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RESUMO

A exposicdo dos seres humanos a radionuclideos que ocorrem naturalmente no
meio ambientee como estes interagem e sdo incorporados no organismo é uma das
preocupacOes da Radioecologia. Essa exposicdo varia em graus dependendo da
localizagéo da fonte de exposicdo, presente em diversas partes do ecossistema, e do
cotidiano do individuo exposto. Estudos realizados em municipios da regido
metropolitana do Recife verificaram a presenca deradionuclideos como o radénio na
atmosfera, no solo e nas aguas nesses locais. No entanto, ainda existe a necessidade
da realizacdo de um estudo de biomonitoramento humano na populacéo residente
dessa regido. Para que esse estudo ocorra € necessario verificar a adequacdo de
técnicas biodosimétricas, que se propde a avaliar a frequéncia de danos causadospor
radiacdes ionizantes ao organismo, mensurando, quando possivel, o nivel de
exposicdo a que foram submetidos. Neste trabalho foram avaliadas trés técnicas
biodosimétricas, sendo elas: Técnica do Cromossomo Dicéntrico, Técnica de
Microndcleo e Ensaio Cometa. Otrabalho prop6s a exposicdo in vitro de amostras
de sangue humano periférico ao gas Rn222 em quatro diferentes concentragdes,
sendo elas 93,3; 66,1; 26,0 e 19,4 KBg/m3, e ainda um grupo de amostras controle
ndo-expostas. As amostras foram processadas e os linfocitos obtidos foramavaliados
para cada uma das técnicas, a saber metafases para a técnica de dicéntrico, células
binucleadas para a técnica de micronucleo e células mononucleadas individuas para
0 ensaio cometa. Os resultados demonstraram a sensibilidade do ensaio de
dicéntrico, corroborando-o como padrdo ouro da biodosimétricas. Evidenciaram o
ensaio cometa como técnica promissora para a classificacdo entre a presenca ou
auséncia de exposicdo. Entretanto, a técnica de micronicleo ndo se mostrou
satisfatoria, pois a frequéncia de micronucleos permaneceu a esperada para
amostras ndo expostas. Desse modo, das trés técnicas avaliadas, a técnica de
dicéntrico e 0 ensaio cometa se mostraram adequados a evidenciarem a exposi¢édo a
radiacdo, diferenciando amostras expostas e ndo expostas, sendo a técnica de
dicéntrico animadora para a avaliacdo do nivel de exposi¢do, podendo ser utilizada

como base para estudos futuros, in vitro e de biomonitoramento.

Palavras-chave: biomonitoramento humano; linfocitos; Radonio-222.



ABSTRACT

The exposure of human beings to radionuclides that occur naturally in the
environment and how they interact and are incorporated into the body is one of the
concerns of Radioecology. This exposure varies in degrees depending on the
location of the exposure source, present in different parts of the ecosystem, and the
daily life of the exposed individual. Studies carried out in municipalities in the
metropolitan region of Recife verified the presence of radionuclides such as radon
in the atmosphere, soil and waters in these places. However, there is still a need to
carry out a study of human biomonitoring in the population residing in this region.
For this study to take place, it is necessary to verify the adequacy of biodosimetric
techniques, which aim to assess the frequency of damage caused by ionizing
radiation to the body, measuring, when possible, its exposure level. In this work,
three biodosimetric techniques were evaluated, namely: Dicentric Chromosome
Technique, Micronucleus Technique and Comet Assay. The work proposed the in
vitro exposure of human peripheral blood samples to Rn222 gas at four different
concentrations, being 93.3; 66.1; 26.0 and 19.4KBg/m3, plus an unexposed control
sample. The samples were processed, and the lymphocytes obtained were evaluated
for each technique, namely metaphases for the dicentric technique, binucleate cells
for the micronucleustechnique and individual mononuclear cells for the comet assay
The results demonstrated the sensitivity of the dicentric assay, confirming it as the
gold standard of biodosimetrics. They showed the comet assay as a promising
technique for classifying the presence or absence of exposure. However, the
micronucleus technique was not satisfactory, as the frequency of micronuclei
remained as expected for unexposed samples. Thus, of the three techniques
evaluated, the dicentric technique and the comet assay proved to be adequate to
evidence exposure to radiation, differentiating exposed and unexposed samples,
with the dicentric technique being encouraging for the assessment of the level of

exposure, which can be used asa basis for future in vitro and biomonitoring studies.

Keywords: human biomonitoring; lymphocytes; Radon-222.
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1 INTRODUCAO

Os seres vivos sempre estiveram expostos as radiacfes ionizantes provenientes de
materiais naturalmente radioativos, também intitulados de Material Radioativo de Ocorréncia
Natural (NORM). Esta exposi¢cdo varia em graus dependendo das atividades diarias e da
localizagéo frente as fontes radioativas naturais, presentes em diferentes compartimentos do
ecossistema como solo, ar, &gua, alimentos e o préprio corpo humano (KAMAEV, 2016; KIM,
2016). Surge, entdo, a Radioecologia, buscando identificar e compreender as essas fontes de
radiacdo e o transporte e efeitos dos radionuclideos no ambiente a curto e a longo prazo. Outra
preocupacao desta area de estudo é a incorporacdo de radionuclideos por inalagdo ou ingestéo,
bem como modelagem de circunstancias que possam descrever efeitos para os seres humanos
como consequéncia dessas exposicdes (MARGERIT et al, 2015; SANTOS JUNIOR et al,
2017).

Estudos radiométricos realizados pelo grupo de Radioecologia do Departamento de
Energia Nuclear da Universidade Federal de Pernambuco (RAE-DEN-UFPE) e o Servico de
Monitoracdo Ambiental (SEAMB) do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste
(CRCN-NE) verificaram a presenca de radionuclideos como radénio, radio, uranio e torio em
alimentos, na atmosfera, agua de pocos e no solo na regido metropolitana do Recife, abrangendo
0s municipios de Paulista, Abreu e Lima e Olinda (AMARAL et al., 2005; MORENO DE
SOUZA, 2006; MORAIS, 2013; DO AMARAL et al., 2019). No entanto, ainda nao foi
realizado nenhum estudo da influéncia destes radionuclideos sobre a populacdo que reside
nestes locais. A presenca do radonio merece ser ressaltada por ser um gas que pode ser inalado,
depositando os produtos de seu decaimento no trato respiratorio. Vale salientar que estes tém
meia vida curta e emitem particulas carregadas e radiacdo gama no organismo (DUGGAL,
2018; MAZZILLI et al, 2011). Para a realizacdo da biomonitoracdo humana da populacéo
exposta naturalmente ao radbnio, se faz necessario adequar e padronizar as técnicas
biodosimétricas, um dos motivos que impulsionou a realizagdo deste estudo. Atualmente existe
uma grande preocupacdo com o0s possiveis efeitos biologicos da exposicdo a radiagdo
ambiental, cujo background esta acima do recomendado pela UNSCEAR (United Nations
Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation) e principalmente os riscos associados
ao surgimento de diferentes neoplasias no homem (SCHUBAUER-BERIGAN, 2009;
SPACOV, 2018). Diante destes fatos, a biomonitoracdo humana (BHM) tem sido utilizada na
avaliagdo de efeitos no organismo vivo expostos a agentes quimicos e fisicos. As técnicas

utilizadas na BHM analisam os niveis dos metabdlitos, danos ao DNA e produtos de reacdes
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quimicas nos fluidos biolégicos como: sangue, urina, leite materno, saliva, cabelo e unha. O
tecido sanguineo € o mais utilizado, pois estd em contato constante com todo o organismo, ou
seja, presente nos 6rgdos e demais tecidos (SILVA, 2018) e a célula utilizada é o linfécito, dada
sua radiossensibilidade e facilidade de obtencdo (IAEA, 2011). Portanto, a BHM é
indispensavel para estimar riscos a saude humana, além de analisar efeitos bioldgicos e
mensurar absorgdo de substancias no organismo, fornecendo resultados que complementam o
estudo da monitoracdo das matrizes ambientais como a agua, atmosfera e solo (ANGERER et
al., 2007).

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo geral avaliar a adequacéo de diferentes
técnicas de biomonitoracdo humana a serem aplicadas em regi6es de ocorréncia NORM com
comprovada existéncia do gas radonio (Rn?%?), visando especificamente:

e Analisar in vitro a producéo de danos citogenéticos do sangue humano exposto ao

Rn222 por meio da analise da frequéncia de cromossomos dicéntricos em metéfases e
de micronucleos em células binucleadas.

e Verificar o indice de danos no DNA de células mononucleadas do sangue periférico
exposta ao radénio por meio do ensaio cometa.

e Estabelecer o grau de adequacgdo de cada técnica realizada em avaliar os danos
bioldgicos ao DNA dos linfocitos expostos ao Rn???,

13



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Radioatividade

O ndcleo dos elementos radioativos passa por diversas transformacdes com a finalidade
de atingir estabilidade, a cada transformacao o is6topo pode emitir particulas, como alfa ou beta

por exemplo, e ainda ondas de energia eletromagnética, os raios gama (Figura 1) (OKUNO,

2013).

Figura 1 — Tipos de radiacdo ionizante e seu respectivo poder de penetracéo

Poder de Penetragao de Radiagdes lonizantes

J.

Particulas ALPHA

\ - Parado por uma folha de papel

- -+ S

&\/\ o a e nao pode penetrarnacamada
externa morta da pele

Particulas BETA

i ‘ (//Q Parado por umacamada de
! B roupa ouuma folhafinadeuma

substanciacomo aluminio

Raios GAMA e Raios- X

s Parado por varios metrosde
concreto ou alguns centimetros
de chumbo

Fonte: United States Environmental Protection Agency | US EPA, 2018 (Adaptado).

As particulas o (alfa) sdo relativamente pesadas, sdo emitidas de ndcleos de nimero
atémico maior que 82 e, devido a sua massa, equivalente a um ndcleo de He+, ndo possui grande
poder de penetracdo na matéria, no entanto representa risco ao organismo Vvivo, caso haja
contaminag&o interna (BOFF et al, 2017; CHRISTENSEN, 2014a).

As particulas B (beta) podem ser carregadas negativa ou positivamente, todavia ambas
sdo equivalentes a um elétron em relacdo a massa, bem menores e leves que particulas alfa, por
iSs0, mais penetrantes, apresentando risco interno e externo a matéria viva (OKUNO, 2013;

CHRISTENSEN, 2014a). Apos a emissao de radiacdes particuladas, alguns nuclideos
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continuam em estado excitado e liberam energia em forma de raios gama. Estas ondas
eletromagnéticas sdo pura energia e ndo possuem carga ou massa, sendo o tipo mais penetrante
das emissOes radioativas citadas. A radiacdo gama deposita sua energia por meio de fétons
liberados a cada interacdo em sua trajetdria (OKUNO, 2013; CHRISTENSEN, 2014a).

