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RESUMO

Os Materiais Radioativos de Ocorréncia Natural (NORM) s&o encontrados na crosta
terrestre em diversos locais do mundo, até mesmo no nordeste brasileiro. No
municipio de Olinda localizado no estado de Pernambuco - Brasil, foram realizados
estudos radiométricos comprovando que nesta area ha ocorréncia de fosforito
uranifero. Dessa formacdo geologica, ficou constatada a existéncia de
radionuclideos como 238U e 232Th. Do ponto de vista da protecéo radiol6gica, é de
suma importancia estudar quais efeitos essa radioatividade natural pode exercer na
populacao dessa area. Por conseguinte, como forma de auxiliar a determinar novas
politicas sanitarias e de radioprotecéo, pode-se efetuar a biomonitoragdo humana
utilizando ensaio cometa para investigar possiveis efeitos biol6gicos nesta
populacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar possiveis danos ao DNA dos
residentes da area de NORM por meio do ensaio cometa. Para isto, foram
selecionados quatro voluntarios, sendo 2 pessoas de area NORM em Olinda-PE e 2
pessoas de area ndo NORM. Os linfécitos obtidos de sangue periférico humano
foram avaliados quantos aos efeitos genotdxicos. Na analise do ensaio cometa, ndo
houve diferenca estatistica significante entre os indices de Dano (IDs) da populacéo
residente de Olinda, tendo o voluntario 1 (ID = 50,35 + 23,86) e o voluntéario 2 (ID =
107 + 38,04), e o da populacao néo residente, sendo o controle 1 (ID = 93,67 £ 27,02)
e o controle 2 (ID:101,00 + 14,18) (p > 0,05). Os dados expdem que a populacéo de
Olinda, naturalmente exposta a radioatividade ambiental, ndo apresentou danos ao
DNA estudados por meio do ensaio cometa, sugere-se mais estudos nesta area
utilizando diferentes técnicas citogenéticas e um maior nimero de amostras.

Palavras-chave: biomonitoracdo humana, ensaio cometa, DNA, fosforito uranifero
e NORM
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Abstract

Naturally Occurring Radioactive Materials (NORM) are found in the earth's crust in
several places around the world, even in northeastern Brazil. In the municipality of
Olinda located in the state of Pernambuco - Brazil, radiometric studies have been
carried out proving that in this area there is an occurrence of uraniferous phosphorite.
From this geological formation, the existence of radionuclides such as 238U and
232Th was verified. From the radiological protection point of view, it is of utmost
importance to study what effects this natural radioactivity can exert on the population
of this area. Therefore, as a way to help determine new health and radioprotection
policies, human biomonitoring using comet assay can be carried out to investigate
possible biological effects in this population. The objective of this work was to
evaluate possible DNA damage in residents of the NORM area by means of the comet
assay. For this, four volunteers were selected, being 2 people from NORM area in
Olinda-PE and 2 people from non NORM area. The lymphocytes obtained from
human peripheral blood were evaluated for genotoxic effects. In the comet assay
analysis, there was no statistically significant difference between the Damage Indices
(Dls) of the resident population of Olinda, with volunteer 1 (DI = 50.35 + 23.86) and
volunteer 2 (DI = 107 £ 38.04), and that of the non-resident population, with control 1
(Dl = 93.67 + 27.02) and control 2 (DI:101.00 + 14.18) (p > 0.05). The data expose
that the population of Olinda, naturally exposed to environmental radioactivity, did not
present DNA damage studied by comet assay, it is suggested that further studies in

this area using different cytogenetic techniques and a larger number of samples.

Palavras-chave: biomonitoring human, comet assay, DNA, uraniferous phosphorite
e NORM
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1. INTRODUCAO

Os Materiais Radioativos de Ocorréncia Natural (NORM) s&o encontrados na
crosta terrestre e podem fazer parte ou serem utilizados em varios processos
industriais, tendo como exemplo a extracdo de metais associada a elementos
radioativos naturais (FERREIRA et al., 2022). Esses elementos podem ser
resultantes tanto da composic¢éao geolégica quanto geoquimica do solo, como do teor
radioativo da &gua proveniente de fontes termais, ou ainda devido aos raios
céosmicos (ROSA, 2012). As mais significantes fontes terrestres para exposicao
radioativa incluem o 4°K (potassio), o 8’Rb (rubidio) e os radionuclideos provenientes
das séries naturais do uranio (*%8U) e do tério (?%2Th) (MORAIS, 2013). Esses
radionuclideos naturais podem ser encontrados no nordeste brasileiro (SILVA NETO,
2020).

Na regido costeira dos estados de Pernambuco e Paraiba, encontra-se a Bacia
Sedimentar da Paraiba, na qual existe uma camada ndo continua de fosforito
uranifero, formada por rochas associadas a calcarios arenosos/arenitos calciferos,
de forma tubular extensa de que varia de centimetros a metros (SOUZA, 2006). Em
Pernambuco, na Regido Metropolitana do Recife, a distribuicdo do fosforito uranifero
abrange os municipios de Abreu e Lima, Olinda e Paulista (RAMOS, 2020).

Diante dessas informag0es, trabalhos realizaram avalia¢des radiométricas nesta
regido relatando a presenca de radionuclideos como tério, uranio, radio e rad6nio na
atmosfera, dgua de pocos, alimentos e no solo (SILVA, 2014; FARIAS, 2016;
AMARAL, 2018; MORAIS et al., 2022). Posteriormente, outros trabalhos foram
realizados sobre biomonitoragdo animal utilizando o molusco da espécie
Biomphalaria glabrata (MORAIS et al, 2022) e o estudo de incidéncia de cancer de
pulmdo nos residentes destas areas (RAMOS, 2020). Os resultados desses
trabalhos motivaram a realizagéo do atual estudo utilizando biomonitoragdo humana
na populacao sobre influéncia de NORM na Regiao Metropolitana do Recife.

A biomonitoragdo humana (BHM) fornece informagdes relevantes sobre efeitos
no organismo Vivo exposto a substancias quimicas e fisicas, utilizando
biomarcadores como urina, leite materno, unha, cabelo e sangue (JUSTINO,2020).

A BHM avalia produtos de rea¢fes quimicas, metabdlitos e danos ao DNA (SILVA,
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2018), além disso vem sendo utilizada como uma importante ferramenta para
politicas em saude ambiental, pois fornece dados ndo s6 do ambiente externo, mas
também sobre o nivel de contaminacao dos individuos (NETO, 2020).

Para avaliar uma possivel exposicdo a radiacdo ionizante, técnicas de analise
citogenéticas podem ser utilizadas, dentre elas, pode-se destacar 0 ensaio cometa,
ferramenta muito Util para avaliagdo de danos e reparos do DNA. Para a execugao
desta técnica, pode-se utilizar células mononucleares de sangue periférico humano,
pois estas sdo de facil obtencao e apresentam radiossensibilidade (IAEA, 2011).

Em virtude dos aspectos abordados, este trabalho tem por objetivo avaliar a
genotoxicidade da populacdo que reside na Regido Metropolitana do Recife em
areas de ocorréncia de fosforito uranifero, para conhecimento dos efeitos biolégicos
e para fornecer suporte a protecao radioldgica, contribuindo com os dados para o

desenvolvimento de novas politicas sanitarias.
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2. Revisao de Literatura

2.1. RADIOATIVIDADE AMBIENTAL

A radioatividade se define como o fenébmeno pelo qual um nucleo instavel emite
particulas e ondas para atingir a estabilidade, ou seja, 0s elementos radioativos estao
sempre emitindo radiagfes nucleares para se tornarem mais estaveis. As radiacoes
nucleares podem ser representadas pelas particulas alfa (q), négatron (), pésitron
(B*) e néutrons e pela radiagdo gama (¥), que € denominada de eletromagnética
(SANTOS, 2017 & RADVANYI; VILLAIN, 2017).

A radioatividade ambiental pode ser classificada em dois tipos: artificial e
natural (MARTINHO, 2022). A radioatividade artificial € aquela produzida e
manipulada pelo homem, onde podemos representa-la por testes nucleares,
producdo de radiofarmaco e desenvolvimento de materiais bélicos. Ja a
radioatividade natural pode ser classificada de acordo com sua origem em
radionuclideos cosmogénicos, gerados na interagcdo dos raios cdésmicos com a
atmosfera, como por exemplo o *C (carbono) e o ??Na (sédio). E radionuclideos
primordiais que sdo aqueles que estdo presentes desde a formacéo da terra, como
0 238U, 232Th e 4K (MARTINHO, 2022).

