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Resumo

Os micronticleos sio formados de fragmentos cromossdmicos ou
cromatfdicos acéntricos ¢ de cromossomos inteiros que nio s3o incorpo-
rados no nticleo da célula filha durante a divisao celular. Eles sio corpis-
culos contendo DNA sem qualquer conexdo estrutural com o niceo
principal.

Pelo fato de a presenca de micronvicleos poder ser considerada um
indicativo prévio da existéncia de alteragoes cromossdmicas, a andlise de
sua freqiiéncia pode ser proposta como uma alternativa para métodos
citogenéticos clissicos em monitoramento de danos cromossdmicos, po-
dendo ser usado para detectar efeitos citogenéticos em individuos croni-
camente expostos a agentes mutagénicos ¢/ou carcinogénicos
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Summary

Micronuclei are formed of acentric chromosome or chromatid frag-
ments and of whole chromosomes not incorporated into the daughter
nuclei during cell division. These corpuscules have no connexion at all
with the main nucleus.

Because the presence of micronuclei may be considered a previous
indicator of chromosomes alterations, the analysis of its frequency can
represent an alternative to the classic cytogenctic methods used for moni-
toring chromosome damage.



J. M. S, Agostini
It can be employed to detect cytogenctic effects of chronic human ex-
position to mutagenic and/or carcinogenic agents.

KEY WORDS: micronuclei, clastogens, anengens.

Consideracdes gerais

O estudo de micronucleos se constini em um dos métodos para me-
dida de danos cromossdmicos espontineos ou induzidos, ou ainda de
erros de segregacio, uma vez que o micronticleo resulta da produgio de
fragmentos acéntricos ou de cromossomos que s¢ atrasam em relag@ao aos
demais em sua migragio para os polos da oflula em andfase. Quando a
cdlula entra em teldfase, estes fragmentos acéntricos, produzidos por que-
bras cromossdmicas ou cromatidicas, ou os cromossomos inteiros, perdi-
dos por problemas no fuso mitdtico, sdo incluidos nas células filhas, po-
dendo se¢ fundir com o nucleo principal, ou formar um ou mais nicleos
secunddrios: os micronticleos.

O teste do micromicleo tem sido amplamente usado, nos 1ltimos
anos, tanto in vitro como in vivo, como um teste primdrio em genética
toxicoldgica (Hedle et al., 1983; Mac Gregor, 1991), pela sua capacida-
de de avaliar genotoxiadade. Este teste oferece a vantagem de ser simples
¢ rdpido na detecgio de danos cromossémicos induzidos e permite o es-
tabelecimento de correlagbes entre diferentes sistemas de avaliagio biold-
gica em um determinado sistema de células.

Para Hedle et al. (1991), apesar da formagao de micronticleos de
fragmentos cromossémicos acéntricos ser de ficil e amplo entendimento,
algumas diividas ainda permanecem com relagdo 4 origem do micronu-
cleo. Existem, de fato, quatro mecanismos reconhecidos, segundo os au-
tores, que podem dar origemn ao micronticleo e a esrruturas semelhantes
40 mesmo:

a) perda mitotica de fragmentos acéntricos;

b) uma variedade de conseqiiéncias mecinicas de quebras e trocas
cromossdmicas;

¢) perda mitética de cromossomos inteiros, €

d) apoprose, que ¢ uma forma de destruigio nuclear em que ¢ nicleo
se desintegra e fragmentos nucleares sio formados. Este fenbmeno
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ocorre naturalmente, ou em resposta a danos celulares quimica-
mente induzidos, danos estes que ndo necessitam ser de namreza
genética (inibigio de sintese de proteina, € um exemplo).

Para o teste do microniicleo, os autores consideram que somente os
trés primeiros mecanismos sdo importantes, assumindo com isto que a
indugio de microntcleos indica risco genético.

Mc Gregor et al. (1987), entre outros, acreditam que a formagao de
fragmentos acéntricos desempenha o papel principal no mecanismo de
formagiio de micronicleos,

Micronticleos podem também surgir na meiose como conseqiiéncia
mecinica de alteragBes cromossdmicas.