2.1.1 Radiac0des de alta Transferéncia Linear de Energia

A densidade dos eventos de ionizacdo provocados por uma radiacdo em determinado
meio material é entendida como Transferéncia Linear de Energia (do inglés, Linear Energy
Transfer - LET) (NIEMANTSVERDRIET et al, 2012) (Figura 2). Radiacdes podem ser
definidas como de alta ou baixa LET, da maneira que segue: uma a perda média de energia em
uma trajetdria curta caracteriza uma radiacdo de alta LET, sendo elas particulas alfa, néutrons,
fons pesados e fragmentos de fissdo; ja o inverso, menor perda de energia média em uma
trajetdria mais longa caracteriza uma radiacdo de Baixa LET, sendo elas, representadas pelas
particulas beta, os raios X e gama, devido a producdo secundéria de elétrons (IAEA, 2011,
WEISSLEDER, 2011).

Figura 2 — Conceito ilustrado de LET

Fonte: IAEA, 2011 (adaptado).

RadiacOes de alta LET acabam por produzir uma trilha densa de eventos de ionizacéo e
excitacdo devido a sua forma de deposicdo de energia que levam a formacdo de danos
complexos ao DNA, sendo observados uma maior citotoxicidade, mutagénese e instabilidade
gendmica, culminando em efeitos deletérios menos faceis de serem reparados (CARTER,2017,;

POUGET, 2002). Um agravante a esses danos € a ocorréncia dos mesmos em clusters no DNA,
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contribuindo para o aumento da letalidade (HADA, 2008). As chances desses danos serem
iguais ou aumentarem com a exposic¢ao fracionada ou crénica a radiagdo de alta LET € um
fenémeno conhecido como “efeito reverso da taxa de dose" e pode ser prejudicial a saide de

individuos expostos constantemente a doses mais elevadas que o natural (GRIDLEY, 2002).

2.1.2 Radioatividade Natural

A maior parte da radiacdo recebida pela populacdo mundial provém de fontes naturais,
que vém atingindo a superficie da Terra ao longo do tempo. A chamada radioatividade
ambiental é advinda da exposicao aos raios cosmicos, radionuclideos cosmogénicos, aplicacdes
antropicas das radiacdes ionizantes e principalmente, de elementos radioativos naturais.
Observa-se na figura 3 que o rad6nio e seus descendentes apresentam maior contribuicdo nesta
exposicao, com uma dose efetiva média anual de 1,26 mSv/ano, seguida pela radiacdo externa
terrestre (0,48 mSv/ano), radiacdo cosmica (0,39 mSv/ano) e radiagdo interna terrestre (0,29
mSv/ano) (UNSCEAR, 2008; JOHNSON et al., 2015).

Figura 3 - Dose individual média anual decorrente de fontes naturais

Radiacao interna terrestre Radiacao cosmica
(0.29 mSv/a) (0,39 mSv/a)

Radonio
(1.26 mSv/a)

Radiagao externa terrestre
(0.48 mSv/a)

Fonte: UNSCEAR, 2008.
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Os principais radionuclideos naturais presentes na crosta terrestre desde sua origem séo
representados pelo urénio, torio e potéssio, elementos de meia vida longa, do ponto de vista da
exposi¢do humana. Podem ser encontrados no ar, na agua, no solo, nas rochas, nos vegetais e
alimentos e que contribuem com cerca 83% da dose média anual. Dessa porcentagem 13%
decorrem do “°K, 53% do %?Rn e seus descendentes, e 17% correspondem aos outros
radionuclideos das séries naturais do 28U e do 232Th (UNSCEAR, 2000).

2.1.3 Radionuclideos de ocorréncia natural —- NORMs

Os radionuclideos de ocorréncia natural, abreviados pelo acronimo NORMSs (do inglés,
Naturally Occurring Radioactive Materials), sdo encontrados principalmente em formacdes
geoldgicas como em rochas, solo, &gua, ar e sedimentos. Esses elementos estdo instaveis e por
meio de transformacgdes buscam um estado de equilibrio. A sucessdo destas transformacdes
caracteriza a série de decaimento deste material, sendo Unica para cada radioisétopo e onde a
taxa com que elas acontecem € a atividade deste radionuclideo.

Na série radioativa do ®U, destaca-se 0 2°Ra e 2??Rn (Figura 4), emissores de particulas
alfa que permanecem em estado excitado sendo necessario a liberacdo da energia excedente em
forma de radiacdo gama (MAZZILLI et al, 2011; ISINKAYE, 2015; KRISHNASWAMI,
2016). A exposicéo a estes radionuclideos pode ocorrer de forma externa ao ar livre ou dentro
de construcdes, principalmente aquelas de alvenaria ou, ainda de forma interna por meio da
inalacdo ou ingestdo, resultando ambas as exposi¢cdes em uma irradiacdo de corpo inteiro
(HOSODA et al, 2020).

Os niveis de deposicdo no ambiente, no entanto, podem variar a cada lugar do planeta,
bem como estar relacionado com o tipo de solo de determinada regido, variando
consequentemente a dose absorvida por cada individuo. Para rochas como o granito ha um
maior nivel de radiacdo, enquanto rochas sedimentares apresentam tais niveis mais baixos, com
excecao para rochas fosfaticas cuja presenca de radionuclideos é relativamente alta. Na maioria
das areas, a dose efetiva média oscila entre 0,3 e 0,6 mSv/ano, no entanto alguns lugares
ultrapassam 250 mSv/ano como a regido chamada Morro do Ferro no estado de Minas Gerais
ou em outros, como a cidade de Guarapari, Espirito Santo, algumas pessoas chegam a receber
de 8 a 15mSv/ano (MAZZILLI et al, 2011, UNSCEAR, 2000).
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Figura 4 — Série de decaimento natural do 238U destacando os radionuclideos ??°Ra e ?22Rn e suas
emissoes alfa em vermelho
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Fonte: DA COSTA DANTAS et al (2020) adaptado.
2.1.4 Regides com alto background radioativo natural

O maior depdsito de rocha fosfatica do mundo esté localizada em paises do norte-
africanos e se estende pela Jordania até o nordeste da Arabia Saudita, chegando bem acima de
7000 milhGes de toneladas. Outros paises que também possuem reservas de fosfato rico em
uranio sdo Estados Unidos, Espanha, Beélgica e Canada (AL-ESHAIKH et al, 2016). Muitos
paises desenvolvidos procuram tomar medidas para reduzir o nivel de exposicdo humana a
radiacdo ambiental. Em contrapartida, paises em desenvolvimento, em sua maioria, estdo no
inicio dos seus estudos de monitoramento radioldgico, como acontece em Gana, fazendo com
que suas populacdes desconhegam o risco associado ao solo, agua e alimentos cultivados nessas
areas (DARKO et al, 2015).
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No Brasil, a geologia diversa do pais demarca regionalmente areas de alta concentracéo
de minerais radioativos, comparavel aos registros feitos no Ird (SILVA, 2014). No eixo sul-
sudeste, a cidade de Sao José do Rio Preto em Sédo Paulo (SP) e Curitiba no estado do Parana
(PR) sdo areas bastante estudadas, pois demonstram niveis elevados de radénio em aquiferos
de interesse publico ja que abastecem boa parte da populacéo apresentando certo risco a saude
publica. Regides andmalas, porém, com niveis mais baixos de radionuclideos sdo encontradas
no nordeste da Bahia, centro-oeste de Goias e regido dos Lagos do Rio de Janeiro (DA COSTA
DANTAS et al, 2020; SANTOS e BONOTTO, 2014; CORREA et al, 2015).

O Nordeste brasileiro se destaca como uma regido de grandes assentamentos de rochas
urano-fosfatadas no pais. Na costa do estado de Pernambuco (PE) até a fronteira do estado da
Paraiba (PB) com o Rio Grande do Norte (RN) sdo encontrados depdsitos de até 4 metros de
profundidade onde os niveis de Urénio (UzOg) variam de 150 a 200 pg/g, estando entre as
ocorréncias mais altas do mundo (AMARAL, 2018). Essa extensa faixa de terra recebeu a
denominacdo de Regido Urano Fosfatica e despertou interesse na exploracdo do minério no
século passado (MORAIS, 2013a). Atualmente o recurso a ser explorado é o hidrico, sendo
encontrados sob essa regido aquiferos importantes para o abastecimento da Regido
Metropolitana de Recife (PE) (RODRIGUES, 2014). Estudos nos recursos ambientais dessa
regido vem sendo conduzidos a fim de minimizar a exposicao humana e os riscos a salde dessa
populagdo (MORAIS et al, 2022b; SANTOS JUNIOR et al, 2017; DO AMARAL et al, 2019).

2.2 Radonio

Um pouco mais da metade da radiacdo natural recebida pelo ser humano é atribuida ao
Raddnio (**2Rn), um gas nobre radioativo produto da série radioativa do 28U, e potencialmente
cancerigeno quando inalado e depositado no pulméao (DUGGAL, 2018).

Além do is6topo advindo do decaimento do 2*8U, cujo tempo de meia-vida é de 3.8 dias,
o rad6nio também apresenta cerca de 35 isotopos radioativos cujo nimeros de massa atdmica
variam entre 195 e 229 (FIELD, 2015). Entre eles, 0 2°Rn, conhecido como torénio, produto
da familia radioativa do 2*>Th, com uma meia-vida de 55,6 segundos e, 0 2**Rn, elemento da
série do Z*°U, que detém menor tempo de meia-vida, apenas 3,96 segundos. Destes 35, 0 Rn???
tem maior importancia e abundancia, e, o termo “radonio” pode ser usado de forma genérica

para todas as apresentacdes desse gas nobre. Sendo assim, o Rad6nio tem caracteristicas de ser
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inerte, inodoro, insipido e sete vezes mais pesado que o ar atmosférico (UNSCEAR, 2000;
MAZZILLI et al, 2011; IRD, 2016).

O 2%Ra, encontrado principalmente em granito, em algumas rochas sedimentares e
metamorficas, em menor quantidade em basalto e calcario e também no solo de maneira
variavel, é o ascendente direto do ??Rn e sua quantidade em minerais presentes nas rochas e
no solo, ou ainda dissolvido em fase aquosa ira determinar a concentracdo do radoénio na
atmosfera de um determinado ambiente. Outros fatores como a permeabilidade do solo, a
porosidade e tamanho dos graos das rochas, a diferenca de pressao entre o ar no solo e o ar
atmosférico e a temperatura ambiental, também influenciam nessa concentracdo. O radénio é
produzido continuamente enquanto o radio decai, podendo ser transportado, alcancando a
superficie, através de processos de difusdo, advecgdo, emanacao, absorcdo na fase liquida ou
adsorcdo na fase solida (UNSCEAR, 2000; PAPP, 2008; PAPP, 2010). Na figura 5 pode-se

observar a entrada do gas rad6nio nas residéncias.

