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Introdugao: Os individuos portadores de mutagao nos genes BRCA1 e BRCA2, que
codificam para a Sindrome Hereditaria do Cancro da Mama e do Ovario (SHCMO), sdo
conhecidos por se associarem a um maior risco de desenvolvimento de neoplasias do
gue a populacdo em geral. De facto, estes individuos sdo seguidos em programas de
rastreio rigorosos que utilizam métodos complementares de diagndstico com radiacao
ionizante. Apesar do beneficio indiscutivel destes exames, tém sido levantadas algumas
guestdes relativamente ao seu beneficio em pessoas com suscetibilidade genética para
o desenvolvimento de neoplasias. Assim, este estudo surgiu com o objetivo de
contribuir para o esclarecimento acerca do aumento do risco neoplasico quando estes

individuos sdo expostos a radiacao ionizante usada nos exames de rastreio.

Materiais e Métodos: Colheu-se uma amostra de sangue periférico de individuos
portadores e ndo portadores de variantes causais da SHCMO com mutacdo no gene
BRCA2. Apbs a colheita, algumas amostras foram submetidas a uma mamografia e as
restantes a TC lombar. De seguida, avaliou-se a viabilidade celular recorrendo ao ensaio
do FMCA as 24h e as 72h ap6ds a irradiacao, realizou-se a andlise do stresse oxidativo
avaliando as ROS com recurso as sondas DHE e DCF, e as defesas antioxidantes,
utilizando a sonda alaranjando de mercurio. Avaliou-se ainda a genotoxicidade as 2h e

4h apds a irradiacado através do ensaio dos micronucleos.

Resultados: No ensaio de FMCA, nao houve diferengas de viabilidade entre grupos
(portadores e ndo portadores) ou entre doses de exposicao diferentes (mamografia e
TC) e a mediana dos valores de viabilidade celular foi cerca de 100%. Acerca da produgao
de ROS, observou-se que quando comparadas as concentra¢cdes de perdxidos
intracelulares para o grupo de portadores e o grupo de nao portadores das amostras
gue tinham sido sujeitas a TC, obtiveram-se diferencas com significado estatistico.
Todavia, ndo observarmos diferencas com significado estatistico para mais nenhuma
comparacdo, ou seja, entre grupos (portadores e ndo portadores) para a dose de
mamografia ou entre diferentes doses de exposicdo, seja para a outra espécie reativa
ou para a defesa antioxidante. Por fim, nao foi possivel avaliar a genotoxicidade porque
nao foi possivel obter células binucleadas suficientes com citoplasma bem definido que

nos permitissem realizar a contagem dos micronucleos.
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Discussao: Estes resultados contrariam os resultados esperados, nomeadamente
em relagdo as amostras submetidas a TC, que foram irradiadas com uma dose elevada
e, por isso, seria expectavel que se observasse uma menor viabilidade e um aumento
das espécies reativas de oxigénio. Em ambos os protocolos de florescéncia (FMCA e ROS)
seria interessante fazer as respetivas avaliagbes com recurso a citometria de fluxo
porgue a fluorescéncia faz uma medicdo total da amostra e n3ao célula a célula. Em
relacdo ao ensaio dos micronucleos, ndao foram obtidas células com citoplasma definido
porgue as laminas poderiam nao estar totalmente secas aquando da coloragdo com

Giemsa.

Conclusao: No presente trabalho e tendo em conta as condigdes estudadas nao
conseguimos provar que existe um aumento da radiossensibilidade de portadores de
mutacdo no gene BRCA2, pelo que sdo sugeridas altera¢des ao protocolo
nomeadamente em relacao ao estudo do efeito da dose cumulativa, como é o caso da
imortalizacao de uma linha de linfécitos portadores da mutacao fundadora portuguesa.

o que podera condicionar os resultados.
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Introduction: BRCA1 and BRCA2 mutation carriers are known to have a higher risk
of developing cancer than the general population. Indeed, these individuals are followed
in screening programs that use diagnostic imaging exams with ionizing radiation. Despite
the benefit of these exams, some questions have been raised regarding their benefit in
people with genetic susceptibility to the development of neoplasms. Therefore, this
study emerged with the aim of contributing to the clarification of whether there is an
increased neoplastic risk in these individuals due to the ionizing radiation used in the

screening exams.

Methods: A peripheral blood sample was collected from carriers and non-carriers of
causal variants of HBOC with mutation in the BRCA2 gene. After collection, some
samples were submitted to mammography and the rest to lumbar CT. The cell viability
was measured using the FMCA assay at 24h and 72h after irradiation, the oxidative
stress measured through the evaluation of the ROS using DHE and DCF probes and the
antioxidant defenses using the orange mercury probe at 2h and 4h after the irradiation.
The genotoxicity was measured at 72h after the irradiation using the micronucleus

assay.

Results: In the FMCA assay, there was no viability differences between the groups
(carriers and no carriers) or between different exposure doses (mammography and TC)
and the median cell viability values were about 100%. Concerning ROS production, it
was observed that when comparing the intracellular peroxide concentrations for the
group of carriers and the group of non-carriers that had been subjected to CT,
differences with statistical significance were obtained. However, we did not observe
statistically significant differences for any further comparison, that is, between groups
(carriers and non-carriers) for the mammography dose or between different exposure
doses, either for the other reactive species or for the antioxidant defense. Finally, it was
not possible to measure genotoxicity because it was not possible to obtain enough
binucleated cells with well-defined cytoplasm to allow us to perform the micronucleus

count.
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Discussion: These results contradict the expected results, namely in relation to the
samples submitted to CT, which were irradiated with a high dose and, therefore it would
be expected to observe a lower viability and an increase of reactive oxygen species. In
both fluorescence assay’s (FMCA and ROS), it would be interesting to perform the
measurement using flow cytometry because the fluorescence takes a full measurement
of the sample and not cell by cell. In relation to micronucleus assay, cells with defined
cytoplasm were not obtained because the slides might not be fully dry when stained

with Giemsa.

Conclusion: In this work and considering the conditions studied, we were unable to
prove that there is an increase in the radiosensitivity of mutation carriers in the BRCA2
gene. Therefore, changes to the protocol are suggested, namely in relation to the study
of the effect of the cumulative dose, as is the case of the immortalization of a line of

lymphocytes carrying the Portuguese founding mutation which may affect the results.
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1. Introducao






1.1 Sindrome Hereditaria do Cancro da Mama e do Ovario

Durante o século XIX, percebeu-se que as mulheres de determinadas familias tinham
uma maior probabilidade de desenvolver cancro da mama. O primeiro relato de uma
familia, com esta predisposicdo familiar foi atribuido ao médico francés Pierre Paul
Broca, ainda no século XIX. Contudo, sé em 1971, apds Knudson ter proposto o modelo
genético “two-hit” para a carcinogénese, é que a estrutura do cancro hereditario e o
papel dos genes supressores tumorais foram estabelecidos.(1) O modelo proposto por
Knudson demonstra que o cancro é o resultado de mutag¢des acumuladas no material
genético de uma célula. Desta forma, foi possivel perceber o papel fundamental dos
genes supressores tumorais, tais como o BReast CAncer gene 1 (BRCA1) e o BReast

CAncer gene 2 (BRCA2).(2)

Nos anos 90, os genes BRCA1 e BRCA2 foram associados a sindrome hereditdria do
cancro da mama e do ovario (SHCMO), permitindo assim aplicar o teste genético

preditivo a esta patologia.(1)

A SHCMO é uma sindrome genética autossdmica dominante de penetrancia
incompleta caraterizada por um aumento do risco de desenvolvimento de neoplasias da
mama, dos ovarios (inclui cancro nas trompas de Falépio e cancro peritoneal primario),
do pancreas, da prostata e do melanoma primario especialmente abaixo dos 50 anos.
Associa-se também a um risco aumentado de desenvolvimento de uma segunda

neoplasia mamaria e/ou pancreatica.(3-6)

Mutacbes nos genes supressores tumorais condicionam o desenvolvimento de
proteinas disfuncionais, incapazes de cumprir a funcdo reparadora do 4cido
desoxirribonucleico (ADN), ou seja, geram alteracGes a nivel do ciclo celular e também
a nivel da morte celular, em especial a apoptose. Consequentemente, o material
genético torna-se suscetivel ao aparecimento de mutagdes que acarretam um aumento

do risco de transformacdo maligna.(4)

A SHCMO ¢é causada maioritariamente por variantes germinativas causais,

patogénicas e provavelmente patogénicas, dos genes BRCA1 e BRCA2.(4)



Em mulheres ndo portadoras da mutacgao, o risco de desenvolvimento de cancro da
mama, do ovario e das trompas de Faldpio, é respetivamente, de 10-15% e de 1-2%. No
caso de portadoras da mutagdao no BRCA1, o risco aumenta para aproximadamente 72%
para o desenvolvimento de cancro da mama e para 44% para o cancro do ovario e das
trompas de Faldpio. A mutagao no gene BRCA2 confere um risco de 69% para
desenvolvimento de cancro da mama e de 17% para o cancro do ovario e das trompas

de Faldpio.(5)

Em homens portadores, o risco de vir a desenvolver cancro da mama é de 1,2%

relativamente a mutagdo no gene BRCA1 e de 6,8% para a mutagdo no gene BRCA2.(5)

Menos frequentemente, esta sindrome pode associar-se a outros tipos de
neoplasias malignas, como é o caso do cancro da préstata, do pancreas e do melanoma,
sendo este ultimo principalmente em individuos portadores de mutacdo no gene

BRCA2, tal como descrito na tabela 1.(5)



Tabela 1: Sintese do risco de desenvolvimento de cancro na populagdo em geral e em individuos
portadores de variantes germinativas causais nos genes BRCA1 e BRCA2. Tabela adaptada de [Petrucelli
N, Daly MB, Pal T. BRCA1- and BRCA2-Associated Hereditary Breast and Ovarian Cancer. Adam M,
Ardinger H, Pagon R, editors. GeneReviews®. Seattle: Seattle (WA): University of Washington; 2021.]

Portadores de Mutacao

Portadores de

Tipo de Cancro Populagao Geral Mutagao BRCA1 _——
- (%)
Mama unilateral
12% 46-87% 38-84%
(mulher)

21,1% até aos 10

2% até aos 5 anos anos apoés o 10,8% até aos 10 anos apods

Segundo cancro da
o diagnéstico do primeiro

apds o diagndstico diagndstico do

mama primario
cancro da mama; 62% até

do primeiro cancro primeiro cancro da

(mulher)
da mama mama; 83% até aos aos 70 anos.
70 anos
Mama (homem) 0,1% 1,2% 8,9%
Ovario 1-2% 39-63% 16,5-27%

15% até aos 65 anos;

Prostata 6% até aos 69 anos  8,6% até aos 65 anos
20% ao longo da vida
Pancreas 0,5% 1-3% 2-7
Melanoma
1,6% Sem dados Risco elevado

(cutaneo e ocular)




Apesar dos genes BRCA1 e BRCA2 serem os principais responsaveis pela SHCMO,
apenas 25% dos casos desta patologia sao associados a estes genes. A técnica de
sequenciamento do exoma permitiu descobrir uma heterogeneidade substancial de loci
entre familias afetadas que nao sdao portadoras de mutag¢do no gene BRCA1 ou no gene
BRCA2. Atualmente, ja foram identificados mais de 25 genes que estdo associados. A
maioria dos genes identificados codificam proteinas com ag¢do nas vias de manutencao
do genoma, em conjunto com os genes BRCA1 e BRCA2. Destacam-se a ATM (do inglés,
Ataxia-telangiectasia mutated serine/threonine kinase) e a PALB2 (do inglés, Partner

and Localizer of BRCA2).(1)

As mutagdes causais nos genes BRCA1 e BRCA2 sdo a principal causa da elevada
penetrancia na SHCMO, correspondendo a 25% dos casos diagnosticados da SHCMO. A
SHCMO afeta todos os grupos étnicos e racas. Na populacao geral, estima-se que as
mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 tenham uma frequéncia entre 1/400 e 1/500.
Contudo, na subpopulacdo dos judeus Ashkenazy, a frequéncia das variantes causais é

de 1/40.(7)

1.1.1. Diagndstico e Prevencao

Deve-se suspeitar a existéncia de mutac¢des dos genes BRCA1 e BRCA2 em individuos
com uma histéria pessoal ou familiar de primeiro, segundo ou terceiro grau que
possuam uma das seguintes caracteristicas: cancro da mama diagnosticado antes dos
50 anos (inclusive); cancro do ovario; multiplos cancros da mama primarios numa ou em
ambas as mamas; cancro da mama no homem; cancro da mama triplo negativo
diagnosticado antes dos 60 anos; combinacao de cancro do pancreas com cancro da
mama e/ou do ovario; combinag¢do de cancro da prdstata com cancro da mama; cancro
da mama diagnosticado em qualquer idade, em individuos de ascendéncia judaica
Ashkenazy; dois ou mais familiares de primeiro, segundo ou terceiro grau com cancro
da mama, um deles com idade inferior a 50 anos; trés ou mais familiares com cancro da
mama em qualquer idade, se tiver sido identificada uma variante patogénica dos genes

BRCA1 ou BRCAZ2 anteriormente na familia. (5,8,9)



Em individuos que ndo cumpram os critérios anteriores, podem utilizar-se modelos
matematicos preditivos. Estes modelos matematicos permitem estimar a probabilidade
de ser portador de uma variante num dos dois genes (BRCA1 e BRCA2) e, mediante um
resultado acima de um determinado limiar (normalmente 10%), é realizado o teste
genético. Destes modelos destaca-se o modelo BRCAPRO.(9) Este modelo BRCAPRO
consiste numa ferramenta de avaliacdo de risco associada a identificacdo de mutagdes
patogénicas nos genes BRCA1 e BRCA2 utilizando a analise de Mendel. Este software
incorpora a histdria pessoal e familiar do doente, incluindo o nimero de tumores do

doente e dos familiares de primeiro, segundo e terceiro graus.(9)

Um individuo é diagnosticado com a sindrome hereditdria do cancro da mama e do
ovario apds a identificacdo de uma variante patogénica da linha germinativa
heterozigdtica nos genes BRCA1 ou BRCA2, através de testes genéticos moleculares. O
candidato ideal para realizar teste molecular deve ter pelo menos uma das
caracteristicas ja acima mencionadas. Sé depois, deve ser realizado nos familiares. Se
nao for possivel realizar o teste molecular em individuos com antecedentes pessoais de
neoplasia, entdo o teste pode ser realizado num familiar sem antecedentes de cancro.
Contudo, é necessario perceber que um resultado negativo, ndo elimina a possibilidade

de haver uma variante patogénica nos genes BRCA1 ou BRCA2 na familia.(9)

Os testes genéticos identificam alteracdes nos cromossomas, nos genes ou nas

proteinas e dividem-se em testes moleculares, cromossémicos e bioquimicos.(10)

Os testes genéticos moleculares avaliam apenas um gene ou varios genes (painel)
para identificar variagdes ou mutacdes responsaveis por doencas genéticas. Os testes
cromossémicos avaliam todos os cromossomas ou fragmentos de ADN para verificar a
presenca de alteragcdes, nomeadamente dele¢cdes cromossémicas, responsaveis por
patologias genéticas. Os testes genéticos bioquimicos estudam a quantidade de

proteinas ou a sua atividade.(10)

Os testes genéticos habitualmente utilizados para a identificacdo de variantes
causais dos genes BRCA1 e BRCAZ2 sao testes genéticos moleculares. Este tipo de teste

genético inclui testes de genes Unico, o uso de um painel de genes ou sequenciamento



do genoma.(10) Até agora, a sequenciacdo de Sanger era o método mais utilizado para
diagndstico. Este método exige uma validacdo por laboratdrios individuais,
considerando a variabilidade de métodos de preparacdo existentes, de quimicos
utilizados para o sequenciamento, de algoritmos de bioinformatica usados no
alinhamento, as variantes que se pretendem investigar e a filtragem das variantes

disponiveis.(11)

Com a evolucdo tecnoldgica, surgiu a tecnologia de next generation sequencing
(NGS). Esta metodologia permite ndo sé analisar os genes BRCA1 e BRCA2, mas também,
outros genes, como o PALB2, que conferem um aumento do risco de desenvolvimento
da SHCMO.(11) A técnica de NGS é cada vez mais usada nos laboratérios de diagnédstico
pelo seu maior rendimento, resposta mais rapida e a possibilidade de expandir o
diagndstico molecular a mutagdes causais mais raras, isto tudo sem acarretar aumento

no custo de andlise quando comparado com as metodologias convencionais.(11)

Quando ndo é identificada qualquer alteracdao genética no teste do individuo em
estudo, é importante esclarecer o doente de que o risco de desenvolver um tumor ao
longo da sua vida é igual ao da populacdo geral. Pelo contrdrio, se o resultado do teste
for positivo, é importante testar os familiares para essa mutacgao especifica, de forma a

proporcionar um acompanhamento adequado.(9)

O diagndstico atempado em portadores de variantes patogénicas dos genes BRCA1
e BRCA2 é fundamental para que se apliquem medidas de vigilancia e de profilaxia
eficazes. O objetivo final serd a prevencao ou, quando nao for possivel, o diagndstico

precoce das neoplasias malignas.

