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RESUMO

Introdugao: A exposi¢io ocupacional a agentes quimicos estd associada a danos genéticos e a0 aumento do risco de doengas, incluindo
cincer. O biomonitoramento permite detecgio precoce de alteragbes genéticas e apoio a medidas preventivas. Objetivo: Implementar
e padronizar o teste de aberragbes cromossdmicas no Laboratério de Toxicologia Ocupacional, Ambiental e Vigilincia do Cancer da
Coordenagio de Prevencio e Vigilancia do Instituto Nacional de Céncer, visando i sua aplicagio em projetos de biomonitoramento
de trabalhadores expostos a agentes genotdxicos. Método: Foi desenvolvido um protocolo operacional padrio baseado em literatura,
diretrizes internacionais e experiéncia técnica. O estudo-piloto incluiu controle negativo (individuos sauddveis) e controle positivo
(amostras expostas iz vitro a metil metanossulfonato em duas concentracoes). As laminas foram preparadas e coradas com Giemsa, e
quando necessdrio o bandeamento G, analisando-se 300 metafases por amostra com microscopia éptica e sistemas de captura de imagem.
Alteragbes cromossdmicas estruturais e numéricas foram avaliadas. Resultados: A andlise permitiu implementar a técnica e padronizar
o protocolo, demonstrando sua eficicia para identificar alteragbes genéticas em condigbes experimentais controladas. Conclusiao: O
protocolo é adequado para futuros projetos de biomonitoramento, fornecendo ferramenta confidvel para avaliagio precoce de danos
genéticos e prevengio de riscos ocupacionais.

Palavras-chave: Neoplasias; Exposicio Ocupacional/prevengio & controle; Aberragdes Cromossdomicas; Monitoramento Bioldgico;

Genotoxicidade.

ABSTRACT

Introduction: Occupational exposure to chemical agents is associated
with genetic damage and an increased risk of diseases, including cancer.
Biomonitoring enables early detection of genetic alterations and supports
preventive measures. Objective: To implement and standardize the
chromosomal aberration test at the Laboratory of Occupational and
Environmental Toxicology and Cancer Surveillance from the Prevention
and Surveillance Coordination of the National Cancer Institute, aiming
its application in biomonitoring projects for workers exposed to genotoxic
agents. Method: A standard operational protocol was developed based
on the literature, international guidelines, and technical expertise.
The pilot study included a negative control (healthy individuals) and a
positive control (samples exposed in vitro to methyl methanesulfonate
at two concentrations). Slides were prepared and stained with Giemsa,
and when necessary, G-banding, analyzing 300 metaphases per sample
using optical microscopy and imaging capture systems. Structural and
numerical chromosomal alterations were assessed. Results: The analysis
warranted the implementation of the technique and standardization of the
protocol, demonstrating its effectiveness in detecting genetic alterations
under controlled experimental conditions. Conclusion: The protocol is
suitable for future biomonitoring projects, providing a reliable tool for
early evaluation of genetic damage and prevention of occupational risks.
Key words: Neoplasms; Occupational Exposure/prevention & control;
Chromosomal Aberrations; Biological Monitoring; Genotoxicity.

RESUMEN

Introduccién: La exposicién ocupacional a agentes quimicos se asocia con
dafios genéticos y un mayor riesgo de enfermedades, incluido el cdncer.
El biomonitoreo permite la deteccién temprana de alteraciones genéticas
y el apoyo a medidas preventivas. Objetivo: Implementar y estandarizar
la prueba de aberraciones cromosémicas en el Laboratorio de Toxicologia
Ocupacional, Ambiental y Vigilancia del Cdncer, de la Coordinacién de
Prevencién y Vigilancia del Instituto Nacional del Céncer, con el fin de
aplicarla en proyectos de biomonitoreo de trabajadores expuestos a agentes
genotéxicos. Método: Se desarrollé un protocolo operativo estdndar
basado en la literatura, directrices internacionales y experiencia técnica. El
estudio piloto incluy6 un control negativo (individuos sanos) y un control
positivo (muestras expuestas iz vitro a metanosulfonato de metilo en dos
concentraciones). Se prepararon las ldminas y se tifieron con Giemsa y,
cuando fue necesario, con bandeo G, analizdndose 300 metafases por
muestra mediante microscopfa éptica y sistemas de captura de imdgenes.
Se evaluaron alteraciones cromosémicas estructurales y numéricas.
Resultados: El anilisis permitié implementar la técnica y estandarizar el
protocolo, demostrando su eficacia para identificar alteraciones genéticas
en condiciones experimentales controladas. Conclusién: El protocolo es
adecuado para futuros proyectos de biomonitoreo, proporcionando una
herramienta confiable para la evaluacién temprana de dafos genéticos y
prevencion de riesgos ocupacionales.