Os micronticleos sao facilmente detectados em células interfdsicas
como corpusculos intracitoplasmdricos livres (Hogstedr, 1984). Estes
corptisculos s3o pequenos, arredondados a ovais, encontrados no cito-
plasma, normalmente ao lado do nideo principal. A sua semelhanga com
o nticleo principal em forma, textura, coloragio ¢ contetido de DNA ¢
que facilita sna detecgio.

Os micronticleos variam em nimero e tamanho, dependendo do grau
¢ do tipo de alteragio cromossdmica que Os originaram.

O tamanho dos micronticleos varia conforme o agente indutor, sendo
que micronticleos derivados de cromossomos inteiros, sio normalmente
maiores do que aqueles derivados de fragmentos cromossdmicos.

A freqiiénda de células com micronticleo reflete o nivel de dano in-
duzido por agentes que originam quebras e/ou problemas no fuso mitéti-
co, detectando tanto clastogénese como aneugénese. O awmento desta
freqii€éncia revela uma ag¢io genotdxca que pode ou ndo estar associada a
transformagdo ncopldsica.

O teste do micronticleo pode também ser usado, para avaliagao de
instabilidade cromossdmica e sensibilidade a mutagénicos efou clastogé-
nicos em sindromes geneticamente determinadas. Um aumento esponta-
neo nas freqiiéncias de microntcleos tem sido encontrado também no

processo natural de envelhecimento ¢ em pais de individuos com trisso-
mias autossémicas (Rudd et al., 1988).
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Pelas suas caracteristicas, 0 método que avalia a frequéncia de micro-
micleos pode ser usado com sucesso para detectar efeitos citogenéticos em
humanos expostos cronicamente a agentes mutagénicos efou carcinogéni-

O prinapal valor do teste do micronticleo consiste no fato de que é
um método rapido, que pode ser aplicado in vivo, com capacidade de
detectar efcitos a nivel cromossémico que ndo sdo detectados por outros
testes, como por cxemplo, com bactérias. Acredita-se, ainda, que pela
correlagio encontrada entre substincas quimicas com atvidades muta-
génicas e as substindas que causam tumores malignizantes em animais
experimentals, este teste além de ser aplicado para mutagemadade tam-
bém pode ser usado para avaliar potencial carcinogénico.

Outras vanragens, sem esquecer a simplicidade ¢ a rapidez do méto-
do, s3o segundo Hedle et al. (1983), determinadas pelo fato dos micro-
nticleos: a) poderem ser observados durante toda a interfase; b) serem de
ficil reconhecimento; ¢) nio dependerem de metdfases adequadas para
analise; d) sendo formados durante a divisio celular persistirem pelo me-
nos atraveés das proximas interfases, de forma que o tempo de coleta da
amostra ¢ menos critico; €) apresentarem freqiiéncia espontinea baixa; f)
terem signiticado claro, em comparagdo com a interpretagao de outros
pardmetros citogenéticos, tais como falhas cromossémicas ou trocas entre
cromvdtides-irmids, e por fim, g) poderem os defeitos do fuso que levam
a exclusio de alguns cromossomos, também ser detectados.

No entanto, o teste também apresenta desvantagens que devemnos le-
var em ;onsidcm;io: a) a formagio do micromicleo requer, pelo menos,
uma divisio celular; b} agentes que nio causam atrasos caromossdmicos
na andfase nem quebras cromossémicas ndo sdo detectados. Logo, o teste
nio detecta ndo-disjungio mitdtica, quando ndo hd perda de cromossomo
na andfase, nem alteragoes que envolvemn rearranjos cromossOmicos sem a
ocorréncia de fragmento acéntrico, tais como translocagbes ou inversdes;
¢) nem todos os fragmentos acéntricos formam micronicleo na primeira
divisio ::clula:, porém alguns deles podem sobreviver, replicar ¢ se tornar
micronticleo na segunda ou na divisdo subseqiiente.