Os programas de vigilancia e de prevencao praticados em individuos diagnosticados
com SHCMO s3do adaptados ao tipo de variante identificada. As medidas de prevencao
e de vigilancia dependem das opg¢des de cada individuo. De acordo com as National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) Guidelines Version 2.2021 (12), é recomendado
gue todos os portadores de variantes patogénicas dos genes BRCA1 e BRCA2 sejam
seguidos na consulta de risco familiar uma a duas vezes por ano.(12) Assim, em mulheres

portadoras de mutacdes BRCA saudaveis, o rastreio destas neoplasias difere das



medidas de rastreio do programa de rastreio de cancro da mama e do rastreio do cancro
do ovdrio existente em Portugal para a populacdo geral. De facto, as mulheres
portadoras de variantes patogénicas dos genes BRCA comegam o rastreio mais cedo do
gue a populagao em geral, seguindo os seguintes pontos: a partir dos 25 anos ou a partir
de uma idade 10 anos inferior aguela em que o familiar mais jovem desenvolveu cancro
da mama, aconselha-se a realizacdo de exame clinico anual ou bianual associado a
ressonancia magnética mamadria com contraste anual; entre os 30 a 75 anos de idade
estd recomendado uma vigilancia anual feita em associagdo com uma mamografia, uma
ecografia mamadria e uma ressonancia magnética mamadria com contraste; apds os 35
anos de idade, aconselha-se uma vigilancia anual ou bianual com ecografia pélvica
endovaginal e doseamento do marcador tumoral CA-125; a partir dos 50 anos de idade,
é indicado a realizacdo anual de uma ecoendoscopia ao aparelho digestivo superior e
uma ressonancia magnética abdominal; individuos com histérico familiar de melanoma

devem realizar uma consulta de dermatologia anual para avaliagdo cutanea.(12)

Deve oferecer-se as mulheres portadores de mutagdo a possibilidade de realizarem
cirurgias profilaticas, nomeadamente a mastectomia bilateral e a salpingo-ooforectomia
bilateral, cirurgia a ponderar entre os 35-40 anos de idade, sendo esta ultima a Unica

forma eficaz de prevenir o cancro do ovario.(5,8)

No caso dos homens com SHCMO, a vigilancia deve comecar por volta dos 35 anos
e recomenda-se (5,8): consulta anual de urologia e andlise anual do PSA (do inglés,
Prostate Specific Antigen), principalmente em portadores de mutacdo do gene BRCA2;
vigilancia clinica mamadria anual, associada a autoexame mamario; a partir dos 50 anos
de idade é recomendado a vigilancia anual feita em associacdo com uma mamografia,
ecografia mamadria, ressondncia magnética e ecoendoscopia ao aparelho digestivo
superior; individuos com histérico familiar de melanoma devem realizar uma consulta

de dermatologia anual para avaliacdo cutanea.(5,8)



1.1.2 Genes BRCA1 e BRCA2

Os genes supressores tumorais sdo essenciais para o normal funcionamento e
desenvolvimento do organismo, constituindo a chave da regulacdo e da inibicdo do
crescimento e proliferacdo celulares.(4) A partir destes genes sdo codificadas proteinas
especificas com fungdes variadas na reparacao do ADN, inducdo da apoptose, bloqueio

da adesdo de células tumorais e prevenc¢do do aparecimento de metastases.(4)

Breast-Cancer gene 1 (BRCA1) e 2 (BRCA2) sdo genes supressores tumorais que
atuam na reparacdo do ADN e na regulacdo da expressdo génica.(13) Estes genes
codificam proteinas, as proteinas BRCA, que estdo envolvidas em diversos processos
celulares essenciais como na estabilidade cromossémica protegendo o genoma do
dano, participam no ciclo celular e na apoptose e estdo relacionadas com fendmenos de

fosforilagdo.(13)

O gene BRCA1 estd localizado na regido 21.31 do braco longo do cromossoma 17
(cromossoma 17q21.31). E composto por 24 exdes, 22 dos quais codificantes,
distribuidos por 100kb de ADN gendmico. Encontram-se descritas mais de 200 mutacdes

germinativas associadas a suscetibilidade tumoral do gene BRCA1.(13,14)

A proteina BRCA1 é constituida por um terminal amino (N-terminal), uma parte
central e um terminal carboxilo (C-terminal), tal como representado na figura 1.(15) O
N-terminal contém o dominio Really Interesting New Gene finger (RING-finger), rico em
cisteinas, que se associa com a proteina BRCA1 Associated RING Domain protein 1
(BARD1) e é essencial para formacdo do complexo do BRCA1 com a ubiquitina ligase E3.
A regido central da proteina BRCA1 contém uma sequéncia de localizacdo nuclear (NLS)
e o local de fosforilacdo da Checkpoint kinase 2 (CHK2). (3,16) Por fim, o C-terminal é
constituido por o dominio coiled-coil, que se associa com a PALB2 e o dominio BRCT que
medeia a interacdo com proteinas importantes como BRCA1-A Complex Subunit
ABRAXAS, BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1 (BRIP1/FACJ) e binding

protein 1 interacting protein (CtIP). (3,15,16)
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Figura 1: Esquema representativo da proteina BRCA1. Esta contém o dominio RING, NLS e dois dominios
BRCT. Encontram-se representadas a verde as proteinas que se vdo ligar aos respetivos locais acima da
sua localizagdo. As setas vermelhas representam os locais de fosforilagdo do ATM e da CHK2. [Adaptado
de Yoshida K, Miki Y. Role of BRCA1 and BRCA2 as regulators of DNA repair, transcription, and cell cycle in
response to DNA damage. Cancer Science. 2004 Nov;95(11):866-71.]

O gene BRCA2 est4 localizado no braco longo do cromossoma 13 na regido 12.3. E
composto por 27 exdes, dos quais 26 sdo codificantes e distribuidos por 384 kDa. Estado

descritas mais de 1800 mutacdes associadas a este gene.(13,15,17)

A semelhanca da proteina BRCA1, a BRCA2 é constituida por dois terminais, o
terminal amino (N-terminal) e o terminal carboxilo (C-terminal), e por uma regido
central, tal como representado na figura 2. O terminal amino contem o dominio TAD (do
inglés, transcriptional activation domain) que permite a interacdo BRCA2-P53. Contém
também aminoacidos responsdveis pela ligacdo da PALB2, permitindo assim, a
reparacdao do ADN através da localizacdo das alteragdes.(3,16) A parte central da
proteina BRCA2 é codificada pelo exdo 11 e contém 8 repeticdes BRC que se ligam a
RAD51.(16) No C-terminal estd localizado o dominio de ligacdo ao ADN que possui um
dominio helicoidal, um dominio tower e trés dominios de ligacao oligonuclioides que
facilitam a ligacdo do BRCA2 aos danos do ADN de cadeia simples e duplos. Este terminal
contém também um NLS e um local de fosforilacdo da cyclin-depend kinase

(CDK).(3,15,17)
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Figura 2: Esquema representativo da proteina BRCA2. Este contém oito repeticées BRC (laranja). O Rad51
liga-se a 6 destas repeticées (mostrado a verde). [Adaptado de Yoshida K, Miki Y. Role of BRCA1 and BRCA2
as regulators of DNA repair, transcription, and cell cycle in response to DNA damage. Cancer Science. 2004

Nov;95(11):866-71.]

Em suma, os BReast-CAncer genes codificam proteinas com um papel fundamental
na reparacao dos danos de ADN, muitos devidos a radiacdo ionizante, e na regulacdo do
ciclo celular, levando a uma estabilidade gendmica e supressdao tumoral. Assim, uma
perda de funcdo numa destas proteinas leva a um aumento da instabilidade gendmica,

culminando em muitos casos em cancro.(13)
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1.2 Radiagao

A radiacdo, no que diz respeito a quantidade de energia cedida durante a interacao
com a matéria, pode ser distinguida entre radiacdo ionizante e ndo ionizante.(18,19) A
radiacdo ionizante tem a capacidade de remover eletrdes de atomos ou moléculas,
constituindo iGes, ao contrario da radiacdo ndo ionizante que ndo tem a capacidade de

gerar ies.(18,19)

A radiacdo pode ser na forma de particulas ou ondas. A radiacao sobre a forma de
ondas é chamada de radiacao eletromagnética que, por usa vez, também se pode dividir
em radiacdo ionizante e ndo ionizante. A radiacdo ndo ionizante é constituida por
comprimentos de onda maior que 10”m, tem energia menor que 12 eV e inclui as ondas
radio, as micro-ondas, a luz infravermelha, a luz visivel e a luz ultravioleta. A radiacao
eletromagnética ionizante é constituida por raios-X e por raios-y. A radiacdo ionizante
particulada é constituida por particulas alfa (a), particulas beta (B), protdes, iGes

pesados, entre outros.(18,19)

1.2.1 Efeitos biolégicos da Radiacdo lonizante

Ao atravessar o meio, a radiacdo ionizante cede energia ao longo do seu percurso,
podendo causar dano bioldgico nos tecidos que atravessa. Quando uma célula é
irradiada, podem ocorrer trés situa¢des: diminuicdo da velocidade de divisdo celular,
morte interfasica ou morte celular. Se a irradiacdo é feita com doses baixas, ocorre a
diminuicdo da velocidade de divisdao, mas os motivos que condicionam esta diminuicao
sdo ainda desconhecidos. A morte interfasica, que traduz a morte da célula antes de
entrar em mitose, depende das células que sdo irradiadas. As células com elevada
capacidade mitética entram em morte interfdsica com doses mais baixas do que as
células com menor capacidade mitdtica. Por fim, a morte celular no contexto de
radiobiologia é geralmente equiparada a qualquer processo que leva a perda da

capacidade clonogénica. Este é um critério bastante amplo para morte celular e ndo se

13



aplica a todas as células. No caso das células nervosas e musculares, que sao células que

nao se dividem, a morte celular pode ser considerada a destruicdo da célula.(20)

De facto, quando a radiacdo ionizante atravessa a matéria, vai perdendo energia
gradualmente devido a interacdo durante o seu percurso. Para um determinado meio,
a taxa de perda de energia depende nao sé da energia e do tipo de radiacdo, mas
também da densidade, nimero de atomos por unidade de volume, do material
irradiado. Assim, a transferéncia linear de energia, LET (do inglés, Linear Energy
Transfer), é definida como a energia transferida por unidade de comprimento de
percurso. A LET aumenta a medida que a radiacdo vai percorrendo o seu caminho, de
tal forma, que existe um pico de deposicdo no fim do seu percurso, o pico de
Bragg.(18,19,21) A transferéncia linear de energia é um dos importantes fatores que
influencia o efeito bioldgico da radiacdo. Na verdade, quanto maior LET, maior serd o
efeito bioldgico. As particulas carregadas, de uma forma geral, tém uma maior LET que

0s raios-X e os raios-y.(19)

Além da transferéncia linear de energia, existem outros dois fatores que afetam a
resposta celular a radiacdo ionizante. Sao eles a eficiéncia biolégica relativa, RBE (do
inglés, Relative Biological Effectiveness), e a relacdo do enriquecimento em oxigénio,
OER (do inglés, Oxygen Enhacement Ratio).(21) De facto, o efeito relativo da LET é
descrito pela eficiéncia biolégica relativa, sob a forma de comparacdo com uma dose de
raios-X de 250 keV que produz a mesma resposta bioldgica.(19,21) A OER traduz a razao
entre a dose de radiacao que produz uma dada resposta sem a presenca de oxigénio e
a dose de radiacdo que produz o mesmo efeito na presenca de oxigénio. Efetivamente,
os efeitos biolégicos da radiacdo sdao maiores quando estamos numa situacdo aerdébica
porgue nestas condi¢cdes ocorre muito maior producdo de espécies radicalares durante

a radidlise da agua e posterior recombinacdo.(18,19,21)

Para além de se dividir em particulas e ondas, a radiacdo ionizante provoca efeitos
bioldgicos que se podem classificar consoante a sua acdo em direta ou indireta.(19) Os
efeitos diretos sdo provocados por radiacdo com energia cinética suficiente para

destruirem a estrutura atdmica do meio por onde passam, provocando danos quimicos
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e biolégicos as moléculas.(19) Por exemplo, uma particula alfa pode induzir diretamente
guebras de uma molécula de ADN. Geralmente, a acdo direta é proveniente
predominantemente de radiacdo de elevada LET. Este tipo de a¢do estd associada a
efeitos sem limiar de dose (estocasticos), podendo, se em células da linha germinativa,

gerar efeitos genéticos que podem ser transmitidos a geragGes futuras.(22)

Em oposicdo, os efeitos indiretos da radia¢do ionizante sdo sobretudo causados pela
radiacdo ionizante eletromagnética (raios-X e raios-y), ou seja, radiacdo de baixa LET.
Este tipo de efeitos ndo produz danos quimicos ou bioldgicos por si sd, mas origina
espécies radicalares no meio no qual é absorvida.(18,19) Sdo estas espécies radicalares

gue se vao difundir e causar dano celular.(22)

Quando a radiacdo ioniza um atomo, forma-se um ido que pode simplesmente

recombinar-se ou podem reagir quimicamente e danificar moléculas das células.

Por outro lado, os danos da radiacdo podem levar a formacgao de radicais livres que
podem levar a rea¢des quimicas prejudiciais. Um radical livre € um atomo ou molécula
gue tem um eletrdo orbital desemparelhado na camada de valéncia. Este tipo de
particulas tem uma elevada reatividade quimica que conduz a uma elevada interacao
com biomoléculas e, consequentemente, possibilidade de danifica-las. A acdo indireta

acontece através do efeito do oxigénio ou de processos de radidlise da dgua.(22)

De facto, quando a radiacdo interage com uma molécula de agua, esta é ionizada
formando numa primeira instancia uma molécula com carga positiva (H,0%) e um

eletrdo livre (e™) (1):

. H,0" + e~ (1)
RADIACAO IONIZANTE

A molécula de agua carregada positivamente, por ser muito instavel, sofre a reacao

em baixo descrita (2):
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H,0* - H* + OH" (2)

Ja o eletrdo livre interage com outra molécula de dgua e origina o radical livre de

hidrogénio (H*) e ido hidréxido (3):

e +H,0 - H,0O" - H" +0H™ (3)

Assim, no final, cada molécula de dgua produz um par de ides (H* e OH™) e dois
radicais livres (OH* e H™). Estes radicais livres, por terem um tempo de vida muito curto
(101%), interagem entre si dando origem ao perdxido de hidrogénio (4) e a moléculas

de hidrogénio (5):

OH* + OH* > H,0, (4)

H*+ H* - H, (5)

Por outro lado, a radiacdo pode interagir de uma forma indireta com as moléculas
de oxigénio (02). Apds a formacdo do eletrdo livre da radidlise da agua, este pode

interagir com as moléculas de oxigénio formando o anido superéxido (6):
e"+ 0, - 0; (6)

O anido superdxido, de seguida, pode reagir com uma molécula de dgua, dando

origem ao ido hidroxilo e ao radical livre hidroperoxilo (7)

05 + H,0 > OH™ + HO; (7)

Por outro lado, a molécula de oxigénio pode interagir com o radical livre de
hidrogénio (H*) formado na radidlise da dgua, originando novamente o radical livre

hidroperoxilo (8):

0O, + H"—> HO; (8)
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Este radical livre formado na reacdo anterior pode ainda reagir com o radical livre
de hidrogénio, formando peréxido de hidrogénio (H,0,) (9) ou reagir com outro radical
livre de hidroperoxilo (H0,), dando origem a mais perdxido de hidrogénio e oxigénio.

(10)

HO; + H* > H,0, 9)

HO; + HO; - H,0,+ 0, (10)

O perdéxido de hidrogénio e o radical livre hidroxilo sdo responsaveis por
aproximadamente dois tercos de todas as lesdes por radia¢ao derivadas da radidlise da
agua. Os radicais livres sdo capazes de inativar mecanismos celulares e provocar
alteragdes nos mecanismos genéticos das células consequéncia de lesdes no ADN, nas

proteinas e ou nos lipidos.(23)

1.2.2 A radiacdo ionizante e o ADN

Apesar de a radiacdo poder danificar a membrana celular, os organelos e outros
constituintes da célula, é o dano no ADN nuclear, parte mais radiossensivel da célula,
gue pode condicionar a divisdo celular, originando mutacdes e cancro. S3o varios os
efeitos induzidos pela radiacdo na molécula do ADN, como as alteracdes nas ligacdes
entre as bases (substituicdo, adicdo ou remocdo de bases), substituicdo cruzada, single

strand breaks (SSB) e double strand breaks (DSB).(18,19,23)

As alteracoes de ligacOes entre as bases numa Unica ou em ambas as cadeias mudam
a sequéncia e assim afetam o armazenamento e a transmissdo da informacdo do
genoma.(19) As SSB sdo quebras que envolvem apenas uma cadeia da molécula de ADN,
sendo produzidos essencialmente por radiacdo de baixa LET. Os danos de cadeia simples

sdo relativamente faceis de reparar porque as componentes unitdrias do ADN s3o
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complementares e servem como molde para a reparac¢do.(23) As DSB ocorrem
habitualmente por radiacdo de elevada LET e sdo quebras em ambas as cadeias numa
localizacdo igual ou muito proxima. Estas alteracdes induzem a perda do modelo
orientador da reparacdo e, consequentemente, resulta numa reparacdo errdnia. A
maior parte dos DSB sdo letais porque no ciclo celular os fragmentos gerados sao
detetados nos checkpoints da replicacao celular, ndo permitindo que a célula progrida
no ciclo celular. S3o o tipo de lesdo de ADN mais perigoso porque pode condicionar a

perda de uma grande regido cromossémica.(19,24,25)

Estes efeitos podem levar a uma inibicao temporaria ou permanente de sintese de
ADN, sintese de ADN incorreto com consequente sintese de proteinas incorretas e

inibicdo ou prevencdo da mitose. (23)

Assim, é importante perceber a diferenca entre dano no ADN e mutacdo. No
passado, estes termos eram usados como sindnimos. Hoje em dia, é possivel perceber
a diferenca.(23) O dano no ADN é uma aberracdo na sequéncia do ADN, como por
exemplo, os efeitos acima descritos. O dano no ADN é reconhecido pelas enzimas de
reparacdao que estdo constantemente a monitorizar a integridade do ADN durante o
processo de replicagdo. A maior parte dos danos reconhecidos sdo reparados. No
entanto, quando um determinado dano n3o é reconhecido ou n3do é reparado

corretamente, resulta na morte celular ou em mutacdo.(23)

Mutacdo define uma mudanca na sequéncia do ADN nao reconhecida pelas enzimas
de reparacdo. Desta forma, ao ndo ser reparada, a mutacao pode ser replicada. As
células mutadas podem aparentar ter a capacidade reprodutiva normal, mas tém
informacdes alteradas noutras partes do genoma. As mutacdes do ADN em células com

elevada capacidade proliferativa sdo mais provaveis de originar cancro.(23)
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1.2.2.1 Reparacéo das lesées do ADN