Palabras clave: Neoplasias; Exposicién Laboral/prevencién y control;
Aberraciones Cromosdémicas; Monitoreo Biolégico; Genotoxicidad.
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INTRODUCAO

Os efeitos nocivos dos agentes quimicos sobre a satide
humana tém sido amplamente estudados desde o século
passado, sendo uma realidade presente especialmente no
contexto ocupacional, no qual a exposicdo a substincias
mutagénicas e carcinogénicas representa um relevante
problema de satide publica e do trabalhador. Evidéncias
cientificas apontam que a exposi¢iao ocupacional a
esses agentes estd associada a um risco aumentado de
desenvolvimento de diversas doengas, como disttrbios
neurolégicos, alteracdes reprodutivas e cincer'. A
toxicidade desses agentes depende de uma série de fatores,
incluindo suas propriedades quimicas inerentes, bem
como as interagdes quimicas em virtude da presenca
de outros agentes que compdem a formulacio desses
produtos, como estabilizantes, solventes, impurezas,
aditivos e agrotdxicos. Esses compostos podem causar
danos genéticos, o que representa um fator de grande
relevincia para a satide publica, especialmente para a sadde
do trabalhador, em razio da relagio j4 estabelecida entre
genotoxicidade e o desenvolvimento de cAncer.

Nesse contexto, o biomonitoramento de individuos
expostos tem se destacado como uma ferramenta essencial
de avalia¢do na vigilincia em satde, permitindo a detecgio
precoce de efeitos biolégicos adversos e apoiando a
implementagio de medidas preventivas e corretivas no
ambiente de trabalho, em decorréncia da exposicio a
substincias quimicas®?.

O potencial genotéxico de substancias quimicas
pode ser avaliado por meio de uma variedade de ensaios
relacionados a toxicologia genética, tais como o teste
do microntcleo, ensaio cometa e o teste de aberragoes
cromossdmicas, os quais detectam danos no DNA*

Uma das consequéncias bioldgicas da exposicao
humana aos agentes quimicos ¢ a indu¢do de alteragoes
nos cromossomos, que sio observadas por meio do uso da
metodologia chamada aberragoes cromossdmicas. O estudo
das aberragoes cromossomicas é uma avaliagio citogenética
cldssica, amplamente validada e aceita internacionalmente,
que consiste na andlise dos cromossomos obtidos por
culturas de linfécitos humanos in vitro. Essa técnica
¢ considerada um importante biomarcador de efeitos
precoces de carcinégenos genotéxicos em abordagens
de exposigio ambiental e ocupacional. E essencial para
compreender as alteragbes que podem ocorrer no material
genético, e sua complexidade reside na necessidade
de preparagdo adequada das amostras, na coloragio
especifica dos cromossomos e na interpretagio criteriosa
dos resultados.

Uma das vantagens de avaliar os linfécitos humanos
¢ o fato de eles circularem por todo o organismo’,
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0 que os expbem a qualquer agente mutagénico,
independentemente da via de introducio do agente no
organismo, seja por via oral, inalatdria e dérmica.

As aberragoes cromossdémicas sio divididas em dois
tipos: alteragoes numéricas e alteragdes estruturais. As
alteragoes numéricas se caracterizam pela modificagio
do ntimero de cromossomos, podendo haver perdas
ou ganhos, diferente do nimero diploide (2 n=46
cromossomos). J4 as alteragoes estruturais se caracterizam
por modificacoes na estrutura dos cromossomos e sio
chamadas de alteragoes cromossdmicas quando ocorrem
simultaneamente nas duas cromdtides, ou alteracoes
cromatidicas que envolvem uma s6 cromdtide.

Evidéncias indicam uma correlagdo positiva entre o
aumento da frequéncia de aberragées cromossémicas em
linfécitos e o risco de desenvolvimento de doencas, como
as neoplasias’, o que reforca a relevincia do uso desses
biomarcadores em programas de biomonitoramento
ocupacional.