Os radionuclideos primordiais ou terrestres surgiram durante o processo de
formacao do planeta. Porém, com o passar dos bilhdes de anos da Terra, os isétopos
de meia-vida curta foram extintos e os radionuclideos que restaram sdo aqueles com
idade similar a Terra, dentre eles se destacam o 238U, com meia-vida fisica de 4,5
bilhGes de anos e o 2%°Th com 14 bilhdes de anos. Esses elementos sdo os mais
pesados, sendo compostos por radioisotopos e por meio deles uma série de
decaimento é iniciada (VASCONCELOS, 2010; RADVANYI; VILLAIN, 2017;
KLEMENT, 2019).

O 238U, 235U e 23%2Th possuem decaimento radioativo com nuclideos de
propriedades fisico-quimicas distintas por isso apresentam variagdes nos tempos de

meia-vida. Por meio de seus processos de desintegracdo, originam elementos
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radiativos “filhos”, colaborando desta forma com a média anual de radiacao natural
(SHAHBAZI-GAHROUEI et al., 2013; NADALETI et al.,2016).

Acredita-se que varios fatores influenciem na dose proveniente de radiacéo
natural, dentre eles, o tipo de radiacdo emitida, a quantidade de radionuclideo
incorporado ao corpo e a altitude. O ser humano pode ser exposto a radiagdo por
duas maneiras, internamente, com radionuclideos dentro do corpo que sé&o
ingeridos, inalados ou inoculados e, externamente, que ocorre por meio de fontes
emissoras de radiacao fora do corpo (SOWMITHRA et al., 2015). Cerca de 70% da
dose recebida pelos individuos sé@o de fontes naturais, dentre essa porcentagem de
fontes emissoras naturais, podemos destacar o gas radénio (*2Rn), um elemento
natural, originario da série do uranio, que é responsavel por cerca de 55% dessa
dose (SOARES, 2018). A figura 1 ilustra o grafico com as principais fontes de
exposicdo a radiacdo, naturais e artificiais, com dados de 1982 e 2008 (UNSCEAR,
2008; NADALETI et al., SOARES 2018).

Figura 1 — Irradiacao mundial média (1982 e 2008)

IRRADIAGAO MUNDIAL
UNSCEAR 1982 UNSCEAR 2008

67,6 79,68
[DRadiacdo Natural
mirradiacho Médica

@ Precipitagho

W Exposigho ocupadonal

[@ Ciclo combustivel nuclear

@ Fontes diversas

0,15 \.0,45

0,5

0,17

Fonte: UNSCEAR, 2008.

Portanto, o ser humano € constantemente exposto a radiacdes ionizantes
oriundas de materiais naturalmente radioativos, também denominados Material
Radioativo de Ocorréncia Natural (NORM). Essa exposi¢cdo ocorre por meio de
diferentes formas como morar em regifes que possuem este tipo de ocorréncia e ter

contato com fontes radioativas naturais, como a agua, o solo, o ar e os alimentos.
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(NADALETI et al., 2016; KLEMENT, 2019). Por isso, é importante conhecer um

pouco melhor as principais séries radioativas.

2.1.1.Séries Radioativas

Para se tornarem estiveis, alguns radionuclideos com ndcleos
energeticamente instaveis realizam transmutacdes chegando em estados de energia
menores, esse processo € denominado de séries radioativas naturais. Apds o
primeiro decaimento dos elementos progenitores, as configuracdes nucleares ainda
estdo instaveis, entdo realizam outras desintegracfes sucessivas com o objetivo de

chegar ao menor estado energético estavel (PASSOS et al., 2012).

2.1.1.1. Série do Uranio

Constituida por 14 radioisétopos, sendo 6 emissores beta, 8 alfa e um elemento
quimico estavel, temos a série radioativa do 22U (Figura 2), também chamada de
série 4n+2, representando o numero de massa dos membros. Do ponto de vista da
protecdo radiolégica essa série é considerada a mais importante, devido ao tempo
de meia vida dos radionuclideos que séo produzidos ao longo do decaimento. Dentre
eles esta 0 ??°Ra, que é o sexto radionuclideo da série e um dos mais importantes
em razdo do seu tempo de meia-vida de 1600 anos. Atrelado a isso esta o fato de
que ao liberar uma particula alfa de 4,78 MeV, ele origina 0 ?22Rn, seu percursor.

O radbnio é caracterizado como um gas inerte com emissao alfa e tempo de
meia-vida de 3,8 dias. Ele é o principal contribuinte da dose anual de exposicéo a
fontes naturais. O seu decaimento origina o ?8Po (pol6nio), 2**Pb (chumbo), ?“Bi
(bismuto) e ?*Po (poldnio) com meia vida fisica curta (TURNER, 2007; DENTON et
al., 2016; KLEMENT, 2019). Portanto, existe uma longa sequéncia de elementos

radioativos quando o uranio decai, até chegar ao elemento chumbo, que é estavel.
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Figura 2 — Série radioativa do 238U
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Fonte: Adaptado de Borsato, 2017.

2.1.1.2. Série do toério

O 2%2Th é o precursor de outra série de decaimento radioativo. Esta série
possui onze radionuclideos filhos instaveis, sendo conhecida como série 4n. O
principal radiois6topo gerado é o ?22Ra, emissor beta que possui 5,7 anos de meia-
vida fisica. Ele é o precursor do ??°Rn, um radionuclideo gasoso que possui uma
curta meia-vida fisica de 55,6 segundos néao influenciando na vida dos individuos,
sendo considerado 2 vezes menos relevante que o ?2?Rn em contribuicédo de doses,
tendo pouca importancia do ponto de vista da protecao radiolégica. A figura 3 mostra
a série de decaimento radiativo do 2*°Th (TURNER, 2007).

Os is6topos naturais das séries do 238U e 232Th ganharam destague nas
Ultimas décadas por meio de estudos radioldgicos em regides de radioatividade
natural elevada na busca de respostas dos possiveis efeitos biolégicos nos seres
humanos decorrentes de exposicdes prolongadas a baixas doses de radiacdes
ionizantes (ALMEIDA et al., 2020). Dentre os principais radionuclideos, o radonio se

destaca.
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Figura 3 — Série radioativa do 232Th
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Fonte: Adaptado de Fonseca, 2016.

2.1.1.3. Radobnio

Em 1900, Friedrich Ernest Dorn observou a liberacdo de um géas radioativo por
meio de compostos de radio e chamou de “emanacao do radio”. Em 1901, Rutherford
foi o primeiro a conseguir isolar a massa molar desse elemento e por isso algumas
literaturas o consideram como pioneiro na descoberta do radénio. Em 1910, Ramsay
e Robert Whytlaw-Gray conseguiram pela primeira vez isolar em quantidades
visiveis esse radionuclideo, assim verificaram que o raddnio era 0 gas mais denso
conhecido e estimou sua massa molar em torno de 222,5 g/mol (PETTA et al., 2013).
Posteriormente foi concluido que o radénio € um gas inodoro, acromatico e insipido
com mais densidade que o ar. Outra caracteristica importante € que o radonio possui
ponto de fusédo de -71 °C e de ebulicdo -61,8 °C, nimero atbmico igual a 86, massa
de 198 a 228 e 36 isotopos (MAFRA, 2011).

O radoénio possui trés isétopos naturais provenientes de séries de decaimento
distintas que sao bastante conhecidos e estudados. Além do iso6topo descrito acima

proveniente da série do 238U, existe o ?'°Rn (actindnio) que pertence a série do 23U
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e é derivado do ??®Ra, com tempo de meia-vida de 3,9 segundos; o ?°°Rn (tordnio)
que faz parte da série do 232Th, derivado do ??Ra, com tempo de meia-vida de 55,6
segundos (PANTELIC et al.,2019).