A célula responde ao dano do ADN através de uma resposta das vias DDR (do inglés,
DNA damage response) que permite que as vias de reparacdo removam o dano numa

forma dependente do substrato. (26)

Destacam-se cinco vias de reparacdo do ADN: a reparacao por excisdo de base (BER,
do inglés, base excision repair), reparacao por excisdo de nucleétidos (NER do inglés,
nucleotide excision repair), mismatch repair (MMR), recombinacdo homéloga (HR, do
inglés, homologous recombination), e a unido da extremidade ndo homdloga (NHEJ, do
inglés non-homologous end joining). Estas vias sdo ativadas em diferentes fases do ciclo

celular permitindo que a célula repare o ADN. (26)

A via de BER encontra-se ativa maioritariamente na fase G1 do ciclo celular e é
utilizada para corrigir danos de oxida¢do, desaminacao, alquilacao, e abasic single base,

gue ndo sdo percebidos como alterac¢des significativas da hélice do ADN.(26)

A NER é a via usada para remover lesGes extensas originadas geralmente pela
radiacdo ultravioleta e para corrigir bases que distorcem a dupla hélice do ADN. Neste

tipo de reparacao, os nucleotideos danificados sdao removidos. (26)

A MMR é a via utilizada para substituir bases mal emparelhadas e é realizada logo
apos a formacdao do novo ADN. Além disso, este tipo de reparacao é utilizado para
detetar e corrigir insercdes e delecdes provocadas pelas polimerases que perdem o seu

local de insercdo na cadeia que serve de molde.(26)

A HR é essencial para aceder a informacgao genética que existe nas cromatides irmas
ou nos cromossomas homdlogos quando ambas as cadeias do ADN estdo
comprometidas. A HR tem um papel fundamental na reparagdo das DSB e atua nas fases
S e G2 do ciclo celular uma vez que nestas fases existe maior nimero de cromatides

irmas.(24,27)

A HR inicia-se com a ligacdo do complexo MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) as

extremidades do ADN danificado, que também ativa a proteina ATM. A proteina ATM,
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por sua vez, ativa e fosforila a proteina BRCA1 que é responsdvel por regular o complexo
MRN. A endonuclease MRE11 corta a fita da DSB, que possui um terminal 5’, até 300
nucledétidos. Para que a remocdo das DSBs seja eficiente, é necessdria a interacdo da

proteina MRE11 com a proteina CtBP-interacting. (24,25,27)

Também a NHEJ é utilizada para a reparacdo das DSB e atua maioritariamente na
fase G1 do ciclo celular. A maioria das DSB tém as extremidades do ADN incompativeis
devido a modificacdes quimicas ou saliéncias incompativeis. Na NHEJ, essas pequenas
regidoes na extremidade 5’ ou na extremidade 3’ sdo degradadas. Por sua vez, as
exonucleases e das endonucleases geram pequenas regides de microhomologia (menos
de 4 nucleédtidos) entre as cadeias.(24,25) A NHEJ baseia-se na acdo do complexo ADN-
PKcs/Ku. A via de reparacdo NHEJ comeca com a ligacdo do heterédimo Ku70-Ku80 as
extremidades dos DSB, que recruta as restantes proteinas que interagem na NHEJ. Entre
estas, estdo incluidas a DNA-PKcs (do inglés, DNA-dependent protein kinase catalytic

subunit), a DNA ligase IV e as proteinas XRCC4 e XLF (do inglés XRCC4-like factor).(25)

Comparativamente com a HR, a NHEJ ndo é tdo eficiente na reparacdo dos DSB
porqgue utiliza poucos ou nenhuns cromossomas homadlogos ou cromatides irmas para a

reparacao. (27)

1.2.3 Aplicag¢des da radiacdo ionizante

A radiacdo ionizante veio proporcionar um avanco na medicina, permitindo o
desenvolvimento de varias aplicacbes nas dreas de diagndstico e terapéutica.
Praticamente todos os procedimentos de imagem médica surgem de um dos seis
principais procedimentos de diagnéstico radioldgico: planar, fluoroscopia, mamografia,
tomografia computorizada, ressonancia magnética ou ecografia. A radiografia
convencional, fluoroscopia, tomografia computorizada e mamografia utilizam raios-X, a
ressonancia magnética usa ondas de radio e a ecografia utiliza ondas sonoras de elevada

frequéncia. (28)

De facto, os métodos atualmente mais utilizados no diagndstico continuam a ser os

métodos de radiologia, que incluem métodos que usam radiacao ionizante e métodos

20



gue ndo usam radiacdo ionizante, como é o caso da ecografia e da ressonancia

magnética. (28)

A radiografia planar foi a primeira tecnologia de imagem médica. O fisico Wilhelm
Roentgen descobriu os raios-X em 1895, o que possibilitou o surgimento da radiografia
convencional. Roentgen foi também responsavel pela primeira radiografia do corpo

humano (figura 4). (21)

A radiografia necessita de uma fonte de raios-X de um dos lados do doente e com o
detetor do lado oposto (figura 3). Um pulso de pequena duragdo (tipicamente meio
segundo) é emitido por um tubo de raios-X, do qual uma grande fracdo interage no
doente (cerca de 98%) e apenas uma pequena parte atinge o detetor onde a imagem
radiografica é formada (menos de 2%). (21,28) Essa porgdo absorvida pelo doente é
responsavel pela producdo de efeitos bioldgicos no seu organismo. Assim, a dose para
um doente depende de varios fatores, como por exemplo, da distancia da fonte ao
doente, do tipo de procedimento, a massa do doente, do tamanho do feixe de raios-X,

entre outros. (28)

Recetor de
imagem

Fonte de raios-x

Doente

Figura 3: Imagem representativa de uma radiografia. Adaptado de [Kelsey CA, Heintz PH, Sandoval
DJ, Chambers GD, Adolphi NL, Paffett KS, editors. Radiation Biology of Diagnostic Imaging. In:
Radiation Biology of Medical Imaging. First Edit. New Jersey: John Wiley & Sons, Inc.; 2014. p. 213—
8.]
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A imagem radiografica (figura 4) é obtida consoante o grau de atenuacdo que o feixe
de raios-X é sujeito. De facto, as propriedades de atenuacao dos diferentes tecidos do
corpo humano como, por exemplo, o 0sso, os tecidos moles e o ar, sdo bastante
distintos. O detetor utilizado em radiografia pode ser um filme fotografico ou detetor

eletrénico.(28)

Figura 4: Primeira radiografia pelo fisico Wilhelm Roentgen a mdo da sua mulher. Retirado de [Forshier S.
Radiobiology History. In: Forshier S, editor. Essentials of Radiation Biology and Protection. Second Edi. New

York: Delmar; 2009. p. 3-9.]

1.2.3.1 Tomografia Computorizada

A tomografia computorizada (TC) tornou-se clinicamente disponivel em 1970 e foi a
primeira tecnologia de imagem médica a ser realizada através de um computador. As
imagens de TC sdo produzidas pela passagem de raios-X a medida que a fonte de
radiacdo gira em torno do corpo. Utiliza-se um conjunto de detetores, oposto a fonte de

raios-X, que recebe os dados da projecdo da transmissdo.(28)

As vantagens da TC em relacdo a radiografia convencional é a possibilidade de
realizar cortes tridimensionais da regido de interesse, eliminando a sobreposicao de
estruturas anatdmicas e apresentando assim uma visdo desobstruida da anatomia

detalhada.(28)

O facto de ser um exame complementar de diagndstico facilmente acessivel nas
instituicdes de salde, associado a uma aquisicdo rapida e com elevada qualidade da

imagem, tornaram a TC num dos exames auxiliares de diagndstico mais frequentes.(28)
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1.2.3.2 Mamografia e Rastreio do cancro da mama em Portugal

A mamografia é um dos exames mais realizados em mulheres, sendo um método

auxiliar de diagndstico essencial no cancro da mama (figura 5). (28)

A mama é composta principalmente por tecidos moles com uma estrutura
relativamente uniforme. A mamografia deteta depdsitos de cdlcio, quistos e neoplasias

gue tenham uma densidade semelhante a do tecido mamadrio normal.(28)

Durante a mamografia, a mama é comprimida de forma a criar uma camada mais
fina e mais uniforme. Desta forma, a radiacao necessaria é de baixa energia porque nao

€ necessario ter uma capacidade elevada de penetrancia dos tecidos.(28)

Como a mamografia utiliza uma dose muito menor de radiacdo do que a radiografia
convencional, a fonte e os detetores de raios-X tém de ser desenhados especificamente
para obter aimagem da mama.(21) A imagem obtida numa mamografia convencional é
uma imagem em 2D, o que provoca, muitas vezes, uma dificil visualizacao de algumas
estruturas devido a sobreposicao de tecidos que cria sinais desordenados. Atualmente,
jd existem alguns sistemas de mamografia capazes de realizar uma tomossintese
(imagem mamogréfica obtida em 3D), onde a fonte de raios-X se movimenta num arco
de 7 a 40 graus a volta da mama. Este método tomografico tem um angulo limitado que
leva a reconstrucdo das imagens de tomossintese. Estas imagens sdo obtidas num plano
paralelo ao plano do detetor e podem reduzir a sobreposi¢cdo de imagens acima e abaixo

do plano em foco.(21)
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Figura 5: Imagem de um aparelho de mamografia. Retirado de [Kelsey CA, Heintz PH, Sandoval DJ,
Chambers GD, Adolphi NL, Paffett KS, editors. Radiation Biology of Diagnostic Imaging. In: Radiation
Biology of Medical Imaging. First Edit. New Jersey: John Wiley & Sons, Inc.; 2014. p. 213-8.]

O exame com mamografia faz parte dos programas de rastreio do cancro da mama.
Em Portugal, dos 50 aos 69 anos estd recomendado que a mulher faga uma mamografia
de dois em dois anos. Todavia, consoante a sua histéria familiar, pode estar

recomendado a realizacdo de mamografias antes dos 50 ou depois dos 69 anos.(29)

Como foi referido anteriormente, no caso da Sindrome Hereditaria do Cancro da
Mama e do Ovario é recomendado que as mulheres comecem a realizar mamografias a

partir dos 25 anos. (8)

24



1.3 Impacto da radiagao ionizante em pessoas portadoras de variantes

causais de BRCA1 e BRCA2

O diagnostico precoce do cancro da mama é uma etapa fundamental na abordagem
desta neoplasia. Contudo, é necessdrio perceber qual a relacdo entre as doses de

radiacdo dos métodos de diagndstico e a possivel inducdo do cancro.

Tal como ja foi referido anteriormente, a radiacao ionizante, seja de forma direta,
seja de forma indireta, lesa o ADN. Quando estes danos ndo sdo reconhecidos pelas
enzimas de reparagdo, evoluem para mutagdes que por sua vez podem originar

cancro.(20)

Como os genes BRCA1 e BRCAZ2 s3ao genes supressores tumorais que participam na
reparacao das DSB através da recombinacdo homologa, torna-se importante perceber
gual é o papel das doses de diagndstico em individuos com a SHCMO. Existe uma
diferenca na capacidade de reparacdao de danos em portadores e ndo portadores de
mutacdo nos genes BRCA1 e BRCA2. Com o objetivo de esclarecer se os individuos
portadores sdo mais radiossensiveis, tém sido realizados diversos estudos ao longo dos

anos.(30)

Os estudos de Narold et al. e de Goldfrank et al., analisaram a exposicdo de
portadoras de mutacdo nos genes BRCA1 e BRCA2 a mamografia. (31,32) O primeiro
grupo estudou 1600 portadoras das variantes causais nos genes BRCA que
desenvolveram cancro da mama, diagnosticadas entre de Janeiro de 1952 a junho de
2005, e 1600 portadoras saudaveis que foram o grupo de controlo. Este estudo incluiu
mulheres de 44 centros de 6 paises diferentes da Europa, da América do Norte e de
Israel.(31) Os autores avaliaram se as portadoras ja tinham realizado alguma
mamografia e, em caso afirmativo, o nimero de mamografias realizadas e a idade do
primeiro exame. Os resultados obtidos ndo mostraram associacao entre a realizacdo de

mamografias e o risco de vir a desenvolver cancro.(31,33)

No estudo de Goldfrank et al.,, os autores realizaram um estudo de coorte

retrospetivo que incluiu 213 mulheres previamente diagnosticadas com variantes
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causais dos genes BRCA1 e BRCA2 e que iniciaram o rastreio com mamografia entre os
25 e os 30 anos. Destas, 85 tinham sido diagnosticas com cancro da mama ha, pelo
menos, um ano.(32) No inicio do estudo, as portadoras deram informacdo sobre o
nimero de mamografias realizadas ao longo da sua vida e, mais especificamente,
durante os 12 meses prévios. No caso das que tinham sido diagnosticadas com cancro
da mama ha menos de um ano, a exposicao foi calculada subtraindo ao nimero total de
mamografias a que tinham sido submetidas ao longo da sua vida, o nimero de
mamografias recebidas no ano anterior ao diagndstico de cancro da mama.(32) Os
autores obtiveram um risco relativo de 0,94, ndo encontrando associacdo entre o

desenvolvimento de cancro e a exposicdo a dose de mamografia.(32)

Outro estudo de coorte retrospetivo estudou a influéncia das radiografias tordcicas
no desenvolvimento de cancro da mama. Foram incluidas 454 portadoras de mutacao
no gene BRCA1 e 273 portadoras de mutacao no gene BRCA2 com menos de 50 anos,
sendo que 261 tinham histéria pessoal de cancro da mama. Os autores ndo encontraram
gualquer relacdo entre a realizacdo de radiografias toracicas e o desenvolvimento de

cancro da mama.(35)

Em contraste, com os resultados destes estudos apresentados, o estudo de coorte
retrospetivo por Andrieu et al. incluiu 1601 portadoras (1187 portadoras de mutacdo no
gene BRCA1 e 414 portadoras de mutacdo no gene BRCA2) e analisou a relagdo entre a
realizacdo de radiografias toracicas e o risco de vir a desenvolver cancro da mama,
excluindo mamografias. Das 1601 mulheres, 853 tinham sido diagnosticadas com cancro
da mama. Os autores concluiram que qualquer exposicao a dose de radiacdo X ao torax,
levava a um aumento da probabilidade de vir a desenvolver cancro da mama com HR
(doinglés, Hazard ratio) de 1,54. Concluiram também que em mulheres que realizaram
este exame com menos de 20 anos, o risco de desenvolvimento de cancro da mama

primdrio aumenta ainda mais (HR de 5,21). (36)

O estudo mais detalhado realizado foi o estudo de coorte retrospetivo GENE-RAD-
RISK Project de Pijpe et al.. Estes autores estudaram 1993 portadoras de variantes

causais nos genes BRCA1 e BRCA2 com mais de 18 anos, que ja tinham sido incluidas em

26



trés grandes estudos — GENEPSO (Franca), EMBRANCE (Reino Unido) e HEBON (Paises
Baixos). (37) Os autores observaram uma relacdo dose-efeito entre qualquer exposicao
de radiacdo de um exame de diagndstico antes dos 30 anos e o risco de desenvolvimento
de cancro da mama (HR de 1,90). Concluiram assim que o risco de desenvolvimento de
cancro da mama aumenta consoante o aumento da realizacao de radiografias tordcicas,
abaixo dos 20 e dos 30 anos, assim como a realizacdo de mamografias antes dos 30 anos.
Todavia, ndao foi encontrada qualquer relacdo entre a realizacdo de exames de

diagndstico entre os 30 e os 39 anos e o desenvolvimento de cancro da mama.(37)

Um outro grupo estudou amostras de sangue de portadores e ndo portadores de
variantes causais dos genes BRCA1 e BRCA2 (amostra de 18 parrticipantes), irradiando
as amostras com radiacdo y com a dose de 2 Gy e de 4 Gy com origem no cobalto-60.
De seguida, foi realizado o ensaio de micronucleos para avaliar a radiossensibilidade das
células do sangue dos vdrios individuos, concluindo que os portadores de variantes

causais nos genes BRCA1 e BRCA2 eram mais radiossensiveis que os ndo portadores.(38)

Assim, com o objetivo de continuar a estudar a influéncia da dose de radiacdo
ionizante, usada nos métodos auxiliares de diagndstico, e de clarificar o comportamento
de individuos com a SHCMO quando exposto a essas doses, planificou-se o presente
estudo que pretende avaliar e comparar a radiossensibilidade em portadores e nao

portadores de variantes causais nos genes BRCA1 e BRCA2.
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2. Objetivo
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Nos ultimos anos, tem sido estudada a questdo da radiossensibilidade em
portadores de mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 que codificam para a Sindrome
Hereditdria do Cancro da Mama e Ovdrio. Este trabalho surge com o objetivo de
contribuir para o esclarecimento acerca do aumento do risco de exposicdao a radiacao
ionizante quando estes individuos sdao expostos a exames de diagndstico com radiacao

ionizante usados como métodos de rastreio.

Assim, para estratificar o risco pretende-se estudar individuos portadores e nao
portadores de familias com a SHCMO, através da recolha de amostras de sangue
periférico destes individuos e avaliar o stresse oxidativo, a viabilidade celular e a
genotoxicidade apds exposicdo das amostras a exames imagiolégicos com radiacao

ionizante.
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3. Materiais e Métodos
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Para esclarecer a influéncia da realizacdo de exames de diagndstico com radiacao
ionizante em portadores de variantes causais dos genes BRCA1 e BRCA2, que codificam

para a SHCMO, realizou-se o presente projeto de investigacao.

Este estudo resulta da colaboracdo entre o Instituto de Biofisica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC) e dois servicos de hospitais do Sistema
Nacional de Saude de Coimbra: o Servico de Oncologia Médica do Instituto Portugués
de Oncologia (IPO) e o Servico de Genética Médica do Centro Hospitalar e Universitario
de Coimbra (CHUC). O projeto foi submetido as comissdes de ética das trés instituicdes

(FMUC, IPO e CHUC) das quais obteve um parecer favordvel (anexos 1, 2 e 3).