O Laboratério de Toxicologia Ocupacional, Ambiental
e Vigilancia do Céncer (LabTox) desenvolve projetos
de pesquisa voltados & sadde do trabalhador, avaliando
a exposicao ocupacional a agentes potencialmente
mutagénicos e carcinogénicos. Nesse contexto, a
implementacdo da técnica de aberragbes cromossdmicas
representa uma importante ampliacdo das metodologias
de toxicologia genética j4 empregadas no laboratério
para avaliacdo de danos no DNA, possibilitando andlises
complementares e, dessa forma, contribuindo para maior
robustez interpretativa dos resultados, além de fortalecer
a precisao metodoldgica e a reprodutibilidade analitica
em futuros projetos de pesquisa em biomonitoramento
desenvolvidos no LabTox.

Diante da importincia desse biomarcador, o presente
estudo tem como objetivo ndo apenas implementar o teste
de aberracoes cromossdémicas no LabTox para aplicagio
em biomonitoramento de trabalhadores expostos a
agentes mutagénicos, carcinogénicos e/ou potencialmente
carcinogénicos, com a proposta de avaliar os potenciais
riscos A satde, em projetos de pesquisa aprovados pelo
Comité de ética em Pesquisa (CEP) do Instituto Nacional
de Cancer (INCA), mas também integrd-lo as demais
metodologias j4 implantadas no laboratério, ampliando,
assim, o escopo e a robustez dos resultados obtidos.

METODO

Para a implementagao da técnica e elaboragio do
protocolo operacional padrao do teste de aberragées
cromossomicas, foi conduzida uma revisio bibliografica
abrangente sobre o tema, alinhada a experiéncia técnica
acumulada ao longo de anos da profissional responsavel
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pela execugio e interpretagio do teste de aberragoes
cromossdmicas. Em todas as etapas, os procedimentos
adotados foram guiados por diretrizes internacionais
(OECD)®, bem como pelos requisitos da Norma PALC
— Programa de Acreditacio de Laboratérios Clinicos’,
garantindo conformidade com as recomendagoes da
literatura cientifica e com boas préticas laboratoriais
consolidadas na rotina do laboratério.

Dessa forma, o protocolo operacional padrio foi
elaborado com a descri¢ao detalhada de cada etapa da
rotina operacional e experimental adotada no teste.

Para o estudo-piloto, dois grupos foram avaliados: (1)
grupo controle negativo, composto por amostras de sangue
periférico de voluntdrios clinicamente sauddveis, sem
histérico de exposi¢do ocupacional a agentes quimicos;
(2) grupo controle positivo, constituido por amostras de
sangue periférico de voluntdrios nas mesmas condigoes
do grupo controle negativo com a adigio do agente
mutagénico Metil Metano Sulfonato (MMS — Sigma®), em
diferentes concentragoes a cultura celular, para a indugao
de alteragoes cromossdmicas n vitro.

As amostras de sangue periférico foram coletadas em
tubos com heparina e acondicionadas sob refrigeracao
(2 24 °C) até o processamento. As culturas de linfdcitos
foram preparadas em tubo Falcon de 15 ml contendo
5 ml de meio PB-MAX (Gibco®), um meio comercial
pronto para cariétipo, composto por: RPMI, enriquecido
com Soro Fetal Bovino (SFB), suplementado com fito-
-hemaglutinina (PHA) e 1,0 ml de sangue total, incubados
em estufa de CO,, (5%) a 37 °C.

As culturas das amostras pertencentes ao grupo controle
negativo foram representadas por dois voluntirios, e
considerados dois tempos distintos de cultivo: 48 e 72
horas. Para o grupo controle positivo, as culturas foram
representadas por quatro voluntdrios, sob os mesmos
tempos de cultivo. O agente mutagénico MMS foi
adicionado as culturas apds 24 horas (nas culturas de 48 h)
e apds 48 horas (nas culturas de 72 h), garantindo exposi¢ao
de 24 horas ao agente. Foram testadas duas concentragoes
distintas: 80 pM e 160 pM, conforme diretrizes da OECD,
e de acordo a literatura especializada®®, com o objetivo de
identificar o intervalo experimental que proporcionasse
melhor rendimento celular e selecionar a condigio que
apresentasse o efeito citogenético desejado para a definicao
do protocolo do ensaio.

