de fluxo, após o esquema 

de irradiação (27,19 mSv/semana, durante 4 semanas). O ensaio foi realizado 11 dias após a última 

irradiação. Os resultados estão apresentados sobre a forma de percentagem de células. O teste Mann-

Whitney foi realizado. As diferenças significativas estão apresentadas com * para p<0,05. 

 

4.6.3. Avaliação da genotoxicidade 

Os cromossomas dicêntricos são cromossomas com dois centrómeros, formados 

através da fusão de duas extremidades cromossómicas. A pesquisa de cromossomas dicêntricos 

para avaliação da genotoxicidade é amplamente utilizada para avaliar os efeitos decorrentes da 

exposição a radiação ionizante, mesmo com baixas doses. Desta forma, no presente estudo, a 

avaliação da genotoxicidade através do ensaio de cromossomas dicêntricos foi realizada 7 a 14 

dias após a última irradiação em amostras de dois indivíduos portadores de mutação no gene 

BRCA2.  

Os resultados obtidos mostraram que a exposição repetida a radiação ionizante com 

uma dose efetiva de 27,19 mSv/semana, durante 4 semanas, não foi capaz de induzir a formação 

de cromossomas dicêntricos (Figura 26). 
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4.7. Radioterapia 

 

4.7.1. Avaliação da atividade metabólica 

A avaliação da atividade metabólica através do ensaio do XTT foi realizada em amostras 

correspondentes a três indivíduos portadores de mutações no gene BRCA2, as quais foram 

sujeitas a uma dose efetiva de 2 Sv através de um acelerador linear Truebeam da Varian, 

utilizado em radioterapia.  

A análise da atividade metabólica, através da medição da absorvância a 450 nm, foi 

realizada 7 dias após a exposição das amostras a radiação. Na Figura 27 encontram-se as 

percentagens de atividade metabólica correspondentes à condição irradiada, normalizada à 

condição controlo. Para o tempo e a dose descritos, as amostras correspondentes ao grupo de 

portadores de mutação no gene BRCA2 apresentaram uma mediana de atividade metabólica de 

94,28% (mínimo de 78,12 e máximo de 109,3%). 

 

Figura 26 - Cromossomas obtidos através da realização do ensaio de cromossomas dicêntricos, realizado 

7 dias após a exposição cumulativa a radiação ionizante, durante 4 semanas, correspondente a 27,19 

mSv/semana.  
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Figura 27 - Percentagem de atividade metabólica determinada através do ensaio do XTT, 7 dias após a 

exposição única a radiação ionizante, correspondente a uma dose efetiva de 2 Sv.  Os resultados estão 

apresentados sob a forma de mediana dos valores obtidos para cada participante relativos à absorvância, 

com a normalização da condição irradiada à condição controlo (não irradiada).  

 

A dose utilizada parece não ser suficiente para provocar alterações significativas na 

atividade metabólica, contudo, pode conduzir a lesões celulares, nomeadamente, lesões 

cromossómicas, as quais não conseguem ser analisadas através do presente ensaio. Para tal, 

procedeu-se à realização do ensaio de micronúcleos para avaliação da genotoxicidade. 

 

4.7.2. Avaliação da genotoxicidade 

A avaliação da genotoxicidade através do ensaio de micronúcleos com bloqueio da 

citocinese foi realizada em amostras correspondentes a indivíduos portadores de mutações no 

gene BRCA2, submetidas a uma dose efetiva de 2 Sv através de um acelerador linear Truebeam. 

O protocolo correspondente a este ensaio foi realizado utilizando duas abordagens 

distintas no que diz respeito à coloração das lâminas com Giemsa a 4%: com PBS 1X e com água 

destilada, com o intuito de verificar se existiam diferenças nos resultados.  Na Figura 28 estão 

apresentados os resultados obtidos aquando da observação das lâminas e das respetivas células 

ao microscópio. Em A e B, podemos ver as lâminas utilizadas no ensaio de micronúcleos, 

verificando-se que, quando se realizou o protocolo no qual se utiliza PBS 1X para a coloração 
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(lâminas da direita em A e B), as lâminas apresentavam-se menos coradas comparativamente às 

lâminas para as quais se utilizou água destilada (lâminas da esquerda em A e B). Em C, encontra-

se uma imagem obtida a partir do protocolo que utilizou Giemsa a 4% em PBS 1X, com células 

pouco coradas, de difícil visualização, comparativamente à imagem em D, obtida através do 

protocolo que utilizou água destilada, na qual houve uma melhoria significativa na visualização 

do núcleo e do citoplasma celulares.  