A eficiéncia da perda de fragmentos e a formagio de micronticleos
pmva'lfclmcntf: varia de um ripo de célula para outro, dependendo de
propriedades mecinicas da célula, tais como seu tamanho e forma, bem

4



O teste do micronucles: sew uso no homern

como o tamanho e a morfologia do cromossomo (Hedle er al., 1991). O
micronticleo pode ser constituido de mais que um cromossomo perdido
na andfase, ou de mais que um fragmento cromossoémico, quando multi-
plas alteragoes deste tipo sdo formadas na cclula. Também € possivel que
alguns fragmentos sejam incluidos no micleo principal € assim nio sejam
detectiveis como micronticleos. Por estas razoes, as informagtes obridas
através do teste do microniicleo sio mais limitadas do que as obudas
através da anadlise de metdfases.

Substincias quimicas que induzem alteragdes cromossémicas devem,
em teoria, detcrminar um aumento na incdénaa de micromicleos, Po-
rém, sabe-se que existern discordincias entre resultados obtidos em estu-
dos de alteragdes cromossomicas € os de micronticleo (Wakata ¢ Sasaki,
1987, Hedle et al., 1991).

Nio podemos deixar de levar em consideracio que a cinétca
dose-resposta ¢ aparentemente diferente entre a manifestagio de altera-
¢bes cromossdmicas ¢ micronticleos. Quando existem resultados discor-
dantes ao se avahar o efeito genotoxico de uma substinaa quirmea atraves
do estudo de alteragbes cromossdmicas € micronticleos, € importante que
se levem em consideragio, também, alguns detalhes como concentragio,
tipos de solventes, rotas de administragio ¢ rempo de coleta, antes de se
concluir que o quimico em questio induz um efeito mas nao outro
(Hedle et al., 1991).

Uma outra preocupagio € idennficar substincias que ndo causariam
nenhum efeito em c¢Clulas somdticas, evidenciadas pelo teste do micronit-
cleo, mas que poderiam, contudo, causar altcragbes cromossOmicas ou
defeitos de fuso em células germinativas, ou vice-versa. Uma vez que
substindas gquimicas sao raramente distribuidas uniformemente entre
todos os érgdos, € de se esperar que a produgio dos efeitos em células
somdncas e germinativas devam diferir quantitativamente {[PCEM,

1983).

Na utilizagio da andlise de microniicleos como uma medida de danos,
nio ha condigoes de identificar qual o mecanismo preferencial, dentre os
possivels, que originou o micronticleo, uma vez que a observagio de um
aumento na sua freqiiéncia nao fornece informagdes sobre o mecanismo
responsdvel por sua origem.
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Virios esforgos tém sido realizados com o objetivo de se identificar a
origem do micromicleo. Segundo Yamamoto e Kikuchi (1980) e Wakata
¢ Sasaki (1987), um critério para se distinguir a origem do micronticleo
seria o tamanho do mesmo, que varia de acordo com o agente indutor: os
originados de fragmentos de cromossomos devem ser menores do que os
resultantes de cromossomos inteiros.

Vanderkerken et al. (1989) mostram que quando existe um aumento
no nimero de micronticleos com centrémero, hd também um aumento
no nimero de microntcleos de tamanho grande. Vanparys et al. (1990)
usam medidas de drea do micronticleo para avaliar atividades ancugénicas
¢ concluem que aneugénicos podem ser distintos de clastogénicos por
estc método. Contudo, o método, segundo os autores, também apresenta
limitagbes. Primeiramente, nio € possivel distinguir micronticleo sem
centrémero, formado por dano cromossémico, daquele com centrémero,
formado por defeito no fuso mitético e ter, assim, uma verdadeira indica-
¢ao de ancuploidia. Também nio € possivel determinar se 0 micronticleo
se constitui de um ou mais cromossomos. Medidas do tamanho do mi-
cromicleo servem como um mecanismo de informagao somente quando
um grande niimero de micronticleos € examinado.

Observagbes de heterocromatina centromérica por bandas-C forne-
cem evidéncias da presenga de cromossomos inteiros no micronticleo
(Banduhn and Obe, 1985).