3.1 Amostra

Foram incluidas amostras de sangue de portadores e ndo portadores de variantes
causais no gene BRCA2. Consideraram-se elegiveis para participar no estudo, todos os
individuos com idade igual ou superior a 18 anos, testados para as mutacdes nos genes
BRCA1 e BRCA2, por pertencerem a familias portadoras das referidas mutagdes. Foram

excluidos portadores de variantes com significado clinico desconhecido.

Os individuos que cumpriram os critérios acima descritos foram recrutados na
consulta de Risco Familiar do Servico de Oncologia Médica do IPO Coimbra e na consulta
de Aconselhamento Genético do Servico de Genética Médica do CHUC. A inclusdo dos
participantes do IPO de Coimbra passou pela selecdo dos individuos observados em
consulta entre o dia 1 de dezembro de 2020 e 15 de julho de 2021. Os individuos do
Servico de Genética Médica do CHUC foram inicialmente selecionados a partir da base
de dados do servico e, apdés um parecer favoravel do individuo, foram convocados para
consulta presencial para colheita da amostra. Foram recolhidas amostras de um total de
23 individuos, 6 dos quais do Servico de Oncologia Médica do IPO Coimbra e 17 do
Servico de Genética Médica do CHUC. De forma a garantir a anonimato dos individuos
ao longo do processo, atribuiu-se um nimero a cada amostra (1 a 23), de acordo com a
ordem em que foi realizada a colheita, que foi utilizado para identificar as informacdes

e as amostras colhidas.
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Os participantes foram divididos em grupo controlo, constituido pelos individuos
ndo portadores com teste genético anteriormente realizado pertencentes a familias
portadoras de mutacdes no gene BRCA2, e em grupo de portadores, onde foram

integrados os portadores de mutagcdo no gene BRCA2.

3.1.1 Caracterizacdo da amostra

Foi pedido a todos os individuos da amostra a realizacdo de um inquérito (anexo 4)

onde foram recolhidos dados sociodemograficos, dados antropométricos (massa e

altura, para calculo do IMC (%)), habitos pessoais (habitos tabagicos, ingestdo didria

de 4gua e pratica de exercicio fisico), antecedentes patoldgicos médicos (oncoldgicos
relacionados com a sindrome, oncoldgicos ndo relacionados com a sindrome,
cardiovasculares, respiratérios, neuropsiquiatricos e outros, onde se incluem a anemia,

a doenca de Behcet, a hepatite e o glaucoma) e antecedentes patolégicos cirurgicos.

A dose efetiva cumulativa para cada doente foi calculada através de uma soma da
dose correspondente a cada exame com radiacdo ionizante realizado e, nos doentes
com histéria prévia de doenca oncoldgica, foi também adicionada a dose de radioterapia

a que o doente tera sido submetido. (38)

Consideraram-se os valores de Dose Datamed Il (40) como os valores de referéncia
dos exames de radiologia em Portugal. Usou-se o coeficiente de conversdao do mesmo
documento, que foi multiplicado pelo valor maximo ou de referéncia apresentado nas
recomendacdes da Associacdo Europeia de Medicina Nuclear correspondente ao estudo
em questdo. Atendendo a auséncia de informacao relativa a TC no estudo de Teles et
al.(40), os valores da dose efetiva foram calculados pela multiplicacdo do valor de Dose-
Length Product (DLP) relatados para Portugal existente no estudo de Santos et al.(41)
pelos coeficientes k. Por fim, nos exames com radiacao ionizante, para os quais nao

existiam dados portugueses, utilizou-se a estimativa de dose internacional.
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3.1.2 Colheita da Amostra Sanguinea

Cada doente foi submetido a puncdo venosa periférica na flexura cubital, para
colheita de uma amostra de cerca de 20 mL de sangue periférico, realizada nos servicos
de Patologia Clinica do IPO Coimbra e no Servico de Consultas Externas do Hospital
Pediatrico de Coimbra do CHUC. A amostra de cada doente foi distribuida por 3 tubos
de colheita: um tubo com heparina (Heparin Tubes, BD Vacutainer®, United Kingdom) e
dois tubos com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, do inglés, Ethylenediamine

tetraacetic acid) (KEDTA tubes, BD Vacutainer®, United Kingdom).

3.2 Irradiacao

Apds a colheita, todas as amostras foram divididas em grupo de portadores e grupo
de ndo portadores. O sangue foi transferido para sete microtubos, previamente
identificados com o cédigo de identificacdo do doente, com o tipo de anticoagulante
presente no tubo de colheita e com a condic¢do a que se incluia, controlo (ndo sujeitos a
irradiacdo) ou irradiado (sujeitos a irradia¢do), tendo sido colocado em todos eles o
mesmo volume de sangue periférico (2,2 mL). Todos os microtubos foram sujeitos as

mesmas condic¢des de irradiacao.

A irradiacdo foi realizada no servico de Imagiologia do Hospital da Luz de Coimbra
com o auxilio de dois fantomas. As amostras foram submetidas a dose correspondente
a uma mamografia de duas incidéncias (amostra 1 a 18) e a dose correspondente a uma

TC lombar (amostra 19 a 23).

3.2.1 Mamografia

A exposicdo correspondente a mamografia foi realizada recorrendo ao mamégrafo
da Siemens Healthineers, o MAMMOMAT Revelation, com o auxilio de um fantoma
antropomorfico, o tissue equivalente phantom for mammography, model 011A (CIRS,

Virginia, USA) para simular a mama dos participantes. Os microtubos foram
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posicionados nas laterais exteriores do fantoma, como mostra a figura 6 e a sua posi¢ao

foi marcada para ser reproduzivel para os restantes microtubos.

Figura 6: Fotografia que exemplifica como foram colocados os microtubos no fantoma utilizado para a

mamografia.

As aquisices foram feitas para o posicionamento craniocaudal (CC), tendo-se
submetido as amostras (1 a 18) a duas incidéncias neste posicionamento. Os parametros
de exposicdo aplicados foram selecionados considerando uma mama constituida por
50% de tecido glandular e 50% de tecido adiposo, com a pa de compressao adjacente
ao fantoma com uma forca de 39 N e controlo automatico de exposicdo ativo no modo

standard.

Os parametros de exposicao utilizados foram uma tensdo da ampola de 28 kV e
produto corrente-tensdo de 67,7 mAs, com uma dose a entrada na pele de 2,5 mGy e a
dose glandular média (Dg) por aquisicdo de 0,79 mGy. Portanto, utilizando 0,12 como
fator de ponderacao tecidular da mama (wr) (39), obtém-se uma dose efetiva 0,19 mSv

com as 2 incidéncias.
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3.2.2 Tomografia Computorizada

As amostras 19 a 23 foram submetidas a TC lombar. Para simular a exposicao a TC,
usou-se Computed Tomography Dose Index (CTDI) body phantom de
polimetilmetacrilato (PMMA), um fantoma de controlo de qualidade de TC. Este
fantoma possui cinco orificios que permitiram a colocacdo dos microtubos no seu
interior para serem irradiados. Para simular a TC lombar, foi usado um tomadgrafo da
Siemens, SOMATOM® Definition Flash, do Servico de Imagiologia do Hospital da Luz de
Coimbra. O fantoma foi colocado alinhado com o centro da gantry na mesa do
tomodgrafo e os microtubos foram colocados nos orificios externos do fantoma, como

podemos visualizar na figura 7.

Antes das irradiacoes, realizou-se um topograma usando uma tensdo da ampola de
120 kV e uma corrente de 35 mA. No caso da TC lombar utilizou-se uma tensao da
ampola 140 kV e corrente 689 mAs, pitch de 0,8 mm e dimensao de array de 203 mm.
A CTDlyl foi entdo de 67,67 mGy e a DLP de 1215,5 mGy.cm. Utilizando 0,015 com fator

de conversao (k) (42), obtém-se uma dose efetiva de TC lombar de 18,23 mSv.

Figura 7: Fotografia que exemplifica a posi¢cdo do fantoma na mesa da tomografia computorizada

alinhado com o centro da gantry.
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3.3 Cultura Celular

Apds a irradiacdo, as amostras foram transferidas para tubos de cultura de fundo

redondo de 15 mL (TubeSpin® Bioreactor 15, TPP, Switzerland).

De seguida, o sangue total foi colocado em meio de cultura celular Roswell Park
Memorial Institute (RPMI), suplementado com 100 uM de piruvato de sddio (Gibco
11360), 15% ou 20% de soro bovino fetal (Sigma F7524) (20% no ensaio de
citotoxicidade em microcultura por fluorescéncia e 15% no ensaio de micronucleos) e
1% de antibidtico (Sigma A5955), deixando-se a incubar, até ao inicio de cada ensaio (2h
e 4h no ensaio de ROS, 24h e 72h no ensaio de FMCA e 72h no ensaio de micronucleos),
numa incubadora Binder (Binder, Germany), com uma atmosfera himida a 372 com 95%

de ar e 5% de oxigénio.

3.4 Isolamento das células monucleares de sangue periférico

Para realizar os diversos ensaios necessario para este trabalho, isolaram-se as células
monucleares do sangue periférico (PBMC). Este procedimento foi realizado usando os
diferentes gradientes de densidade de Ficoll através da centrifugacdo do sangue

periférico em Ficoll-Paque™ (GE Healthcare, Uppsala, Sweden).

Numa primeira fase, adicionou-se num Falcon® um volume de Ficoll-Paque™
aproximadamente igual ao volume de diluicdo do sangue que se pretendia isolar.
Posteriormente, colocou-se cuidadosamente o sangue periférico diluido por cima do

Ficoll Paque™, criando duas camadas distintas, como esta representado na figura 8.
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Figura 8: Exemplifica¢éo das camadas criadas quando colocado o sangue periférico por cima do Ficoll-

Paque™. Adaptado de GE Healthcare. Ficoll-Paque PLUS: Instructions 71-7167-00 AG, Uppsala, Sweden.

De seguida, centrifugou-se a mistura a 800 xG durante 30 minutos a 20°C,
temperatura 6tima para atuacdo do Ficoll-Paque™, com reduc¢do da velocidade gradual
no periodo final da centrifugacdo para evitar a destruicao do anel das PBMC. A figura 9
representa a distribuicdo dos diferentes constituintes da diluicdo do sangue apds a

centrifugacao.

Plasma

PBMC

Ficoll-Paque™

' Granuldcitos e Eritrécitos

Figura 9: Exemplificagdo da distribuicdo dos diferentes constituintes da diluicGo do sangue apds a
centrifugacdo. O plasma, sendo a camada mais leve, fica no topo, imediatamente abaixo localiza-se o anel
das PBMLC sequido do Ficoll-Paque™ e, por fim, a camada mais pesada constituida pelos granuldcitos e

eritrécitos. Adaptado de GE Healthcare. Ficoll-Paque PLUS: Instructions 71-7167-00 AG, Uppsala, Sweden.

Seguidamente, com o auxilio de uma micropipeta, o anel das PBMC foi aspirado para
um novo Falcon® para ser sujeito a uma lavagem. Para a realiza¢gdo da lavagem,
adicionou-se o dobro do volume aspirado de solucdo salina de tampao fosfato (PBS) as

PBMC aspiradas e centrifugou-se novamente durante 10 minutos a 500 xG.
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Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet que corresponde as
PBMC foi ressuspendido em 1 mL de PBS, ficando as PBMC prontas para a utilizagdo nos

ensaios seguintes.

3.5 Ensaio de microcultura de fluoresceina diacetato

O ensaio de citotoxicidade em microcultura por fluorescéncia (FMCA) mede a
atividade das esterases das células com membrana citoplasmatica intacta. Esta
atividade é medida pela fluorescéncia gerada quando a sonda, ndo fluorescente,

diacetato de fluoresceina (FDA, do inglés fluorescein diacetate) é hidrolisada. (42,43)

O ensaio de citotoxicidade em microcultura de fluorescéncia foi realizado 24h e 72h
apos a irradiacdo. Em ambos os tempos foi necessario realizar o isolamento das PBMC
descrito na sec¢do 3.4, uma vez que, apods a irradiacdo o sangue periférico ficou a incubar

com RPMI-1640 suplementado a 20% com FBS até completar as 24h e as 72h.

Foi necessario preparar previamente a sonda FDA através da diluicdo do FDA da
solugdo stock (Sigma), com uma concentracdo de 10 mg/mL, em tampdo de FDA (NaCl
125, Hepes, dgua ultrapura, com ajuste de pH a 7,4), numa proporc¢do de 1 uL da solugdo

stock para 1 mL de tampdo com protecdo da luz. (44)

Depois de realizar o isolamento, a suspensdo celular com PBS foi centrifugada
durante 5 minutos, a 1500 rpm. No fim da centrifugacao, o sobrenadante foi aspirado e

o pellet foi ressuspendido em 500 plL da sonda FDA.

Posteriormente, incubou-se durante 40 minutos a 37°C numa placa preta de 96
pocos, de 100 pL da suspensdo celular em triplicado. No final da incubacdo a
fluorescéncia foi lida num leitor de microplacas (Enspire 2300, Perkin Elmer®) com um
filtro de excitacdo de 485 nm, um filtro de emissdao de 520 nm e com uma sensibilidade

de 15%. A leitura da placa realizou-se trés vezes.

O protocolo esta esquematizado na figura 10:
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Figura 10: Figura exemplificativa do ensaio de citotoxicidade em microcultura por fluorescéncia. Figura

criada com recurso ao Biorender.

3.6 Analise do stresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ROS) estdo envolvidas em diversas funcdes
bioldgicas essenciais para a vida. Contudo, quando o organismo recebe um estimulo
externo como, por exemplo, a radiacdo ionizante que estimula a producdo exacerbada
de ROS, pode levar ao stresse oxidativo e, consequentemente, ao dano celular. O stresse

oxidativo é um desequilibrio entre a producdo de ROS e as defesas antioxidantes. (45)

As sondas de fluorescéncia sdo excelentes sensores de ROS devido a sua elevada

sensibilidade, simplicidade na aquisicdo de dados e elevada resolucdo espacial. (45)

Neste projeto a avaliacdo do stresse oxidativo foi realizado 2h e 4h apés a irradiacao.
Foram utilizadas duas sondas de fluorescéncia: uma para determinar os niveis de
peroxidos intracelulares e outra para determinar os niveis do radical superdxido. Em
algumas amostras, foi ainda utilizado uma sonda de fluorescéncia para avaliar as defesas

antioxidantes.
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3.6.1 Avaliacdo da producdo de peréxidos intracelulares

A 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCFH) na forma de diacetato pode ser utilizada em
estudos celulares devido a sua capacidade de se difundir desde a membrana celular até

ao citoplasma, onde é hidrolisada por esterases. (45)

A oxidacdo do 2,7-diclorodihidrofluoresceina na presenca de perdxidos
intracelulares origina um composto fluorescente, o 2,7-diclorofluresceina (DCF). A
intensidade da fluorescéncia é proporcional a concentracao de peréxido de hidrogénio

intracelular. (45,46)

O protocolo da sonda DCF iniciou-se com a preparacao da diluicdo do sangue total
em PBS, na proporgdo 1:20 (sangue total: PBS). De seguida, incubaram-se durante 45
minutos a 37°C protegido da luz, 800 uL do sangue diluido com 2 uL de DCFH,-DA
(Invitrogen) com uma concentracdo final de 125 uM Posteriormente, passou-se em
triplicado 200 uL por pogo da diluicdo para uma placa preta de 96 pocos. No final, a
fluorescéncia foi lida num leitor de microplacas (Enspire 2300, Perkin Elmer®) com um
filtro de comprimento de onda de 485 nm com dete¢do dos picos de emissdo no

comprimento de onda de 528 nm.

3.6.2 Avaliacdo da producdo do radical superéxido

O dihidroxietideo (DHE) foi usado como uma sonda de fluorescéncia para detetar o
radical superdxido. Quando a sonda é hidrolisada pelo superdxido, origina o composto
fluorescente etideo que é capaz de se misturar com o ADN, aumentando a

fluorescéncia.(45,46)

O protocolo da sonda DHE iniciou-se com a preparacdo da diluicdo do sangue total
em PBS, na proporgdo 1:20 (sangue total: PBS). De seguida, incubaram-se durante 15
minutos a 37°C protegido da luz, 800 uL do sangue diluido com 10 uL de DHE (Sigma)
com uma concentracdo final de 12,5 uM. Posteriormente, passou-se, em triplicado, 200

uL por pocgo da diluicdo para uma placa preta de 96 pocos. No final, a fluorescéncia foi
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lida num leitor de microplacas (Enspire 2300, Perkin EImer®) com um filtro com
comprimento de onda de 530nm com detecdo dos picos de emissdao no comprimento

de onde de 645nm. (46)

3.6.3 Avaliacdo da producdo da glutationa reduzida

O alaranjado de mercurio foi usado como sonda de fluorescéncia para detetar a

defesa antioxidante, glutationa reduzida (GSH).

O protocolo da avaliacdo da producdo de GSH inicia-se com a preparac¢ao da diluicdo
do sangue total em PBS, na propor¢ao 1:20 (sangue total: PBS). De seguida, incubou-se,
durante 15 minutos a 37°C protegido da luz, 800uL do sangue diluido com 2uL de
alaranjado de mercurio (Sigma) com uma concentracdo final de 125uM.
Posteriormente, passou-se em triplicado 200 uL por poco da diluicdo para uma placa
preta de 96 pocos. No final, a fluorescéncia foi lida num leitor de microplacas (Enspire
2300, Perkin EImer®) com um filtro com comprimento de onda de 485nm com detecdo

dos picos de emissdo no comprimento de onde de 590 nm.