 

 

Posteriormente, após a otimização do protocolo no que diz respeito à coloração, o 

ensaio foi utilizado para avaliação comparativa das condições não irradiada e irradiada no que 

diz respeito à formação de micronúcleos. Para se proceder à contagem de micronúcleos é 

A B 

D C 

Figura 28 - Resultados obtidos através da realização do ensaio de micronúcleos com bloqueio da 

citocinese com dois protocolos distintos, realizado após a dose efetiva de 2 Sv. (A e B) Lâminas utilizadas 

no ensaio de micronúcleos, para o protocolo que utilizou PBS 1X para a coloração (lâminas da direita) e 

para o protocolo que utilizou água destilada (lâminas da esquerda); (C) Imagem obtida a partir do 

protocolo que utilizou PBS 1X, com células pouco coradas; (D) Imagem obtida através do protocolo que 

utilizou água destilada. As imagens C e D foram obtidas com o microscópio Nikon Eclipse 80i, equipado 

com Nikon Digital Camera DXM 1200F, a partir de duas lâminas correspondentes aos dois protocolos 

(ampliação 500x). 
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necessário que as células apresentem um citoplasma bem definido. Contudo, esta condição não 

foi conseguida para as células submetidas a irradiação correspondente a uma dose efetiva de 2 

Sv (Figura 29A), contrariamente às células controlo, não expostas a radiação (Figura 29B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apesar da falta de condições para a correta análise do ensaio em causa, foi possível 

obter células binucleadas, resultantes da adição de citocalasina-B, nas quais parece existir um 

micronúcleo (Figura 30). Todavia, não foi possível retirar conclusões relativamente a este 

assunto. 

 

 

 

 

 

Figura 29 - Resultados obtidos após a otimização do protocolo do ensaio de micronúcleos com bloqueio 

da citocinese. (A) Condição irradiada (dose efetiva de 2 Sv) relativa a um indivíduo portador de mutação 

BRCA2, com ausência de citoplasma bem definido: (B) Condição controlo do mesmo indivíduo, com uma 

célula binucleada com citoplasma bem definido. Imagens obtidas com o microscópio Nikon Eclipse 80i, 

equipado com Nikon Digital Camera DXM 1200F (ampliação 500x). 

A B 
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Desta forma, como não foi possível visualizar células com um citoplasma bem definido 

para a condição irradiada (condição de interesse), não se conseguiu realizar a análise dos 

micronúcleos.  

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 30 - Resultados obtidos após a exposição a radiação ionizante, correspondente a uma dose efetiva 

de 2 Sv, e após a otimização do protocolo do ensaio de micronúcleos. As duas imagens resultam da 

coloração com água destilada, verificando-se que, apesar de não existirem células com citoplasma bem 

definido, parecem existir micronúcleos (setas). Imagens obtidas com o microscópio Nikon Eclipse 80i, 

equipado com Nikon Digital Camera DXM 1200F (ampliação 500x). 
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5. Discussão 
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Nos últimos anos, diversos estudos têm sido realizados com o intuito de esclarecer quais 

os efeitos que poderão advir da exposição de indivíduos portadores de mutação nos genes 

BRCA1/2 à radiação ionizante, ou seja, se estes são mais radiossensíveis quando comparados 

com indivíduos não portadores. Contudo, é importante considerar que existe variabilidade entre 

indivíduos, a qual condiciona a resposta à radiação ionizante. 

No início do século XX (1906), o radiologista Jean Alban Bergonie e o histologista Louis 

Tribondeau expuseram testículos de roedores, constituídos por células maduras, os 

espermatozoides, e por células imaturas, a espermatogónia e espermatócitos, a raios-X com o 

intuito de avaliar a resposta dos tecidos à radiação. Após a exposição, Bergonie e Tribondeau 

observaram que as células imaturas eram mais radiossensíveis quando comparadas com as 

células maduras, ou seja, uma dose de radiação mais baixa era suficiente para causar dano. 

