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RESUMO
BIOMONITORAMENTO TOXICOGENETICO COMO INDICADOR DE RISCO
A SAUDE POR EXPOSICAO AO URANIO DE RESIDENTES QUE HABITAM
AS PROXIMIDADES DA MAIOR RESERVA DE URANIO DO BRASIL, NO
MUNICIPIO DE SANTA QUITERIA — CEARA.

Tese de Doutorado. Autor: Felipe Augusto Rocha Rodrigues. Orientadora: Dra.
Claudia do O Pessoa. Faculdade de Medicina, Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Universidade Federal do Ceara.

O Uranio ¢ representado na tabela periddica pela letra U, sendo o quarto elemento do
grupo dos actinideos. O Brasil, segundo dados oficiais da INB, possui uma das maiores
reservas mundiais de uranio. A radiagdo ionizante do uranio pode interferir nas fungdes
celulares em todos os niveis de organizacdo da célula, induzindo toxicidades quimica e
radioldgica. Seu efeito no organismo ¢ cumulativo, e a radiagdo assim exposta pode
afetar o DNA, induzindo o desenvolvimento de neoplasias, como as leucemias. Diante
disso, o biomonitoramento de individuos expostos a radiagdo ¢ relatado na literatura
como essencial para monitorizagdo humana. O Ceard possui uma das maiores reservas de
uranio do Brasil; o depdsito de Uranio de Santa Quitéria. O objetivo do presente trabalho
tem como finalidade avaliar os possiveis efeitos genotoxicos e mutagénicos da exposi¢ao
humana ao uranio no Municipio de Santa Quitéria, utilizando as técnicas de Ensaio do
Cometa Alcalino em linfocitos humanos, Micronucleos em linfocitos, mucosa oral e
reticulocitos humanos, Aberragdes Cromossomicas em linfocitos humanos € mensuragao
de oxidagdo protéica. As amostras coletadas totalizaram 161 individuos, sendo 91
residentes e 70 nao residentes. A média de idade da populagdo residente foi de 41,24 +
15,00; com um tempo de exposicao, de 34,93 + 16,06. Na analise do cometa alcalino,
houve diferenca estatisticamente significante entre os Indices de Dano (IDs) das
populacdes residentes e ndo residentes de 10,63+0,61 e 6,34+0,31, respectivamente.
Diferencas significativas foram encontradas quando se utilizou no teste do cometa as
enzimas FPG, ENDO III, hOGGI1. Os maiores indices foram encontradas entre os
fumantes e/ou etilistas. Os resultados da avaliagdo mutagénica, com o teste de MN em
linfocitos, MN em reticuldcitos e MN em mucosa bucal revelam que ndo houve
diferencas significativas entre os grupos residentes e nao residentes. Porém, diferencas
significativas foram encontradas entre os fumantes e/ou etilistas. Os resultados de
aberragdes cromossOmicas da populacdo residente revelam que as frequéncias de
aberragdes cromossomicas (quebras cromossomicas e cromatidicas) dos grupos da
populacdo residente foram significativamente diferentes, quando comparado com aos
grupos da populagdo nao residente. Nao houve diferencgas nos resultados de aberragdes
numéricas e indice mitdtico. As mensuragdes de oxidagdo protéica de residentes revelam
que a dosagem de proteina carbonilada foi significativamente maior, quando comparado
o grupo ndo residente com o residente. As maiores dosagens foram encontradas entre os
fumantes e/ou etilistas. Conclui-se que o urdnio presente na regido geografica nao ¢
suficiente para induzir quebras na molécula de DNA, interferir na montagem das fibras
do fuso e impedir a progressao do ciclo celular, o que deve refletir as baixas doses de
radiacdo a que sdo expostas. As lesdes no DNA, bem como alteragdes cromossomicas
observadas nos fumantes expostos pode ser devido ao efeito do tabagismo.

Palavras chave: Uranio, Biomonitoramento, Cometa, Micronucleos, Aberragoes
CromossOmicas.