Figura 5 - Entrada do gas radénio nas construcdes

COMO O GAS RADONIO
ENTRA NAS RESIDENCIAS
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Radénio
no Solo encaixes

Radonio
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Terra Firme

Raddnio em

aguas subterrsnesas

Fonte: ENVIRONMENTAL PROTECTION BOARD - EPA US, 2017.
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2.2.1 Efeitos do Raddnio na salde humana

A maior parte dos estudos epidemioldgicos para avaliar os riscos do Raddnio a saude
tiveram como populagdo-alvo individuos expostos ao gas em ambientes internos, com
habitantes de area de alto background radioativo e trabalhadores de minas (AL-ZOUGHOOL,
2009). Essa escolha se justifica, pois, a concentracdo desse gas em casas e ambientes fechados
tendem a ter concentragfes maiores e variaveis que ambientes externos (FIELD, 2015; AL-
ZOUGHOOL, 2009).

A inalagédo constante do radénio em ambientes internos pode estimular mutagdes no
DNA devido a deposigédo dos seus produtos de decomposi¢do que possuem uma meia vida de
poucos minutos, dentre eles 0 218Po, 24P e 2*Bi, que emitem particulas alfa, beta e raios gama,
no epitélio pulmonar (KIM, 2016; MAZZILLI et al, 2011). Diante disso o Radénio foi
declarado carcinogénico em 1988 pela International Agency for Cancer Research e considerado
a segunda causa de cancer de pulméo depois do tabagismo (KIM, 2016). Essa colocagéo foi
obtida por meio de estudos feitos, principalmente, em mineradores de minas de uranio (HOWE
etal., 1986; HOWE et al., 1987; HORNUNG AND MEINHARDT, 1987; SAMET et al., 1991;
WOODWARD et al., 1991; KUSIAK et al., 1993; TIRMARCHE et al., 1993; TOMASEK et
al., 1994; TOMASEK, 2002; LAURIER et al., 2004; GROSCHE et al., 2006) mas também de
outros tipos de minas como ferro (RADFORD AND RENARD, 1984) e de estanho (XUAN et
al. 1993), cujo resultados foram usados para projetar o risco em individuos expostos
residencialmente. Nesses casos 10 a 15% dos 6bitos por cancer de pulmao foram atribuidos ao
radonio residencial (AL-ZOUGHOOL, 2009).

Estudos para outras neoplasias também foram conduzidos, partindo do principio de que
outros érgdos também podem receber doses de radiacdo provenientes do gas radiativo, embora
gue bem menores, tais como pele e vias respiratdrias extratoracicas, e ainda rim e medula 6ssea
(DARBY et al. 1995; RERICHA et al. 2006; SMITH et al, 2007). No entanto, ndo foram
registradas relacdes claras entre 0 gas e o surgimento, principalmente, de leucemias e mielomas,
porém foi notada que a exposicao continua ao radénio aumentava a chance do agravamento da
doenga (IRD, 2016; AL-ZOUGHOOL, 2009).

2.2.2 Efeitos geneticos do Radonio

Os mecanismos de inducdo neoplésica pelo radénio envolvem mutagdes em genes

importantes para proliferacdo e diferenciacéo celular, entre eles uma mutacao no cédon 249 do
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gene p53, persistente entre mineiros de uranio que desenvolveram cancer de pulméo (AL-
ZOUGHOOL, 2009). No entanto, danos citogenéticos também sdo observados em individuos
expostos ao radionuclideo, seja de forma laboral ou doméstica, dentre eles as alteracBes
cromossOmicas e a formacao de micronucleos.

Estes tipos de danos citogenéticos sdo Uteis na compreensdao dos mecanismos
moleculares do céncer provocados pelo radonio, que ainda séo incertos, e na determinacéo do
risco da exposicao continua a baixas doses de radiagdo em ambientes residenciais (GHOSH et
al. 2007; AL-ZOUGHOOL, 2009).

Um dos riscos dessa exposic¢ao continua tem relagdo extrapulmonar. Cerca de 1/3 do
que é depositado no pulmé@o é transportado a corrente sanguinea, o que ndo deve ser ignorado
nesses casos, pois ha um aumento comprovado nas taxas de alteracdes cromossdmicas nas
células do sangue periférico. (ABO-ELMAGD, 2008). O dano cromossémico observado é
relevante mesmo em baixas doses e baixas taxas de dose. Esse crescimento é atribuido a
particula alfa liberada pelo raddnio e suas progénies, que tem por caracteristica ser uma radiacao
de alta LET, transferindo bastante energia no pouco espago que percorrem, suficiente para
causar danos no DNA mesmo em doses minimas (HAMZA, 2008). A avaliacdo combinada de
marcadores citogenéticos como as alteracfes cromossdmicas, consolidado como um indicador
sensivel ao dano radioativo e, o micronucleo fortemente induzido pela radiagdo, € capaz de
estimar precocemente o risco de efeitos tardios, como o cancer (VRAL, 2011; ABO-ELMAGD,
2007).

2.3 Biomonitoramento humano

2.3.1 Efeito bioldgico da radiacdo

Ser exposto a radiacdo ionizante pode trazer consequéncias a saude, de forma imediata
ou tardia, podendo ser brandas ou bastante graves. A manifestacao desses efeitos ird depender
de alguns fatores, entre eles: o tipo da radiacdo e sua respectiva LET; o tipo de exposicdo, se
aguda ou cronica; a dose e a taxa de dose absorvida; e, ndo menos importante, o tipo de célula
ou tecido exposto e a forma em que foi exposto, se parcialmente ou de corpo inteiro (DE
MATTOS, 2016).

O efeito biologico propriamente dito devido a radia¢do ionizante é a culminéncia de

uma cascata de eventos que acontecem em fracGes de segundos no organismo, sendo iniciada
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pelos efeitos fisicos, com a deposi¢do da energia da radiacdo incidente que provoca ionizacao
e quebra de ligacbes quimicas, principalmente na agua e no DNA. Estes efeitos sdo seguidos
pelos efeitos quimicos, onde os radicais livres formados e liberados na radidlise da agua se
recombinam e formam novas moléculas como o Peroxido de Hidrogénio (H20.), que €
altamente toxico as células, e a Hidroxiperila (HOz2') que por sua reatividade, apresenta grande
facilidade na destruicdo das membranas bioldgicas (FERREIRA et al, 1997). O acimulo de
danos pode provocar apoptose, morte celular programada ou mutagdes no DNA, evidenciadas
atraves de mudangas nas bases nitrogenadas ou em alteragdes cromossomicas. Esses episddios
séo, assim, os efeitos bioldgicos de fato (LUCHS,2010; DE MATTOS,2016).

2.3.2 Radiossensibilidade e linfocitos

A influéncia do tipo celular na resposta a irradiagdo tem a ver com a Lei da
Radiossensibilidade descrita por Bergoni¢ e Tribondeau em 1906, onde “a radiossensibilidade
das células esta ligada a sua taxa de proliferacdo”. Essa afirmacdo resume 0 conceito de que
células imaturas ou indiferenciadas que tem alto indice mitético sdo mais radiossensiveis que
células maduras e bem diferenciadas que aparentemente cessaram suas divisoes. (VOGIN &
FORAY, 2012; FORAY,2012).

Entretanto os agranuldcitos, em especial, os linfocitos, atuantes no sistema imunologico,
terminais e diferenciados, circulantes no sangue periférico e, portanto, sem divisdo ativa, sdo
radiossensiveis. sendo uma excecdo a referida lei. Nota-se acentuada linfopenia, deplecéo na
contagem de linfécitos ao hemograma, no individuo apds algumas horas da exposi¢do a
radiacdo, havendo uma relacdo direta entre a dose absorvida e o declinio no nimero destas
células (Tabela 1) (DAINIAK, 2002; CHRISTENSEN, 2014b).

Tabela 1 — Relagdo entre contagem absoluta de linfocitos e a dose absorvida apos a

exposicéo
™ DAy O e o0
Suave 1,0-2,0 0,7-15
Moderado 2,0-40 05-0,8
Severo 4,0-6,0 0,3-0,5
Muito Severo 6,0-8,0 0,1-0,3
Letal > 8,0 0-01

Fonte: DANIAK, 2002.
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A caracteristica Unica dos linfocitos de serem células de facil obtencdo, circulantes por
todo o corpo e de boa radiossensibilidade despertou interesse na sua utilizagdo na biodosimetria,
a fim de que, através de testes de genotoxicidade e mutagenicidade, exposi¢oes de individuos
a radiacdo ionizante fossem confirmadas e mensuradas, otimizando o tratamento, quando o
mesmo for necessario (IAEA, 2011, GUERCI et al, 2011).

2.3.3 Biomarcadores

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, World Health Organization) em
1993, biomarcadores sao definidos como ‘‘qualquer medicao refletindo uma interacao entre um
sistema bioldgico e um agente do meio ambiente, que pode ser quimico, fisico ou biologico”.

A utilizagdo de biomarcadores possibilita mensurar a dose absorvida em individuos
expostos a radiacao ionizante (RI) de forma individualizada, podendo obter informacdes sobre
as necessidades terapéuticas urgentes e progndésticos do individuo exposto. O método bioldgico
que faz uso de biomarcadores para estimar a dose absorvida por um individuo exposto a RI é
denominado biodosimetria e recorrer a este recurso é critico na auséncia da dosimetria fisica ou
na confirmacdo de dados obtidos por outros métodos dosimétricos (AMARAL, 2008; GRUEL,
2013).

Biomarcadores sdo Uteis também na epidemiologia em situacGes diversas em que se
deseja: 1) estimar ou validar a dose recebida e assim melhorar a correlacdo entre exposicdo e
resposta bioldgica; 2) investigar individuos ou; 3) detectar precocemente uma doenca
radioinduzida (PERNOT, 2012). Para tal, as técnicas a serem utilizada na biodosimetria
precisam ter baixo limiar de deteccdo e baixa variacdo inter-individuos, ser possivel estabelecer
curvas de calibracdo dose resposta in vitro que retratem as respostas bioldgicas in vivo e certa
estabilidade que possibilite a reconstrucdo da dose em longos periodos apds a exposicao
(MOISEENKO et al., 2016).

Em 1960, Moorhead et al. conduziram um estudo que possibilitou a visualizacdo de
cromossomos humanos em linfocitos por meio da estimulacdo da divisdo celular. Esse tipo
celular acabou por se tornar um biomarcador ideal uma vez que seu cultivo celular é facilmente
conduzido in vitro, a confeccao de ldminas para avaliacdo microscopica é simples, sua obtencéo
é realizada através de uma venopuncdo e apresenta boa radiossensibilidade apesar de ser uma
célula que ndo esta em divisdo (IAEA, 2011; MENDES, 2019). Além disso, o dano a nivel
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gendmico observado no linfdcito, reflete a média de danos a nivel gendmico das outras células
do organismo (GUERCI et al, 2011).