Assim, mais tarde, propuseram a lei de Bergonie e Tribondeau, a qual afirma que a sensibilidade 

das células à radiação é diretamente proporcional à sua capacidade de proliferação e 

inversamente proporcional ao grau de diferenciação, ou seja, as células com um elevado índice 

mitótico e indiferenciadas são mais radiossensíveis do que os outros tipos celulares (87). Desta 

forma, de acordo com esta lei, um feto é mais sensível à radiação comparativamente a uma 

criança ou adulto e, consequentemente, mais suscetível aos efeitos nocivos que a mesma pode 

causar. 

Mais tarde, em 1925, Ancel e Vitemberg introduziram a noção de tempo de latência, 

isto é, o tempo que decorre entre a exposição a radiação e o surgimento de lesões biológicas. 

Apesar da suscetibilidade de qualquer célula à lesão ser semelhante, o tempo de aparecimento 

de lesões causadas por radiação varia conforme o tipo de célula, ou seja, conforme a quantidade 

de stresse biológico que a mesma recebe, assim como as condições pré- e pós-irradiação (88). 

Os conceitos apresentados pelos embriologistas foram essenciais para que se pudessem 

compreender os efeitos da exposição a radiação ionizante em indivíduos portadores de 

mutações nos genes BRCA1 e BRCA2. Como referido, estes genes codificam proteínas que 

desempenham um papel crucial a nível da reparação de lesões no DNA, as quais podem resultar 

da exposição a radiação ionizante, conduzindo a estabilidade genómica e supressão tumoral. 

Assim, a perda de função destas proteínas conduz a instabilidade genómica devido à reparação 

ineficiente do DNA, a qual, por vezes, culmina em cancro (7,57). Com base nestes conceitos, o 

presente estudo foi desenhado, com o intuito de avaliar se indivíduos com mutações nos genes 

BRCA, especificamente no gene BRCA2, são mais radiossensíveis quando comparados com 
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indivíduos não portadores. Resultados anteriores deste projeto referentes à exposição única a 

radiação ionizante, associada a mamografia e a tomografia computorizada, em amostras de 

sangue periférico de portadores e não portadores de mutação no gene BRCA2 demonstraram 

que não existem diferenças com significado estatístico entre os dois grupos. Contudo, nestas 

condições, não foi possível realizar estudos e análises mais prolongados devido ao tempo de 

vida das células sanguíneas (89,90). Desta forma, desenhou-se o presente estudo, com 

imortalização dos linfócitos B do sangue, para ultrapassar os problemas identificados. 

No projeto, a variante fundadora portuguesa (c.156_157insAlu) foi a que apresentou 

maior frequência (40%), estando em concordância com o estudo realizado por Peixoto et al., o 

qual demonstrou que a variante c.156_157insAlu associada ao gene BRCA2 é a mais comum em 

Portugal, sendo responsável por mais de um quarto (27%) das mutações BRCA1/2 nas regiões 

norte/centro do país (91).  

Uma das grandes limitações associada ao presente estudo prendeu-se ao facto de o 

mesmo incluir um número total de indivíduos reduzido, assim como um número reduzido de 

indivíduos do género masculino. De facto, quando se considera o número de homens seguido 

nas consultas de Risco Familiar no IPOCFG, este é menor quando comparado com o número de 

mulheres, levantando a questão de se a incidência de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 difere 

quando consideramos homens e mulheres. Ainda, para a SHCMO, os homens iniciam exames de 

vigilância que envolvem a exposição a radiação ionizante mais tardiamente comparativamente 

às mulheres, conduzindo também à questão de se terá impacto no desenvolvimento de uma 

neoplasia, a qual poderá verificar-se em idades mais avançadas. Estas são questões para as quais 

ainda não existem dados na literatura, pelo que seria de grande interesse esclarecer a incidência 

de mutações nos genes BRCA1/2 no que diz respeito ao género, assim como se o facto de um 

primeiro exame se realizar mais tardiamente diminui o risco de desenvolvimento de cancro 

nestes indivíduos. 