Passado o periodo de incubagio, 48 ou 72 horas
variando entre mais ou menos 1 hora antes ou depois,
foram adicionados 0,165pg/ml de colchicina (Sigma®)
em todas as amostras com o objetivo de interromper a
formacio do fuso mitético e bloquear a divisdo celular
em metdfase. A seguir, as culturas foram novamente
incubadas por mais 1 hora a 37 °C.

Implementacdo da Técnica de Aberracdes Cromossomicas

Ao final desse periodo, os tubos foram centrifugados
2 1.500 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi retirado
e, em seguida, foram adicionados 10 ml de solucdo
hipoténica, (KCl 0,075 M), homogeneizados ¢ mantidos
a 37 °C em banho-maria por 30 minutos.

Apés esse tempo, os tubos foram novamente
centrifugados, o sobrenadante foi retirado e iniciou-se
a etapa de fixacdo, na qual foram adicionados 10 ml de
fixador recém-preparado e refrigerado (solucio de Carnoy;
metanol e 4cido acético, ambos da Merck na propor¢io
3:1), com mais duas etapas sucessivas de lavagem com
fixador, deixando o peller cada vez mais limpo, nas quais
foram adicionados 5 ml de fixador em cada uma, seguidas
de centrifugacio.

Apbs as etapas de lavagem e da dltima centrifugacio,
aproximadamente 0,5 mL do fixador foi mantido
junto ao sedimento celular (pellet), sendo a suspensao
homogeneizada para o preparo das liminas. Estas foram
confeccionadas pela técnica de gotejamento da suspensio
celular e dispostas em placa aquecida a 50 °C, por 10 a
15 minutos, ou mantidas & temperatura ambiente para
secagem. Em média, foram preparadas de duas a quatro
laminas por participante.

Para a coloracdo das liminas, foi preparada uma
solugdo de Giemsa a 5% diluida em tampio fosfato salino
(PBS), em um Coplin jar, onde as laminas foram dispostas
e mantidas por 5 minutos, lavadas em dgua corrente, ¢ o
processo de secagem aconteceu a temperatura ambiente.

A Figura 1 mostra de forma esquemdtica todas as
etapas necessarias para a realizagao do teste de aberragoes
cromossomicas.

Toda a técnica foi baseada no método originalmente
desenvolvido', com as devidas modificagdes e adaptagoes.
Antes da padroniza¢io definitiva do protocolo operacional
padrio, foram realizados testes com os controles negativos
e positivos, seguidos de ajustes para aprimorar a qualidade
e quantidade das células. Esses ajustes incluiram: (1)
aumento do volume de sangue de 0,5 ml para 1,0 ml,
por cultura, para elevar a densidade leucocitdria; (2)
otimizagio do bloqueio mitético com colchicina mediante
o ajuste da concentragdo para 0,165ug/ml, apds diferentes
testes (intervalo testado de 0,033 a 0,165ug/ml), com
tempo de exposicio para 60 minutos (testado entre 30 a
60 minutos), garantindo um indice mitdtico satisfatdrio,
sem comprometer a morfologia cromossémica; (3)
padronizagio do tratamento hipot6nico (KCI 0,075 M)
por 30 minutos (testado de 20 a 30 minutos), favorecendo
a dispersiao cromossdmica; (4) ajuste da velocidade de
centrifugacio para 1.500 rpm (testado entre 1.500 a 1.800
rpm) para assegurar a integridade do peller. Tais adaptagoes
foram fundamentais para a adequagio do protocolo,
resultando em maior preservagio da integridade estrutural
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Figura 1. Fluxograma do teste de aberragées cromossoémicas, demonstrando todas as etapas
Nota: Imagem confeccionada com base no método descrito usando programa BioRender.

dos cromossomos, essencial para a eficiéncia na detecgao
de danos genotdxicos.

As laminas foram analisadas em microscépio éptico
com o objetivo de avaliar a qualidade do material,
por meio da triagem da frequéncia de metéfases e
da morfologia dos cromossomos, além de verificar a
concentrac¢io da suspensio celular (Figura 2). O indice
mitdtico foi avaliado por meio da contagem do nimero
de metdfases encontradas em 1.000 linfécitos observados.