2.4 Ensaios citogenéticos

O potencial mutagénico da radiacdo ionizante, induzindo quebras na fita de DNA,
transformacdes cromossémicas e instabilidade gendmica, vem sendo estudado e tais danos
citogenéticos correlacionados com a dose absorvida por um individuo (EKEN, 2010). Os
cromossomos sdo a estrutura celular base dos testes citogenéticos, sendo compostos de acido
desoxirribonucleico (DNA), o material genético hereditario do ser. Receberam essa
denominacdo do grego — cor (cromo), corpo (some) - devido a intensa coloracao que adquirem
com alguns corantes (BALAJEE, 2018).

Todo ser humano possui 46 cromossomos, organizados em pares, e modificacdes em
sua estrutura ou em sua quantidade podem estar associadas a exposi¢cdo a agentes quimicos,
bioldgicos ou fisicos. A radiacdo ionizante € um desses agentes capazes de causar danos ao
DNA cromossomal, estando o nivel de dano diretamente ligado a dose absorvida
(CHRISTENSEN, 2014b).

O dano ao DNA nos linfacitos e a correlacdo com a dose absorvida tem sido a base de
diferentes testes citogenéticos que também sdo uteis em estudos epidemioldgicos. Cada um com
sua abordagem, esses métodos sdo: 1) o Ensaio de cromossomos dicéntricos, cujo objetivo é
observar a frequéncia de alteragdes cromossémicas instaveis (AC) em células em metéfases; 2)
0 Ensaio de Microndcleo, que analisa a frequéncia de microndcleos (MN) em células
binucleadas; e 3) o Ensaio Cometa que a mensura o dano em cada célula de forma individual
(GUERCI, 2011; COLLINS, 2014). Em todos esses casos, conhecer a quantidade basal, ou
controle, desses marcadores é essencial. Desta forma, na aplicagdo de uma técnica citogenética,
h& uma necessidade de um sangue sabidamente nao exposto para ser usado como controle, de
preferéncia do proprio individuo pré-exposicdo ou, caso ndo seja possivel, de um individuo em
condicBes semelhantes (GUERCI, 2011; TUCKER, 2013).

2.4.1 Ensaio de cromossomos dicéntricos

As alteracBes cromossdmicas podem ser estaveis, que se perpetuam a cada novo ciclo

celular, como por exemplo as transla¢des, ou instaveis (Figura 6), que desaparecem quando a
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célula morre, sendo classificadas em fragmentos acéntricos, anéis cromossémicos e
cromossomos dicéntricos. Em linfocitos, estas alteracbes podem durar até 4 anos, mas
diminuem com o tempo (GARCIA-SAGREDO, 2008).

Figura 6 — Fotografia de célula metafasica com alteragdes cromossémicas
instaveis (setas)
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Fonte: MENDES (2019).

Cromossomos dicéntricos sd@o cromossomos formados pela juncdo de dois
cromossomos que tiveram seus bragos partidos pela radiacdo ionizante, cada um contribuindo
com seu centromero (dicéntrico = dois centromeros). Em sua forma completa, cada dicéntrico
é acompanhado por um fragmento acéntrico formado pelas partes acéntricas dos cromossomos
danificados (CHRISTENSEN, 2014b).

E uma alteracio formada especificamente pela exposicdo a radiacdo, por isso
independem de idade ou sexo do individuo, e facil de ser identificada ao microscopio. Devido
a constante exposi¢cdo natural, humanos podem apresentar frequéncias espontaneas
extremamente baixas de cromossomos dicéntricos, variando de 0,5 a 2 dicéntricos a cada 1000
celulas, aproximadamente (IAEA, 2011).

Na década de 1960, as alteragfes cromossomicas induzidas por radiagdo comegaram a
ser utilizados na avaliacdo de doses, e hoje em dia 0 ensaio do cromossomo dicéntrico esta
consolidado como padrdo-ouro da biodosimetria (DI GIORGIO, 2011). E possivel detectar
exposicles a 0,1 Gy analisando a partir de 1000 células, e diferenciar se foram parciais ou de
corpo inteiro ou a radiagdes de alta e baixa LET através da distribuicdo de alteragéo por célula.
(HALL et al, 2017).



2.4.2 Ensaio Micronucleo

Apesar de ser considerado padrdo-ouro da biodosimetria, a técnica de dicéntricos
apresenta algumas limitagcbes, como um tempo prolongado nas analises e intensa jornada
laboratorial, o que dificulta quando um grande nimero de individuos € irradiado (GRUEL,
2013). Estudos realizados por Fenech (2007) demonstraram gque 0 Ensaio de Micronucleos por
Bloqueio da Citocinese (CBMN - Cytokinesis-block Micronucleous) poderia ser uma técnica
atrativa para o uso alternativo em situaces de emergéncia e triagem, por ter uma analise muito
simples de realizar e ter boa acurécia (KANG, 2016).

Os micronucleos (MN) séo originados de fragmentos cromossémicos ou Cromossomos
inteiros que ndo foram segregados corretamente nas células filhas durante a diviséo celular e
permanecem no citoplasma em pequenas vesiculas esféricas. As células analisadas sdo entao
estimuladas com fito hemaglutinina (Phytohemaglutinin — PHA) a entrarem em diviséo celular
e logo apos esta divisdo é bloqueada na fase de citocinese com citocalasina-B (Cyt-B),
permitindo a visualizacdo de células binucleadas com ou sem a presenca dessas vesiculas, 0s
micronucleos (Figura 7) (FENECH, 2007; PERNOT, 2012).

Figura 7 — Células binucleadas sem (A) e com (B) micronucleo (seta) (objetiva 40x)
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O CBMN atualmente é utilizado como ferramenta para teste de genotoxicidade em
geral, ou seja, ndo é especifico para radiacdo, pois micronucleos podem sdo formados por

agentes clastrogénicos e aneugénicos e alguns eventos epigeneticos, contudo a radiacéo
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ionizante é fortemente clastrogénica, portanto potente indutora de MN, tornando o0 ensaio
bastante confiavel (KIRSCH-VOLDERS, 2011; VRAL, 2011). Vale ressaltar que a técnica
pode ser refinada com o uso de sondas centroméricas que permitem avaliar a origem dos MN,

se sdo provenientes de fragmentos acéntricos ou de cromossomos inteiros (IAEA, 2011).

2.4.3 Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa ou eletroforese em gel de célula Unica (SCGE) é um teste realizado
em eletroforese que permite avaliar as alteragdes do DNA de células individuais. Essa
metodologia foi descrita primeiramente por Ostling e Johanson (1984) onde o método ocorria
em condi¢cBes neutras, o que permitia apenas a deteccdo de quebras de fita dupla no DNA.
Posteriormente, 0 ensaio passou a ser realizado em condic@es alcalinas, resultando na deteccédo
de danos de fita simples do DNA, aumentando a aplicacdo do ensaio. Esta modificacao foi
realizada por Singh et al. (1988) e é a utilizada atualmente.

A migracdo do DNA durante o ensaio do cometa ocorre através de diferentes

mecanismos, dependendo do nivel de danos no DNA e das condicdes de eletroforese.
Fragmentos lineares de DNA de fita simples representam o principal componente do ensaio
cometa (FAIRBAIRN et al., 1995). Consiste em um teste de genotoxicidade recomendado para
0 biomonitoramento ambiental de dguas (PANDEY et al., 2011) e populacBes expostas,
diferentes agentes quimicos como dejetos industriais, domésticos e agricolas (BUCKER et al,
2006), bem como na estimativa de riscos genéticos de misturas complexas e genotoxicidade
induzida por agentes fisicos como raios X e radiacdo gama (PAZ-Y-MINO et al, 2007). Pode
ser realizado em animais e vegetais (SOUZA, 2005), requerendo células vivas, porém com
auséncia de atividade mit6tica (CASTRO, 2004; BUCKER et al, 2006). E considerada uma
técnica simples, de rapida performance e alta sensibilidade (TICE et al, 2000; GUERCI, 2011).

A técnica requer manipulagdes muito cuidadosas com as amostras para evitar a indugédo
de quebras de fita de DNA durante a preparacdo da lamina, devido a alta sensibilidade do
cometa aos danos no DNA (SZETO et al., 2005; ROJAS et al., 2014). Basicamente a amostra
com as células séo adicionadas a uma solucdo de agarose de baixo ponto de fusdo que é
sobreposta a uma lamina microscépica previamente recoberta com gel de agarose de alto ponto
de fusdo. Em seguida é realizada a eletroforese onde pode-se observar que o0 DNA das células
que estiverem danificadas, vao migrar para fora do nucleo celular, formando entéo, a aparéncia
de um cometa com cauda. O DNA das células que ndo estiverem danificadas (nucleoides

intactos), permanecem dentro do nucleo formando a aparéncia de um circulo (SILVA, 2019).
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Os cometas sao classificados e divididos em cinco categorias, de acordo com a extensédo
da migracdo de DNA: 0 = sem danos; 1 = baixo nivel de danos; 2 = médio nivel de danos; 3 =
alto nivel de danos e 4 = totalmente danificados. A classificacdo é realizada com base na
aparéncia de cometas, ou seja, comprimento da cauda, didmetro da cabeca e intensidade, como
demonstra a figura 8 (XIAO et al, 2020). Com estas informacdes € possivel calcular o indice
de dano apresentado pelo DNA exposto mostrado os efeitos bioldgicos causados por agentes
genotdxicos, auxiliando na prevencdo dos efeitos bioldgicos que 0s organismos possam
apresentar (AZQUETA, 2013)

Figura 8 — Grau de danos ao DNA detectados pelo ensaio cometa em linfocitos humanos

29

Fonte: O Autor, 2022.



3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada nos Laboratorio de Dosimetria Bioldgica e no Servigo de
Analises Ambientais (SEAMB) do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste
(CRCN-NE) e no Laboratorio de Radiobiologia do Departamento de Biofisica e Radiobiologia
do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (CB/UFPE) fazendo parte
do projeto aprovado para coleta de dados pelo Comité de Etica envolvendo pesquisas com seres
humanos da Universidade Federal de Pernambuco sob o ndmero de CAAE
55704016.6.0000.5200 e do parecer consubstanciado 1.533.244 (Anexo A).