3.7 Ensaio de micronucleos em sangue total

Os micronucleos sdo um dos métodos mais utilizados para avaliar a genotoxicidade.
O micronucleo é uma pequena porg¢do redonda de cromatina com uma coloragao

aproximadamente igual a do nucleo, visivel no citoplasma das células. (47)

Os micronucleos sdo causados pelo dano do ADN ou devido a instabilidade
gendmica. Podem ter origem em fragmentos de cromossomas acéntricos, numa
segregacdo incompleta dos cromossomas, em quebras de cromossomas dicéntricos e

na instabilidade gendmica. (48)

Existem varios tipos de ensaio de micronucleos, sendo o ensaio de microndcleos com

bloqueio da citocinese o mais utilizado em células humanas. Como os micronucleos sé
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sdo visiveis apds a divisdo celular, utiliza-se a citocalasina-B para parar a citocinese,
inibindo a polimerizacdo dos filamentos de actina e a formagdao dos microfilamentos

contracteis. (47)

Apds a irradiacdo, foram colocados em cultura celular 0,5 mL de sangue total e
4,5 mL de RPMI-1640 suplementado com 15% com FBS. O protocolo de micronucleos
tem inicio com a adicdo da 100 uL de fitohemaglutinina (Gibco, USA) com uma
concentracdo final de 20 ug/mL, apds a irradiacdo, deixando-se a incubar 24h a 37°C. A

fitohemaglutinina foi utilizada para estimular a mitose das células.

Apds 24h, foi adicionada 15 pl citocalasina-B, com uma concentracdo final de 6
ug/mL, para parar citocinese e obtermos células binucleadas. De seguida, colocou-se

novamente a incubar até perfazer 72h apds a estimulacao mitética.

Apds as 72h, a cultura celular foi levada a centrifugar para remover o meio de cultura
a 1000 rpm durante 10 minutos. De seguida, descartou-se o sobrenadante e
adicionaram-se, lentamente, 4 mL de cloreto de potassio (KCl) frio, na concentracdo de
0,075 M, para realizar o tratamento hipotdnico, levando-se imediatamente a centrifugar
novamente a 1000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi novamente descartado
e adicionaram-se 4 mL da primeira solucdo fixadora, uma solu¢do de metanol/acido
acético/NaCl 0,9% na proporgdo 4:1:5 em volume, levando-se novamente a centrifugar
por 10 minutos a 1000 rpm. Posteriormente, descartou-se o sobrenadante e lavou-se o
pellet 2 a 3 vezes com a segunda solucdo de fixacdo, uma solu¢do de metanol/acido
acético na proporcdo 3:1 em volume, até o sobrenadante ficar praticamente
transparente. Por fim, descartou-se o sobrenadante e colocaram-se, com o auxilio de
uma micropipeta, 3 gotas de 10 puL em laminas (Normax, Portugal) previamente lavadas
com agua destilada e metanol, deixando-se a secar durante a noite. Na manha seguinte,
procedeu-se a coloragdo das laminas com Giemsa (Merck, Germany) a 4% em PBS

durante 15 minutos.

Por fim, foi utilizado o microscépio 6tico Nikon Eclipse 80i, equipado com Nikon

Digital Camera DXM 1200F, para proceder a contagem dos micronucleos.
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O protocolo esta esquematizado na figura 11:
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Figura 11: Figura exemplificativa do ensaio de micronucleos em sangue total. Figura criada com recurso
ao programa Biorender.
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3.8 Analise Estatistica

No presente trabalho foi realizada a anadlise estatistica dos resultados obtidos. Para
tal, recorreu-se ao software IBM® SPSS® 27.0 (IBM Corporation, Armonk, Nova lorque,
EUA) e ao software GraphPad Prism® 7.00. Foram consideradas diferencas com
significado estatistico quando p<0,05.

Em primeiro lugar, na comparacdao de varidveis quantitativas foi avaliada a
normalidade e a homogeneidade das variancias usando os testes de Shapiro-Wilk e o
teste de Levene, respetivamente. Para condigdes com n<10 ou auséncia de normalidade
foram utilizados testes t ndo paramétricos. Em casos, em que se pretendia fazer a
comparacdo de valores emparelhados como, por exemplo, comparacao entre os dois
tempos nos ROS (2h e 4h) para a mesma condicdo (controlo e irradiado), utilizamos o
teste de Wilcoxon. Para comparar duas amostras independentes como, por exemplo, a
comparacado entre o grupo de portadores e ndo portadores, utilizamos o teste Mann-
Whitney. Para condicdes com n>10 e que seguem uma distribuicdo normal, foram
utilizados testes t paramétricos (teste t student) para comparar entre amostras
independentes. Para compara¢des multiplas recorreu-se ao teste de Games-Howell
guando as variancias eram ndo presumidas ou ao teste de Tukey, caso contrario.

Por outro lado, na comparacao de varidveis qualitativas para avaliar a existéncia de
correlacdo entre varidveis, calculou-se o coeficiente de correlacdo de Spearman (p) e

respetiva significancia. O coeficiente de correlagdo foi interpretado segundo a tabela 2:

Tabela 2: Tabela auxiliar para interpretacdo do coeficiente de correlagdo

10; 0,2] Muito Fraca
[0,2; 0,4] Fraca
[0,4; 0,6] Moderada
[0,6; 0,8[ Forte

[0,8; 1] Muito Forte

1 Excelente
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4. Resultados
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Neste capitulo, serdo apresentados os dados de caracterizacdo dos participantes e
os resultados obtidos nos estudos de avaliagdo do stresse oxidativo, da viabilidade

celular e dos micronucleos.
4.1 Caracterizagao dos participantes

Foram incluidos no projeto 23 individuos pertencentes a familias com variantes
patogénicas no gene BRCA2. Cerca de metade dos individuos (57%; n=13) eram
portadores de uma variante familiar. Foram identificadas 3 variantes familiares no gene
BRCA2, que se encontram discriminadas na tabela 3. A variante fundadora portuguesa
¢.156_157insAlu foi a variante causal familiar mais frequente, representando mais de
metade (52%, n=12) da amostra. A segunda variante mais frequente foi a
c.4380_4381del, com uma frequéncia de 39% (n=9). Por fim, a variante c.5595_5596del

esteve presente em 9% (n=2).

Tabela 3: Variantes causais identificadas nas familias dos individuos incluidos no estudo.

Nao
Portadores Ne de
portadores de
Variante de variantes Familias
variantes
causais (n) (n)
causais (n)
c.156_157insAlu, p.(?) 5 7 5
c.4380_4381del, 4 5 3

BRCA2
p.(Serl461fs)
(NM_000059)

¢.5595_5596del, 1 1 1
p.(F1866fs)

Total 10 13 9
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Em relacdo aos dados sociodemograficos da nossa amostra, todos os individuos do
grupo de nao portadores eram do género feminino (100%, n=10), enquanto que, no
grupo de portadores, 77% (n=10) eram do género feminino e 23% (n=3) eram do género

masculino. A distribuicdo do género esta representada na tabela 4.

Tabela 4: Distribuicdo da populagdo do estudo, por grupo, tendo em conta o género.

Género Nao portadores, n (%) Portadores, n (%)
Feminino 10 (100%) 10 (77%)
Masculino 0 (0%) 3(23%)

Em relacdo as idades, no grupo de ndo portadores a média de idades foi de 62 anos
e a mediana de 68 anos, tendo o individuo mais novo 24 anos e o mais velho 77 anos.
No grupo dos portadores, os individuos apresentaram uma média de idades de 49 anos
e uma mediana de 51 anos. Neste grupo, o individuo mais novo apresentava 23 anos e
o mais velho 73 anos. Na figura 12, esta representada a distribuicdo das idades dos dois

grupos.

Idades (anos)
S
o

[l Portadores [l N3o Portadores

Figura 12: Grdfico representativo da distribui¢do das idades dos individuos por grupos tendo em conta a

mediana de idades e os valores minimos e mdximos.
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Sob ponto de vista profissional, no grupo dos ndo portadores, 60% (n=6) eram
reformados, 20% (n=2) operarios fabris e os restantes 20% (n=2) correspondiam a 1
desempregado e 1 costureira. Relativamente aos individuos portadores, 23% (n=3) eram
reformados, 15% (n=2) professores, 15% (n=2) estudantes e os restantes 47% (n=6)
assistentes operacionais, enfermeiras, operdrios fabris, empregadas de limpezas,

engenheiros civis e pedreiros (1 cada).

Em relacdo ao local de residéncia, no grupo de ndo portadores, metade dos
individuos (50%, n=5) reside no distrito de Coimbra (3 em Miranda do Corvo, 1 em
Coimbra e 1 em Soure). Na restante metade, 30% (n=3) residiam no distrito de Leiria (2
em Fatima e 1 na Batalha) e 20% (n=2) ao distrito de Viseu (2 em Mangualde). Os
individuos portadores eram, na maioria (46%, n=6), residentes no distrito de Coimbra (4
em Miranda do Corvo e 2 em Coimbra), 31% (n=4) residiam no distrito de Leiria (3 em

Fatima e 1 na Batalha) e 23% (n=3) residiam no distrito de Viseu (3 em Viseu).

Relativamente aos dados antropométricos do grupo de ndo portadores, a mediana
da massa foi de 62,5 kg, com uma massa minima de 45 kg e maxima de 72 kg, e a
mediana da altura foi de 1,60 m, com uma altura minima de 1,49 m e maxima de 1,69 m.
Nos individuos portadores, a mediana da massa foi de 63 kg, com uma massa minima
de 46 kg e maximo de 96 kg, e a mediana da altura foi de 1,60 m, com uma altura minima
de 1,49 m e maxima de 1,73 m. Na figura 13, estdo representados os graficos da
distribuicdo do IMC. No grupo dos ndo portadores (gréfico I) 1 individuo (10%)
apresentava baixo IMC, 50% (n=5) apresentavam IMC considerado normal, 3 (30%)
estavam em situagdo de pré-obesidade e 1 (10%) apresentava obesidade de grau I. No
grafico Il, observou-se 1 individuo em situacdo de baixo IMC (8%), 39% (n=5) dos
individuos estavam em situacdo de IMC dentro dos valores normais, 39% (n=5) em

situagdo de pré-obesidade e 14% (n=2) com obesidade de grau .
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Figura 13: Grdfico representativo da distribuicdo do IMC dos individuos por grupos. A esquerda estd a

distribuicdo do IMC dos individuos ndo portadores. A direita estd a distribui¢do nos individuos portadores.

Relativamente a habitos tabdgicos, apenas um individuo em cada grupo era
fumador. O individuo ndo portador (10%) referiu fumar 1 mago de tabaco por dia,

enquanto o individuo portador (8%) referiu fumar meio mago de tabaco por dia.

Em termos de atividade fisica, apenas um individuo (10%) no grupo de ndo
portadores nao praticava qualquer tipo de atividade fisica. No grupo dos portadores,
23% (n=3) ndo praticava qualquer atividade fisica. Em ambos os grupos, o tipo de
atividade fisica mais reportada foi a caminhada, correspondendo a 80% (n=8) no grupo
dos ndo portadores e a 62% (n=8) no grupo de portadores. Nos dois grupos, a duragao

da caminhada variava de 30 a 90 minutos.

Na figura 14 esta representada a distribuicdo da quantidade de volume de agua
ingerida. Metade (n=5) dos individuos ndo portadores ingerem menos de 1L de dgua por
dia, 40% (n=4) ingerem aproximadamente 1,5 L de agua por dia e 10% (n=1) mais de
1,5L. No caso do grupo dos portadores, mais de metade (62%, n=8) ingerem menos 1 L,

30% (n=4) ingerem aproximadamente 1,5 L e 8% (n=1) ingere mais de 1,5 L.
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Figura 14: Grdfico representativo da distribuicdo da ingestdo de dgua dos individuos por grupos. No
grdfico A esta a distribui¢cdo da ingestdo de dgua do grupo dos ndo portadores. No grdfico B estd a

distribui¢cdo da ingestdo de dgua do grupo dos portadores.

Apenas 1 individuo (10%) no grupo de ndo portadores tinha antecedentes de doenca
oncoldgica prévia (carcinoma da mama) (tabela 3). No grupo de portadores, 4 individuos
(31%) tinham antecedentes de doenca oncoldgica e 9 (69%) ndo apresentaram qualquer

diagnodstico de doencga oncoldgica (tabela 5).

55



Tabela 5: Distribuicdo da populagdo do estudo, por grupo, tendo em conta o fendtipo.

Caracteristica N3o portadores, n (%) Portadores, n (%)
Fenétipo
Doenga oncoldgica 1 (10%) 4 (31%)
Cancro da mama 1 (10%) 4 (31%)
Cancro da Tiroide 0 1(8%)
Sem doenga oncoldgica 9 (90%) 9 (69%)

Na tabela 6 encontram-se descritos os antecedentes patoldgicos dos individuos em
estudo. No grupo dos ndo portadores, metade (50%, n=5) negaram qualquer
antecedente patoldgico, enquanto os restantes 5 individuos reportaram ter pelo menos
um dos antecedentes pessoais referidos na tabela. As doencas e os fatores de risco
cardiovasculares (acidente vascular cerebral, doenca coronaria, dislipidémia e
hipertensdo arterial) foram o grupo de doencas mais frequentemente encontrado no
grupo dos ndo portadores (50%, n=5), seguidos pelos antecedentes cirurgicos,
neuropsiquiatricos, respiratérios e outros antecedentes, cada um dos quais reportado
por 1 individuo (10%). No grupo dos portadores, 4 individuos (31%) apresentaram
antecedentes oncoldgicos associados a sindrome e apenas 1 (8%) individuo relatou ter
antecedentes oncolégicos ndo associados a sindrome (tumor da tiroide). Quanto aos
antecedentes ndo oncoldgicos, os mais frequentes foram outros antecedentes (anemia,
doenca de Behget e hepatite) com 23% (n=3), assim como os antecedentes
cardiovasculares e respiratorios (asma e COVID-19). No grupo dos portadores, 23% (n=3)

nao tinha qualquer antecedente pessoal.
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Tabela 6: Distribui¢do da populagdo do estudo, por grupo, tendo em conta o conjunto de antecedentes

pessoais.

Antecedentes pessoais N3ao portadores, Portadores, n (%)
n (%)
Oncoldgicos
Associados a sindrome 1 (10%) 4 (31%)
N3o associados a sindrome 0 (0%) 1 (8%)

N3o oncoldgicos

Cardiovasculares ou fatores de risco cardiovasculares 5 (50%) 3 (23%)
Hipertensdo Arterial 3 (30%) 2 (15%)
Doenga Corondria = 1 (10%)
Dislipidémia = 2 (20%)
Diabetes 1(8%)

Acidente Vascular Cerebral = 1 (10%)

Cirurgicos 1(10%) 0 (0%)
Hérnia inguinal | 1 (10%)

Neuropsiquiatricos 1 (10%) 1 (8%)

Depressdao 1 (10%

Doenca de Parkinson 1(8%)
Respiratdrios 0 (0%) 5 (40%)
Covid-19 3 (23%)
Asma 1(8%)
Apneia do sono 1(8%)
Outros antecedentes 1 (10%) 3 (23%)
Anemia 1(8%)
Doenca de Behget 1(8%)
Hepatite 1(8%)

Glaucoma 1 (10%)

Sem antecedentes 5 (50%) 3(23%)
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Todos os individuos da amostra ja tinham realizado previamente exames de
diagndstico com radiacdo ionizante. No grupo de ndo portadores observou-se uma
média de 15 procedimentos de imagem por individuo, sendo que o nimero maximo de
procedimentos por individuo foi de 47. Os procedimentos de diagndstico mais
frequentemente realizados por este grupo foram a radiografia toracica e a mamografia,
ambos realizados por 80% (n=8) dos individuos. Em relagdo aos portadores, observou-
se uma média de 12 estudos imagiolégicos por individuo. O nimero maximo de
procedimentos de diagndstico realizados individualmente foi de 32. Tal como aconteceu
no grupo de nao portadores, o exame de diagndstico mais realizado foi a radiografia ao

toérax (92%, n=12), seguida pela mamografia (68%, n=9).

Tal como foi dito anteriormente, foi calculada uma estimativa da dose efetiva
cumulativa a que os individuos de ambos os grupos tinham sido expostos. No grupo de
ndo portadores, os individuos foram expostos, em média, a 4,65 mSv com uma mediana
de 2,26 mSv (maximo de 11,96 mSv e minimo de 0,83 mSv). No grupo de portadores, os
individuos foram expostos, em média, a uma dose efetiva cumulativa de 6,84 mSv com

mediana de 4,84 mSv (valor maximo de 29,22 mSv e valor minimo de 0,26 mSv).

A figura 15 representa a distribuicdo da dose efetiva cumulativa em cada grupo.
Verificamos que 80% (n=8) dos individuos nao portadores foram expostos a uma dose
efetiva cumulativa entre 1 mSv e 20 mSv e que 20% (n=2) foram expostos a menos
1 mSv, que corresponde ao limite de dose anual para a populacdo em geral ao longo da
sua vida. Nenhum individuo n3o portador tinha sido exposto a doses superiores a
20 mSv. No caso dos individuos portadores, 31% (n=4) tinham sido expostos a dose
inferiores a 1 mSv, 61% (n=8) estiveram expostos a doses cumulativas entre 1 mSv e
20 mSv e 8% (n=2) foram expostos a doses superiores a 20 mSv e iguais ou inferiores a

50 mSv. Nenhum individuo foi submetido a doses de diagndstico superiores a 50 mSv.
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Figura 15: Grdfico representativo da distribui¢Go da dose cumulativa efetiva dos individuos do grupo de

ndo portadores (A) e portadores (B).

No grupo dos ndo portadores, apenas um individuo tinha sido submetido a
tratamentos de radioterapia, com exposicdo a uma dosimetria de 66 Gy. No grupo de
portadores, 30% (n=4) tinham sido submetidos a tratamentos de radioterapia para
tratar uma neoplasia mamaria. Apenas foi possivel saber os valores dosimétricos de 2
destes doentes, sendo o valor médio de dose exposicao dos tratamentos de radioterapia

de 55 Gy.