Por ser um gas mais denso que o ar, o radonio tende a difundir-se facilmente e
pode ser encontrando em diversos locais como o solo, minérios, sedimentos e até
mesmo na agua. Em rochas e minerais, tende a permanecer retido, apresentando
certo grau de complexidade em sua liberacdo. E por meio de processos de
pulverizacdo e/ou britagem dessas rochas realizado por algumas empresas de
construcdo civil, por exemplo, que facilitam a liberacéo para superficie por meio de
fissuras e poros (PETTA et al., 2013).

Quando emanado do solo, 0 ??°Rn que € inalado tende a permanecer no sistema
respiratorio humano, isso se deve a sua propriedade de ser quimicamente inerte e
ter uma vida Util mais longa que a taxa de respiracdo, fazendo com que boa parte
seja exalada sem ser decomposta no préprio sistema. Contudo, alguns
radionuclideos filhos de meia-vida curta sdo solidos e tendem a se fixar nas
superficies epiteliais das células pulmonares similarmente a aerossoéis. Em razdo do
tempo de meia-vida curto, os brénquios e os pulmdes acabam sendo irradiados, pois
o decaimento radioativo ocorre antes mesmo que os pulmbes possam limpar
(PANTELIC et al., 2019).

Por conta da radiacdo emitida, acaba ocorrendo uma excitacdo de atomos e de
algumas moléculas no corpo humano, isso acarreta em uma lesdo que pode resultar
em um possivel cancer de pulmdo (ABD ALI, 2019). Acredita-se que a energia
proveniente da radiacao ionizante que acomete as células epiteliais do pulmao seja
0 ponto de partida da carcinogénese (EPA, 2009; CARNEIRO, 2012).

2.1.1.4. Raddénio em aguas subterraneas

Apesar de ser facilmente difundido na natureza, o comportamento do ???Rn em
aguas subterraneas é complexo, sendo influenciado por diversos fatores, entre eles
esta a composicao litolégica e geoquimica do material que a contém, esse é apenas
um dos motivos porque h& tanta variacdo de atividade do radbnio nas &aguas
subterraneas de diferentes locais. A disposicdo de urénio e tério presente no

solo/rocha também influencia diretamente na atividade desse radionuclideo. Além



17

dos fatores citados, a velocidade do fluxo interfere bastante o transporte do radénio
na agua, podendo variar de centimetros a metros por dia e limitando muito a distancia
percorrida (HOWLADAR et al.,2017; SUKANYA et al., 2021).

Nas aguas usadas geralmente para consumo, o radbnio é liberado quando
alcanca a superficie, devido ao alivio da pressao. A maioria das familias que nao tem
acesso a um abastecimento publico, utilizam a agua através da perfuragdo de pocos
artesianos e acabam sendo irradiados por meio da ingestdo de agua ou inalacéao
durante o banho (SKKEPSTROM; OLOFSSON, 2007; MCCALLUM et al., 2012).
Individuos que ingeriram &gua potavel com a presenca de radonio tem o
revestimento estomacal exposto a uma dose radioativa, porém estudos cientificos
nao comprovam uma ligacéo entre o consumo de agua potavel contendo radoénio e
um maior risco de cancer de estébmago (WHO, 2017). Segundo a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS), a concentracdo de ?*?Rn no ar deve ser no maximo 100
Bg/m?, enquanto que para a agua potavel, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (EPA) determina 11,1 Bg.L? (USEPA, 1999; WHO, 2006).

2.2. AREAS DE OCORRENCIA URANIFERA

Em Pernambuco o municipio de Olinda, localizado na Regido Metropolitana do
Recife (RMR), esta localizado sobre formacdes geoldgicas delimitadas pela Bacia
Sedimentar da Paraiba (Figura 4). Esta bacia esta inserida entre o Lineamento de
Pernambuco — PE e o alto do Mamanguape na Paraiba — PB, em uma area que
abrange cerca de 5300 Km? englobando grande parte das faixas litoraneas de PE e
PB, com cerca de 30 Km de extensédo (SOUZA, 2006). Situado na bacia sedimentar
da Paraiba, encontra-se a regido urano fosfatica do Nordeste brasileiro com uma
superficie 150 Km de comprimento e 4 Km de largura, na qual encontra-se depdsitos
de urano-fosfato, a maior camada com concentracdo de uranio natural (UsOs),
variando de 150 a 200 pug/g (AMARAL et al., 2018).

Duarte, em 1949, com o intuito de analisar agua mineral através de camadas
calcarias, descobriu um depdsito de urano-fosfato. Com a finalidade de obter mais
dados sobre a amplitude do depdsito de fosfato e o grau de uranio natural nesta
regido, em 1952 o Departamento Nacional de Producdo Mineral iniciou seus
trabalhos (AMARAL et al., 2005).
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Figura 4 - Bacia Sedimentar da Paraiba
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Fonte: Souza, 2006

A regido urano-fosfatica foi descrita como uma faixa sedimentar costeira,
composta por jazidas de rochas carbonéaticas chamadas de fosforitos. A espessura
dessas jazidas varia de centimetros a metros com forma tabular extensa,
apresentando matrizes argilosas e calciferas. A partir de uma avaliagcdo afim de
entender a relacao entre a radioatividade e o teor de fosfato (P20s), foi verificado que
o uranio depende da existéncia do fosfato na rocha fosfatica para poder se
estabelecer. A presenca do uranio no fosfato € originaria da sua degradacdo em
aguas costeiras por meio de lixiviagdes, o qual € depositado em minerais fosfaticos
através de uma troca quimica do Ca* nos fosfatos pelo U** (SAAD, 1974).

Além dos minerais, a 4gua pode sofrer contaminagéo radioativa quando em

contato com as rochas uranio-fosfato devido a processos de lixiviagdo e transporte
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de uranio das rochas para os lencois freaticos, um exemplo disso € o aquifero
Beberibe, localizado em Olinda, que abastece a regido urano-fosfatica (SILVA
FILHO, 2013). Segundo Amaral (1998) foram encontradas concentracfes de uranio
(U3Os), na faixa de 10 a 530 pg/g nas jazidas da regido urano-fosfatica.

Com base nas informacbes e dados obtidos a respeito da area de fosforito
uranifero, algumas cidades da regido foram bastante exploradas para extracdo de
fosfato na década de 40, dentre elas Olinda e Paulista. A alta densidade
demografica, atividades agricolas e industriais da regido preocupou 0s estudiosos
em relacéo a dose de exposicao a radiacao e os riscos radiolégicos para a populagéo
(LIMA, 1996). Devido a isso, alguns estudos foram realizados nos municipios que
fazem parte da regido do fosforito uranifero, destacando-se Abreu e Lima, Paulista
e Olinda, em que ficou claro a presenca de NORM nos compartimentos do
ecossistema atrelado ao risco de cancer nos habitantes locais devido a sua
existéncia (AMARAL et al., 2005, 2018; MORAIS, 2013; RAMOS, 2020).

Alguns trabalhos refor¢cam a relevancia de se estudar a area de fosforito uranifero
no municipio de Olinda, dentre eles esta o de Morais (2013) que utilizou um detector
gama portatil para verificar a dose de radiacdo ambiental, constatando que alguns
locais apresentavam uma dose efetiva maior que a média mundial. O estudo
realizado por Paiva (2019) analisou a distribuicdo de radionuclideos nas aguas de
pocos do aquifero Beberibe, localizado no municipio de Olinda, o qual constatou que
algumas amostras de agua subterrdnea apresentavam concentracdes de 2??Rn
acima do nivel recomendado pela USEPA para raddénio em agua potavel. Ramos
(2020) em sua tese de doutorado estudou a incidéncia de cancer de pulméo em
habitantes do municipio de Olinda devido a presenca de raddnio, no qual foi
constatado que as concentracdes de radbnio encontradas nas residéncias sugerem
forte contribuicdo para o surgimento de novos casos de cancer de pulmao.

Diante dos estudos citados, € compreensivel que a presenca de NORM no
municipio de Olinda possa afetar a saude dos habitantes locais da regido, sendo
necessario a realizagédo de mais trabalhos como a biomonitoragdo humana (BHM).
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2.2.1.0linda

O municipio de Olinda esta localizado na Regidao Metropolitana do Recife com
uma extensao territorial de 41.300 km?. Limita-se com a cidade de Recife ao Leste-
Oeste, Paulista a Norte e o Oceano Atlantico a Leste (latitude: 08°01°42”, longitude:
34°51’42” e uma altitude de 16 m) (Figura 5). Este municipio apresenta densidade
demografica de 9.063,58hab/kmz2 a maior do estado segundo o ultimo censo. Clima
quente e imido com média de 27°C e vegetacao de Mata Atlantica. O PIB per capita

é cerca de R$ 14,7 mil, valor inferior & média do estado (IBGE, 2022).