3.1 Selecdo do doador e coleta das amostras

Um voluntario saudavel, do sexo feminino, 26 anos, ndo fumante, foi selecionado apds
a realizacdo de anamnese por meio do preenchimento de questionario (Anexo B) para verificar
se nos Ultimos seis meses antes da coleta ele foi exposto a radiacdo ionizante para fins
terapéutico, raios X diagndstico ou consumiu drogas ilicitas, segundo o critério adaptado de
Gajendiran et al (2001). Apo6s a selecdo houve a assinatura do termo livre e esclarecido pelo
voluntario (Anexo C). Em seguida foram coletadas amostras de sangue periférico (30 mL cada)
em cada respectivo dia de exposi¢do, por meio de puncdo venosa a vacuo com tubos
heparinizados Vacutainer® com volume de 4mL. No total, foram coletadas 4 amostras,
destinadas aos grupos controles e ao grupo de irradiados.

3.2 ExposicOes das amostras ao Rn??

Cada amostra de sangue foi separada primariamente em duas aliquotas de 15mL, uma,
considerada grupo controle, ndo irradiada, mantida a temperatura ambiente e longe da luz e
outra, exposta a gas Rn??2,

A exposicdo foi realizada no Servico Analises Ambientais (SEAMB) do CRCN-

NE/CNEN na camara de calibracdo RN1-CRCN (Farias, 2018) (Figura 9).
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Figura 9 — Setup de Exposicéo das amostras na Camara de calibragdo RN1-CRCN.
Amostra indicada pela seta

v
Fonte: O Autor, 2022

Foi utilizada uma fonte de Ra®®*® (t%=1.600 anos) com atividade de 105 kBq
(19/01/2021), modelo PYLON RN-1025-100 (Pylon Eletronics, Canada) com taxa de producao

constante de Rn??? (Figura 10).

Figura 10 — Fonte de Ra??® PYLON RN-1025-100, Pylon Eletronics
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Para as exposicdes, a fonte de Ra??® foi selada por 21 dias a fim de obter o equilibrio
secular! entre 0 Ra??® e 0 Rn?%2, ApGs este tempo o gas foi liberado na cdmara por 30 minutos,
a concentracdo de atividade média inicial obtida®? foi de 136,5 KBg/m®. As exposicdes
ocorreram em dias subsequentes, aguardando o decaimento da concentracao de atividade, a fim
de obter as seguintes concentragdes: 93,3 kBg/m?; 66,1 kBa/m?; 26,0 kBg/m®e 19,4 kBg/m®. O
experimento foi monitorado pelo detector de referéncia AlphaGUARD, que, a cada 10 minutos,
realizava a medicao da concentracéo de atividade de Rn?%,

As amostras foram alocadas em placas de Petri estéreis de vidro com dimens@es de
90mm x 15mm e expostas ao gas pelo periodo de 1 hora.

Ao término das exposicdes, as aliquotas, controle e irradiada, foram encaminhadas ao
Laboratério de Dosimetria Bioldgica para o tempo de reparo celular numa estufa onde
permaneceram por um periodo de 2 horas a 37°C (IAEA, 2011), posteriormente foram
subdivididas em 6 aliquotas de 5mL (3 controles e 3 irradiadas) para cada uma das técnicas

aplicadas, como segue.

3.3 Ensaio de Alteracdes Cromossdmicas Instaveis (Ensaio de Dicéntrico)

3.2.1 Cultivo de Células

As preparacdes citologicas para as analises cromossémicas foram obtidas a partir de
cultura de linfécitos. Aliquotas de 0,5 ml de sangue total foram adicionadas em frascos de
cultura onde foram suplementadas com 4 ml de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), 1 ml de
soro bovino fetal (Sigma-Aldrich), 0,2 ml de fitohemaglutinina (Sigma-Aldrich) e 0,06 ml de
antibidtico (Sigma-Aldrich).

Em seguida, os frascos foram mantidos na estufa a 37 °C, por 48 horas em posicao
inclinada de aproximadamente 45°. Apos 46 horas, foi adicionado aos frascos 0,1 ml de
colchicina na concentracdo de 0,0016% (Sigma-Aldrich).

Ao completar 48 horas de cultivo, o material foi centrifugado por 6 minutos a 1800 rpm,
0 sobrenadante desprezado e entdo realizado o choque hipotonico adicionando 7 ml de KCI

L Equilibrio Secular pode ser definido pelo equilibrio entre a taxa de decaimento de um nuclideo pai e a taxa de
acumulac&o e decaimento de um nuclideo filho (VENGOSH e WEINTHAL, 2022).

2 A concentragdo de atividade média inicial utilizada corresponde a concentragéo de atividade média maxima que
0 modelo de cAmara se limita (Farias, 2018).
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previamente aquecido a 37 °C. Em seguida os tubos permaneceram em repouso por 20
minutos em temperatura ambiente. Ao término deste periodo, os tubos foram novamente
centrifugado por 6 minutos a 1800 rpm, o sobrenadante retirado e adicionado o fixador metanol:
acido acetico (3:1) até completar 7 ml; o processo de centrifugacéo e complemento com fixador

foi repetido até a obtencdo de um sobrenadante limpido, em média trés trocas.

3.2.2 Preparacdo das laminas

No momento da preparagdo das laminas, foi realizada uma ultima troca de fixador
utilizando uma proporcédo de 2:1 (metanol: acido acético). As laminas foram confeccionadas
a partir do precipitado de células ressuspenso em 0,5 — 0,75 ml de solucdo fixadora. O
precipitado de células ressuspenso foi gotejado em dois pontos em cada lamina e essas foram
colocadas para secar a temperatura ambiente durante 24 h. Em seguida, as laminas foram
coradas com Giemsa a 5 % diluido em tampéo fosfato pH 6,8 durante 7 min, em temperatura

ambiente, para posterior analise cromossémica ao microscépio éptico.

3.2.3 Analise Microscopica

A contagem de alteracbes cromossdmicas foi realizada diretamente no microscépio
Optico (Leica DM 500). As laminas foram examinadas na sua totalidade e foram contabilizadas
para cada individuo 150 e 100 metafases viaveis para as amostras expostas e controle,
respectivamente, sendo analisadas por ao menos dois observadores. Entende-se por viaveis
aquelas células que ndo mostraram nenhuma sobreposicdo de cromossomos e com 46
centrébmeros. Foram contabilizadas as alteragdes cromossémicas instaveis mais comuns: 0s

cromossomos dicéntricos, os fragmentos isolados e os cromossomos em anel (Figura 11).
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Figura 11 — Fotografias de células metafasicas com alteragcbes cromossdmicas
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Fonte: MENDES (2014)
A. Presenca de dicéntrico (1) e seu fragmento associado (3); B. Presen¢a de cromossomo em anel (2) e seufragmento
associado (3); C. Presenca de um fragmento acéntrico isolado (3)

3.3 Ensaio de Micronucleo por bloqueio de citocinese

3.3.1 Cultivo de Células

As preparacdes citologicas para as analises dos microndcleos também foram obtidas a
partir de cultura de linfocitos, com algumas modificacBes do ensaio supra descrito. Para tal,
foram adicionadas 0,5 ml de sangue total em frascos de cultura onde foram suplementados com
4 ml de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), 1 ml de soro bovino fetal (Sigma-Aldrich) e apenas
0,1 ml de fitohemaglutinina (Sigma-Aldrich) e 0,06 ml de antibidtico (Sigma-Aldrich). Em
seguida, os frascos foram mantidos na estufa a 37°C em angulo de aproximadamente 45°, desta
vez por 68 horas, sendo adicionado ap6s 24 horas 0,02 ml de citocalasina B (Sigma). Ao
completar as 68 horas de cultivo, o material foi centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm o
sobrenadante desprezado e adicionado 7 ml de KCI gelado, para que ocorresse 0 choque
hipotdnico. Em seguida, os tubos foram novamente centrifugados por 10 minutos a 1000 rpm,
0 sobrenadante retirado e adicionado o fixador metanol: acido acético (10:1), diluidos em

solucéo de ringer (1:1) até completar 5 ml.
3.3.2 Preparacdo das laminas
Para a preparacdo das laminas, foram realizadas tantas centrifugacbes e trocas de

fixador, sem a diluicdo em Ringer, quanto o necessario para que o contetido da cultura estivesse

transparente.



Apbs o processo de fixacdo, foram confeccionadas laminas a partir do precipitado de
celulas ressuspenso em 0,75 ml de solugdo fixadora. O precipitado de células ressuspenso foi
entdo delicadamente gotejado em dois pontos na ldmina e posta para secar a temperatura
ambiente durante 24h. Em seguida, as laminas foram coradas com Giemsa a 5%, diluidos em

tampdo fosfato pH 6,8, durante 20 minutos para posterior analise microscopica.
3.3.3 Analise Microscopica

A contagem de micronicleos foi realizada diretamente no microscépio dptico (Leica
DM 500). Foram contabilizadas, para cada amostra irradiada e para o controle, 1500 e 4000
células binucleadas (BN) viaveis, respectivamente. As analises foram realizadas por dois
observadores independentes, sendo 750 e 2000 binucleadas para cada. Os seguintes critérios
para caracterizar uma célula binucleada vidvel foram considerados: as células deveriam ser
binucleadas (BN); os dois os nlcleos deveriam apresentar tamanhos, coloracédo e intensidade
de coloracgdo iguais, e membranas nucleoplasmaticas intactas; os nucleos poderiam se tocar,
mas nao se sobrepor a ponto das barreiras de suas membranas ndo serem distinguiveis. Em
relacdo aos MN, o critério de aceitacdo define que sejam visualizados em células binucleadas,
com 1/6 a 1/3 do diametro dos nucleos principais, ndo refringentes e com coloragédo igual ou
levemente mais forte que os nucleos principais, e ndo devem se sobrepor a um dos nucleos
assim sendo a membrana micronuclear deve ser distinta da membrana nuclear conforme
observado na Figura 12 (FENECH, 2007; IAEA, 2011).

Figura 12 — Fotografia de células binucleadas com dois microntcleos (A) e com trésmicrondcleos (B)
(objetiva 100x)
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Fonte: O Autor, 2022.
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3.3.4 Andlise Estatistica

Apds a obtencdo dos dados dos ensaios de dicéntrico e de micronucleo fora realizadas
andlises estatisticas utilizando o programa R, a fim de comparar 0s grupos expostos e 0 grupo
controle.

Foi avaliada a distribuicdo de Poisson que expressa a probabilidade da ocorréncia de
eventos ao acaso, atraves do teste u de Papworth, que € uma unidade normalizada do indice de
dispersao (c?/y) onde valores de u superiores a 1,96 indicam sobredispersdo significativa e os
valores de u < -1,96 indicam a subdisperséo significativa.

Da mesma forma, foi realizado o teste de y? (chi-quadrado), a fim de testar a
homogeneidade entre amostras, avaliando se ha diferenca estatistica significativa entre elas, o
valor de p esta associado aos graus de liberdade adotado e fornece informacéo se as diferencas
observadas foram devido ao acaso, o nivel de significancia é comumente definido em 95%.
(IAEA,2011).