4.2 Avaliacao da viabilidade celular

Das 23 amostras, 18 foram submetidas a mamografia e 5 foram submetidas a TC
lombar. No grupo das amostras submetidas a mamografia, 9 eram de n3o portadores e
9 de portadores, enquanto que nas amostras submetidas a TC, 1 era proveniente do

grupo de nao portadores e 4 do grupos de portadores.

O ensaio de FMCA foi realizado nas amostras que tinham sido sujeitas a mamografia
de 2 incidéncias (amostras 1 a 18), correspondendo a uma dose efetiva de 0,19 mSv. As
restantes foram submetidas a TC, correspondendo a uma dose efetiva de 18,23 mSv.
Estes valores foram comparados relativamente a informacao genética, ao fendtipo, aos
antecedentes pessoais, as faixas etarias, ao valor do IMC a pratica de atividade fisica,
aos habitos tabagicos a ingestdo de dgua ingerida, ao niumero de procedimentos com

radiacdo ionizante, a dose efetiva cumulativa e aos tratamentos de radioterapia.
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Neste ensaio, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos de portadores e de ndao portadores para o mesmo tempo apods
irradiacdo e o para a mesma dose de exposicdao, assim como também entre diferentes
doses de exposicdo para o mesmo tempo apds irradiacdo, entre os diferentes tempos
para a mesma dose de exposicdo e entre os diferentes tempos pds irradiacdo para o
mesmo grupo e mesma dose de exposicdao. Na figura 16 é possivel observar as
percentagens de viabilidade celular das condicdes irradiadas normalizadas a condicao
controlo (ndo irradiada). O gréfico A representa os dados obtidos 24h apds a exposicdo
a dose efetiva de 0,19 mSv. Para o tempo e dose descrita, as amostras do grupo de nao
portadores exibiu uma mediana de viabilidade celular de 95,91% (minimo de 54,82%;
maximo de 186,9%) enquanto que o grupo de portadores tem uma mediana de 102,2%
(minimo de 76,76%; maximo de 145,7%). No grafico B, podemos observar a
percentagem de viabilidade celular as 72h apds a irradiacdo das amostras que foram
submetidas a dose efetiva de 0,19 mSv. O grupo de ndo portadores apresentou uma
mediana de viabilidade celular de 96,50% (minimo de 81,89%; maximo de 187,9%) e o
grupo de portadores uma viabilidade de 101,3% (minimo de 88,69%; maximo de
147,2%). O grafico C corresponde a percentagem de viabilidade celular das amostras
gue tinham sido submetidas 24h antes a TC. Neste caso, a viabilidade do grupo de nao
portadores foi de 90,30% e a mediana do grupo de portadores 95,05% (minimo de
80,70; maximo de 100,9). O grafico D corresponde a percentagem de viabilidade celular
das amostras que tinham sido submetidas a TC 72h antes. Neste caso, a viabilidade do
grupo de ndo portadores foi de 101,1% e a mediana do grupo de portadores 101,3%

(minimo de 100,5%; maximo de 101,6%).
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Figura 16: Percentagem de viabilidade celular determinada por fluorescéncia pelo ensaio FMCA, usando a
sonda FDA, 24h (grdfico A e C) e 72h (grdfico B e D) apds a exposicéo a radiagdo X da mamografia e da
TC. As amostras foram submetidas a duas doses diferentes: 0,19 mSv (grdficos A e B), correspondendo a
uma 2 incidéncia de mamografia, e 18,23 mSv (grdficos C e D), correspondendo a uma TC lombar. Os
resultados estdo apresentados sobre a forma de intensidades de fluorescéncia, com a normaliza¢éo da

condigdo irradiada a condi¢do ndo irradiada.
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Os valores de viabilidade celular foram relacionados com as varidveis descritas
anteriormente, tendo sido encontradas diferencas com significado estatistico entre os
valores de viabilidade celular e a quantidade de agua ingerida por dia. Neste caso, os
valores de viabilidade celular sdo mais elevados nos portadores que ingeriram uma
guantidade de agua por dia superior (p=0,020). Da mesma forma, foi encontrada uma
diferenca com significado estatistico entre os valores de viabilidade celular e a presenca
de antecedentes cardiovasculares. Neste caso, os valores de viabilidade celular sdo

superiores em individuos ndo portadores com antecedentes cardiovasculares (p=0,014).

4.3 Avaliacao do stresse oxidativo

Dada a importancia que as ROS poderdo ter nos mecanismos de citotoxicidade da
célula apds ter sido irradiada, foi determinada a presenca de perdxidos intracelulares e
de radical superéxido nas amostras de sangue periférico dos individuos, usando as
sondas DCFH,-DA e a DHE, respetivamente.(49) A avaliacdo das ROS foi realizada em 18
amostras sujeitas previamente a mamografia e em 5 amostras submetidas a TC, 2h e 4h
apos a irradiacdo. As defesas antioxidantes foram determinadas apenas em algumas
amostras (5 a 9) que tinham sido submetidas a mamografia. Nesta avaliacdo,
determinou-se o valor normalizado de cada ROS e da defesa antioxidante. Assim, para
cada individuo, calculou-se o quociente entre a concentracdo de perdxidos
intracelulares da condicdo controlo e irradiado, entre a concentracdo do radical
superdxido da condicdo controlo e irradiado, e da glutationa reduzida da condicdo de

controlo e irradiado.

Os resultados foram obtidos para o grupo de nao portadores e grupo de portadores
para ambas as espécies reativas referidas e para a defesa antioxidante GSH. Estes
valores foram comparados relativamente a informacdo genética, ao fendtipo, aos
antecedentes pessoais, as faixas etarias, ao IMC, a pratica de atividade fisica, aos habitos
tabagicos, a quantidade de agua ingerida, ao nimero de procedimentos com radiacao

ionizante, a dose efetiva cumulativa e aos tratamentos de radioterapia.
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4.3.1 Avaliacdo da producdo de perodxidos intracelulares

Na figura 17, estdo representadas as concentracdes de perdxidos intracelulares
guando as amostras foram submetidas a uma dose efetiva de 0,19 mSv, medidos 2h e
4h apés a irradiacdo (graficos A e B) e quando foram submetidas a uma dose efetiva de
18,23 mSv, medidos novamente 2h e 4h apds a irradiacao (gréficos C e D). Duas horas
apos as amostras terem sido submetidas a 0,19 mSv de radiacdo X, a mediana do valor
normalizado de perdxidos intracelulares no grupo de ndo portadores foi de 0,89
(minimo de 0,72; maximo de 1,22) e a do grupo de portadores foi de 1,0 (minimo de
0,77; maximo de 6,09) (grafico A), ndo se verificando diferencas com significado
estatistico. Quatro horas apds as amostras terem sido submetidas a 0,19 mSv de
radiacdo X, a mediana do valor normalizado de peréxidos intracelulares no grupo de ndo
portadores foi de 0,97 (minimo de 0,77; maximo de 1,96) e a do grupo de portadores
0,95 (minimo de 0,75; maximo de 1,05) (gréfico B), ndo se verificando também
diferencas com significado estatistico. Em relacdo as amostras que tinham sido
submetidas a dose efetiva de 18,23 mSv de radiacdo X, 2h apds a irradiacdo a mediana
do valor normalizado de peréxidos intracelulares no grupo de ndo portadores foi de 0,56
e a do grupo de portadores 0,90 (minimo de 0,86; maximo de 1,01) (grafico C),
observando-se diferenca com significado estatistico (p=0,021). Neste caso, o valor
normalizado de perdxidos intracelulares foi superior no grupo de portadores do que no
grupo de ndo portadores. No grafico D, que representa os valores obtidos 4h apds a
irradiacdo (18,23 mSv de radiacdo X), observou-se que a mediana do valor normalizado
de peréxidos intracelulares no grupo de nado portadores foi de 1,05 e a do grupo de
portadores 0,98 (minimo de 0,81; maximo de 1,13), ndo se verificando diferengas com
significado estatistico. Nas restantes comparacdes entre os diferentes tempos (2h e 4h)
e entre as diferentes doses efetivas (0,19 mSv e 18,23 mSv) ndo se encontraram

diferencas com significado estatistico.
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Figura 17: Niveis de peroxidos intracelulares medidos por fluorescéncia usando DCFH,-DA quando as
amostras foram submetidas a radiagdo X da mamografia as 2h (grdfico A) e as 4h (grdfico B) e quando
as amostras foram submetidas a radia¢do X da TC as 2h (grdfico C) e as 4h (grdfico B). Os resultados
estdo apresentados sobre a forma de média de intensidades de fluorescéncia, com a normaliza¢do da

condigdo irradiada a condi¢do ndo irradiada.



Os resultados dos valores normalizados de perdxidos intracelulares foram
comparados com as varidveis mencionadas em 4.3., ndo tendo sido encontradas

diferencas nem correlagdes com significado estatistico.

4.3.2 Avaliacdo da producdo do radical superéxido

No ensaio de avaliacdo da producdo do radical superdxido, ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de portadores e nao
portadores para o mesmo tempo apos irradiacdo e para a mesma dose de exposicao,
assim como também entre diferentes doses de exposi¢cdo para o mesmo tempo pds
irradiacdo, entre diferentes tempos pds irradiacdo para a mesma dose de exposicao e
entre diferentes tempos pods irradiacdo para o mesmo grupo e mesma dose de

exposicao.

Na figura 18 estdo representadas as concentra¢des intracelulares do radical
superdxido quando as amostras foram submetidas a uma dose efetiva de 0,19 mSy,
medidos 2h e 4h apds a irradiacdo (graficos A e B) e quando foram submetidas a uma
dose efetiva de 18,23 mSv, medidos novamente 2h e 4h apds a irradiacdo. Duas horas
apods as amostras terem sido submetidas a 0,19 mSv de radiacdo X (grafico A), a mediana
do valor normalizado do radical superdxido no grupo de ndo portadores foi de 0,95
(minimo de 0,84; maximo de 1,12) e no grupo de portadores foi de 0,95 (minimo de
0,85; maximo de 1,19). Quatro horas apds as amostras terem sido submetidas a uma
dose de exposicdo de 0,19 mSv de radiacdo X (gréafico B), obteve-se a mediana do valor
normalizado do radical superéxido no grupo de nao portadores foi de 0,99 (minimo de
0,95; maximo de 1,00) e a do grupo de portadores 1,04 (minimo de 1,00; maximo de
1,17). Duas horas apds exposicdo a 18,23 mSv de radiacdo X (grafico C), a mediana do
valor normalizado do radical superdxido no grupo de nado portadores foi de 0,97 e no
grupo de portadores foi de 0,98 (minimo de 0,91; maximo de 1,03). Quatro horas apds
as amostras terem sido submetidas a 18,23 mSv de radiac¢do X (gréfico D), a mediana do
valor normalizado do radical superéxido no grupo de ndo portadores foi de 0,97 e a do

grupo de portadores de 1,05 (minimo de 1,00; maximo de 1,06).
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Figura 18: Niveis intracelulares do radical superdxido medidos por fluorescéncia usando a DHE quando as
amostras foram submetidas a radiagdo X da mamografia as 2h (grdfico A) e as 4h (grdfico B) e quando as
amostras foram submetidas a radia¢do X da TC as 2h (grdfico C) e as 4h (grdfico B). Os resultados estdo
apresentados sobre a forma de média de intensidades de fluorescéncia, com a normalizacdo da condi¢céo

irradiada a condigcdo ndo irradiada.
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Os resultados do valor normalizado do radical superdxido foram comparados com
as varidveis mencionadas em 4.3., tendo sido encontradas apenas diferencas
estatisticamente significativas entre a concentracao do radical superdxido as 4h para a
dose de 0,19 mSv e a presenca de antecedentes cardiovasculares. Neste caso, a
concentracdo do radical superdxido foi superior no grupo de ndo portadores com

antecedentes cardiovasculares (p=0,050).

4.3.3 Avaliacdo da producdo da glutationa reduzida

O ensaio da glutationa reduzida foi realizado 2h e 4h apds a irradiacdo em algumas
amostras que tinham sido submetidas a mamografia de duas incidéncias (dose efetiva
de 0,19 mSv). Nao foi possivel determinar a concentracdo das defesas antioxidantes em
todas as amostras para ambas as doses, pela descontinuacao comercial do alaranjado

de mercurio.

Neste ensaio, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos de portadores e ndo portadores para o mesmo tempo apds irradiacao
e o para a mesma dose de exposicdo, assim como entre diferentes tempos pods
irradiacdo para o mesmo grupo e mesma dose de exposicdo. Na figura 19, estdo
representados os valores normalizados de GSH quando as amostras foram submetidas
a uma dose efetiva de 0,19 mSv, medidos 2h e 4h apds a irradiacdo (gréficos A e B). Duas
horas apds terem sido submetidos a 0,19 mSv de radiacdo X (grafico A), a mediana do
valor normalizado de GSH no grupo de nao portadores foi de 0,99 (minimo de 0,92;
maximo de 1,05) e a do grupo de portadores 1,00 (minimo de 0,96; maximo de 1,10).
Quatro horas apds as amostras terem sido submetidas a uma dose de exposicao de 0,19
mSv de radiacdo X (gréfico B), observou-se que a mediana do valor normalizado de GSH
no grupo de ndo portadores foi de 1,08 (minimo de 1,07; maximo de 1,09) e a do grupo

de portadores de 1,00 (minimo de 0,99; maximo de 1,06).
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Figura 19: Niveis intracelulares da expressdo de GSH medidos por fluorescéncia usando o alaranjado de
mercurio. A avaliagdo foi realizada as 2h (grdfico A) e 4h (grdfico B) apds a exposi¢cdo a 0,19 mSV. Os
resultados estdo apresentados sobre a forma de média de intensidades de fluorescéncia, com a

normalizagdo da condicdo irradiada a condicdo ndo irradiada.

Os resultados do valor normalizado de glutationa reduzida foram comparados
com as varidveis mencionados em 4.3., ndo tendo sido encontradas diferencas nem

correlagdes com significado estatistico.

4.4 Avaliacao da genotoxicidade pelo ensaio de micronucleos

A avaliacdo da genotoxicidade pelo ensaio de micronucleos foi realizada nas 18
amostras sujeitas a dose correspondente a uma mamografia com 2 incidéncias e nas 5

amostras sujeitas a dose correspondente a uma TC lombar.

Para se proceder a contagem dos micronucleos no protocolo utilizado, InterRad
2020 (51), foi necessario que as células tenham o citoplasma bem definido, o que nao
foi possivel obter neste trabalho. Na figura 20, verificamos essa falta de condi¢des para

prosseguir com a contagem dos micronucleos.
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Figura 20: Em A uma imagem da condi¢do ndo irradiada de duas células binucleadas, mas que ndo
apresentam citoplasma bem definido. Em B aparentemente duas células binucleadas, também da
condi¢do ndo irradiada, mas sem definicdo de citoplasma. As setas pretas representas duas possiveis
células binucleadas sem citoplasma bem definido. Imagens obtidas com o microscopio Nikon Eclipse 80i,
equipado com Nikon Digital Camera DXM 1200F, a partir de duas Idminas de duas condi¢des diferentes
do mesmo individuo (Giemsa 4%, 500x).

Assim, como ndo conseguimos obter células com citoplasma definido foi realizado
uma avaliacdo da performance de 3 protocolos com amostras de um voluntario
saudavel: InterRad 2020 (51) (protocolo utilizado), IAEA 2011(52) e o descrito por
Tanaka et al.(53). Todos os protocolos foram realizados com sangue total de um
individuo ndo pertencente ao estudo. Na tabela 7, estdo sintetizadas as principais

diferencas.
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Tabela 7: Comparagdo entre os 3 protocolos utilizados para otimizag¢do do ensaio dos microntcleos.

4:1:5 metanol:

3:1 metanol:
InterRad 2020 Sangue Total 0,075M KClI acido acético:
acido acético
NaCl

1:1 Solugdo de

Ringer (NaCl,
10:1 metanol:
IAEA 2011 Sangue Total 0,075M KClI KCl, CaCly) e
acido acético
10:1 metanol:

acido acético

3:1 metanol:
acido acético +
Tanaka et al., 3:1 metanol:
Sangue Total 0,075M KCl 3 gotas de
2009 acido acético

formaldeido a

37%

A coloracdo das laminas com Giemsa, foi realizada em dois tempos distintos, um
imediatamente apds a finalizacdo do protocolo e outro 10 h depois. Verificou-se que no
22 tempo, o citoplasma se mantinha bem definido e visivel, ao contrario do que
acontecia no primeiro tempo. Esta situacdo foi transversal aos 3 protocolos. Na figura
21, pode-se observar os resultados de cada protocolo com coloracao realizada 10 h apds

a finalizacdo do protocolo.
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Figura 21: As 3 imagens sdo da coloragdo realizada 10 h depois do final do procedimento. A imagem A foi
obtida utilizando o protocolo (InterRad, 2020) e a seta preta representa uma célula binucleada com o
citoplasma bem definido. A imagem B foi obtida utilizando o protocolo (Tanaka et al., 2009) e a seta a
laranja representa uma célula binucleada com citoplasma bem definido com um microndcleo. A imagem
C foi obtida utilizando o protocolo (IAEA, 2011) e a seta verde representa uma célula mononucleada.
Imagens obtidas com o microscépio Nikon Eclipse 80i, equipado com Nikon Digital Camera DXM 1200F, a
partir de trés Idminas de trés protocolos diferentes do mesmo individuo (Giemsa 4%, 500x).

Devido a estes resultados, decidiu-se continuar a usar o protocolo utilizado
anteriormente, InterRad 2020 (51), mudando o tempo de coloracdo das laminas.
Contudo, posteriormente verificou-se que as laminas correspondentes as condicGes
irradiadas, ndo apresentavam novamente o citoplasma bem definido. Este resultado

pode ser visualizado na figura 22.

71



- - - - &
B - '
 J .Q. ’. Es
b ° ® € Rl
- . i
P 4
- s
2 L . ". - 0

L

-

P N
' . 3 n® @ -
. i ? : - .