ABSTRACT

TOXICOGENETIC BIOMONITORING OF RESIDENTS NEARBY OF
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Uranium is represented in the periodic table by the letter U, it is the fourth member of
the group of actinides. Brazil, according to official data of INB, has one of the world's
largest reserves of uranium. lonizing radiation of uranium can interfere with cellular
functions at all levels of organization of the cell, inducing chemical and radiological
toxicities. Its effect is cumulative in the body, and thus exposed to radiation can affect
DNA, inducing the development of malignancies, such as leukemia. Therefore, the
biomonitoring of individuals exposed to radiation is reported in the literature as essential
for human monitoring. Ceard has one of the largest uranium reserves in Brazil; the
deposit of Santa Quiteria uranium. The objective of this study is to evaluate the possible
genotoxic and mutagenic effects of human exposure to uranium in the municipality of
Santa Quiteria, using the techniques of Comet Assay Alkaline in human lymphocytes,
Micronuclei in lymphocytes, oral mucosa and human reticulocytes, Chromosome
Aberrations in human lymphocytes and protein oxidation measurement. Samples
collected totaled 161 individuals, 91 residents and 70 non-residents. The average age of
the resident population was 41.24 + 15.00; with an exposure time of 34.93 + 16.06. In
the analysis of the alkaline comet, a statistically significant difference between the
damage values (IDs) of local residents and non-residents of 10.63 = 0.61 and 6.34 +
0.31, respectively. Significant differences were found when using the comet assay in
FPG enzyme, Endo III, hOGG]1. The highest rates were found among smokers and / or
drinkers. The results of mutagenic assessment with the MN test in lymphocytes, MN in
reticulocytes and MN in buccal mucosa showed no significant differences between
residents and non-resident groups. However, significant differences were found among
smokers and / or drinkers. The results of chromosomal aberrations of the resident
population show that the frequencies of chromosomal aberrations (chromosome and
chromatid breaks) of the resident population groups were significantly different when
compared to the non-resident population groups. There were no differences in the results
of numerical aberrations and mitotic index. The protein oxidation measurements
residents reveal that the carbonyl protein dosage was significantly higher when
compared to the non-resident company to the resident. The highest levels were found
among smokers and / or drinkers. It is concluded that the uranium present in the
geographic region is not sufficient to induce breaks in the DNA molecule interfering
with the assembly of the spindle fibers and prevent cell cycle progression, which should
reflect the low doses that are exposed. Lesions in the DNA as well as chromosomal
abnormalities observed in smokers may be exposed due to the effect of smoking.

Keywords: Uranium, biomonitoring, Comet assay, Micronuclei test, Chromosomal
Aberrations assay.



BIOMONITORAMENTO TOXICOGENETICO COMO INDICADOR DE RISCO
A SAUDE POR EXPOSICAO AO URANIO DE RESIDENTES QUE HABITAM
AS PROXIMIDADES DA MAIOR RESERVA DE URANIO DO BRASIL, NO
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1. INTRODUCAO

1.1. URANIO

O Uranio ¢ representado na tabela periodica pela letra U, sendo o quarto
elemento do grupo dos actinideos (Z = 89-103). Foi descoberto em 1789 pelo Quimico
Alemao Martin Heinrich Klaproth (1743-1817) e seu nome deriva do planeta Uranio,
que na Mitologia Grega significa “Pai Celestial”. (Fowler et al., 2015; Hore-Lacy, 2015;
Chahine et al., 2012; Guimaraes et al., 2010; Durakoviae, 1999). O Uranio ¢ um metal
branco-prateado e denso (Figura 1), ocorrendo naturalmente no solo e rochas; possuindo
tracos em aguas e alimentos de muitas regidoes no mundo; e dentre os elementos de

ocorréncia natural € o que apresenta a maior massa atomica (tabela 1) (Konietzka, 2015).

TABELA 1: Principais Propriedades Fisicas do Uranio

Propriedades
Simbolo U
Numero Atdmico 92
Raio Atdmico 240

Massa Atomica (g mol™') 238,029
Configuracao eletronica [Rn], 7s%, 5f, 6d'

Ponto de Fusao (°C) 1135
Ponto de Ebuligdo (°C) 4131
Densidade 18,9

Fonte: http://periodic.lanl.gov/92.shtml.
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FIGURA 1: Minério de uranio. Fonte: Hore-Lacy, 2015.

Em contato com o ar, o uranio tende a apresentar coloracdo escura devido a
formacdo de uma fina camada de 6xido. Além disso, pode inflamar-se espontaneamente
a temperatura ambiente no ar, oxigénio e agua. Isso esta relacionado com o calor
produzido nos microporos do metal. O Uranio reage com a maioria dos elementos ndo-
metalicos como um agente redutor forte. A oxida¢do de uranio pode provocar uma
explosao, sendo o limite inferior para explosdao de nuvens de p6 de uranio de 55 mg /L
(European Food Safety Authority, 2009; Gavrilescu, 2009, Durakoviae, 1999; Ribera et
al., 1996).

Antes do advento da energia nuclear, o Urdnio tinha um leque de aplicacdes
muito reduzido, sendo utilizado em fotografia e nas industrias de cabedal (fabricagao de
pecas de couro e sola) e de madeira, além de seus compostos utilizados como corantes e
mordentes (fixadores de cor) para a seda e a 1a (Ribera et al., 1996, Durakoviae, 1999).

Hoje, a principal importancia do Uranio estd no fato de ser material radioativo,
sendo atribuido esta descoberta ao renomado fisico francés, Antoine Henri Becquerel
(1852-1908), que foi agraciado com o Prémio Nobel 1903 em Fisica pela descoberta da
natureza radioativa de uranio em 1896 (Fowler et al, 2015; Dias da Cunha, 2014;
Guerra, 1990).