3.4 Ensaio Cometa

Uma aliquota de 0,1 ml de sangue periférico foi devidamente homogeneizada com 0,1
ml de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% dissolvida em PBS a pH 7,4. Imediatamente, este
homogenato foi colocado sobre uma lamina de microscépio, previamente coberta com uma
camada de agarose de ponto de fusdo normal 1,5% dissolvida em PBS, coberto com laminula
e mantido a 4 °C. Em seguida, as laminulas foram retiradas e as laminas incubadas em solucéo
de lise por 12 horas a 4 °C. Ap06s o processo de lise, as laminas foram colocadas em uma cuba
de eletroforese horizontal contendo solugdo de tampéo alcalino, pH 13,0, por 20 minutos.
Posteriormente, a eletroforese foi iniciada durante 20 min (4 °C) a 0,74 VV/cm e 300 mA. Ao
final, as 1dminas foram neutralizadas com tampé&o Tris 0,4 M (pH 7,5) por 15 minutos e fixadas
com alcool absoluto por 10 minutos. Em seguida as ldaminas foram coradas com 50 pL de uma
solugéo de SYBR safe (Invitrogen) (1:500).

Foram analisadas 100 células em microscopio de fluorescéncia (Nikon H550L) em
aumento de 400x, com um filtro de excitacdo de 450-490 nm, filtro de emisséo de 500-550 nm
e um filtro de bareira de 495 nm. Sendo os niveis de dano nos nucledides classificados em cinco
classes: 0, 1, 2, 3 e 4 (Figura 5) segundo o método de Collins et al. (2008) onde, a classe 0

representa células ndo danificadas enquanto as classes 1-4 representam danos em niveis
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crescentes no material genético. Os cometas foram avaliados por meio do indice de Danos (ID)
e Frequéncia de Danos (FD%). Os valores do ID foram obtidos, para cada individuo, variando
de 0 a2 400 segundo a equacéo 1. Os experimentos foram realizados em triplicata.

ID = 0.(no) + 1. (n1) + 2. (n2) + 3. (n3) + 4. (n4) (1)

Onde:
ID = indice de danos

n = NUmero de cometas quanto a classe

O segundo parametro, FD (%) foi calculado como a porcentagem de todos os cometas
danificados (classe 1 a classe 4) em relacao ao total de cometas contados, que vai da classe 0 a

classe 4 (NT), como apresentado na Equacéo 2:

FD (%) = 1¢r=No-100l )
T

Onde:
FD (%) = Frequéncia de danos
Nt = Ndmero Total

No=NUmero Classe 0

A analise estatistica foi realizada comparando-se 0s grupos controle e expostos por meio
da Andlise de Variancia (ANOVA) e do teste post-hoc de Bonferroni com a utilizacdo do
programa GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Prism, San Diego, Califérnia, USA), as
diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,05.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaio de Alteracdes Cromossémicas Instaveis (Ensaio de Dicéntrico)

Foram analisadas no total 1000 metafases viaveis, sendo 600 para amostras expostas a

radiacdo, em diferentes concentracdes de atividade e 400 para as amostras controle. Para se

determinar o background, foi realizado o somatorio das metafases analisadas nos controles e

suas respectivas alteragdes cromossomicas, sendo esse grupo representado pela concentragao
de atividade 0,0 kBg/m?.

Na tabela 2 sdo demonstradas as distribuicbes intercelulares das alteracGes

cromossémicas instveis observadas e seus respectivos indices estatisticos, sendo elas

dicéntricos (Dic) e fragmentos acéntricos isolados (Frag i). N&do foram observados anéis

cromossémicos em nenhuma das concentraces.
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Tabela 2 — Distribui¢es intercelulares de dicéntricos e de fragmentos isolados com suas respectivas
frequéncias (médias), variancias, indices de dispersao e valores de u

Concentracdo Distribuicéo Intercelular
- Total de i .
de Atividade Dic (Dic)
Metafases
(kBg/md) Y 0 1 2 > o’y U
0 400 1 0.003 399 1 0.003  1.000 -
19,4 150 4 0.027 146 4 0.026 0980 -0.201
26,0 150 6 0.040 144 6 0.039 0966 -0.317
66,1 150 9 0.060 141 9 0.057 0946  -0.492
93,3 150 15 0.100 137 11 2 0117 1174 1559
Concentragdo Distribuicéo Intercelular
o Total de ) )
de Atividade . Fragi (Frag i)
Metéafases
(kBg/m?®) Y 0 1 2 c? 6*ly u
0 400 7 0.018 393 7 0.017 0.862 -2.081
19,4 150 4 0.027 146 4 0.027 0503 -4.583
26,0 150 8 0.053 142 8 0.052 0562 -3.925
66,1 150 8 0.053 142 8 0.054 0480 -4.622
93,3 150 17 0.113 133 17 0.111 0521 -4.197




(Y — frequéncia (média); o2 - variancia; ¢*'y — indice de dispers&o).
Fonte: O Autor, 2022

Observa-se que que na andlise de dicéntricos (DIC) o indice u segue a distribuicdo de
Poisson em todas as concentra¢fes. O comportamento esperado na avaliacdo dessa alteracao
cromossOmica para irradiacOes de alta LET, que depositam sua energia nas células em pacotes
que sdo distribuidos através de trilhas de ionizacdo de forma ndo aleatéria, € o de
sobredisperséo, onde a variancia excede a media e o u > 1,96. Entretanto a quantidade de trilhas
sera menor em doses mais baixas seguindo o comportamento esperado para radiacdes de baixa
LET (Di GIOGIO, 2004; IAEA,2011).

Em um trabalho muito similar Hamza et al (2008), conseguiu estimar a dose em Gy a
partir do uso de uma célula de Lucas, onde a menor concentracdo de atividade utilizada, 122
KBg/m3 corresponde a 0,01 mGy e também segue a distribuicdo de Poisson. Somente a partir
da concentracdo de 359 KBg/m3 até 1593210 KBg/m3 o comportamento esperado de
sobredispersdo é observado em 14 de 16 amostras (Tabela 3). Ao que indica que as
concentragdes do presente trabalho ndo sdo suficientemente altas e seguem o modelo esperado
para radiacOes de baixa LET, estando assim dentro do esperado.

Um aumento significativo (p < 0,05) na frequéncia de dicéntricos em relacdo ao grupo
controle é observado em todas as concentracfes, segundo o teste de qui-quadrado (p-value =
0,05). Também foi registrado um aumento absoluto proporcional entre as doses irradiadas,
contudo, estatisticamente ndo era significativo (p > 0,05). Entretanto, a recomendacéo da IAEA
(2011) para a reducdo de incertezas estatisticas em células irradiadas in vitro é de pelo menos
500 metafases contabilizadas por amostra. Nimero que ndo conseguiu ser atingido neste
trabalho por conta das regras de laboratério devido pandemia e o prazo

Meenakshi e Mohankumar (2013) também observaram uma frequéncia significante (p
< 0,0001) de cromossomos dicéntricos em linfocitos de voluntarios fumantes e ndo fumantes
induzidos pela exposicéo in vitro ao radénio, mesmo em baixas doses, reforgando o uso desse
biomarcador como padréo ouro na biodosimetria e provando sua eficiéncia como bom marcador
para exposi¢do ao radénio (ROBERTSON et al, 2013).
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Tabela 3 — Analise da Frequéncia de dicéntricos e Distribui¢do de Poisson

Concentracéo de

Atividade Dose (MGy) Total de Y U Distribuicdo
(KBa/m?) Metéafases
122 0,010 1337 0,00149 - DP
239 0,019 865 0,00231 -0,03 DP
265 0,021 418 0,00239 - -
359 0,028 1442 0,00277 +15,44 SD
89325 7,146 1713 0,00525 +13,66 SD
92648 7,412 1580 0,00569 +6,48 SD
100565 8,045 1035 0,00579 +24,81 SD
112341 8,987 349 0,00573 -0,05 DP
216106 17,288 1632 0,00735 +4,77 SD
424132 33,930 294 0,01020 -0,10 DP
424532 33,962 809 0,01112 +18,76 SD
425314 34,025 834 0,01318 +11,43 SD
438524 35,081 1452 0,01377 +27,29 SD
468725 37,498 1647 0,01639 +12,54 SD
1256354 100,508 1506 0,02058 +15,65 SD
1339843 107,187 375 0,02400 +9,39 SD
1342915 107,432 1039 0,02502 +11,96 SD
1498132 119,850 872 0,03096 +7,25 SD
1593210 127,456 519 0,03275 +11,22 SD

Fonte: HAMZA et al, 2008 (adaptado)
Y = Frequéncia; DP = Distribui¢8o de Poisson, SD = Sobre Distribuicao.

4.2  Ensaio de Micronucleo por Blogueio de Citocinese

Para analise de micronlcleos foram contabilizadas um total de 10000 ceélulas
binucleadas, sendo 1000 para cada controle e 1500 para cada amostra irradiada. Vale ressaltar
que, as células das amostras controle foram somadas, a fim de se obter o background,
representando aqui a concentragdo de atividade 0,0 (zero) KBg/m?, totalizando 4000 células.

A tabela 4 apresenta a distribuicéo intercelular de micronucleos e os indices estatisticos

observados.



Tabela 4 — Distribui¢es intercelulares microntcleos com suas respectivas frequéncias (médias),variancias,
indices de dispersdo e valores de u.

Concentracdo Distribuicdo Intercelular
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o Total de
de Atividade Mn (Mn)
Binucleadas
(KBg/m?) Y 0 1 2 3 62 c?ly U

0 4000 13 0.003 3987 13 0.003 0.997 -0.140
19,4 1500 9 0.006 1492 7 1 0.007 1.217 6.302
26,0 1500 7 0.005 1493 7 0.005 0.996 -0.118
66,1 1500 18 0.012 1484 15 1 0.016 1.322 9.077
93,3 1500 23 0.015 1477 23 0.015 0.985 -0.411

Fonte: O Autor, 2022
(Y —frequéncia (média); o2 - variancia; o?/y — indice de dispersdo).

A quantidade de células binucleada (BN) minima para se determinar a frequéncia de
micronucleos (MN) é 1000, sendo esperado o 0 a 40 MN por 1000 BN em amostras de
background, podendo haver uma distribuicdo de variavel de 0 até 3 MN por célula binucleada.
(FENECH, 2007; SINITSKY, 2014). Essa variacao relativamente alta em relacéo a técnica de
dicéntricos, da qual é vista como uma alternativa pela IAEA, ¢ influenciada por fatores
clastrogénicos e aneugénicos ambientais, além de idade e género (GIORGIO, 1994; RAWOJE,
2015)

A tendéncia a maior distribuicdo intercelular é caracteristica do CBMN, entretanto
também pode ser relacionada com a exposi¢do a radiacdo alta LET devido ao seu ja explicado
mecanismo de deposicdo de energia. Esse tipo de distribuicdo predispde uma sobredisperséo
evidenciada pelo indice u de Poisson como observado na tabela 4 (IAEA, 2011; DI GIORGIO,
2004).