Figura 22: Na imagem da esquerda verificamos a condi¢céo de controlo de um individuo com o citoplasma
bem definido. A seta preta exemplifica uma célula binucleada com o citoplasma bem definido e a seta
verde exemplifica uma célula trinucleada com o citoplasma bem definido. A imagem da direita é a
condig¢do irradiada do mesmo individuo. Podemos observar que ndo existe nenhuma célula com o
citoplasma bem definido. Imagens obtidas com o microscépio Nikon Eclipse 80i, equipado com Nikon
Digital Camera DXM 1200F, a partir de duas Idminas de duas condicbes diferentes do mesmo individuo
(Giemsa 4%, 500x).

Assim, como foram poucos os individuos em que o citoplasma estava definido em
ambas as condicbes (irradiado e controlo), ndo foi possivel realizar a andlise dos

micronucleos.
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5. Discussao
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A radiacdo ionizante tem vindo a ser implicada no aumento do risco de
desenvolvimento dos diversos cancros associados a SCHMO. Nos ultimos anos tém sido
realizados varios estudos com o objetivo de esclarecer se os individuos portadores de
mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 sdao mais radiossensiveis do que individuos nao
portadores. No entanto, é importante ter em conta que a radiossensibilidade varia de

individuo para individuo. (30-35)

A resposta dos tecidos a radiacdo foi pela primeira vez descrita em 1906, quando o
radiologista Jean Bergonie e o histologista Louis Tribondeau expuseram testiculos de
roedores a raios-X. A escolha dos testiculos residiu no facto de estes conterem quer
células maduras (espermatozdides), quer células imaturas (espermatogénia e
espermatocitos).(19,20) Apds irradiarem os testiculos, Bergonie e Tribondeau
observaram que as células imaturas eram agredidas com uma dose de radiacdo mais
baixa do que as células maduras. Assim, propuseram a lei que descreve a sensibilidade
dos tecidos a radiacdo. Segundo a lei de Bergonie e Tribondeau (21): as células
estaminais ou imaturas sdo mais radiossensiveis que as células maduras; tecidos e
6rgaos jovens sao mais radiossensiveis do que tecidos e érgdaos mais velhos; quanto
maior a atividade metabdlica da célula, maior a radiossensibilidade; quanto maior a taxa

de proliferacdo e de crescimentos dos tecidos, maior a radiossensibilidade.

De acordo com esta lei, quando comparamos uma crianca ou um adulto com um
feto, o feto é mais radiossensivel e, consequentemente, mais suscetivel aos efeitos

nocivos da radiacao.

Em 1925, os embriologistas Ancel e Vitemberger introduziram um novo conceito a
lei de Bergonie e Tribondeau ao sugerir que a suscetibilidade intrinseca de qualquer
célula ao dano causado pela radiacdo ionizante é semelhante, mas o tempo de
aparecimento das lesdes provocadas pela radia¢do varia de acordo com o tipo de célula.
A este periodo de tempo chamaram tempo de laténcia.(20,21) As experiéncias, em que
Ancel e Vietemberger irradiaram mamiferos com doses letais de radiacao,
demonstraram que existem dois fatores responsdveis pelo dano provocado pela

radiacdo: a quantidade de stresse bioldgico que a célula recebe e as condi¢des de pré e
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pos-irradiacdo a que a célula é exposta.(20,21) O maior stresse biolégico de uma célula
é a necessidade de divisdo. Ancel e Vietemberger determinaram que, apesar de uma
determinada dose de radiacdo causar o mesmo dano em todas as células, as lesdes sé

sdo demonstradas quando estas se dividem.(20,21)

Estes conceitos apresentados em 1925 s3o essenciais para a compreensdo dos
efeitos da radiacdo nos individuos com mutacdo nos genes BRCA1 e BRCA2. Estes genes
codificam proteinas com um papel fundamental ndo sé na reparacao dos danos do ADN,
muitos devidos a radiacdo ionizante, mas também na regulacdo do ciclo celular, levando
a uma estabilidade gendmica e supressao tumoral. Uma perda de fungdo numa destas
proteinas pode levar a um aumento da radiossensibilidade, isto ¢, um aumento da
instabilidade gendmica e do risco mutagénico e, consequentemente, maior risco de
cancro. Foi com base nestes conceitos que foi desenhado o presente estudo com o
objetivo de avaliar se as mutacdes nos genes BRCA aumentam a radiossensibilidade

nestes individuos.(13)

O desenho ideal para este estudo seria um estudo de coorte prospetivo, onde seriam
incluidos participantes saudaveis portadores de mutacdo, em que o objetivo seria
comparar individuos que seriam expostos a radiacdo ionizante usada nos exames de
diagndstico, com individuos ndo expostos a essa radiagcdo. Nao obstante a necessidade
de um periodo de investigacdo muito longo para avaliar os efeitos da radiacdo ionizante,
este desenho experimental ndo seria ético porque os individuos portadores destas
mutacdes sdo seguidos em planos de rastreio oncoldgico, nos quais sao submetidos a
exames imagioldgicos que usam radiacdo ionizante. Um desenho alternativo seria um
estudo retrospetivo onde se investigaria a associacdo entre os portadores que
desenvolveram cancro da mama e a dose de radiacdo a que estiveram expostos, tenha
sido proveniente de exames de diagndstico, de tratamentos de radioterapia ou outros.
Esta metodologia ja foi utilizada em diversos estudos, ndo demonstrando resultados

consistentes.(30)

Considerando as dificuldades referidas, no presente trabalho procurou-se investigar

a influéncia da mutacdo no gene BRCA2 na sensibilidade a radiacdo ionizante. No
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presente estudo, a variante c¢.156_157insAlu foi a variante mais frequente nos
individuos da amostra de 23 individuos (57%). Estes dados estdo em concordancia com
o estudo de Peixoto et al., que demonstrou que a variante c.156_157insAlu é a variante
do gene BRCA2 mais comum em Portugal, com uma prevaléncia de 27% nas regides

Centro/Norte.(54)

Uma das limitacdes do nosso estudo traduziu-se no reduzido numero de individuos
do género masculino incluidos. De facto, a quantidade de populagdo masculina seguida
em consulta de risco familiar em ambos os hospitais (IPO e CHUC) é muito menor
guando comparada com a populacdo feminina. Este facto leva a colocar algumas
guestdes: sera que a incidéncia das mutacdes entre homens e mulheres é diferente?
Serd que o facto de os homens realizarem o primeiro exame de rastreio com radiacao
ionizante aos 50 anos, neste caso a mamografia, tem impacto no desenvolvimento de
cancro? Serda que os homens tém um desenvolvimento de cancro mais tardio e, por isso,
ndo cumprem os critérios para teste genético? Na literatura, ndo existem ainda dados
sobre estas questdes. Seria interessante esclarecer a incidéncia destas mutacdes e o
género e esclarecer se a realizagdo mais tardia de um primeiro exame de diagndstico

diminui o risco de desenvolvimento de cancro.

O célculo da dose efetiva cumulativa a que os individuos do estudo ja teriam sido
expostos foi uma aproximacdo e, por isso, pode nao corresponder a realidade. Este
calculo teve por base a informacao referida pelos individuos, que poderao ndo ter
mencionado todos os exames de diagndstico realizados. O calculo da dose também é
influenciado pelo equipamento e protocolo utilizado, informag¢des essas a que nao
conseguimos ter acesso. Contudo, enquanto outros estudos se limitaram ao numero de
exames de mamografia e de radiografia a que os individuos sdo submetidos, o nosso
trabalho incluiu também outros exames de imagiologia médica, como é o caso da TC e
da PET/TC, fazendo uma estimativa mais real da dose efetiva cumulativa.(37) No nosso
estudo ndo se conseguiu encontrar correlagdo positiva entre a exposi¢do a exames de
diagndstico com radiacdo ionizante em individuos portadores de mutacdo e o aumento

do risco de desenvolvimento de cancro.
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Neste trabalho, para uma melhor aproximacdo a realidade, submeteram-se
inicialmente amostras de sangue de portadores da mutacdo a doses de radiacdo
correspondentes a uma mamografia com duas incidéncias. No caso dos individuos
masculinos, apesar da radiografia toracica ser o exame de diagndstico mais realizado,
devido a limitagdes logisticas e ao reduzido niumero de individuos masculinos no estudo,
optou-se apenas por submeter as amostras as doses da mamografia. A irradiacdo das
amostras foi realizada apenas uma vez. Como a mamografia é um exame que emprega
uma dose de radiacdo relativamente baixa, resolveu-se, numa segunda fase,
submeterem-se as amostras a uma TC lombar com uma dose efetiva de 18,23 mSy, para

se perceber melhor o que acontece quando a dose efetiva é superior.

Decidiu-se irradiar o sangue total para se reproduzirem os efeitos da radiacdo
ionizante na corrente sanguinea. Quando um individuo realiza um exame de
diagnéstico, todos os elementos da corrente sanguinea sdo expostos a essa radiacao,
havendo interacdo entre eles.(46) No nosso estudo, usou-se sangue total para as
irradiacdes, mas fizeram-se culturas celulares para o ensaio do FMCA e para o ensaio de
micronucleos. O uso de sangue periférico no estudo implicou a necessidade de realizar
todos os ensaios durante um curto periodo de tempo, imediatamente apds a irradiacao
da amostra (mdximo 72h), em que se considerou que o sangue manteria as suas

propriedades.

A viabilidade celular foi avaliada utlizado o ensaio FMCA. O FMCA é um
procedimento ndo clonogénico que é usado para avaliar a citostase e a citotoxicidade
de diferentes compostos in vitro através da densidade de células vivas. O FMCA mede a
atividade das esterases das células com membrana plasmatica intacta, através da

medicdo da fluorescéncia gerada pela sonda FDA quando é hidrolisada.(44)

Um dos problemas que tem vindo a ser descrito na literatura com a sonda FDA, é a
sua hidrolisacdo para um composto fluorescente na presenca de algumas solucdes,
mesmo na auséncia de células vivas. Uma das solugdes capaz de hidrolisar a sonda é o
PBS, utilizado durante o protocolo de isolamento. De facto, o isolamento das PBMC

termina com a lavagem do pellet com PBS, que se ndo for bem removido, pode interferir
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com a fluorescéncia lida no final do ensaio. (55) Também o préprio isolamento pode
interferir com os resultados obtidos neste ensaio, visto que estd muito dependente da
manipulacdo da amostra, da temperatura 6tima de atuacdo do Ficoll-Paque™ e da
qualidade da amostra. (56) Assim, se isolado um menor nimero de PBMC por causa de

uma das questdes acima descritas, o valor da viabilidade vai ser comprometido.

Relativamente aos resultados do FMCA, verificdmos que as amostras submetidas a
dose de radiacdo correspondentes a uma mamografia de duas incidéncias tém uma
grande variabilidade de resultados tanto 24h, como 72h, apds irradiacdo, quando
comparadas com as amostras dos individuos que tinham sido submetidos a TC.
Afastamos desde logo a hipdtese de que a pequena variabilidade dos resultados das
amostras sujeitas a dose correspondente a uma TC lombar se pudesse dever ao ensaio
do FMCA se ter realizado no mesmo dia, uma vez que as amostras foram colhidas em
semanas diferentes. Apesar disto, a mediana dos resultados foi muito proxima de 100%,
ndo se tendo verificado diferenca com significado estatistico entre grupos (portadores
e ndo portadores), entre doses (de mamografia e de TC lombar), ou entre tempos (24h
e 72h). Contudo, quando realizada a andlise de subgrupos depois das 72h, foi possivel
encontrar diferencas com significado estatistico nos resultados da viabilidade celular
nos dois subgrupos em que as amostras que tinham sido submetidas a dose de
mamografia: em individuos portadores que ingeriam uma maior quantidade de agua ao
longo do dia e em individuos ndo portadores com antecedentes cardiovasculares. A
ingestdo de dgua tem inUmeros beneficios para o corpo humano, contribuindo para a
regulacdo da homeostasia.(57) Desta forma, podera também exercer um papel
potenciador da sobrevivéncia das células face a agentes agressores, como por exemplo
a exposicao a radiacao ionizante. Pode ser colocada outra hipdtese como o facto de uma
maior ingestdo de agua, significar uma maior diurese, e como tal maior eliminacao de
espécies radicalares por via urinaria. O aumento da viabilidade celular em nao
portadores com antecedentes cardiovasculares é um resultado inesperado, porque
seria expectdvel que estes individuos tivessem uma maior senescéncia celular. Apesar
de n3do terem sido encontrados dados na literatura que suportem os nossos achados,

poder-se-a questionar se o ambiente inflamatério associado a patologia cardiovascular
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(58) pode condicionar mutacgées celulares com maior resisténcia de sobrevivéncia em
ambientes indspitos. No entanto, dado o pequeno nimero de doentes em cada grupo,

serdo necessarios estudos com amostras maiores que comprovem os resultados.

Na avaliacdo dos resultados de viabilidade é necessario ter em conta que, tal como
Ancel e Vitemberger postularam, que os efeitos da radiacdo ndo sdo imediatos,
existindo um tempo de laténcia que varia consoante o tipo de radiacdo e as condic¢des
e tipo de células irradiadas. (20,21) Assim, apesar de os resultados do ensaio do FMCA
as 24h e as 72h, nos fazerem a acreditar que nao existia diminuicdo de viabilidade depois
da exposicdo a estas doses de radiacdo (TC e mamografia), ndo podemos excluir que o
momento da realizacdo do ensaio possa ter sido muito precoce e ainda ndo serem

observaveis esses efeitos.

A concentracdo das espécies reativas de oxigénio determina a sua acado a nivel
celular. Quando presentes em baixas concentracdo estimulam a proliferacdo e a
diferenciacdo celulares, ao passo que quando as ROS se encontram em elevadas
concentracgdes, sem o equilibrio das defesas antioxidantes, ocorre uma situa¢do de
stresse oxidativo. Nestas circunstancias, os principais alvos das ROS sdo o ADN, o ARN,
as proteinas e os lipidos, especialmente os lipidos membranares, podendo provocar a
morte celular através do dano oxidativo destas biomoléculas. Quando este dano ndo é

reparado podem induzir doengas, nomeadamente o cancro.(49,54)

Relativamente a avaliacdo das espécies reativas de oxigénio nas células do sangue,
os dados da literatura sdo escassos. Soares et al. otimizaram o protocolo de ROS em
sangue total para a sonda de florescéncia DCF (46,55). No caso da sonda DHE e o
alaranjado de mercurio, nao foi possivel encontrar nenhuma referéncia bibliografica da
sua utilizacdo em sangue total. Tal facto ndo permite garantir que o ido superoxido e
gue as defesas antioxidantes sejam intracelulares, pois ndo podemos excluir que o DHE
e o alaranjado de mercurio possam ter sido reduzidos por outros elementos
constituintes do sangue total, nomeadamente células, e transformados em compostos

florescentes.
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Neste estudo foi avaliada a diferenca dos valores normalizados de perdxidos
intracelulares entre as diferentes doses, nos diferentes grupos e nos diferentes tempos,
mas apenas houve significancia estatistica para a dose de TC entre portadores e nao
portadores 2h apds a irradiacdo. Neste caso, os valores normalizados de peréxidos
intracelulares foram superiores no grupo de portadores do que no de nao portadores.
Este resultado poderia ir de encontro ao objetivo do trabalho, uma vez que os
portadores de mutacdo no BRCA2 obtiveram um valor normalizado maior de espécies
reativas de oxigénio. Contudo, n3o se sabe se as defesas antioxidantes compensaram
ou ndo esse aumento porque nao foi possivel realizar esse ensaio nestas amostras, pelo
gue nao se pode concluir se houve ou ndo stresse oxidativo. Assim, seria interessante
realizar novamente o ensaio das defesas antioxidantes com dose de TC e aumentar o
numero de individuos portadores e nao portadores, com o objetivo avaliar se a diferenca
significativa dos valores normalizados de peréxidos intracelulares entre os grupos se

mantém.

No ensaio da avaliacdo da producdo do radical superdxido ndao foram encontradas
diferencas com significado estatistico nos valores normalizados do radical superéxido
entre grupos (portadores e ndo portadores), entre doses (de mamografia e de TC
lombar) ou entre tempos (2h e 4h). No entanto, foi encontrada uma diferenca com
significado estatistico ao comparar subgrupos, em que os valores de concentrac¢do do
radical superdxido foram superiores em individuos ndo portadores com antecedentes
cardiovasculares as 4h. Segundo, Ochoa et al.(61), as ROS tém um papel fundamental
na mediacdo da resposta ao stresse do reticulo endoplasmatico nas doencas corondrias

e podera ser isso que esteja a provocar o aumento significativo das ROS.

O ensaio das defesas antioxidantes foi realizado apenas em algumas das amostras
gue tinham sido submetidas a dose de mamografia com duas incidéncias, devido a
descontinuacdo da comercializa¢do do alaranjado de mercurio. Por conseguinte, sé foi
possivel investigar a presenca de diferenca com significancia estatistica entre grupos
(portadores e ndo portadores) e em diferentes tempos. Os resultados mostraram uma

tendéncia de aumento da expressao da GSH em individuos ndo portadores quatro horas
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apos a irradiacdo, ndo tendo sido verificada qualquer correlacdo, nem diferencas com

significado estatistico com as varidveis em estudo.

Estes resultados levaram a acreditar que a exposicdao a dose de radiacdo da
mamografia ndo conduziu a stresse oxidativo, uma vez que nas amostras em que se
pode calcular o balango entre as ROS e as defesas antioxidantes, os valores foram muito
proximos de 1. Nos casos em que ndo se pode calcular, isto é, naquelas em que nao foi
possivel realizar o ensaio das defesas antioxidantes (nas amostras que tinham sido
submetidas a dose de TC lombar e nas restantes que tinham sido submetidas a dose de
mamografia), verificou-se que os valores dos peréxidos intracelulares e do radical
superdxido, quando normalizados a condicdo de controlo, ddo muito proximos de 1. O
facto de so6 ter sido possivel realizar o ensaio das defesas antioxidantes num numero
reduzido de amostras constituiu uma das grandes limitacdes do nosso estudo. Por esse
motivo, ndo podemos inferir sobre o stresse oxidativo nas amostras em questdo, até
porgue em alguns casos pode haver aumento das ROS, mas se as defesas antioxidantes
estiverem também aumentadas, ndo havera stresse oxidativo. Estes resultados podem
ndo corresponder a realidade porque a avaliacdo por fluorescéncia faz uma medicao
total da amostra e ndo célula a célula, ao contrdrio do que acontece na citometria de

fluxo. Seria interessante, no futuro, avaliar as ROS por citometria de fluxo.