Figura 5 — Municipio de Olinda
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2.3. BIOMONITORAMENTO HUMANO

O biomonitoramento humano (BHM) pode ser definido como um método para
a avaliacdo da exposicdo humana a substancias quimicas e seus efeitos, devido a
acao das concentracdes dessas substancias, dos seus metabolitos e de produtos de
reacoes dentro do corpo (SILVA, 2018). A ingestéo, inalagcdo e absor¢géo cutanea
sdo as principais vias receptoras da exposicdo humana aos produtos quimicos,
dependendo das suas propriedades. Estes produtos séo dificeis de prevenir e
controlar a exposi¢cdo humana, porem pode-se estima-los (ALVES et al., 2014). Os
dados obtidos pelo BHM podem ser usados para varias finalidades como avaliacéo
de risco, estabelecimento de limites de exposicdo ocupacional/ambiental e na
epidemiologia molecular (PAVANELLO; LOTTI, 2019).

Por meio do BHM podemos estimar os danos ndo s6 de substancias quimicas,
mas também avaliar o nivel de dano biolégico causado pela exposi¢do a radiacédo

ionizante com intuito de melhorar a qualidade de vida dos individuos.

2.3.1.Radiacéo lonizante e seus efeitos bioldgicos

A radiacdo nada mais é do que uma forma de energia em transito que se
dispersa através de uma fonte emissora a partir de qualguer meio, podendo ser sob
a forma de particula atbmicas ou sob a forma de ondas eletromagnéticas. A partir do
momento que essa radiacdo possui energia suficiente para mover um elétron para
fora da camada orbital de um atomo, ela é denominada de radiacdo ionizante
(OKUNO, 2013). O corpo humano é formado por moléculas grandes e pequenas,
como a agua e o DNA respectivamente, que sdo atomo unidos por meio de forcas
eletroestaticas. Quando a radiacdo ionizante arranca atomos dessas moléculas
ocorre um desequilibrio, podendo acarretar em uma degradacdo das mesmas
(OKUNO, 2013).

O grau dos eventos de ionizagdo provocados por uma radiagdo em um meio
material é conhecido como Transferéncia Linear de Energia (LET)
(NIEMANTSVERDRIET et al, 2012). As radiagbes podem ser de alto LET,
caracterizada por uma perda média de energia em uma trajetoria curta, e baixo LET,

menor perda de energia em uma trajetéria mais longa (IAEA, 2011). Radiacdes de
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alto LET produzem diversos eventos de ionizacdo e excitacdo, através de sua forma
de deposicdo de energia gerando danos graves ao DNA, resultando em efeitos
dificeis de serem reparados, um exemplo seria as emissdes ¢ oriundas do
decaimento de alguns radionuclideos. Os danos das radia¢gfes de baixo LET sao
mais dispersos pelo DNA e tem mais chances de reparo. (POUGET, 2002;
MILIAN,2006; CARTER, 2017). Por isso ser exposto a radiacdo ionizante acarreta
em problemas a saude, seja de forma imediata ou tardia, de forma leve ou grave. A
expressdo dos sintomas em um individuo vai depender do tipo de radiacdo e sua
LET, da taxa de dose absorvida por essa radiacdo, da taxa de exposicao, da forma
de exposicao e do tipo de célula e/ou tecido que foi exposto (DE MATTOS, 2016).

Quando a radiagao ionizante entra em contato com a matéria viva, ocorre uma
cascata de eventos que acontece em questdo de segundos no organismo. Primeiro
0os eventos fisicos, nos quais ha deposicdo da energia da radiacdo incidente,
provocando ionizacao e rompimento das ligagdes quimicas, principalmente no DNA.
Em seguida ocorrem os efeitos quimicos, nos quais os radicais livres sdo formados
a partir da conversao de moléculas, como a agua, assim novos compostos quimicos
sdo formados, tendo como exemplo H*, OH, H202, HO2, etc. O perdxido de
hidrogénio (H202) e a hidroxiperila (HO2) sdo demasiadamente toxicos as células e
bastante reativos apresentando grande facilidade na deterioracdo de membranas
bioldgicas. O acumulo desses danos pode induzir apoptose, mutacées no DNA e
morte celular programada comprovada por alteracdes cromossdmicas ou em
mudancas de bases nitrogenadas (FERREIRA et al., 1997; OKUNO, 2013; DE
MATTOS, 2016).

Tais efeitos, originados por radiacdo podem ser avaliados e estudados através

de células sanguineas, principalmente os linfocitos, realizando um biomonitoramento
humano (ALBERTINI; KADEN, 2020).

2.3.2.Linfécitos e Radiossensibilidade

A interferéncia do tipo celular na resposta a irradiagdo é explicada pela Lei da
Radiossensibilidade, definida em 1906 por Bergonié e Tribondeau, a qual diz que as
células mais radiossensiveis sdo aquelas com alta atividade mitotica e baixo estagio

de diferenciagcdo (HELLMAN, 2009). Entretanto, os linfécitos, que sédo altamente
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diferenciados e sO sofrem divisdo celular em circunstancias especiais, sao
radiossensiveis, sendo uma excecao desta regra. Algumas horas apds exposicéo a
radiagcdo, nota-se uma queda no numero de linfécitos na contagem do hemograma,
havendo relacéo direta entre a dose absorvida e a queda no numero dessas células
(DANIAK, 2002).

Por serem células de facil obtencdo, circularem por todo o corpo e
apresentarem boa radiossensibilidade, os linfocitos sdo o grupo celular mais utilizado
na biodosimetria e por meio deles podemos avaliar exposi¢cdes de individuos a
radiacbes através de testes de genotoxicidade e mutagenicidade, sendo
considerados importantes biomarcadores (IAEA, 2011; GUERCI et al, 2011).

2.3.3.Biomarcadores

Qualguer molécula biolégica que seja capaz de refletir a influéncia de um
agente do meio ambiente sendo quimico, fisico ou biolégico, € denominado
biomarcador. Esses biomarcadores tem a capacidade de espelhar as
alteracdes moleculares e celulares que ocorrem em um sistema ou ha amostra
biolégica de um organismo (WHO,1993; KUNO et al., 2010). Séo bastante Uteis
na epidemiologia, podendo ser utilizados para quantificar ou mensurar uma
dose absorvida e assim melhorar a relagéo entre exposicao a radiacao e dose
bioldgica; investigar um individuo e/ou detectar uma patologia induzida por esta
forma de energia (PERNOT, 2012).

Individuos expostos a radiacdo ionizante podem ter nocdo da dose
absorvida, garantindo assim uma resposta acerca de necessidades
terapéuticas e do prognoéstico do individuo exposto. O método que permite o
individuo mensurar a dose de radiagdo absorvida por meio de biomarcadores,
€ denominado biodosimetria (GRUEL, 2013).

Um estudo realizador por Moorhead et al. (1960) verificou que era
possivel a visualizacdo de cromossomos humanos em linfocitos por meio da
estimulacdo da divisdo celular. Desde entdo o linfocito se tornou um 6timo
biomarcador para a biodosimetria. Aléem disso, ele pode refletir a média de dano

no DNA oriunda da radiag&o incidente nas outras células sanguineas. Sendo



assim, se tornou bastante utilizado em ensaios citogenéticos, como 0 ensaio
cometa (IAEA, 2011; GUERCI et al., 2011; MENDES, 2019).