Vanderkerken et al. (1989), através do emprego de banda-C, andlise
do contetido de DNA e medida da drea do micronticleo, concluiram que
estes métodos podem distinguir claramente as atividades aneugénicas das
clastogénicas, mas consideraram o método de banda-C o melhor deles
para provar a presen¢a de um cromossomo inteiro no micronticleo,

Medidas de contetido de DNA também foram utilizadas para distin-
guir micronticleos contendo cromossomos inteiros daqueles que contém
so fragmentos cromossémicos (Vanderkerken et al., 1989). Contudo, elas
ndo fornecem mais informagoes do que as obtidas por medidas de drea do
micromticleo.

chnhg ct al. (1988) acreditam que ndo se pode determinar sem
uma investigacio do contetido do micronticleo se 0 mesmo se originou
de erro de segregacio ou se ¢ resultado de quebra. Baseado no conheci-
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mento de que alguns micronticleos contém cromossomos  inteiros ou
fragmentos cromossémicos céntricos, o teste do micronticleo pode ser
uma técnica 1til para o estudo de aneuploidia, nos casos cm que a presen-
a do centrbmero no micromicleo pode ser detectada. Isto se tornou
possivel apds a descoberta de anticorpos anticinetéeoros, isolados no soro
de pacientes com a variante CREST da Sindrome de Escleroderma
(Moroi ct al., 1980). Estes anticorpos sio de baixo custo, comercdialmente
disponiveis ¢ seu uso permite determinar o mecanismo de origem do mi-
cronticleo (Henning et al., 1988; Eastmond e Tucker, 1989),

Coloragio imunofluorescente, associada com anticorpos  an-
t-cinetéeoros foi usada por Degrassi ¢ Tanzarella (1988) para desenvol-
Ver um teste in vitro para agentes indutores de aneuploidias.

Eastmond e Tucker (1989) combinaram o uso destes anticorpos com
o método de inibigio de citocinese em linfécitos, pelo emprego de citoca-
lasina, desenvolvido por Fenech e Morley (1985), com a finalidade de
desenvolver um método relativamente rdpido para avaliar aneuploidias
induzidas, em células humanas, por agentes quimicos ou radiagbes. A
maior limitagio para o teste é que somente aneugenicos que produzem
perda de cromossomos e, portanto, produzem micronticleo, podem ser
identificados. Logo, presupoe-se que certas classes de ancuploidigénicos,
omo 0s que causam nao-disjun¢io, nio devem ser detectados por estc
método,

Outro método molecular que vem sendo recentemente usado para
avaliar o contetido dos micronticleos, € o que emprega sondas de DNA
centrémero - especificas. O uso destas sondas em hibridizagio in situ,
para classificagao de micronticleos, tem sido apresentado em trabalhos
como os de Salassidis et al, (1992), e sua utiliza¢ao possibilita obter in-
formagdes relativas ao cromossomo ou regido cromossémica presente no
micronticleo.

As desvantagens apresentadas por Hedle et al. (1991) para a utiliza-
§30 do método de hibridizagao por sondas de DNA sio: a) o mérodo ser
trabalhoso; b) haver variabilidade individual quanto a quantidade de he-
terocromatina centromérica; ¢) quebras comossémicas, que podem ocor-
rer dentro da heterocromatina, poderem conter DNA marcado suficiente
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para dar a impressao de que o micronticleo contém um cromossomo in-
teiro.

Apesar disto os métodos moleculares, ao contririo dos outros, forne-
cem dados mais especificos ¢ menos subjetivos sobre o micronticleo. O
uso de anticorpos anti-cinetocoros e de sondas de DNA ¢ de grande im-
portincia na identificagio do contetido do micromicleo. Apesar de sua
importancia, as sondas de DNA ainda ndao vém sendo usadas em andlise
de rotina de micromicleos.

O uso de microscopia ultravioleta supravital, que permite observar os
movimentos dos cromossomos/cromédtides durante a mitose, complemen-
tado com anilise imunocitoquimica ¢ de ultraestrunuira do micromicleo
formado, foi empregado por Schiffmann e De Boni (1991), para registrar
a formagio de micronticleos originados de elementos de cromatina, des-
locados durante a mitose. Esta técnica mostra que os micronticleos foram
formados durante a mitose, ¢ nio por segmentacio acidental do nicleo,
em outros estigios do ciclo celular.