As amostras analisadas neste trabalho, apesar de atenderem aos padrdes de analise
determinados, ndo apresentam diferenca significativa entre si, sendo possivel observar que
mesmo na concentragdo de atividade mais alta utilizada, 93,3 kBg/m?, a frequéncia obtida esta
dentro do esperado para o background. Nesses casos, onde ha baixa frequéncia de MN, a leitura
de 2000 células ou mais pode render resultados mais robustos (FENECH, 2007). Apenas as
amostras em que foram encontradas mais de um MN/ celula apresentaram sobredisperséo (u >
1,96).



Hamza e Mohankumar (2009) analisou linfocitos humanos em 13 amostras irradiadas
com radonio, numa variagdo de concentracdo de 6499 a 1498132 kBg/m?, correspondentes a
baixas doses em Gy (0,52 a 120 mGy). No geral, uma média de 1000 BN foram contabilizadas
por amostra. A maior parte das frequéncias (8 de 13) encontradas pelo pesquisador também
margeou a esperada para o BG. Entretanto, também encontrou nas doses de 7,1 mGy e 7,4 mGy
8 e 7 MN em uma Unica BN. Todas as suas amostras apresentaram a sobredisperséo esperada
para MN.

Meenakish (2019) ao propor uma correlacdo entre os ensaios de dicéntricos e
micronucleos expostos a baixas doses de rad6nio, indicou a eficiéncia no uso de ambos o0s
ensaios, mesmo com baixas frequéncias de MN, pois evidenciou o aumento dos MN de acordo
com a dose numa mesma propor¢do do aumento de fragmentos acéntricos, também reforcou o
uso de pontes nucleoplasmaticas como bom marcador para a exposicéo a radénio usado ou ndo

em conjunto com a contagem de dicéntricos (MEENAKISH, 2017).

4.3 Ensaio Cometa

Na figura 13 pode-se observar a ocorréncia de células com diferentes graus de danos no
DNA de linfécitos expostos ao Raddnio-222, segundo a classificacdo de Collins (2008) onde,
0 significa auséncia de danos e os graus de 1 a 4, representa danos crescentes ao DNA das
células estudadas.

Figura 13 — Células observadas em ordem crescente de dano

Fonte: O Autor, 2022.
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Na tabela 5 pode-se observar os graus de danos do DNA dos linfdcitos, bem como o

indice de danos (ID) e de frequéncia de danos (FD). Ao analisar a porcentagem de niveis de

cometa em cada grupo, observou-se que a presenca de radénio tem efeito genotdxico sobre o0s

linfécitos uma vez que apresentaram numero reduzido de nucledide ao nivel 0 quando

comparado ao grupo controle. Além disso, cometas de danos 3 e 4 ocorreram em amostras de

linfocitos expostos ao raddénio, o que demonstra maior fragmentacdo do DNA desses grupos

em relagdo ao grupo controle. Quando foi analisado os niveis de danos separadamente nota-se

que os danos 1 tanto do grupo controle quanto do grupo exposto ndo apresentaram diferenca

estatistica. Entretanto a partir do nivel 2 em diante fica evidente uma maior incidéncia de danos

no DNA dos linfocitos expostos, exceto para a concentracdo de 26 kBg/m?, que apresentou

maior danos de nivel 1 (84,67) e 3,17 no nivel 2 (Figura 13).

Tabela 5 — Distribuicdes de danos entre as amostras com seus respectivos indice de Danos (DI) e
Frequéncia de Danos (DF)
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Concentracéo de

Graus de dano (unid)

atividade DI DF (%)
(KBg/md) 0 1 2 3 4 TOTAL
C 30.5 6583 3,67 0 0 100 732+931 65%25
19,4 417 6983 2233 317 05 100 126,0+70 96+1,3
26,0 12,17 84,67 3,17 0 0 100 910+72 884
66,1 267 7467 2167 10 0 100 121,0+55 97+0,6
116,5 +
93,3 767 7083 1883 2,67 0 100 69 92+49

Fonte: O Autor, 2022



Figura 14 —Grafico de Score de Danos por amostra
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Fonte: O Autor, 2022

A andlise do indice de dano (tabela 5, Figura 14) evidenciou a diferenca estatistica do grau de
genotoxicidade entre 0s grupos expostos e 0 grupo controle por meio de uma analise
comparada. No entanto, quando foi realizado a comparagéo entre 0s grupos expostos, ficou
comprovado que ndo ha diferenca estatistica entre eles, ou seja, mesmo com aumento da
concentragdo de radonio ndo houve diferenca estatisticamente significativa. Portanto as
concentragdes de raddnio utilizada neste trabalho foram genotoxicas para os linfocitos
humanos.
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Figura 15 - Indice de danos no DNA em linfcitos humanos expostos a diferentes concentragdesde
Rn?22 e ndo expostos. Resultados significativos em comparagdo com o controle e entre 0s grupos
expostos (p <0,05)
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Fonte: O Autor, 2022

A analise da frequéncia de danos (FD) corrobora com os dados encontrados no DI, ou
seja, todas as exposicdes ao Rn??? foram genotdxicas ao DNA dos linfocitos. A realizagdo do
ensaio cometa confirma que os linfécitos expostos ao rad6nio apresentaram danos genotoxicos
como foi apresentado na técnica citogenética de analise das alteracdes cromossdmicas e de
micronucleo realizadas neste estudo.

O trabalho realizado por Lourenco et al (2013) avaliou 0 dano no DNA através do ensaio
cometa da populacdo da vila Cunha Baixa, Portugal, regido onde havia uma mina de uranio
explorada até 1993. A equipe de pesquisadores encontrou perdas significativas na integridade
do DNA dos individuos acima de 40 anos (Figura 15). A diferenca significativa demonstra a
exposicédo elevada a radiacéo da populacédo estudada em relacédo a individuos de uma localidade

controle de niveis de radiacdo dentro da normalidade.
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Figura 16 - Integridade do DNA do sangue total na populacéo que habita os locais de referéncia
(cinza claro) e contaminado (cinza escuro). Valores de média * desvio padrao (p < 0,05)
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Fonte: LOURENGCO et al (2013)

Walczak et al (2020) em sua pesquisa buscou determinar efeitos genotoxicos advindos
da exposicdo ao radénio natural nos habitantes de Kowary, Pol6nia. Para o trabalho foram
determinados dois grupos populacionais: expostos a baixas concentracGes de atividade de
radénio (<100 Bg/m3) e expostos a alta concentragédo de atividade de radonio (>100 Bg/m3).
Um dano significativamente maior (p = 0,034) ao DNA foi observado no grupo de alta
exposicdo do radonio em comparacao ao grupo de baixa exposicdo. Estes trabalhos reafirmam

a sensibilidade do ensaio cometa para avaliacdo de danos genotoxicos.



5 CONCLUSAO

A partir dos experimentos realizados com linfécitos humanos expostos a diferentes

concentracdes de Radonio (Rn???), conclui-se que:

e A técnica de dicéntrico mostrou-se sensivel em evidenciar a exposicdo a radiacao
emitida pelo rad6nio posto que apresentou diferenca estatistica entre o grupo controle e
irradiado. Quanto a caracterizacdo do nivel dessa exposicao foi considerada promissora,
visto que é observado um aumento linear de acordo com o aumento da concentracao, o
que € esperado na literatura, ainda que ndo haja diferenca significativa entre os valores.

O aumento das analises para, pelo menos 500 metéafases podera ser capaz de ampliar

esse aumento a valores significativos.

e A técnica de micronucleo ndo foi suficientemente sensivel para apresentar diferenca
estatistica entre os grupos analisados (exposto e controle) e as alteragdes encontradas

permaneceram na frequéncia basal esperada pela literatura dentro dos parametros

utilizados nesse trabalho.

e O ensaio cometa mostra-se promissor como indicador de exposicao de linfocitos ao
radénio pois demonstrou, na avaliacdo do ID, uma diferenca significativa entre os
grupos expostos e controle, sendo o ID de todos 0s expostos maiores que o controle.

Entretanto ndo houve diferenca entre os ID das amostras que compunham o grupo

exposto ndo sendo possivel apontar o nivel de exposicao.

e Das trés técnicas avaliadas, a técnica de dicéntrico e o0 ensaio cometa se mostraram
adequados a evidenciarem a exposi¢édo a radiacéo, diferenciando amostras expostas e
ndo expostas, sendo a técnica de dicéntrico animadora para a avaliagdo do nivel de

exposicdo. A técnica de micronucleo aparentemente ndo foi adequada a esse tipo de

avaliagdo necessitando de estudos com diferentes parametros.
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6 PERSPECTIVAS

e Dar prosseguimento as andlises da técnica de dicéntricos com a finalidade de
aumentar o nimero de metéafases contabilizadas a um minimo de 500.

e Realizar a coleta e subsequente anélise de amostras obtidas de individuos
moradores da regido urano fosfatica de Pernambuco — Paraiba.
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ANEXO A - QUESTIONARIO DE ANAMNESE

I-DADOS PESSOATS
1.2 N° do Vohmtario:
135exo: M[O]F[1] l4DatadeNascimento / [/  15Datade
hoje [ [

1.4 Estado cawil:

Solterro] 0 ]; Casado[ 1 ]; Vo[ 2 ]: Dworciado[ 3]  Separado[ 4 |;
Outros [ 5]

1.7 Cargo: Fungao:
1.8 Gran de Instrucie (escolandade):

[ 1 ] ndo estadou / Pimano Incompleto

[ 2 ] pnmano Completo / Gmasial Incompleto
[ 3 ] gmasio Completo / Colemal Incompleto
[ 4] colegial Completo / Supenor Incompleto
[ 5 ] supenor Completo / Pos-Graduacio Incompleta
[ 6 ] pos-Graduacio Completa

1.9 Indique nos espagos abaxo a QUANTIDADE de itens que existem em sua

residencia;

Chaantos Chiantos Chantos

[ ] automével [ ] radio [ ] maquina de lavar roupa
[ ] banheiro [ ] videocassete [ ] empregada mensalista
[]asprador depo [ ] geladeira [ 1TV em cores

1. Total de Pessoas na Famiha- [ ]

II - INDICADORES GERAIS DE SAUDE

2.1 Com relacao ao fimo, marque a resposta apropnada para o seu caso:

[1] mmeca fime: [ 5] fumo de dez a vinte cigarmos por
dia

[ 2] pare1 de fimnar ha mais de doas anos [ 6] fimeo mais que vinte cigarTos por
dia

[ 3 ] parel de fimnar a menos de dois anos [ 7] s0 fumo chantto ou cachimbo

[ 4] fimo menos de dez cigarros por dia

2.2 Quantos "dnngues” vocs toma POR. SEMANA: (um dringue = 1/2 garrafa de
cerveja, um copo de vinho ou uma dose de destlado)
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ANEXO A - QUESTIONARIO DE ANAMNESE (CONTINUACAO)

Pnsm:inaﬁmﬂiaPAl_MﬁEnuIRI‘-‘IiDS que apresenfam ou apresentaram:
[ 1] Anpma Infarto ou morte subita antes dos 5 anos [ ]

[2] Angina Infarto ou morte subita apés os 30 anos [ ] [ 3] Daabeates [ ]

[ 4] Pressdo alta ou AVC [ ] [ 5 ] Hio sabe [&]
MNenhuwm

[1Cutros:

O 5r®(a) for submetido 3 qualquer procediments envelvendo o uso de radiagio nos
ultimes seis meses? Smn[1] Nao[2]

0 5r°(3) receben qualoquer tipo de vacmacio nos nlimos seis meses? Smm [1] Mao
[2]

Chuzl?