2.4. ENSAIOS CITOGENETICOS

O potencial mutagénico da radiacdo ionizante vem sendo estudado por
meio de alteragbes cromossdmicas e variagdes gendmicas, correlacionando os
danos citogenéticos com a dose recebida por um individuo (EKEN et al., 2010).
Esses estudos tem o objetivo de avaliar o risco de doencas genéticas, como o
cancer, através da analise entre a exposicdo a um agente invasivo e os efeitos
biol6gicos em células e/ou tecidos, sendo chamados de biomonitoragédo
toxicogenética. Apds a exposicao a esses agentes, diversos biomarcadores
sdo encontrados, destacando-se a analise de dano ao DNA e técnicas que
averiguam alteracdes cromossdmicas (FAUST, 2004). Os cromossomos Sao
considerados o alicerce das analises citogenéticas, sendo compostos por acido
desoxirribonucleico (DNA) (BALAJEE, 2018). Um dos agentes capazes de
causar dano ao DNA cromossomal é a radiacdo ionizante, com a dose
absorvida ligada diretamente ao nivel de dano celular (CHRISTENSEN, 2014).

Diferentes testes citogenéticos utilizam o dano ao DNA nos linfocitos e a
correlacdo com a taxa de dose absorvida como base, sendo bastante Uteis em
estudos epidemiolégicos. Dentre esses métodos destacam-se o ensaio de
cromossomos dicéntricos e 0 ensaio cometa, que estima o dano ao DNA em
cada célula, sendo bastante sensivel para baixas doses de radiacdo (GUERCI,
2011; COLLINS, 2014).

2.4.1.Ensaio Cometa

O ensaio cometa ou eletroforese em gel de célula Unica, é utilizado para
deteccéo e avaliagdo de danos ao DNA, usando eletroforese em microgel de
nacleos ou células individuais. Ele € capaz de distinguir tipos de quebras de
DNA, ou seja, utilizando eletroforese em gel com pH neutro é possivel detectar
guebras de fitas duplas, enquanto a eletroforese em gel com pH alcalino

detecta quebras de fitas simples. ApGs a realizacéo da eletroforese, reagentes
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fluorescentes séo utilizados para corar o material genético das células (XIAO
et al., 2020).

Em 1984, Ostling e Johanson relataram pela primeira vez o teste utilizando
pH neutro. No teste foi utilizado laminas de microscopia com células
incorporadas em agarose, onde realizaram a extracdo de proteinas da matriz
celular e lise das membranas utilizando solugéo salina e detergentes. Dessa
maneira, 0 DNA gue estava inserido dentro do nucleo iria ocupar espaco no gel
gue antes ficava toda a estrutura celular, formando o nucleo. Posteriormente,
o teste foi adaptado para pH alcalino (pH >13) por Singh et al. em 1988, se
tornando a versdo mais utilizada atualmente (VALVERDE; ROJAS, 2009;
VALENTE et al., 2017).

Durante a eletroforese em pH alcalino, o DNA que nédo foi quebrado ira
permanecer no nucleo, enquanto o DNA fragmentado sera carregado até o
anodo da cuba de eletroforese, gerando um rastro com aspecto de cauda de
cometa. As laminas geralmente sdo coradas por Brometo de Etidio ou SYBR
Green para serem analisadas em microscopios de fluorescéncia. Para serem
lidas em microscoépios Opticos, utiliza-se a impregnacéao por prata (VALENTE
etal., 2017). Devido a sua facilidade em detectar varios tipos de danos ao DNA,
0 ensaio cometa vem sendo bastante utilizado no campo da biomonitoracéo
humana (VALVERDE; ROJAS, 2009).

O ensaio cometa utiliza linfécitos do sangue periférico de individuos
expostos a radiacao para poder quantificar o nivel de dano. Alguns parametros
sdo utilizados para mensurar a gravidade do dano causado pela radiacéo.
Dentre eles podemos citar o tamanho da cauda, a porcentagem da cauda e em
gue momento ela se encontram observado por software (XIAO et al., 2020). De
acordo com o tamanho do nucleo e o comprimento da cauda podemos
classificar a migracdo do DNA em niveis, variando de 0 a 4 (Figura 6).

O nivel 0 indica que o individuo ndo teve danos; niveis 1 e 2 indicam baixo
e médio nivel de dano, respectivamente. O nivel 3 indica um alto nivel de dano,
enquanto o nivel 4 indica que foi totalmente danificado. Este método é
chamado de visual e consiste em analisar 100 nucleoides por lamina, sendo
realizada em triplicata, ou seja 300 nucleoides por grupo estudado. Os

resultados sédo expressos em indice de danos (ID) e frequéncia de danos (FD)
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(FORCHAMMER et al., 2008; VALENTE et al., 2017). O indice de danos é
calculado pela somatoria dos produtos da multiplicagcdo entre o niumero de
nucledides de cada classe (n) para cada grupo e o digito denominador da
classe (0, 1, 2, 3, 4).

Com essas informagdes € possivel melhorar o prognostico do individuo e
auxiliar na prevencdo de efeitos bioldgicos que 0s organismos possam
apresentar devido a acao da radiacao (AZQUETA, 2013).

Figura 6 — Graus de dano cometa 0 a 4

Fonte: Silva, 2022

26



27

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Mensurar os efeitos biolégicos na populacédo exposta a Materiais Radioativos
de Ocorréncia Natural (NORM) no municipio de Olinda - PE por meio do

ensaio cometa.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Comparar a genotoxicidade nos linfocitos dos residentes da Regido
Metropolitana do Recife das é&reas de ocorréncia de NORM do
municipio de Olinda com residentes de areas ndo NORM.
e Avaliar se a exposicao frequente a radionuclideos naturais pode ser

um potencial agente de risco a saude.
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4. Materiais e Métodos

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Radiobiologia localizado no
Departamento de Biofisica e Radiobiologia do Centro de Biociéncias da Universidade
Federal de Pernambuco (CB/UFPE). O projeto teve aprovacdo do Comité de Etica
envolvendo pesquisa com seres humanos da Universidade Federal de Pernambuco
sob o numero de CAAE 45611221.0.0000.5208 e do parecer consubstanciado
4.709.099 (Anexo A). A populacao de interesse foi escolhida de acordo com os dados
radiométricos determinados por levantamento realizado por Morais (2013), Morais

(2020) e Ramos (2020) no municipio da Regido Metropolitana do Recife, Olinda.

4.1. SELECAO DOS VOLUNTARIOS E COLETA DAS AMOSTRAS

Foram selecionados dois individuos que residem na area de estudo, juntamente
com dois individuos controles, moradores de regido sem ocorréncia uranifera. Foi
realizada a anamnese dos voluntarios por meio de preenchimento de questionario
(Anexo B), utilizando como critério de exclusdo deste estudo o diagndstico positivo
para COVID-19, ter sido exposto a radiacdo por tratamento ou diagndstico, ser
fumante, doente oncoldgico ou ter feito quimioterapia. Apdés a selecdo houve a

assinatura do termo livre e esclarecido pelo voluntario (Anexo C).

As amostras da populacdo nao residente de area NORM foram coletadas no
laboratorio de Biofisica e Radiobiologia da UFPE. Os individuos desse grupo residem
no bairro de Nossa senhora do O, Ipojuca — PE e no bairro da Varzea, Recife — PE
com as coordenadas geograficas (latitude 8°26'27.8”, longitude 35°00°57.2”) e
(latitude 8°01°23.9”, longitude 34°57°12.8”), respectivamente. As amostras do grupo
experimental foram coletadas no bairro de Ouro Preto, Olinda — PE com as
coordenadas geograficas (latitude 7°59'15.4”, longitude 34°52’05.5").

Foram coletadas amostras de 4ml de sangue periférico de cada individuo por
meio de pungdo venosa a vacuo com tubos heparinizados Vacutainer®.
Posteriormente os tubos foram encobertos com papel aluminio para evitar exposi¢ao

aluz, em seguida as amostras foram transportadas, sob refrigeracéo (4°C) em caixas
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térmicas, para o Laboratério de Radiobiologia do Departamento de Biofisica e

Radiobiologia da UFPE para a realizacéo do ensaio cometa.
A identificacdo das amostras ocorreu da seguinte forma:

» O grupo dos residentes de area NORM: voluntario 1 - V1 e voluntario 2 -
V2.

o Grupo dos nao residentes em area de NORM: controle 1 - CN1 e controle
2-CN2

Todas as amostras foram coletadas por um profissional da area da saude, onde
foi seguido os principios éticos e todos os procedimentos de biosseguranca,

garantindo a saude de todos os envolvidos no processo.