Tipos de células que sio empregadas para o estudo
do micronucleo

Idealmente, a freqiiéncia de micronicleos deve ser calculada com base
em células que se dividiram pelo menos uma vez; logo, podem ocorrer
em qualquer tipo de célula, em diferentes organismos, desde que esta so-
fra divisio.

Em animais, principalmente mamiferos tais como ratos e camundon-
gos, freqlientemente sio usadas células de medula Gssca, podendo tam-
bém ser usadas células de sangue circulante. Porém, outros 6rgios e teci-
dos tém sc mostrado apropriados para o teste, como por exemplo, figado
de embribes, embrides pré-implantados e células de tumores de ovirio.

Na espécic humana, a andlise pode ser feita em linfécitos de sangue
periférico, fibroblastos e células epiteliais esfoliadas.
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a) Micronucleos em células de medula Gssea

O teste do micromicleo ¢ amplamente usado em medula dssea de
animais, uma vez que cla garante um ficil acesso a uma populagio de cé-
lulas que se dividem rapidamente.

O micronticleo em medula dssea pode ser observado em micloblas-
tos, mieldcitos e eritoblastos. Sao contados, porém, normalmente, sé os
eritrdcitos jovens, para padronizar e facilitar a andlise.

Os micronticleos podem ser facilmente reconhecidos no atoplasma
de eritrocitos jovens porque os eritoblastos de mamiferos expulsam seu
nticleo principal, através de mecanismo descrito por Tavassoli (1978),no
estigio terminal de maturagio. E, portanto, apés a expulsio do micleo
principal, que sofre fagocitose por macrofagos (Skutelsky e Danan,
1969), em eritrécitos policromdticos que o efeito do micronticleo € mais
facilmente avaliado (Schmid, 1975).

Fregiientemente, os micronticleos nio sio expulsos dos eritoblastos
junto com o niicleo principal, por isso eles podem ser facilmente detecta-
dos nos eritrécitos policromdticos anucleados, embora hoje se saiba que
os micronticleos podem ser excluidos das células de medula 6ssea por
mecanismos similares aos da expulsdao nuclear (Parton et al., 1991).

Micronticleos em células eritropoéticas de medula éssea também sao
bons indicadores de danos ctogenéticos no Homem (Hogsted et al.,
1983). Enquanto em ratos e camundongos somente os eritrocitos poli-
cromdticos sd3o adequados para uso, uma vez que nestes animais os erto-
blastos tém pouco ou nenhum citoplasma, no Homem estas células t¢m
citoplasma suficiente para abrigar o microniicleo, podendo, assim, scr
usadas. Apesar disto, o teste do micronticleo em medula dssea de huma-
nos tem sido usado somente em pequena escala, pois a dificuldade para
obtengdo de amostra inviabiliza a utilizagio do método em grande escala.
Como e¢m pacientes com leucemia faz-se normalmente esta coleta para
fins de diagndstico, o teste pode ser usado mais facilmente nestes casos.
Usam-se normalmente eritoblastos, uma vez que padentes leucémicos
nao apresentam eritrécitos em quantidade suficiente para a andlise
(Erdtmann e Onsten, 1991).
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A rdpida diferenciagio das células eritropoiéticas in vivo pode ser
considerada uma vantagem para o seu uso em humanos, se levarmos em
conta a demorada e variada diferenciagdo dos linfécitos de sangue perifé-
rico. Além de a avaliagio de microniicleos, nestas células evidenciar mais
adequadamente um dano citogenético recente, esta avaliagao ainda reflete
uma situagdo in vivo e exclui condigbes de cultura celular que podem
introduzir erros inerentes ao ensaio.