Além da coloragiao convencional, a técnica de
bandeamento G também foi testada, de acordo com o

S ,
' \*‘. s gﬂ,& -
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Figura 2. Imagem de cromossomos humanos em metéfase, sem
alteracoes (cultura de linfocitos): (A) Cromossomos em coloragao
convencional; (B) Cromossomos - Com banda G

Nota: Imagens obtidas pelo Sistema de Analises Metafer.

método original'', com modificagbes. A técnica consiste
no tratamento dos cromossomos com tripsina, cuja fun¢io
¢ desnaturar as proteinas dos cromossomos, digerindo
parcialmente as regides cromossdmicas, apresentando
assim dois padrées de bandas: as regi6es heterocromdticas,
que tendem a ser ricas em adenina e timina (AT) e
que produzem um padrio de bandas mais escuras; e
as regides de eucromatina, que tendem a ser ricas em
guanina e citosina (GC), incorporam menos Giemsa e
formam bandas claras (Figura 2B). Para a realizacio do
bandeamento, as laminas foram submetidas ao processo
de envelhecimento por periodos que variaram entre 2 e
4 horas em placa aquecida a 50 °C, 24 horas em estufa a
37 °Cou 72 horas em temperatura ambiente. Vale lembrar
que as condicoes ideais para o bandeamento podem variar
significativamente em fungio de diversos fatores, como
temperatura e umidade do ambiente, tempo de cultura,
qualidade das ldminas, entre outros.

Para o bandeamento, foi preparada a solugio de tripsina
(Sigma®), 0,10 g, dissolvida em 100 ml de tampao Dulbecco
e aquecida a 37 °C. As lAminas foram submetidas a
tripsinizacao em Coplin jar por periodos de 5 a 60 segundos,
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com tempo de exposi¢io proporcional ao periodo e a
condi¢io do envelhecimento. Em seguida, banhadas com
solucdo fisioldgica e, por fim, realizada a colora¢io com
Giemsa 5% por 5 minutos, lavadas com 4gua corrente e
mantidas & temperatura ambiente para secagem.

As laminas foram inicialmente analisadas a0 microscopio
dptico, o indice mitético foi avaliado e realizada a contagem
de 300 metdfases em coloragio convencional (conforme
recomendacao da OECD), considerando apenas as células
com 44 a 46 cromossomos ou mais. As amostras que
precisaram ser avaliadas por cari6tipo, com o objetivo de
confirmar alteracdes constitucionais, foram submetidas a
técnica de bandeamento G, o que permitiu uma melhor
andlise das alteracoes e a identificagio dos cromossomos
envolvidos. Quando necessdrio, foram cariotipadas
20 metdfases por individuo de acordo com normas de
qualidade, ¢ o resultado foi descrito segundo a International
System for Human Cytogenomic Nomenclature (ISCN)'2.

Vale ressaltar que a identificagio do cariétipo é realizada
exclusivamente apés o bandeamento G, que permite
uma andlise minuciosa com a distingao dos pares dos
Cromossomos autossdmicos e sexuais, além da detecgio de
alteragoes mais sutis como deleges, inversoes, duplicagoes
entre outras. Todas as andlises foram conduzidas por dois
ou mais analistas treinados, ou seja, sempre com dupla
conferéncia e revisadas sempre que necessario, conforme
recomendagdes de normas de qualidade.

As células observadas com aberragées cromossdmicas
foram registradas em tabela e classificadas por tipos
e quantidade de alteragdes. As alteragées incluiram
translocagoes, quebras e falhas cromatidicas, entre outras.
Essa categorizacio facilitou a andlise estatistica.

Para otimizar as andlises e a constru¢do dos caridtipos,
além da contagem manual em microscépio, as laminas
também foram avaliadas por meio de sistema de andlise
integrado a captura de imagens, equipado com ferramentas
de edicao. Foram utilizados o sistema semiautomatizado
Metafer” (software da MetaSystems) e o sistema manual
GeneALL'™ (OutSet).

O estudo-piloto foi conduzido com uma amostra de
conveniéncia composta por seis voluntdrios, funciondrios
do préprio laboratdrio, do sexo feminino, com faixa etdria
entre 21 e 31 anos, os quais foram informados que as
amostras de sangue seriam utilizadas exclusivamente para
fins de controle interno e padronizagio da metodologia.
Tais amostras foram aleatoriamente distribuidas em grupos
de dois voluntdrios para cada condicio experimental,
visando 2 otimiza¢io de varidveis e & padronizagio do
protocolo padrio a ser utilizado no laboratério. Os
voluntdrios foram questionados quanto 2 exposicio de
radiacdo ionizante (raio X, tomografia computadorizada,
densitometria dssea, cintilografia e mamografia), pois sio
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varidveis de confundimento para o efeito genotdxico a ser
verificado no ensaio.