V - QUESTIONARIO DE ESTRESSE FISIOLOGICO

(= antomas fisicos do estesse s3o excelentes indicadores numa avaliagio. D_aeguinte
questionano nos ajudara a ter uma 1déa da sevendade do estresse que vocé esta
expenmentande na sua vida diana, gerando alteracioes no fimclonamento normal de

sen organismo. Responda cada nimerc entre 0 e 5, usando a escala abaixo:

=mmra 1=umaa? vezes ao ano

2 = quase todos os meses

3 =quase todas as semanas

4 =uma ou mals vezes por semana 3 = dianamenta
SINTOMAS CARDIOVASCULAR. SINTOMAS DAFELE
taquicardia acne
Patld.h vigorosas e descompassadas do caspa
|eoragio —
mios suadas e finas transprragiao
durnﬁ ou pontadas na cabeca ressecamento excessivo da pele ou cabelo
S]I‘JTDI'-'IA.S EESFIRATORIOS SINTORMAS IMUNOLOGICOS
respuragdo rapida ou nregular, ou curta coceiraardéncia
falta de ar resfiiado
atague de asma gripes fortes
iilpiculdadedefalar:pnrpuu:u:mleda rachaduras na pele
SINTORMMAS GASTROINTESTINAIS SINTOMAS METABOLICOS
mndisposigio estomacal nauseas e vomitos auments do apefite
constipagdo auments da ansiedade por fumo e doces
diarréia preocupagio generalizada e dificuldade para
dor abdomamal ag:uda




ANEXO A - QUESTIONARIO DE ANAMNESE (CONTINUACAO)

SINTOMAS MUSCULARES

dor de cabega (dor continua)

tremores musculares e das mios

amtes
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ANEXO B - PARECER SUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA

HOSPITAL OTAVIODE £ Plataforma
FREITAS/ SES %cvl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Saude da populagdo em area densamente habitada sob influéncia de fosforito
uranifero. 1. O fato do radénio-222

Pesquisador: MARIANA LUIZA

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 55704016.6.0000.5200

Instituicao Proponente: SECRETARIA DE SAUDE

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.533.244

Apresentacao do Projeto:
Sadde da populagcdo em area densamente habitada sob influéncia de fosforito uranifero. 1. O fato do
radénio-222

Objetivo da Pesquisa:

Correlacionar medidas da concentracdo de atividade do Rn-222 nas matrizes solo, ar e agua com aspecto
da salde humana, além da analise de

cromossomos dicéntricos para biomonitoragao in vitro na regido fésforo urinifera.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
* Longa duragao
* A amostra necessita de um elevado niumero de individuos acompanhados

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Permite o calculo de incidéncia

O estudo pode ser planejado

Pode evitar associagdo com outras doencgas

Endereco: Rua Aprigio Guimaraes S/N

Bairro: Tejipio CEP: 50.920-640
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3182-8578 Fax: (81)3182-8632 E-mail: cephof@yahoo.com.br
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HOSPITAL OTAVIO DE

FREITAS/ SES

Continuagao do Parecer: 1.533.244

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Encontram-se de acordo com o que propde este comité.

Recomendacgoes:

Que a pesquisa em tela seja desenvolvida de acordo com o que propde a mesma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

RECIFE, 06 de Maio de 2016

Assinado por:

José Alexandre de Andrade Ferreira

(Coordenador)

Endereco: Rua Aprigio Guimaraes S/N

Bairro: Tejipio

CEP: 50.920-640

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)3182-8578

Fax: (81)3182-8632

E-mail: cephof@yahoo.com.br

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 28/04/2016 Aceito
|do Projeto ROJETO 701535.pdf 10:50:48
Folha de Rosto folharosto.pdf 28/04/2016 [MARIANA LUIZA Aceito
10:48:30
Outros cartanuencia.png 19/04/2016 |MARIANA LUIZA Aceito
14:26:15
Outros TCLEANALFABETO.docx 19/04/2016 |MARIANA LUIZA Aceito
14:24:33
TCLE/Termos de | TCLEALFABETIZADO.docx 19/04/2016 |MARIANA LUIZA Aceito
Assentimento / 14:23:14
Justificativa de
|Auséncia
Projeto Detalhado / |ProjetoMariana.doc 19/04/2016 |MARIANA LUIZA Aceito
Brochura 14:22:09
Investigador
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ANEXO C-TERMO REDUZIDO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntério (a) da pesquisa (ANALISE DE
DANOS CITOGENETICOS EM LINFOCITOS HUMANOS EXPOSTOS AO RN?%), que
esta sob a responsabilidade do (a) pesquisadora Lais Melo da Silva, Departamento de Energia
Nuclear — Universidade Federal de Pernambuco, Av. Professor Luiz Freire, 1000, CDU,
50.740-545, Recife/PE - Fone: (81) 98774-2784/ E-mail: lais.msilva@ufpe.br.

Também participam desta pesquisa 0s pesquisadores:

Orientacdo de Ana Maria Mendonca de Albuquerque Melo, Telefones para contato: (81) 99139-
4775 e e-mail: amdemelo@hotmail.com.

e coorientagdo de: Fabiana Farias de Lima Guimardes, Telefone: (81) 3797-8024, e-mail:
fflima@cnen.gov.br.

Todas as suas davidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas
quando todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizacdo do estudo,
pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma
via lhe sera entregue e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Vocé estard livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera
nenhum problema, desistir € um direito seu, bem como seré possivel retirar o consentimento
em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMA(;OES SOBRE A PESQUISA:

Este estudo tem por objetivo obter um parametro epidemiolégico de individuos expostos a
doses acima do basal de radiacdo ionizante de forma crbnica, que habitam na Regido Urano
Fosfatica do Nordeste brasileiro, e fazem uso de aguas de fontes naturais ndo tratadas
contaminadas com radionuclideos. Por ser um agente genotoxico, a exposicdo crbnica a
radiacdo pode ter consequéncias a saude do individuo com efeitos imediatos ou tardios, sendo
um deles o cancer. Essa pesquisa € de extrema importancia para avaliar a prevaléncia dos
biomarcadores que indicam a necessidade de atencédo especial a satde e melhoria na qualidade
da &gua.

Este projeto poderd ser tomado como base para trabalhos futuros de biomonitoramento
ecoldgico, coletando novos dados, ampliando o nimero amostral, tornando esse tipo de estudo
direto na populagéo exposta mais consolidado e recorrente.

Aspira-se que os resultados impactem em politicas publicas de melhoria para os
moradores, em trabalhos de pesquisa que visem um tratamento viavel e de qualidade da agua
nessas fontes domésticas, bem como servir de base para a¢Ges de conscientizagdo para 0s
usuarios expostos

Sua participacdo nessa pesquisa consistira em fornecer amostras de sangue (30 ml), por puncgéo
venosa, em tubos de vacutainers contendo EDTA, apds assinatura deste termo. Seu material
sera usado exclusivamente para efeito desta pesquisa. O(a) Sr(a). tambem respondera
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ANEXO C — TERMO REDUZIDO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO (CONTINUACAO)

um questionario para verificacdo do seu estado geral de salde, apontando se nos ultimos seis
meses antes da coleta houve alguma exposicao a radiagdo terapéutica ou raios X diagnostico;
aplicacdo de vacinas; ou consumo de drogas ilicitas. Essas informacdes sdo necessarias, pois
os fatores citados podem alterar os resultados. Vale ressaltar que esse questionario sera
respondido de forma individual e particular para evitar qualquer tipo de constrangimento.

Os riscos inerentes a participacdo podem ser: (1) o constrangimento em ndo saber ou ndo querer
responder a algum item do questionario; (2) durante a coleta, que obedecera aos requisitos de
seguranca e assepsia, 0s voluntarios poderao sentir uma ardéncia local e, eventualmente, apds
coleta, poderé se formar um hematoma, que desaparecera em poucos dias. Esses riscos podem
ser minimizados (1) realizando o questionario de forma individual e privada; e (2) utilizando
compressa de gelo logo apds a coleta. H& também a possibilidade de desisténcia de participacdo
na pesquisa a qualquer momento. Ressaltamos que, em momento algum, o(a) senhor(a) sera
exposto(a) a quaisquer fontes radioativas. Quanto aos beneficios, havera o direto e os indiretos.
O beneficio direto ao voluntario sera de fornecer a informacao quanto aos niveis espontaneos
alteracGes no DNA que 0 mesmo possui. Essa informacéo serd enviada p6s anélise aos doadores
por meio de um documento/carta padréo via correio ou e-mail. No caso dos indiretos, os dados
obtidos serdo base para estudos maiores e recorrentes, que influenciaram em politicas publicas
para a melhoria da vida de diversas pessoas.

Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos
ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados
coletados nesta pesquisa, tais como 0s questionarios e os resultados das analises citogenéticas,
ficardo armazenados em pastas de arquivos do proprio centro de pesquisa - CRCN-NE/CNEN,
sob a responsabilidade da pesquisadora Fabiana Farias de Lima Guimardes no endereco acima
informado, pelo periodo de minimo 5 anos.

Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacdo é
voluntaria, mas fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisao judicial ou extra-judicial. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacdo).

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n - 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81)
2126.8588 - e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
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ANEXO C — TERMO REDUZIDO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO (CONTINUACAO)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo
assinado, apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de
conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em
participar do estudo ANALISE DE DANOS CITOGENETICOS EM LINFOCITOS
HUMANOS EXPOSTOS AO RN?%??, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e
esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos,
assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me
garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a
qualquer penalidade.

Local e data

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e o aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:
Assinatura: Assinatura;
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