4.1.1.Ensaio Cometa

Foi realizado o ensaio alcalino cometa como descrito por SINGH et al. (1988)
com modificagbes. Cerca de 100 yL de sangue periférico foi misturado em 100 uL
de Ficoll®, que foi centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm para separagao dos
linfécitos. Em seguida este homogenato foi adicionado a 100 yL de agarose de baixo
ponto de fusédo 0,5% (Sigma-aldrich). Imediatamente, este homogenato foi colocado
sobre uma lamina de microscopio, previamente coberta com uma camada de
agarose de ponto de fusdo normal 1,5% (Sigma-aldrich), coberto com laminula e

mantido a 4 °C por 10 minutos.

Posteriormente, as laminulas foram retiradas e as laminas incubadas em
solucéo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, Triton-X 100 1% e DMSO
10%, pH 10,0) por 12 horas a 4 °C. ApoOs o processo de lise, as laminas foram
colocadas em uma cuba de eletroforese horizontal contendo solugdo de tampéao
alcalino, pH 13,0 (EDTA 1 mM e NaOH 300 mM). As condicdes eletroforéticas foram:
0,74 Vicm e 300 mA, por 20 minutos a 4 °C. As laminas foram neutralizadas com
tampéao Tris 0,4 M (pH 7,5) por 15 minutos e fixadas com &lcool absoluto por

10 minutos.

Para a analise dos nucléolos as laminas foram coradas com 50 yuL de uma
solucdo de SYBR safe (Invitrogen) (1:500 diluido em &gua destilada). Foram

analisadas 100 células por individuo em triplicata no microscopio de fluorescéncia



30

(Nikon H550L) em aumento de 400x, com um filtro de excitacédo de 450-490 nm, filtro
de emisséo de 500-550 nm e um filtro de barreira de 495 nm. A analise visual dos
danos ao DNA foi realizada de acordo com a metodologia de Collins et al. (2008).
Os nucleolos foram divididos em 5 categorias de dano ao DNA (0 — 4), dependendo
da extensédo do dano. A categoria 0 indica que ndo ocorreu danos, as categorias de
1 a 4 indicam danos em niveis crescentes sobre o material genético. A avaliacao de
dano genético foi realizada utilizando dois parametros: indice de Dano (ID) e
Frequéncia de Dano (FD%).

O ID foi calculado multiplicando o nivel de dano pela quantidade de cometas

correspondente ao mesmo, como descrito na Equacédol abaixo:

ID=0xM0)+1x(nl)+2xMn2)+3xn3)+4x(nd) (D

Onde:
ID = indice de danos

n = NUmero de cometas quanto a classe

O FD% foi calculado como o valor percentual de todos os cometas com dano
ao DNA (nivel 1 — 4) em relacdo ao numero total de cometas (nivel 0 — 4), de acordo

com a Equacéao 2 abaixo:

[(N? total de cometas — N2 de cometas 0) x 100]

FD% =
% N¢ total de cometas

Onde:

FD (%) = Frequéncia de danos; NT = Numero Total; NO = Numero Classe 0

A analise estatistica foi realizada comparando-se 0s grupos controle e expostos
por meio da Analise de Variancia (ANOVA) e do teste post-hoc de Bonferroni com a
utilizacdo do programa GraphPad Prism verséao 5.0 (GraphPad Prism, San Diego,
California, USA), as diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,5.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise dos danos ao DNA

Na figura 7 pode-se observar os danos ao DNA dos grupos experimentais por

meio do indice de danos do ensaio cometa.

Figura 7 — indice de Dano (ID) ao DNA em linfécitos humanos de residentes e n&o residentes de area

NORM. CN1 = grupo controle 1; CN2= grupo controle 2; V1= voluntario 1 e V2= voluntario 2 .

— 1504

Dano ao Dna (unidades arbitrarias

CN1 CN2 V1
Fonte: O Autor, 2022

Pode-se observar que a andlise do indice de Dano (ID) dos DNAs estudados
ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos, ou seja, 0s
danos no DNA dos individuos que moram em areas de NORM no municipio de
Olinda foram semelhantes aos individuos do grupo controle, sem exposicdo. Estes
dados foram semelhantes aos resultados da frequéncia de danos ao DNA

demonstrados no grafico da figura 8.
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Figura 8 - Frequéncia de Dano (FD%) ao DNA em individuos residentes e nédo residentes de area
NORM. CN1 = grupo controle 1; CN2= grupo controle 2; V1= voluntario 1 e V2= voluntario 2.

100+

Frequéncia de Dano (%)

CN1 CN2 Vi

Fonte: O Autor, 2022

Ao analisar a frequéncia de dano (FD%) (Figura 8), foi observado que o grupo
nao residente em area NORM apresentou uma porcentagem de danos ao DNA maior
que o grupo residente no municipio de Olinda, contudo, quando realizado o teste
estatistico fica demonstrado que ndo ha diferenca significativa entre grupos
estudados (p>0,05).

Na figura 9, pode-se observar os diferentes danos apresentados pelo DNA de
todos os voluntarios estudados. Observa-se que os danos variaram de 0 a 4 e nos
individuos residentes em Olinda, naturalmente expostos a radioatividade ambiental,
nota-se que o individuo V2 apresentou danos de nivel 1, 2, 3 e 4; o individuo V1
apresentou danos de nivel 1, 2 e 3; CN1 e CN2 apresentaram apenas danos de nivel
0,1 e 2. Sugere-se que o0s altos graus de dano encontrados no V2 podem ter relacédo

com a idade avancada deste e o fato dele ser ex-tabagista ha 25 anos.

Figura 9 - Grafico de tipos de Dano ao DNA. CN1 = grupo controle 1; CN2= grupo controle 2; V1=
voluntéario 1 e V2= voluntério 2

100 3o
_
i 1
S m 2
m 3
©
@ 50- m 4
£
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CN1 CN2 V1 V2

Fonte: O Autor, 2022
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Sombra (2009) realizou um biomonitoramento toxicogenético utilizando o
ensaio cometa e outras técnicas biodosimétricas para avalizar o potencial genotoxico
do uranio presente em rochas nas residéncias de individuos dos municipios de
Monte Alegre, Prainha e Alenquer no estado do Para. Na analise do cometa alcalino
n&o houve diferenca estatistica significante entre os indices de Dano das populactes
de Monte Alegre (ID: 32,01 £ 1,57), Prainha (ID: 45,80 £ 1,12) e Alenquer (ID: 44,30
+ 0,62) em relacao ao controle negativo (ID: 42,00 £ 5,75).

Rodrigues (2015) avaliou os possiveis efeitos genotdxicos e mutagénicos da
exposi¢cdo humana ao uranio no municipio de Santa Quitéria — CE, uma das maiores
reservas de uranio do Brasil, utilizando também o ensaio cometa alcalino. Nesse
trabalho foram observados os indices de dano (IDs) da populagéo residente e nao
residente da regido. Os IDs da populacao residente diferiram estatisticamente dos
IDs da populacao nédo residente, porém quando analisado os IDs das popula¢gdes em
relacéo ao estilo de vida, foi observado que a populacéo residente que néo bebe e
nao fuma, ndo possui IDs estatisticamente divergente da populacdo nao residente.
Os IDs da populacéo residente que bebe e/ou fuma difere estatisticamente dos néo
residentes. Sendo assim, o fato do individuo ser fumante e/ou etilista aumenta o
namero de IDs, em contrapartida o fato de ser residente nao aumenta IDs.

Esses dois trabalhos corroboram com os resultados encontrados neste
estudo.

No entanto estudo realizado por Lourenco (2013) foi avaliado o dano ao DNA
por meio do ensaio cometa na populagédo de Cunha Baixa, Portugal, regido que antes
existia uma mina para exploracado de uranio. Os resultados mostraram que ha uma
perda significativa na integridade do DNA dos individuos acima de 40 anos que
residem na regido, quando comparados a um grupo controle de ndo residentes da
regido. A pesquisa apresentou diferencas significativas entre a populacéo estudada
e 0 grupo controle (p < 0,05) diferindo dos resultados encontrados no presente
trabalho. Esta diferenca pode estar relacionada ao numero de individuos estudados,
0 que sugere gque necessitamos continuar avaliando um namero maior de individuos

no presente trabalho.
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6. CONCLUSOES

A genotoxicidade dos residentes do municipio de Olinda, areas de ocorréncia
uranifera, ndo apresentou diferenca significativa quando comparado com residentes
de outras regides sem a presenca da radioatividade natural.