Os testes realizados neste estudo permitiram
implementar e padronizar a técnica de aberracées
cromossOmicas para ser utilizada em projetos de pesquisa
que avaliam a exposi¢do ocupacional a agentes quimicos
no ambiente de trabalho. O estudo foi previamente
aprovado pelo CEP/INCA sob o ntimero de parecer
2.983.493 (CAAE: 64799217.3.0000.5274), vinculado
a0 projeto “Investigacao dos efeitos téxicos sobre a satide
de trabalhadores do municipio de Casimiro de Abreu (R])
expostos a agrotoxicos”, que incluia a técnica aberragoes
cromossOmicas, conforme os aspectos éticos relativos a
pesquisa com seres humanos, segundo a Resolugio n°.
466/12" do Conselho Nacional de Sadde.

RESULTADOS

A anilise microscépica das amostras permitiu a
classificagao das metdfases e dos cromossomos com base
em parAmetros descritos na literatura citogenética, como
o nimero de metéfases obtidas, integridade e morfologia
cromossOmica, grau de espalhamento e sobreposigao dos
cromossomos (Quadro 1).

As diferentes condigoes de cultura utilizadas para a
otimizagio e a padronizagio da técnica de aberragoes
cromossomicas estdo detalhadas na Tabela 1. As amostras
foram distribuidas de forma aleatéria em grupos de dois

Quadro 1. Classificacdo das condi¢oes de cultura apds avaliacdo
microscopica

Avaliacao | Classificacao Critério

100 metafases ou mais

Quantitativa Boa o
por lamina

Entre 50 e 100 metafases

Razoavel o
por lamina

Quantitativa

Menos de 50 metafases

Baixa A
por lamina

Quantitativa

Poucas ou auséncia total
de metafases

Insuficiente

Quantitativa ou ATM

Cromossomos integros,
morfologia nitida, bom

espalhamento e minima
sobreposicao

Qualitativa Boa

Cromossomos pouco
condensados ou muito
espalhados, moderada
sobreposicao e citoplasma
moderado

Quialitativa Razoavel

Cromossomos
aglomerados, excesso
de condensacdo e muito
citoplasma

Legenda: ATM = Auséncia Total de Metéfases.

Qualitativa Ruim
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voluntdrios para cada condi¢ao experimental, considerando
variagbes no tempo de cultura, volume de sangue,
concentragio de MMS, concentragio e tempo de exposicdo
da colchicina, além do tempo de hipotonizacio com KCL.

Os resultados mostram que culturas de 48 horas
comparadas as de 72 horas tiveram baixo rendimento nas
diferentes condicdes experimentais, seja para amostras
consideradas controle positivo ou mesmo controle
negativo, como pode ser observado na Tabela 1.

Ao avaliar especificamente as culturas tratadas com
o agente MMS, utilizadas como controle positivo, o
tempo de cultura de 48 horas nao apresentou resultados
satisfatérios, evidenciando baixo indice mitético e
metafases com cromossomos com baixa qualidade. Por
essa razdo, esse tempo de cultura foi descartado para os
controles positivos, sendo mantido apenas o tempo de
72 horas com as concentragoes de MMS determinadas.
Em contrapartida, as culturas nao tratadas com MMS
(controles negativos) apresentaram resultados satisfatérios,
em ambos os tempos de cultura (48 h e 72 h). Assim, os

Tabela 1. Caracterizacdo das diferentes varidveis utilizadas

dois periodos foram estabelecidos como padrao. Todas as
culturas foram identificadas como C1 para o tempo de
48 horas, enquanto, para o tempo de 72 horas de cultivo,
foram identificadas como C2.