Adicionalmente, a determinação da dose efetiva cumulativa a que os indivíduos 

incluídos no estudo haviam sido expostos até ao momento da realização do questionário foi 

uma aproximação, podendo não corresponder ao valor real. O cálculo baseou-se na informação 

fornecida pelos participantes através dos inquéritos, os quais poderão não ter mencionado 

todos os exames a que foram submetidos. Para além disso, a dose é também influenciada pelo 

equipamento e pelo protocolo utilizados na realização de cada exame, informações essas a que 

não tivemos acesso. Todavia, enquanto outros estudos presentes na literatura abordaram a 
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questão da radiossensibilidade de indivíduos portadores de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 

quando estes são submetidos apenas a exames de mamografia e radiografia, o presente 

trabalho inclui outros exames imagiológicos que envolvem a exposição a radiação ionizante, 

como a tomografia computorizada, permitindo a realização de uma estimativa mais real da dose 

efetiva cumulativa.  

Neste trabalho, numa fase inicial, procedeu-se ao estabelecimento de linhas celulares 

linfoblastoides a partir do sangue periférico colhido dos indivíduos incluídos, possibilitando a 

irradiação cumulativa e a avaliação dos efeitos em tempos mais tardios sem que os linfócitos 

perdessem as suas características. A taxa de sucesso da formação de LCLs foi de 100%, 

permitindo o estudo de todas as amostras colhidas e a sua criopreservação para estudos futuros. 

Contudo, observou-se que o tempo que as LCLs levaram a ser estabelecidas era variável, 

existindo células para as quais a transformação ocorria mais lentamente. As linhas celulares 

utilizadas foram obtidas a partir de diferentes indivíduos, os quais têm diferentes antecedentes 

pessoais e familiares e, dessa forma, por exemplo, a toma de diferentes fármacos pode ter 

influenciado o procedimento laboratorial. Após a transformação, as células foram mantidas em 

cultura, procedendo-se à extração de DNA e à determinação do tempo de duplicação da 

população. Em relação à extração de DNA, de um modo geral, a mesma foi bem-sucedida, 

permitindo obter DNA de qualidade, tanto em termos qualitativos (grau de pureza), como em 

termos quantitativos (concentração). A extração teve como objetivo obter o DNA dos diferentes 

indivíduos incluídos no projeto para possíveis estudos futuros que envolvam a utilização do 

mesmo, sem que seja necessário fazer uma nova colheita de sangue. Relativamente ao tempo 

de duplicação, o mesmo possibilitou determinar qual o intervalo de tempo a utilizar entre cada 

irradiação, dando tempo suficiente às células para que estas que dividissem e, desta forma, para 

que os mecanismos de reparação celular pudessem atuar. Os resultados obtidos mostraram um 

DT mais reduzido para amostras do indivíduo não portador de mutações BRCA1/2 

comparativamente às amostras de indivíduos portadores dessas mesmas mutações. 

Efetivamente, o facto de os indivíduos apresentarem mutação nos genes BRCA compromete a 

reparação de lesões no DNA, podendo provocar respostas a nível celular responsáveis pelo 

bloqueio da proliferação celular e indução da apoptose (92). Além disso, as células de portadores 

de mutações no gene BRCA2 parecem apresentar uma maior taxa de crescimento 

comparativamente a células de portadores de mutações no gene BRCA1. Contudo, futuramente, 

será necessário aumentar a amostra com o intuito de comprovar os resultados.  



Suscetibilidade dos indivíduos portadores de mutações BRCA1/2 à radiação de diagnóstico 

 

82 

 

De seguida, com o intuito de conhecer as características morfológicas das células em 

estudo, procedeu-se à análise morfológica das mesmas. Para tal, foi necessário, primeiramente, 

otimizar o protocolo associado a este ensaio no que diz respeito à coloração das lâminas, 

verificando-se uma grande melhoria quando se utilizou a água destilada, relativamente ao PBS 

1X. Após a otimização do protocolo, as lâminas foram visualizadas ao microscópio. Tal como 

observado aquando da formação das LCLs, verificou-se a presença de agregados celulares, 

característicos destas linhas celulares. Adicionalmente, foi possível verificar que as células 

apresentam morfologia bem definida, esférica, dada pela parede celular da célula, tamanho 

variado e um grande núcleo, à semelhança dos linfócitos, células que, através da transformação 

com o EBV, dão origem a linhas celulares linfoblastoides.  