Uma das maiores desvantagens associadas ao teste do microniicleo in
vivo em medula éssea € que agentes testados ou seus metabdlitos nem
sempre alcangam a medula. Este tipo de problema nio ocorre em células
em cultura, apesar de nelas, nao ocorrer metabolizagio in vivo (Hedle et
al.,,1983). Alguns compostos, tais como agentes mutagénicos instiveis ou
aqueles que originam metabdlitos de vida curta, ndo sio detectados por
este teste, porque os metabolitos produzidos no figado ndo atingem a
medula dssea (Cliet et al., 1989).

Sabe-se, também, que pode ocorrer um baixo nivel de ativagao meta-
bélica de alguns carcinégenos bem conhecidos, pela medula éssea, po-
dendo entdo o teste apresentar deficiéncia para detectar os efeitos destas
substincias sobre os cromossomos dos individuos expostos. A maioria
destas substincias tém capacidade de induzir micronticleos, quando apli-
cadas em doses muito préximas da dose mdxima que pode ser testada,
isto €, perto da dose considerada letal. Nestes casos, pelo fato de o teste
em medula dssea nao ser suficientemente sensivel, € possivel que muitos
mutagénicos nio sejam detectados.

b) Micronticleo em culturas tempordrias de linfécitos do
sangue periférico

A andlise de microniicleos em culturas de linfécitos é um sistema que,
por ser simples e ripido na detecgio de alteragdes e perdas cromossdmi-
cas, pode ser usado para monitoramento populacional.

Uma das vantagens do emprego desta técnica € o fato de os linfécitos
do sangue periférico serem de fcil obten¢io e a maioria deles se encon-
trarem na fase Go do ciclo celular. Estas células deixam o sangue, passam
através do bago, dos nédulos linfiticos e outros tecidos, e voltam & circu-
lagio sangiifnca através dos ductos linfiticos. O tempo total de recircula-
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¢ao € de aproximadamente 12 horas. Isto significa quie os linfécitos com
mutagGes induzidas em qualquer parte do corpo estario em algum mo-
mento, no sangue periférico. Este sistema permite, portanto, a detecgio
de mutagoes induzidas tanto em linfécitos do sangue periférico como
naqueles distribuidos em diferentes 6rgaos (Ferrari, 1991).

Hogsted et al. (1983) ¢ Hogsted (1984) usaram o método para estu-
do in vivo, mostrando um aumento na freqiiéncia de micronticleos em
individuos fumantes ¢ em trabalhadores expostos a estireno. Nestes estu-
dos, os micronticleos vinham sendo contados em linfé«itos apds a destru-
130 do citoplasma por tratamento hipotdnico.

Como ¢ necessdrio que a célula passe pelo menos por uma mitose
para que os micronticleos possam se expressar, 0 nimero de micronticlcos
contados depende: a) da proporgio de células que responderam ao mité-
geno; b) da proporgio de células estimuladas que se dividiram; e ¢) do
destino dos micromicleos nas células que se dividiram mais uma vez
(Fenech e Morley, 1985).

Linfocitos de diferentes individuos respondem de forma completa-
mente diferente ao mitogénico, logo, a proporgio de células que se divide
em culturas difere de individuo para individuo. Da mesma forma, cm
culturas de um mesmo individuo, a proporgio de linfécitos que passam
por somente uma divisio, sio dependentes das condigdes e do tempo de
cultura (Pincu et al., 1984).

O método realizado de forma convencional em limfécitos humanos ¢
bastante impreciso, uma vez que a anilise dos micronticleos ¢ dificultada
pela incerteza acerca da fragio de células que se dividiram uma vez apos a
exposigao. Virios esforgos foram efetuados para aperfeicoar o método, no
sentido de se identificar linfécitos que se dividiram pelo menos uma vez
sob a influéncia do agente mutagénico (Pincu et al., 1984: Fenech c
Morley, 1985), bem como de se manter os linfécitos com os citoplasmas
preservados (Hogstedt, 1984). Isto passou a ser conseguido através do
emprego de: a) incorporagio de bromodeoxiuridina (BrDU)(Pincu et al.,
1984); b) autoradiografia, com incorporagio pelos linfécitos de umidina
tritiada; e c) inibigdo da citocinese pelo emprego da citocalasina B
(Fenech e Morley, 1985).
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Os métodos que envolvem o uso de BrDU e timidina tritiada trazem
problemas para o cilculo de estimativas de microntcleos, pois estas sub-
stincias tém capacidade por si s6 de produzir quebras cromossémicas.