A avaliagio microscépica dos cromossomos metafdsicos
de amostras tratadas com o controle positivo MMS
mostrou presenca das alteragoes estruturais como: quebra
cromatidica (5,5%, n=2), cromossomo dicéntrico (5,5%,
n=2), fragmento acéntrico (16,6%, n=6), minutos
cromossdmicos (25%, n=9), separagio centromérica
(11,1%, n=4), translocacio (8,3%, n=3), falha cromatidica
(25%, n=9), cromossomo quadricéntrico ( 2,7%, n=1),
comprovando a sensibilidade do método para a detecgio

de danos induzidos (Figura 3).
DISCUSSAO

A implementacio do teste de aberracdes cromossdmicas
no LabTox possibilitou a consolidagio de um protocolo
padronizado, fundamentado em diretrizes internacionais,

ebogs d‘:;launn;tele s ct:(lflr\‘itt:'ian?o ;:r:l'::‘l’:i:i:: Tempo Quantidade Qualidade
cultura (h) (ml) MMS (uM) (ug/ml) i) de KCI
48 0,5 0 0,066 30 20 Ruim Ruim
48 0,5 0 0,066 30 20 Ruim Ruim
48 0,5 0 0,066 60 20 Ruim Ruim
48 0,5 0 0,066 60 20 Ruim Ruim
48 1 0 0,165 60 30 Ruim Razoavel
48 1 0 0,165 60 30 Razoavel Razoéavel
48 1 0 0,165 60 30 Razoavel Razoavel
48 1 0 0,165 60 30 Bom Razodvel
48 1 160 0,165 60 30 Ruim Razoavel
48 1 160 0,165 60 30 Bom Razodvel
72 0,5 0 0,033 60 20 Bom Razoavel
72 0,5 0 0,033 60 20 Ruim Razoavel
72 0,5 0 0,066 60 20 Bom Razodvel
72 0,5 0 0,066 60 20 Bom Razoavel
72 0,5 0 0,165 60 20 Bom Razodvel
72 0,5 0 0,165 60 20 Bom Razoavel
72 1 0 0,165 60 30 Bom Razoavel
72 1 0 0,165 60 30 Bom Bom
72 1 80 0,165 60 30 Bom Bom
72 1 80 0,165 60 30 Bom Razodvel
72 1 160 0,165 60 30 Bom Razoavel
72 1 160 0,165 60 30 Bom Bom

Legendas: MMS = Metil Metano Sulfonato; KCl = Cloreto de Potéssio.
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Figura 3. Imagem de metafases apresentando alteracdes (indicadas
pelas setas) observadas nas amostras do controle positivo: (A) quebra
cromatidica; (B) cromossomo dicéntrico e fragmento acéntrico; (C)
cromossomo quadricéntrico com fragmentos acéntrico e minutos

Nota: Imagens obtidas do Sistema de Captura e Andlise GeneAll.

como a OECDY, e em normas nacionais de qualidade
laboratorial’, favorecendo a reprodutibilidade analitica, ao
mesmo tempo em que permitiu comparagio com estudos
conduzidos em diferentes centros de pesquisa.

O estudo-piloto demonstrou sensibilidade da técnica
para a detec¢do de aberragdes induzidas, evidenciada
pela presenca de alteragdes cromossdmicas estruturais,
como separagio centromérica, falha cromatidica, quebra
cromatidica, cromossomo dicéntrico com fragmento
acéntrico, um possivel cromossomo quadricéntrico e
minutos, nas culturas tratadas com MMS, confirmando
sua adequagio como ferramenta de controle positivo
aplicada na padronizacio da técnica. Esses achados
corroboram a literatura, que descreve 0 MMS como um
agente um indutor de danos cromossdémicos®'®.

Os resultados demonstram que o tempo de cultivo
influenciou diretamente na qualidade das preparagées,
especialmente nas culturas tratadas com MMS. O periodo
de 48 horas mostrou ser insuficiente para garantir adequada
progressdo celular, possivelmente porque muitas células
ainda se encontravam na primeira mitose, resultando
em um menor nimero de metéfases ¢ comprometendo
a qualidade da andlise, além de a exposi¢io ao MMS
interferir na dinimica do ciclo celular, reduzindo a
frequéncia de células com esse tempo de divisao. Em
contrapartida, o cultivo de 72 horas apresentou-se mais
adequado para as culturas, pois representa um ciclo e meio
de divisdo em linfécitos que apresentam divisao celular
nao sincronizadas.