Posteriormente, as LCLs foram expostas a doses de raios-X, correspondentes a 

tomografia computorizada, num esquema fracional, ou seja, quatro irradiações espaçadas de 

uma semana (27,19 mSv/semana), com o intuito de se reproduzir o que acontece em ambiente 

clínico. Ensaios radiobiológicos foram realizados para avaliar a atividade metabólica, a 

viabilidade celular e o tipo de morte celular e a genotoxicidade. 

A atividade metabólica foi avaliada utilizando o ensaio do XTT. O ensaio do XTT é um 

ensaio colorimétrico baseado na redução do XTT, com formação de um composto de cor laranja, 

denominado formazano, por enzimas desidrogenases presentes no sistema de transporte de 

eletrões da mitocôndria. Uma vez que o formazano é solúvel em água, este é facilmente medido 

em sobrenadantes celulares. Desta forma, este ensaio permite estimar as células com 

metabolismo ativo, como um indicador da proliferação celular (76). 

Relativamente aos resultados obtidos através deste ensaio 7 dias após cada irradiação, 

verificou-se que as amostras correspondentes ao grupo de portadores não apresentaram 

diferenças estatisticamente significativas em termos de atividade metabólica, 

comparativamente às amostras do indivíduo não portador, qualquer que seja a semana 

analisada. Estes achados mostram que, apesar do DT ser diferente quando considerados 

portadores e não portador de mutações BRCA, a resposta à radiação ionizante, no que diz 

respeito à atividade metabólica, parece ser semelhante. Contudo, tal como anteriormente 

referido, um aumento do tamanho da amostra seria crucial para confirmar os resultados. 

A viabilidade e os tipos de morte celular foram avaliados através da citometria de fluxo. 

A citometria de fluxo é, atualmente, uma ferramenta crucial de biologia molecular e celular que 
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possibilita a análise multiparamétrica de células individuais (77). Para avaliação da viabilidade, 

assim como das vias de morte celular, a anexina V é utilizada em conjunto com o iodeto de 

propídeo, com o intuito de determinar se as células são viáveis, ou se encontram mortas por 

apoptose ou necrose. Esta distinção é possível através de diferenças na integridade da 

membrana plasmática e na permeabilidade da membrana (80).   

Os resultados obtidos através de citometria mostraram uma redução significativa no 

número de células viáveis no indivíduo portador de mutação no gene BRCA2, tanto para a 

condição controlo como para a condição irradiada, associado a um aumento paralelo 

significativo no número de células em apoptose tardia/necrose, comparativamente ao indivíduo 

não portador. Estes resultados diferem dos resultados obtidos através do ensaio do XTT, no qual 

não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre o grupo de portadores e 

o não portador de mutações nos genes em análise após as 4 exposições a radiação. Não 

existindo literatura que esclareça este achado, a justificação para estes resultados pode residir 

no facto de que, tendo em conta que a exposição a radiação ionizante tem como efeito a 

produção de espécies reativas, estas podem ser capazes de reduzir o XTT e conduzir à formação 

de formazano. De facto, existem estudos na literatura que mostram que o XTT permite estimar 

a produção do radical superóxido, uma espécie reativa de oxigénio, sendo também capaz de 

reduzir o oxigénio singleto, pelo que os resultados obtidos através do ensaio do XTT podem estar 

a ser interpretados de forma incorreta (93,94). Assim e considerando esta justificação, este 

ensaio pode não ser adequado para avaliar os efeitos decorrentes da exposição a radiação 

ionizante. Ademais, uma vez que a citometria de fluxo, por questões de logística, foi realizada 

11 dias após a última irradiação, contrariamente ao ensaio do XTT, realizado passados 7 dias, 

durante o período que separa os dois ensaios podem ocorrer danos celulares que conduzam à 

morte da célula. Desta forma e com o objetivo de esclarecer, no futuro, deve-se acertar o 

período de tempo no que diz respeito à realização do ensaio do XTT e da citometria de fluxo 

para que os resultados possam ser relacionados de forma mais robusta. Para além disso, as 

células viáveis dos indivíduos portadores de mutação no gene BRCA2, apesar de em menor 

número, podem estar metabolicamente mais ativas, envolvidas na reparação de lesões que 

possam ter ocorrido, associadas à exposição a radiação ionizante. Assim sendo, apesar de se 

verificar uma diminuição no número de células viáveis de portadores, comparativamente ao 

indivíduo não portador, a maior atividade metabólica associada aos primeiros faz com que não 

se observem diferenças através do ensaio do XTT. Contudo, dado o número reduzido de 

participantes em cada grupo (1 em cada), serão necessários estudos adicionais, com amostras 
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maiores, que comprovem os resultados, não se podendo, para já, retirar conclusões definitivas. 