Por este motivo, o método que envolve a andlise de micronticleos em
linfocitos cultivados com citoplasma preservado, e que identifica nuicleos
que se dividiram por bloqueio da citocinese usando citocalasina B, desen-
volvido por Fenech e Morley (1985), tem sido o mais recomendado. As
células com citoplasma sio facilmente reconhecidas pela sua aparéncia
binucleada, uma vez que realizam divisio nuclear sem, no entanto, terem
realizado divisdo citoplasmdtica. Isto ocorre uma vez que esta droga blo-
queia a citocinese apos a teldfase e, como consequiéncia, determina um
acimulo de células binucleadas na fase G1. Problemas com a eficicia do
método de bloqueio de citocinese também podem ser originados por er-
ros inerentes ao procedimento de cultura e de andlise.

O mérodo para avaliagio de micronticleos em linfécitos com bloqueio
de citocinese tem sido usado, nos Gltimos anos, para a andlise de micro-
nticleos em avaliagio de linfécitos de pessoas expostas, e de substancias
testadas in vitro (Sarto et al., 1990a; Meng e Zhang, 1990; Hogstedt et
al., 1991; Migliore et al., 1991).

¢) Micronucleos em células esfoliadas

Micromicleos detectados em células epiteliais esfoliadas refletem alte-
ragdes cromossomicas ¢/ou cromatidicas, ou irregularidades mitoticas que
ocorrem nas células da camada basal em proliferagao. Os micronticleos
detectados nestas células de superficie epitelial se originaram em células
da camada basal em divisio que, quando atingem a camada superficial,
sao esfoliadas.

A andlise dos micromicleos pode ser feita em c€lulas obtidas a partr
da mucosa bucal, bexiga e ureter, cervix, bronquios e mucosa nasal. A
andlise em células de mucosa bucal (por raspagem de mucosa oral) é mais
comumente realizada, principalmente em individuos com alto risco de
cancer oral, tais como fumantes, consumidores de dlcool ¢ individuos que
praticam estes dois hdbitos (Stich et al., 1982, 1983; Livingston et al.,
1990), ¢ em individuos expostos a agentes genotdxicos por razdes pro-
fissionais ou por tratamento antineopldsico (Sarto et al., 1990a e b;

12
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Agostini, 1993). Uma vez que as células de mucosa bucal permitem a
coleta de um grande niimero de c€lulas esfoliadas vidveis para a andlisc e
como a raspagem da mucosa, para a obtengio das mesmas, ¢ um processo
simples e bem tolerado pelos individuos, esta andlise € usada em grande
escala, principalmente em monitoramento biologico de grupos de pessoas
€XpOstas a genotoxicos.

O fato de mutagénicos e/ou carcinogénicos poderem estar presentes
em grande quantidade na urina de individuos expostos, faz com que célu-
las uroteliais estejam sendo, principalmente a partir dos \ltimos anos,
usadas para detectar os efeitos genotoxicos da exposigiao a estes agentes
(Ribeiro et al., 1989; Cid et al., 1991). Porém, o maior problema no uso
destas células € a obten¢ao de um mimero adequado de células informati-
vas, mesmo em individuos do sexo feminino que apresentam um nimero
maior de células esfoliadas de bexiga que os masculinos, mas nas quais ¢
impossivel distinguir as células que se originaram da parte inferior do
trato urindrio das produzidas pela mucosa vaginal. Por este motivo, a
avaliagdo de células micronucleadas da bexiga urindria aplica-se apenas a
individuos do sexo masculino. Outro problema € a presenga de um gran-
de niimero de estruturas que podem estar presentes no material analisado,
as quais sc¢ confundem com o micronticleo, estruturas estas que sao leu-
cocitos, particularmente granulécitos, com nucleos desintegrados e que
tem seu niimero aumentado em pessoas com infecgao ou inflamagio uri-
ndria, mesmo que assiNtomaAricas.