Foi observado que a populacdo de Olinda, naturalmente exposta a
radioatividade ambiental ndo apresentou danos ao DNA estudados por meio do

ensaio cometa

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Para avaliar o potencial risco da populacao residente em regido de NORM se
faz necesséario continuar os estudos aumentando o nimero de amostras e
consequentemente o numero de individuos estudados, é importante utilizar outras
ferramentas de analises citogenéticas como o cromossomo dicéntrico e o ensaio do

micronucleo.
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energeéticas e nucleares da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O projeto
sera realizado no Laboratério de Radiobiologia do Departamento de Biofisica e
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Radiobiologia da UFPE e no Servico de Analises Ambientais do Centro Regional de
Ciéncias Nucleares do Nordeste. A proposta consiste basicamente na analise da
hipétese: como as populacdes dos municipios de Abreu e Lima e Paulista em
Pernambuco vivem sob a area do fosforito uranifero com um background de
radioatividade natural acima do permitido, espera-se que estas populacdées sofram
possiveis danos biologicos. Para este fim realizar-se-a um estudo usando 45
participantes voluntarios na faixa etaria de 18 a 65 anos, selecionados de acordo
com os dados radiométricos determinados por levantamento realizado em estudos
prévios nos municipios da regido metropolitana do Recife, Abreu e Lima, Paulista e
estudos epidemioldgicos relacionados ao aparecimento de neoplasias realizados
pelo grupo de pesquisa do Servico de Analises Ambientais. De cada um dos
participantes voluntarios serdo coletadas amostras de 10 ml de sangue.
Posteriormente cada amostra sanguinea sera fracionada em dois tubos com 5 mi
cada. As amostras de cada um desses tubos serdo devidamente processadas com
metodologia adequada para determinacdo de dados radiométricos e realizacdo de
ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade em cada um dos
laboratérios supracitados. Os critérios de inclusdo e exclusdo dos participantes
voluntarios estdo devidamente delineados. Os dados serdo analisados
estatisticamente empregando o programa STATISTICA. Adicionalmente todos 0s
dados serdo mantidos em sigilo e armazenados por um periodo de 5 anos, sob a
responsabilidade da orientadora.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo primario:

Avaliar a citoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade da populacdo humana
residente nas areas de fosforito uranifero da Regido Metropolitana do Recife.
Objetivos secundarios:

Identificar a presenca de elementos tragcos no tecido sanguineo dos residentes das
areas estudadas, por meio de técnicas analiticas;

Avaliar, por meio de técnicas biodosimétricas, a citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade utilizando células mononucleares de sangue humano da populacao
residente nas areas estudadas;

Verificar a técnica biodosimétrica mais adequada a este tipo de estudo;
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Associar a presenca dos elementos tracos no sangue humano e dados encontrados
nas matrizes ambientais com os efeitos biolégicos apresentados nas técnicas

biodosimétricas.
Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e beneficios estdo devidamente delineados na folha de informacgdes da
pesquisa, no projeto de pesquisa e no termo de consentimento livre e esclarecido.
Os riscos inerentes a participacédo podem ser: (1) o constrangimento em néo saber
ou nao querer responder a algum item do questionario; (2) durante a coleta, que
obedeceréa aos requisitos de seguranca e assepsia, 0s voluntarios poderao sentir
uma ardéncia local e, eventualmente, ap6s coleta, poder4d 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. Ha também a possibilidade de
desisténcia de participacdo na pesquisa a qualqguer momento. Alegou-se que, em
momento algum os praticpantes serdo expostos a quaisquer fontes radioativas.
Quanto aos beneficios, havera o direto e os indiretos. O beneficio direto ao voluntario
sera de fornecer a informacdo quanto aos niveis espontaneos alteracdes no DNA
que 0 mesmo possui. Essa informacado sera enviada pos analise aos doadores por
meio de um documento/carta padrao

via correio ou e- mail. No caso dos indiretos, os dados obtidos serdo base para
estudos maiores e recorrentes, que influenciardo em politicas publicas para a
melhoria da vida de diversas pessoas. Adicionalmente todos os dados serao
mantidos em sigilo e armazenados por um periodo de 5 anos, sob a responsabilidade
da Orientadora.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma temética atual e interessante para comunidade em geral, pois, visa
o desenvolvimento ou aperfeicoamento de meétodos para delinear os danos
causados por radiacdes provenientes de regides geologicamente formadas por
fosforito uranifero.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:
As cartas de anuéncias, curriculos, termo de consentimento livre e esclarecido, termo

de compromisso e confidencialidade estdo anexados na plataforma brasil. A folha de
rosto estd assinada e carimbada pelo Chefe Departamento de Biofisica e
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Radiobiologia da UFPE e também pela Coordenacdo da Pds-Graduagdo em
tecnologias energéticas e nucleares da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). O orcamento de aproximadamente 2.800,00 reais sera de responsabilidade
do pesquisador principal. O cronograma é compativel para a execu¢ao do projeto e
consta que a coleta de dados somente iniciara apos aprovacéao pelo comité de ética.

Recomendacoes:

Nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nenhuma

Considerac6es Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para
o inicio da coleta de dados. Informamos que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto
s6 sera dada apés o envio do Relatério Final da pesquisa. O pesquisador devera
fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via “Notificagdo”, pela
Plataforma Brasil. Siga as instru¢des do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel
no site do CEP/CCS/UFPE. Apos apreciacao desse relatério, o CEP emitira novo
Parecer Consubstanciado definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme
delineada neste protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nao
previsto ao voluntario participante (item V.3., da Resolucdo CNS/MS N° 466/12).
Eventuais modificac6es nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA
ao projeto, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucao, é obrigatério que o pesquisador
responsavel pelo Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatorios
parciais das atividades desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de
sua aprovacao (item X.1.3.b., da Resolu¢cdo CNS/MS N° 466/12). O CEP/CCS/UFPE
deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (item V.5., da Resolu¢cdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a
pesquisador/a assegurar todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e ainda, enviar
notificacdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com seu
posicionamento.
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situac
ao
Informacgdes PB_INFORMACOES_BASICAS DO 07/05/2021 Aceito
Basicas P
do Projeto ROJETO 1712873.pdf 18:52:07
Outros CARTA_RESPOSTAS_PENDENCIA 07/05/2021 | VINICIUS Aceito
S.d
0CX 18:48:58 HENRIQUE
Projeto Detalhado | ProjetoparaCEPVinicius.doc 07/05/2021 | VINICIUS Aceito
/
Brochura 18:46:32 HENRIQUE
Investigador TEIXEIRA
MORAIS
TCLE/Termos de | Termodeconsentimentolivreeesclarec 07/05/2021 VINICIUS Aceito
ido
Assentimento / .docx 18:46:04 HENRIQUE
Justificativa de TEIXEIRA
MORAIS
Auséncia
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.docx 07/05/2021 | VINICIUS Aceito
18:43:45 HENRIQUE
Outros CARTA_DE_ANUENCIA.pdf 10/04/2021 VINICIUS Aceito
17:17:17 HENRIQUE
Outros TermoConfidencialidade.pdf 08/04/2021 | VINICIUS Aceito
04:05:08 HENRIQUE
Outros Declaracaodematricula.pdf 08/04/2021 VINICIUS Aceito
04:02:53 HENRIQUE
Outros Curriculolattesvinicius.pdf 08/04/2021 VINICIUS Aceito
04:02:14 HENRIQUE
Outros CurriculolattesAna.pdf 08/04/2021 | VINICIUS Aceito
04:00:27 HENRIQUE

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

RECIFE, 13 de Maio de 2021

Assinado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO

(Coordenador(a))
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ANEXO B

Questionario de Anamnese

I-DADOSPESSOAIS

N° do Voluntario:

Sexo:M[ ] F[] ldade: Data de hoje__/ [/

Estado civil: Solteiro[ ]; Casado[ ];Viuvo[ ]; Divorciado[ ];0Outros| ]

Cargo:

Grau de Instrucao(escolaridade):

[ ]IN&o estudou/Primario Incompleto

[ ]JPrimério Completo/Ginasial Incompleto

[ ]Ginasio Completo/Colegial Incompleto

[ ]Colegial Completo/Superior Incompleto

[ ]Superior Completo / P6s-Graduacao Incompleta
[ JPOs-GraduacaoCompleta

Total de Pessoas na Familia:] |

II-INDICADORES GERAIS DE SAUDE

Com relagéo ao fumo, marque a resposta apropriada para o seu caso:

[ Jnunca fumei [ ]fumo de dez a vinte cigarros por dia

[ ]parei de fumar ha mais de dois anos [ ] fumo mais que vinte cigarros pordia
[ Jparei de fumar a menos de dois ano [ ] s6 fumo charuto ou cachimbo

[ ] fumo menos de dez cigarros por dia

Quantos "drinques" vocé toma POR SEMANA? (um drinque = 1/2 garrafa de cerveja,
um copo de vinho ou uma dose de destilado).