Ainda, seria importante realizar o ensaio do XTT em paralelo com outro ensaio com o intuito de 

verificar se os resultados obtidos podem advir do facto de o ensaio do XTT ser inadequado para 

avaliar os efeitos da radiação. De acordo com a literatura, apesar do ensaio do XTT apresentar 

um protocolo de grande simplicidade, este é geralmente menos sensível comparativamente a 

métodos fluorescentes e luminescentes para avaliação da atividade metabólica (95). O ensaio 

de ATP (do inglês adenosine triphosphate) é um ensaio luminescente que se baseia na conversão 

da luciferina em oxiluciferina, catalisada pela luciferase juntamente com o ATP celular (96). 

A genotoxicidade foi avaliada através do ensaio dos cromossomas dicêntricos - 

aberrações cromossómicas com dois centrómeros. Este ensaio, altamente específico, é 

frequentemente utilizado para avaliar os efeitos decorrentes da exposição a radiação ionizante. 

Diferentes estudos da literatura mostram que a exposição a uma dose tão baixa como 0,05 Gy, 

correspondente a uma dose efetiva de 50 mSv para raios-X, é capaz de ser identificada através 

do ensaio de cromossomas dicêntricos pela formação destas estruturas (83,97). Contudo, no 

presente estudo, com a irradiação das células corresponde a uma dose efetiva de 27,19 

mSv/semana, não foi possível observar a formação de cromossomas dicêntricos para ambas as 

condições. Esta ausência de formação pode estar associada a um número reduzido de células 

que se encontravam em metáfase que, por sua vez, pode estar associado ao facto de o protocolo 

realizado pelo Laboratório de Citogenética e Genómica da FMUC não esperar tempo suficiente 

para que as células se dividissem. Desta forma, futuramente, sugere-se uma alteração ao 

protocolo com o intuito de avaliar se o mesmo pode, de facto, estar associado à ausência de 

cromossomas dicêntricos. Adicionalmente, o tempo entre irradiações, assim como o tempo 

entre a última irradiação e a realização do ensaio, podem ser suficientes para que os 

mecanismos de reparação celular ocorram. Ainda, as células com mutação no gene BRCA, 

quando irradiadas, podem simplesmente optar por morrer não havendo formação de 

dicêntricos, ou a dose utilizada pode não ser suficiente para causar a formação deste tipo de 

cromossomas, no entanto, pode ser suficiente para causar outros danos no genoma. Assim, no 

futuro, seria interessante realizar a análise por array – CGH (do inglês Comparative Genomic 

Hybridization), uma técnica que permite o mapeamento genético, sendo capaz de detetar 

alterações no DNA.  

Para além da exposição de LCLs a raios-X com valores de dose de exposição 

característicos de diagnóstico, culturas primárias foram também expostas a radiação ionizante 

correspondente a uma dose efetiva de 2 Sv, através de um equipamento que é utilizado na 
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realização de tratamentos de radioterapia. Ensaios radiobiológicos foram realizados para avaliar 

a atividade metabólica, através do ensaio do XTT, e a genotoxicidade, através do ensaio de 

micronúcleos, com o intuito de reproduzir os resultados obtidos por Baert et al. (65). 