Células esfoliadas de colo uterino também podem ser usadas para
teste do micronticleo, por exemplo, em mulheres clinicamente assintoma-
ticas que sc submetem a exames de rotina na prevengio do cincer

(Gattas et al., 1991).

Sarto et al. (1990b) e Ballarim et al. (1992) sugerem o uso de células
de mucosa nasal no teste do micronticleo, principalmente na avaliagiao de
contaminantes ambientais voldteis, por ser a cavidade nasal, a via de en-
trada normal do sistemma respiratério e, portanto, o primeiro alvo destes
contaminantes. No caso das células de mucosa nasal, a raspagem das

mesmas ¢ incomoda e dolorida ¢, por isso, nio ¢ facilmente tolerada pelos
individuos.

O uvso de células esfoliadas de tecido epitelial, proposto por Stich et
al. (1982, 1983), para avaliar os efeitos genotéxicos produzidos por bai-
13
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xas doses de substincias carcinogénicas, deve ser esnmulado uma vez que
permite um acesso nao invasivo a tecidos humanos que sao alvos direros
de carcinogénicos érgios-especificos, nos quais os carcinomas verdadet-
ramente se descnvolvem. E um método simples, ripido ¢ econdmico,
com possibilidade, por isso, de ser aplicado a um grande grupo de pesso-
as, além de estar livre de interferéncias inercntes 2 cultura celular,

A aplicagio do teste, em tecidos alvos de certos carcindgenos, consti-
o um avango na detecgio de um fendmeno mutagénico que, muitas ve-
zes, precede A instalagio de um processo cancerigeno. Porgue cflulas cs-
foliadas podem ser coletadas dc dreas especificas, torna-se possivel estimar
a freqiiéncia de células micronucleadas cm varias regides de um orgao,
indicando, assim, dreas com elevado risco de transformagio neopldsica.

A introducio do teste do micromicleo in vivo em células esfoliadas,
no Homem, foi de grande importincia, uma vez que os resultados das
avaliagdes de genotoxicidade in vitro nio podem ser extrapolados para
tecidos humanos com seus sistemas cspecificos de ativagao ¢ inativagao
metabolica para substincias pré e carcinogénicas. Vale lembrar, também,
que existe um ntimcro enorme de possiveis intcragbes entre o grande
mimero de compostos sinergisticos ou antagbnicos que ndo podem ser
stmulados em sistemas de testes in vitro.

A aplicagio do teste do micronticleo em células esfoliadas de vérios
tecidos humanos pode fornecer evidéncias tanto da exposigao a agentes
carcinogénicos e clastogénicos, além de uma estimativa dos efeitos aditi-
vos on potenciadores, quando virios carcinogénicos ou agentes genotoxi-

s H.BEITI juntn.s.

Embora o teste ainda nio scja usado para diagndstico na rotina dto-
patolégica em grande escala, também pode scr ecmpregado, com pequenas
modificagoes, em bidpsias de tecidos humanos, abnndo as portas para o
reconhecimento de diferentes estdgios de carcinogénese.

d) Micronacleos em outros tecidos

O teste do micronticleo vem sendo aplicado, também, em outros or-
£aos ¢ tecidos.

14
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Determinagio direta de micronticleos em vilo coriénico de humanos

foi proposta por Cui et al. (1989} para estudar o efeito mutagénico de

fatores maternos, tais como idade, contracepgao, consumo de fumno ¢ 4l-
cool.

M¢étodos para a detecgiio de micronticleos de origem meidtica foram
desenvolvidos em células germinativas de mamiferos, inclusive ne Ho-
mem, para avaliar danos causados neste tipo de célula (Russo e Levis,
1992).

A andlise de micronticleos em fibroblastos tem se mostrado (til, no
Homem, principalmente como medida de instabilidade cromossémica
espontinea, susceptibilidade A nio-disjungio ¢ hipersensibilidade de sepa-
rar a influéncia ambiental dos fatores genéticos dos individuos dos quais
os tecidos derivaram (Henning et al.; 1988; Rudd et al., 1988),
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