[ ] nenhum [ ]menosquetrés [ ]cinco adez [ ] mais que dez

I-ATIVIDADE FiSICA HABITUAL
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ATIVIDADES OCUPACIONAIS DIARIAS

Para cada questao, responda somente UMA alternativa.

Eu geralmente vou e volto do trabalho caminhando ou de bicicleta (pelo menos 800
metros cada percurso): [ ]sim [ ]nédo

Eu geralmente vou e volto do trabalho de carro: [ ]Jsim [ ]n&o

Eu geralmente uso escadas ao invés do elevador: [ ]sim[ ] ndo

Minhas atividades fisicas diarias podem ser descritas como:

[ ] Passo a maior parte do tempo sentado(a) e,quando muito,caminho de um lugar
préximo para o outro.

[ ] Na maior parte do dia realizo atividades fisicas moderadas, como caminhar
rapido, executar tarefas quere querem movimentacao.

[ ] Diariamente executo atividades fisicas intensas por varias horas (trabalho
pesado, como jardinagem, construcdo, limpeza, transporte de cargas,
esportes, etc.)

IV-QUESTIONARIO DE SAUDE FiSICA

Como voceé classificaria seu estado de saude atual?

Ruim

Regular Bom Excelente

Queixa Principal:

Antecedentes Pessoais:

Ja Sofre Desde ha SobTratamen
Nun sofr | atual
ca eua | - }A\I\/TIEOSSES toSIM/ NAO
ntes | ment
e
Gastrite/Ulcera 0 1 2 3 4
a m
Bronquite/Asma 0 1 2 a m 3 4
. 0 1 2 a m 3 4
Dor no peito aos esforgos
0 1 2 a m 3 4
Infarto/Revascularizagédo/Angiopl
astia
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Hipertenséo

I3

AVC(derrame)

I3

DST-D¢a.Sexualmente
transmissivel

I3

Infeccdes urinarias de repeticdo

I3

Incontinéncia urinaria

I3

Dores ou rigidez articulares

E

Diabetes mellitus

I3

Alergias

E

Convulsdes

E

Depresséo

E

Cancer

E

Histérico Familiar:

Possui na familia PAI, MAE ou IRMAOS que apresentam ou apresentaram:
[ ]Angina,Infarto ou morte subita antes dos 50anos [ ] Diabetes

[ ]Angina, Infarto ou morte subita ap6s os 50 anos

[ ] Pressao alta ou AVC
[ ]Outros:

[ ] Nenhum

[ ]N&o sabe

O Sr(a) foi submetido a qualquer procedimento envolvendo o uso de radia¢cdo nos

altimos seis meses? Sim[ ] Nao[ ]

O Sr(a) apresentou algum sintoma da COVID-19?

Qual(is)?

O Sr(a) recebeu qualquer tipo de vacinacdo nos ultimos seis meses? Sim[

Qual(is)?

]
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ANEXO C

Termo de consentimento livre e esclarecido

444

A
" v
UNIVERSIDADE

FEDERAL
DE PERNAMBUCO

Universidade Federal de Pernambuco

Termo de consentimento livre e esclarecido

(Para maiores de 18 anos ou emancipados)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa
(Investigacdo dos efeitos bioldégicos da radiacdo em residentes das areas sob
influéncia do fosforito uranifero na Regido Metropolitana do Recife), que esta sob a
responsabilidade do (a) pesquisador Jodo Emanuel Firmo Pinto, Departamento de
Energia Nuclear — Universidade Federal de Pernambuco, Av. Professor Luiz Freire,
1000, CDU, 50.740-545, Recife/PE - Fone: (81) 98742-8602 / E-mail:

joaocemfp@gmail.com

Também participam desta pesquisa 0s pesquisadores:

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

Coorientacéo de: Vinicius Henrique Teixeira Morais, Telefone: (81) 99990-0726, e-

mail: viniciushtmorais@hotmail.com.

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta
pesquisa. Apenas quando todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde
com a realizacéao do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste
documento, que esta em duas vias. Uma via Ihe sera entregue e a outra ficara com
o pesquisador responsavel. Vocé estard livre para decidir participar ou recusar-se.

Caso nao aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir € um direito seu,
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bem como serd possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa,
também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA: Este estudo tem por objetivo realizar uma
biomonitorizacdo humana de individuos expostos a doses acima do limite permitido
de radiacdo ionizante de forma crénica, que habitam na Regido Urano Fosféatica do
Nordeste brasileiro estando expostos a radionuclideos naturais oriundos das
matrizes ecologicas da regido. Por ser um agente genotoxico, a exposicao crénica 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 saude dos residentes por meio de técnicas biodosimétricas. Contribuindo
assim, para um plano mais efetivo de radioprotecao e politicas publicas de saude.
Este projeto podera ser tomado como base para trabalhos futuros de
biomonitoramento ecoldgico/humano, coletando novos dados, ampliando o nimero
amostral, tornando esse tipo de estudo direto na populacdo exposta mais
consolidado e recorrente. Sua participacdo nessa pesquisa consistira em fornecer
amostras de sangue (10 ml), por punc¢do venosa, em tubos de vacutainers contendo
EDTA, apoés assinatura deste termo. Seu material serd usado exclusivamente para
efeito desta pesquisa. O(a) Sr(a). também responderd um questionario para
verificacdo do seu estado geral de saude, apontando se nos ultimos seis meses
antes da coleta houve alguma exposicdo a radiacdo terapéutica ou raios X
diagnéstico; aplicagéo de vacinas (COVID-19); 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.

RISCOS E BENEFICIOS: 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 poderdo sentir uma ardéncia local e, eventualmente, apés
coleta, podera 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. H4 também a
possibilidade de desisténcia de participagcdo na pesquisa a qualquer momento.

Ressaltamos que, em momento algum, o(a) senhor(a) sera exposto(a) a quaisquer
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fontes radioativas. Quanto aos beneficios, havera o direto e os indiretos. O beneficio
direto ao voluntario serd de fornecer a informagédo quanto aos niveis espontaneos
alteracdes no DNA que o mesmo possui. Essa informacéo sera enviada pos anélise
aos doadores pormeio de um documento/carta padréo via correio ou e- mail. No caso
dos indiretos, os dados obtidos seréo base para estudos maiores e recorrentes, que
influenciardo em politicas publicas para a melhoria da vida de diversas pessoas.
GARANTIA DE SIGILO: Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais
e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagbes 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 os questionarios e os resultados dos experimentos, ficardo armazenados
em pastas de arquivos do préprio Laboratério da Radiobiologia - LR, sob a
responsabilidade da pesquisadora Ana Maria Mendonc¢a de Albuquergue Melo no
endereco acima informado, pelo periodo de minimo 5 anos.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR
EVENTUAIS DANOS: Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta
pesquisa, pois a aceitacdo é voluntaria, mas fica também garantida a indenizagéo
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 alimentacao).

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o (a) senhor (a)
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:

cephumanos.ufpe@ufpe.br).

(Assinatura do Pesquisador)
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A):

Eu, , CPF :

abaixo assinado, ap0s a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido
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a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo INVESTIGACAO DOS EFEITOS
BIOLOGICOS DA RADIAC}AO EM RESIDENTES DAS AREAS SOB INFLUENCIA
DO FOSFORITO URANIFERO NA REGIAO METROPOLITANA DO RECIFE, como

voluntario (a).

Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0S possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o

meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data:

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitagcdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e
0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas nao ligadas a equipe de

pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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