Relativamente à atividade metabólica, os valores obtidos para o grupo de portadores de 

mutação no gene BRCA2 tiveram uma mediana de 94,28%, ou seja, não se verificou uma redução 

considerável da atividade metabólica, sugerindo que a dose efetiva de 2 Sv não parece também 

ser suficiente para causar alterações no metabolismo celular. Estes resultados contrariam os 

esperados uma vez que, de acordo com a literatura, esta dose é capaz de reduzir a atividade 

metabólica em outras linhas celulares, confirmado através da realização do ensaio do MTT, 

muito semelhante ao ensaio do XTT, levando, mais uma vez, a crer que este último ensaio pode 

não adequado para avaliar os efeitos decorrentes da exposição a radiação ionizante em linhas 

celulares linfoblastoides (98). Contudo, a dose utilizada, apesar de não induzir modificações no 

metabolismo celular, poderia ser suficiente para causar lesões nas células, realizando-se o 

ensaio de micronúcleos por bloqueio da citocinese para avaliação da genotoxicidade. Os 

micronúcleos são fragmentos de DNA não incorporados no núcleo, que resultam da exposição 

a agentes genotóxicos, nomeadamente a radiação ionizante. Para a visualização destas 

estruturas ao microscópio, foi utilizada a citocalasina-B, a qual atua através do impedimento da 

divisão do citoplasma celular (85,86).  

Em relação ao ensaio de micronúcleos por bloqueio da citocinese, tal como para a 

análise morfológica, o protocolo relativo ao mesmo foi otimizado no que diz respeito à coloração 

das lâminas. Para tal, a coloração com Giemsa a 4% foi realizada com duas abordagens distintas: 

com PBS 1X e com água destilada, verificando-se que a utilização de água destilada conduziu a 

melhores resultados. Desta forma, no futuro, aquando da execução do ensaio de micronúcleos, 

deve-se adotar este método de coloração. Relativamente aos resultados obtidos a partir do 

ensaio otimizado, realizado após a exposição correspondente uma dose efetiva de 2 Sv, não foi 

possível obter células com citoplasma bem definido que permitissem realizar a contagem de 

células binucleadas e, consequentemente, de micronúcleos, verificando-se que as células eram 

suscetíveis à rotura do citoplasma quando expostas a radiação. Desta forma, a irradiação parece 

estar associada à ausência de observação de citoplasma com boa definição. Esta ausência de 

definição pode, por um lado, estar associada às próprias linhas celulares que foram utilizadas 

uma vez que estas são bastante sensíveis, podendo a radiação ionizante, ao atingir as células, 

afetar o citoplasma. Por outro lado, pode estar associada a humidade das lâminas aquando da 

coloração. Um estudo desenvolvido por Goh et al. avaliou as diferentes razões que podem ser 
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responsáveis pela ausência de citoplasma na célula, verificando que quando as lâminas entram 

em contacto com Giemsa a 4% ainda húmidas ocorre rutura do citoplasma (99). Contudo, no 

projeto, as lâminas foram deixadas a secar de um dia para o outro e para as lâminas relativas à 

condição não irradiada (controlo), o ensaio realizou-se sem quaisquer condicionantes. Assim, 

deve-se, no futuro, aumentar o tempo de secagem com o intuito de verificar se, de facto, este 

pode estar associado a esta falta de condições para a realização do ensaio de micronúcleos para 

a condição irradiada. Em relação à condição controlo, obtiveram-se células binucleadas com um 

citoplasma bem definido, todavia, o mesmo não sucedeu com a condição de irradiação, pelo 

que não foi possível comprovar os resultados obtidos no estudo desenvolvido por Baert et al., 

no qual se avaliou os efeitos da radiação ionizante diretamente nas células do sangue (65). Desta 

forma, o ensaio de cromossomas dicêntricos deveria também ter sido empregue para avaliar os 

efeitos decorrentes da exposição a radiação ionizante correspondente uma dose efetiva de 2 Sv 

uma vez que os cromossomas dicêntricos são biomarcadores frequentemente utilizados para 

avaliar a exposição a radiação, não existindo o problema associado à visualização do citoplasma. 

Os estudos presentes na literatura relativamente à questão da radiossensibilidade em 

indivíduos portadores de mutações BRCA são contraditórios: enquanto uns afirmam que existe 

uma associação entre a exposição a radiação em exames de diagnóstico e o aumento do risco 

de desenvolvimento de cancro, outros não conseguem encontrar qualquer relação. Por um lado, 

Andrieu et al. e Pijpe et al. observaram que existe uma relação positiva entre a exposição à 

radiação após a realização de radiografias ao tórax ou de mamografias, respetivamente, e o 

desenvolvimento de cancro da mama em indivíduos portadores de variantes causais nos genes 

BRCA (63,64). Contudo, o nosso estudo não suporta estas conclusões uma vez que não foi 

possível confirmar a existência de associação entre a exposição a radiação ionizante com valores 

de dose de exposição relativas ao diagnóstico e o aumento do risco de desenvolvimento de 

cancro em indivíduos portadores. Nos estudos de Narold et al. e de Goldfrank et al. também não 

foi encontrada qualquer relação entre a exposição a doses correspondentes a mamografia em 

portadores e o desenvolvimento de cancro da mama (60,61).  