Existem muitos fatores quimicos, fisicos e bioldgicos que podem causar morte
celular e existem fatores que ndo causam a morte celular, mas sdo capazes de danificar
o material genético da célula, fatores que se denominam de genotdxicos. Na literatura,
existem varios estudos que utilizam os micronucleos para avaliar a genotoxicidade nas
células. O micronucleo atua como um biomarcador do dano ou da perda total do
cromossoma. O ensaio de micronucleos foi desenhado para detetar dano genotdxico
através da contagem dos microntcleos.(62) Na literatura ja existem estudos, como os
de Baert et al. e Varga et al., que utilizaram o ensaio de micronlcleos para avaliar a
radiossensibilidade de portadores de variantes causais dos genes BRCA1 e

BRCA2.(38,57)
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A radiossensibilidade de uma célula é diferente consoante a fase do ciclo celular em
gue se encontra. Na fase Go do ciclo celular, o ensaio de micronucleos comecga com o
sangue a ser irradiado e depois colocado em cultura com a fitohematoglutinina. Na fase
G2 do ciclo celular, as células sdao primeiro tratadas com fitohematoglutinina. Esta vai
estimular a divisdo dos linfécitos T levando a que tenhamos uma populagao de linfdcitos
em varias fases do ciclo celular (Gy, S, G; e fase M). Apds 3 dias de incubacdo, o sangue
em cultura é irradiado.(62) Baert et al. usaram o ensaio de micronucleos na fase G; e
concluiram que houve um aumento significativo de radiossensibilidade em individuos
portadores sauddveis de mutacdo no gene BRCA2 quando expostos a raios-X com a dose
de 2Gy. (38) Também Varga et al., utilizando o ensaio de micronucleos, desta vez na fase
Go, encontraram um aumento de radiossensibilidade em portadores de mutacdes no
genes BRCA1 e BRCA2. (63) Contudo, no nosso trabalho deparamo-nos com o problema
de ndo termos células suficientes com citoplasma bem definido que nos permitissem

realizar a contagem dos micronucleos.

No estudo de Goh et al., os autores investigaram circunstancias que podem
comprometer a presenca de citoplasma na célula. Em culturas celulares de sangue total,
apos a primeira fixacdo, a remoc¢do do sobrenadante é dificil de realizar porque a
distincdo entre o pellet e o sobrenadante é dificultada pela hemdlise dos eritrdcitos. Se
a remocado do sobrenadante for incompleta, estes residuos permanecem na solucao,
causando ruido. Os autores reportaram também que o uso da solugdo de fixagao de 3:1
metanol:acido acético causou a rotura de muitas células. Outro dos problemas
identificado foi a humidade das laminas quando ocorre a coloracdao. Os autores
verificaram que, dependendo do individuo, quando as laminas entram em contacto com

o Giemsa, ainda humidas, ocorre também rotura do citoplasma.(64)

No decorrer do nosso trabalho deparou-se com alguns destes problemas, que
podem justificar ndo se ter conseguido realizar a contagem de células binucleadas e, por
consequéncia, dos micronucleos. Verificou-se ainda que as células ficavam mais
suscetiveis a rotura do citoplasma quando eram expostas a radiacdo. Em relacdo ao
problema da humidade, esta podia ser atenuada deixando as laminas a secar de um dia

para o outro, protelando a realizacdo da coloracdo para o dia seguinte a conclusdo do
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ensaio de micronucleos. Obteve-se em vdrios casos células binucleadas com o
citoplasma definido na condicdo de controlo, mas o mesmo nao sucedia na condicado
irradiada. De forma a contrariar estes problemas, teria sido interessante ter-se usado o
ensaio dos cromossomas dicéntricos, porque estes sdao também bons biomarcadores da
exposicdo a radiacdo ionizante e ndao se teria o problema da visibilidade do

citoplasma.(64)

No nosso estudo ndo se conseguiu encontrar relagdo positiva entre a exposicao a
exames de diagndstico com radiacdo ionizante em individuos portadores de mutacao e
o0 aumento do risco de desenvolvimento de cancro tendo em conta a informacgao obtida.
No ensaio do FMCA, ndo houve diferencas de viabilidade entre grupos (portadores e
ndo portadores), entre doses de fontes diferentes (mamografia e TC) ou entre tempos
(24h e 72h). Todavia, foram encontradas diferencas com significado estatistico para os
subgrupos dos individuos portadores que ingeriam uma quantidade de agua maior ao
longo do dia e para os individuos ndo portadores com antecedentes cardiovasculares.
Nos ROS, observou-se diferengas com significado estatistico quando se compararam os
valores normalizados de peréxidos intracelulares do grupo de portadores e do grupo de
ndo portadores das amostras que tinham sido sujeitas a dose de TC lombar duas horas
antes. Contudo, ndo se observou diferenca com significancia estatistica em mais
nenhuma comparacao seja, entre grupos para a dose de mamografia, entre doses ou
entre tempos, ndo havendo qualquer diferenca entre a concentracdo de perdxidos
intracelulares e as varidveis em estudo. Relativamente, aos valores normalizados do
radical superdxido foram encontradas diferencas com significado estatistico para o
subgrupo ndo portadores com antecedentes cardiovasculares. No ensaio da GSH, nao
houve diferencas com significado estatistico. Em relacdo ao ensaio de micronucleos, ndo
foi possivel realizar a andlise pelo facto de haver um ndmero reduzido de células com o
citoplasma definido. Estes resultados contrariam os resultados esperados,
nomeadamente em relacdo as amostras submetidas a dose de TC lombar, que foram
irradiadas com uma dose elevada e, por isso, seria expectavel que se observasse uma
menor viabilidade e um aumento das espécies reativas de oxigénio. Tanto a viabilidade

celular, como as espécies reativas de oxigénio foram normalizadas a condicdo de
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controlo de cada individuo. No caso do FMCA, a mediana dos resultados foi
aproximadamente de 100%. Ja nas ROS, as duas espécies reativas que avaliamos, o
peroxido de hidrogénio e o radical superdxido, tiveram como resultado um valor
normalizado de perdxidos de hidrogénio e do radical superéxido com mediana de
aproximadamente 1. Os valores normalizados da defesa antioxidante, GSH, também

tiveram um mediana de aproximadamente 1.

Os dados da literatura sdao contraditérios. Enquanto alguns estudos sugerem uma
possivel associacao entre a radiacdo dos exames de diagndstico e o aumento do risco
em portadores, outros ndo encontraram qualquer relagdo. Pijpe et al. observaram uma
relacdo positiva entre a realizacdo de mamografias e 0 aumento de cancro da mama em
portadores de variantes causais nos genes BRCA1 e BRCA2. (36) Da mesma forma,
Gonzalez et al., com um modelo baseado na radiacdo-inducao de cancro e assumindo a
hipersensibilidade a radiagdo do ADN em portadores e uma diminui¢gao de 30% da
mortalidade por cancro da mama devido ao rastreio, concluiram que a exposicdo a
exames de diagndstico s6 aumentaria o risco de desenvolvimento de cancro da mama
se fosse realizado antes dos 35 anos.(65) O nosso estudo ndo suporta estas conclusdes
ja que nado foi encontrada associacao entre a exposicdo a radiacdo de diagndstico e o
aumento do risco de desenvolvimento de cancro em portadores. No estudo de
Giannakeas et al. também nao foi encontrada qualquer associacao entre a exposicao a
mamografia de portadores e o desenvolvimento de cancro da mama. Neste estudo
foram avaliadas 2346 mulheres portadoras de mutacdo nos genes BRCA1 e BRCA2 e sem
antecedentes de cancro da mama, que ao entrarem para o estudo esclareceram o
histérico de exames de mamografia a que tinham sido previamente expostas. Estas
mulheres foram seguidas durante 5,3 anos ao longo dos quais os autores foram
observando o surgimento de novos cancros da mama. Apds a analise estatistica, os
autores ndo encontraram qualquer relagdao entre a exposicdo a mamografia e o

desenvolvimento de cancro da mama.(32)

No nosso estudo nao ficou esclarecido o efeito da radiacdo ionizante nos portadores
de mutacdo nos genes BRCA1 e BRCA2. Na realidade, ndo se espera que a realizacao

isolada de uma mamografia ou de uma TC provoque muitas altera¢cdes, mas sim a dose
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cumulativa ao longo dos anos. Assim, como perspetiva futura em relacdo ao projeto
seria interessante proceder a imortalizacdo de uma linha de linfécitos de portadores da
mutacdo fundadora portuguesa. Essa imortalizacdo permitiria a irradiacdo com
multiplas doses para avaliar os efeitos da dose cumulativa. Por outro lado, devido ao
tempo de laténcia para o aparecimento de lesdes apds a irradiacdo, permitiria avaliar os

dados em tempos mais tardios sem que os linfécitos perdessem as suas propriedades.
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6. Conclusao
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A radiossensibilidade em individuos portadores de mutacdo nos genes BRCA1 e
BRCA2, tem despoletado interesse na comunidade cientifica nos ultimos anos. Pelo risco
inerente de cancro da mama, do ovario, do pancreas, da prostata e melanoma primario,
especialmente abaixo dos 50 anos, estes individuos sdo alvo de um programa de rastreio
rigoroso (3-6), que recorre a métodos auxiliares de diagndstico que usam radiacao
ionizante, de forma a proceder a um diagndstico precoce das neoplasias. Perante um
diagnéstico atempado destas doencas, é muitas vezes possivel proporcionar um
tratamento eficaz destas patologias que, quando diagnosticadas em fases tardias, sao

apenas alvo de terapéuticas paliativas. (5,8,9)

Apesar do beneficio indiscutivel dos métodos de rastreio que usam radiacdo
ionizante, existem algumas questdes quanto ao risco do seu uso, nomeadamente em

pessoas com suscetibilidade genética para o desenvolvimento de neoplasias. (30)

Nesse seguimento, o objetivo neste trabalho passava pelo estudo da
radiossensibilidade de portadores e ndao portadores destas mutacdes quando sdo

submetidos a exames de diagndstico que utilizam radiacdo ionizante.

No presente trabalho e tendo em conta as condi¢cdes estudadas ndo conseguimos
provar que existe um aumento da radiossensibilidade de portadores de mutagdo no
gene BRCA2. No entanto, com algumas alteracdes do protocolo do trabalho sugeridas
anteriormente, os resultados poderdo ser diferentes, nomeadamente em relacdo ao
estudo do efeito da dose cumulativa, como é o caso da possivel imortalizacdo de uma

linha de linfécitos com origem em portadores da mutacao fundadora portuguesa.

Apesar de os nossos resultados ndo serem a favor da radiossensibilidade aumentada
nos portadores de mutacdo BRCA2, devem ser feitos mais estudos, idealmente com

amostras maiores, de forma a confirmar os nossos resultados.
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identificado, decidiu emitir o parecer que a seguir se transcreve:

“"Parecer favordvel. No entanto, a Comissio sugere a utilizagdo, no texto de

Consentimento Informado, de uma linguag mais acessivel & comp do do

doente”.

Queira aceitar os meus melhores cumprimentos.qéo/“
O Presidente,

T <Q

Prof/ Dgutor Jodo Manuel Pedroso de Lima

HC

SERVICOS TECNICOS DE APOIO A GESTAO - STAG + COMISSAO DE ETICA
Pélo das Ciéncias da Satde » Unidade Central

Azinhaga de Santa Comba, Celas, 3000-354 COIMBRA « PORTUGAL
Tel: +351 239 857 708 (Ext. 542708) | Fax: +351 239 823 236

E-mail: comissaoetica@fmed.uc.pt | www.fmed.uc.pt
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Anexo 2
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REPUBLICA % SERVICO NACIONAL CHUC
PORTUGUESA S N DE SAUDE b G
SAUDE o

Comissdo de Etica para a Sadde
Visto/ A U.L.D.

Exmo. Senhor
Dr. Francisco Parente
Digm© Diretor Clinico do CHUC

para difus@o

_ SUACOMUNICACAODE NOSSAREFERENCIA L.\
N.° 045/CES 27 02- 2020
Proc. N.° CHUC-009-20

ASSUNTO: Estudo Observacional: "SENSIBILIDADE A RADIACAO IONIZANTE EM PORTADORES DE
VARIANTES CAUSAIS NOS GENES BRCA1/2"

Entrada na CES: 17-01-2020

Investigador/a/es: Ana Margarida Coelho Abrantes, Prof2 Aux. com Agregagdo da FMUC Co-
investigadores: Sofia De Melo Feiteira Maia, Médica Geneticista e Prof2 Aux da FMUC; Llcia de Fatima
Mendes Monteiro, Mestre em Investigacdo Biomédica

Servigo de Realizagdo: Servico de Genética Médica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra;
Instituto de Biofisica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

Cumpre informar Vossa Ex.2 que a CES - Comissdo de Etica para a Saude do Centro
Hospitalar e Universitédrio de Coimbra, reunida em 26 de fevereiro de 2020, considera que se
encontram respeitados os requisitos éticos adequados a realizagdo do estudo pelo que emite
parecer favoravel ao seu desenvolvimento no CHUC. No entanto, solicita-se a apresentagdo de um
caderno de registo de dados devidamente completado.

Mais se informa que a CES do CHUC deverd ser semestralmente atualizada em relagdo ao
desenvolvimento dos estudos favoravelmente analisados e informada da data da conclusdo dos
mesmos, com envio de relatério final.

Com os melhores cumprimentos,

A Comiss&o de Etica para a Sadde do CHUC, E.P.E.

o Pedroso de Lima
Presndente

CES do CHUC: Prof. Doutor Jodo Pedroso de Lima, Prof. Doutora Margarica Silvestre,

Dr. José Anténio Feio, Rev. Pe. Doutor Nuno dos Santos, Dr. Pedro Lopes, Dra. Tereso

° Adélio Tinoco Mendes, Dra. Cldudia
nteiro

ontos. Dra. Isabel Ventura,

Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra 7
Praceta Prof. Mota Pinto, 3000 - 075 Coimbra, PORTUGAL
TEL + 351 239 400 408 - FAX + 351 239 405 646 - EMAIL secetica@chuc.min-saude.pt - www.chuc.min-saude.pt



Anexo 3

Qualidade
1PO COIMBRA Um Compromisso

Trabalho de Investigacdo n°: Tl 01/2020
Data: 06/02/2020

Apreciado na reunidio da Comissdo de Etica de 06/02/2020, com parecer positivo
m condicionado a reformulagdo do consentimento informado no sentido de incluir
informacdo relativa a colheita de tecidos e a autorizagdo dos Diretores dos servigos

EIIVOIVIAOS. ..ottt e et et et et e e ee e e e et e et e e e eareeenan

A

PEL’A COMISSAO DE ETICA

/’\ " P L )
AK\‘\EMU P ?sw‘;z‘.‘\., e

N

(*) Indicar o resultado da votag3o de aprovagdo ou rejei¢do e se por unanimidade ou maioria,
assinalando e juntando as declaragées de voto que houver.

IPO COIMBRA FRANCISCO GENTIL, EPE
Av. Bissaya Barreto, 98, 3000-075 Coimbra - PORTUGAL
TEL + 351 239 400 200 FAX + 351 239 484 317 EMAIL secad@ipocoimbra.min-saude.pt

L2 www.ipocoimbra.pt

3/3
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Anexo 4

Estratificag@o do risco na resposta a radiagdo ionizante na sindrome
hereditaria para cancro da mama e do ovario associada aos genes

BRCA1/2

Registo de informagoes

1. Numero do processo:

2. Codigo de identificagiio:
3. Identificagio da familia:
4. Idade:

5. Sexo:
O Feminino

O Masculino
6. Peso:
7. Altura:

8. Profissao:

9. Residéncia:

10. Variante Familiar:

11. Gene:
O BRCAI
O BRCA2
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12.E portador ou nio portador da variante familiar?
O Portador

O Nao portador

13. Fenotipo:
O Saudavel

O Doente oncologico

14. Ja realizou exames com radiagido ionizante?
O Sim

O Nao

14.1. Se sim, preencha a seguinte tabela:

Tipo de exame

N° de vezes

Radiografia do torax

Mamografia

TAC Cerebral
Toracica
Abdominal

Medicina Nuclear Cintigrafia Ossea

Cintigrafia de Perfusao do Miocardio

Angiografia de Radionuclideos (ARN)

Cintigrafia Renal

Cintigrafia Pulmonar de Ventilagdo / Perfusao

Cintigrafia cerebral

PET/CT com “*F-FDG

PET/CT com '*F-NaF

(%8 Ga-Dotanoc)

PET/CT com %Ga-Anélogos da Somatostatina

PET/CT com %*Ga-PSMA
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15. Ja foi submetido a tratamentos de radioterapia?
0 Sim

O Nao

15.1. Se sim, a que regiao/regioes?

15.2. Numero de sessdes:

16. Ja foi submetido a tratamentos de medicina nuclear?

O Sim

O Nao

16.1. Se sim, quais?

17. Quantidade de agua que ingere por dia:
O Menos de um litro
O Aproximadamente 1,51

O Mais de 1,51

18. Fumador:
O Sim

O Nao

18.1. Se sim, unidades de maco ano:

19. Pratica exercicio fisico?
O Sim

O Nao
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19.1. Se sim, com que frequéncia?

19.2. Que tipo de atividade fisica pratica?

19.3. Com que duracao?

20. Antecedentes patologicos:
0 Diabetes
O Hipertensao arterial
O Dislipidemia
(e}

Outros:
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