A avaliagio dos diferentes tempos de cultivo contribuiu
para a otimiza¢do do protocolo, sendo o periodo de 72
horas de cultivo o que apresentou melhor desempenho
citogenético e foi definido como padrio para os controles
positivos. As culturas que mantiveram os tempos de
48 e 72 horas para os controles negativos ampliam a
flexibilidade metodolégica e a aplicabilidade da técnica
a distintos desenhos experimentais. A incorporagio da
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técnica de bandeamento G como método complementar
auxiliou a caracterizacio das alteragbes e a confirmacio
de alteragoes constitucionais, aumentando a robustez
interpretativa dos resultados.

Este estudo apresenta limitagoes relacionadas ao
seu cardter piloto predominantemente metodolégico.
O tamanho amostral reduzido restringiu a realizacio
de andlises estatisticas e a generalizacdo dos achados e
comparagdes experimentais mais robustas, especialmente
em virtude da qualidade limitada das metdfases
observadas nas culturas tratadas com MMS no periodo de
48 horas. Consequentemente, a interpretagio dos dados
foi baseada em critérios descritivos quantitativos, como
o indice mitético, e qualitativos, como a integridade
das metéfases e a morfologia dos cromossomos. Nessa
etapa de implementacio, os controles negativos foram
utilizados exclusivamente como referéncia qualitativa
para o monitoramento da viabilidade das culturas.
Contudo tais limitagées nao invalidam o estudo,
visto que os resultados obtidos foram suficientes para
implementar a técnica e consolidar um protocolo
padronizado e reprodutivel.

No contexto da vigilincia em satde, a consolidagao
do teste de aberracées cromossdémicas no LabTox
reforga o biomonitoramento genético como ferramenta
preditiva, dada a associagdo entre a frequéncia de
aberragbes cromossdmicas e o risco de desenvolvimento

de neoplasias'”'®

. A elaboragao de um protocolo
operacional padrio e a implementagio da técnica
nio apenas harmonizam a metodologia interna, mas
também qualificam o LabTox para futuras aplicagcoes em
populagdes ocupacionalmente expostas. A integragio desse
ensaio com outros biomarcadores e andlise de varidveis
individuais poderdo ampliar a compreensio dos riscos
em satde coletiva.

Esses resultados corroboram a literatura, que destaca a
relevancia do teste de aberragoes cromossdémicas como um
biomarcador cldssico na avaliacio de exposi¢o a agentes
genotdxicos em estudos de biomonitoramento humano.
A correta padronizagio das condi¢bes experimentais,
incluindo tempo de cultura e uso de controles adequados,
pode garantir a comparabilidade dos resultados entre
diferentes laboratdrios.

Desse modo, a implementacio do teste de aberragoes
cromossdmicas, no LabTox, aliada 4 elaboragio de um
protocolo operacional padrao, representa um avanco
significativo para a harmoniza¢io metodolégica e a
geracio de dados cientificos, ampliando seu potencial de
aplicacdo em programas de biomonitormento genético
e contribuindo para a avaliagdo precoce de riscos
ocupacionais ¢ o desenvolvimento de estratégias de
prevencio e prote¢io da saide dos trabalhadores.
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CONCLUSAO

A consolidagio da implementacio do teste de aberragoes
cromossomicas no LabTox juntamente com o desenvolvimento
de um protocolo operacional padrio contribuiram para a
padronizacio e reprodutibilidade da técnica, fortalecendo
a confiabilidade dos resultados obtidos para favorecer a
harmoniza¢io metodolégica com outros centros de pesquisa,
pois se trata de uma ferramenta que possui potencial para
contribuir diretamente para a geracao de dados cientificos
relevantes que poderdo subsidiar intervencoes voltadas
a prote¢do da saide dos trabalhadores. Além disso, a
implementa¢do da técnica permite a integracdo desse
biomarcador aos programas de biomonitoramento genético
como uma ferramenta promissora para a orientagio de medidas
preventivas e a avaliagio da eficdcia de agbes de controle em
populagdes ocupacionalmente expostas a agentes genotdxicos.

Embora o estudo apresente limitagées relacionadas
ao cardter piloto e ao tamanho amostral reduzido,
os resultados obtidos permitiram a padronizagio do
protocolo, demonstrando que a técnica estd apta para
andlises futuras com maior robustez.

Dessa forma, este estudo evidencia a importincia da
incorporagio de mais uma técnica de avaliagio de dano
genotodxico que, associada a outras metodologias jd
implantadas, potencializa o LabTox na interface entre a
pesquisa aplicada, a toxicologia e a saide do trabalhador.
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