Desta forma, o projeto não conseguiu esclarecer o efeito da radiação ionizante em 

portadores de mutação no gene BRCA2. Na realidade, não é expectável que a realização de um 

número reduzido de exames imagiológicos que envolvam a exposição a radiação ionizante 

(quatro) provoque alterações significativas a nível celular, mas sim a exposição cumulativa ao 

longo de vários anos e considerando um número elevado de exposições. Como perspetiva futura 

seria interessante proceder a um maior número de irradiações das LCLs, nomeadamente irradiá-
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las até que se verifiquem efeitos a nível celular. Estudos adicionais podem ser realizados com o 

intuito de avaliar a persistência de DSBs após repetidas exposições, através da monitorização da 

acumulação de proteínas de reparação de DSBs, como as proteínas γ- H2AX (do inglês H2A 

histone family member X) e 53BP1 (do inglês p53-binding protein 1). Estas proteínas são 

biomarcadores utilizados na avaliação da capacidade de reparação de DSBs, crucial para estimar 

a resposta à exposição a radiação ionizante. Clinicamente, estas análises podem revelar-se 

ferramentas valiosas na determinação da radiossensibilidade individual (100). 
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6. Conclusão e Perspetivas 

Futuras 
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Nos últimos anos, a questão da radiossensibilidade em indivíduos portadores de 

mutações nos genes BRCA1/2 tem suscitado um enorme interesse na comunidade científica. 

Considerando a maior suscetibilidade de desenvolver cancro, como cancro da mama, cancro do 

ovário, cancro do pâncreas, cancro da próstata e/ou melanoma primário, em idades precoces, 

geralmente abaixo dos 50 anos, estes indivíduos são alvo de um seguimento clínico apertado, 

baseado principalmente em técnicas de diagnóstico por imagem médica que empregam 

radiação ionizante para a deteção precoce de neoplasias (6–9). Através de um diagnóstico 

atempado é, muitas vezes, possível proporcionar um tratamento eficaz para o cancro que, 

quando diagnosticado numa fase mais tardia, é apenas alvo de terapêuticas paliativas, tendo 

em vista apenas o alívio do sofrimento do doente, associado a uma melhoria do seu bem-estar 

e da sua qualidade de vida. 

Apesar do valor inquestionável destes exames de vigilância que utilizam radiação 

ionizante, atualmente, ainda existem questões relativas ao risco associado ao seu uso, 

nomeadamente em pessoas com um risco aumentado de desenvolvimento de cancro, como 

indivíduos com a síndrome hereditária  cancro da mama e ovário. 

Desta forma, o objetivo do presente estudo passava por contribuir para o 

esclarecimento relativo aos possíveis efeitos biológicos decorrentes da exposição de indivíduos 

diagnosticados com SHCMO a radiação ionizante, comparativamente a indivíduos sem a 

síndrome, estudando, desta forma, a radiossensibilidade. 

No presente estudo e tendo em conta as condições estudadas até ao momento, não foi 

ainda possível validar se existe, de facto, uma maior radiossensibilidade em portadores de 

mutação no gene BRCA2. Contudo, futuramente, com algumas alterações ao protocolo, as quais 

foram sugeridas no capítulo anterior, os resultados obtidos poderão ser diferentes, 

nomeadamente, aumentando a amostra, assim como o número de irradiações a que as linhas 

celulares linfoblastoides são submetidas, mimetizando o que acontece em contexto clínico. 

Assim, apesar de os resultados não permitirem retirar conclusões precisas relativas à 

radiossensibilidade aumentada em indivíduos com SHCMO, mais estudos devem ser realizados, 

numa amostra de maiores dimensões, assim como novas técnicas devem ser introduzidas para 

colmatar as falhas do ensaio do XTT, a fim de confirmar os nossos resultados. 
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