O uranio ¢, dentre os elementos de ocorréncia natural, o mais pesado e ¢
encontrado numa concentragdo média de 0,0003% (3 mg/Kg) na crosta terrestre. Todos

217-219 222-240
U, U,

os 22 de seus isOtopos atualmente reconhecidos ( 21) séo radioativos.
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Os trés que ocorrem naturalmente >°U (99,2742%), 2°U (0,7204%) e **U (0,0054%)
fazem parte de duas cadeias de desintegragdo, encabecados por estes dois tltimos. Entre
estes 0 de maior importancia € o uranio-235, pois ¢ o Unico que pode sofrer uma reagao
de fissdo nuclear e sustentar uma reacao em cadeia (Fowler et al., 2015; Prat et. al.,
2010; Bem; Bou-Rabee, 2004; Bleise et al., 2003).

235

Nestes, um atomo de “°U transforma 11 vezes em diferentes nuclideos e

finalmente se torna “*’Pb, enquanto ***U transforma 14 vezes (um dos quais produz **U)
e, eventualmente, transforma-se 206Pb, como demostrado abaixo (Fowler et al., 2015;

Bem; Bou-Rabee, 2004; Bleise et al., 2003).

SERIE DO URANIO SERIE DO ACTINIO
Uranio-238 Uranio-235
4.5 bilhées de anos 713 milhées de anos
ol al
Toério-234 Tério-231
24f dias 24,ihoras
Protactinio-234 Protactinio-231
1,4 minutos 32.000 anos
pl ol
Uranio-234 Actinio-227
270.000 anos 13,5 anos 13,5 anos
o o/ \B
Tério-230 Francio-223 Toério-227
83.000 anos 21 min 18,9 dias
o B\, /o
Radio-226 Radio-223
1.600 anos 11,4 dias
ol ol
Radoénio-222 Radénio-219
3,8 dias 3,9 segundos
a| o)
[ ] [ ] [ ] L] L ] L ]
Polonio-210 Polénio-211
140 dias 0,005 segundos
ol ol
Chumbo-206 Chumbo-207
estavel estavel
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FIGURA 2: Decaimento do **U e **°U através da emissdo de particulas alfa e beta até a
formacdo de chumbo (Pb). Fonte: CNEN, 2015.

A Figura 2 mostra a ordem pela qual um atomo de uranio transforma através de
espécies intermediarias (incluindo radio e raddnio) para se tornar um atomo de chumbo.
A propor¢io de 2% 2> ¢ 280 na crosta imperturbavel ¢ 0,000055: 0,0072: 0,99275 em
massa e 0,489: 0,022: 0,489 por radioatividade (Fowler et al., 2015; Bem; Bou-Rabee,
2004; Bleise et al., 2003).

O uranio ¢ utilizado em industria bélica (bombas atomicas e espoleta para
bombas de hidrogénio) e na constru¢do de usinas nucleares, com o objetivo de geragdo
de energia elétrica. (Ribera et al., 1996, Durakoviae, 1999) O uranio empobrecido ou
depletado (UE) ¢ um subproduto da industria nuclear utilizado na fabricagdo de armas
(Bailey et al, 2015; NRC, 2008).

O Brasil, segundo dados oficiais da INB (Industrias Nucleares do Brasil S.A.)
(2015), possui uma das maiores reservas mundiais de uranio, ocupando a 6* posi¢do no
ranking. O Pais registra a sétima maior reserva geoldgica de uranio do mundo. Com
cerca de 309.000t de U305 nos Estados da Bahia, Ceara, Parana e Minas Gerais, entre
outras ocorréncias (Figura 3). As reservas geologicas brasileiras evoluiram de 9.400t
(toneladas), conhecidas em 1975, para a atual quantidade (309.370t), podendo
certamente ser ampliadas com novos trabalhos de prospeccao e pesquisa mineral ja que

esses foram realizados em apenas 25% do territdrio nacional.

I TATAEA

Rio CRISTALIND

AMORINOPOLIS [

4 depdsitos
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FIGURA 3: Localizagdo geografica das reservas brasileiras de Uranio. Fonte: INB,

2015.
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O primeiro complexo de mineragdo e processamento de urdnio construido no
Brasil encontra-se em Pocos de Caldas, sul de Minas Gerais, desde 1982; ¢ em 1995 a
unidade da INB em Caldas encerrou a producao de uranio, entrando entdo na fase de
descomissionamento. Sua producao tem sido empregada no reator nuclear de Angra I e
em programas de desenvolvimento tecnologico. Na cidade de Santa Quitéria/CE esta
localizada a Jazida de Itataia, que possui recursos de urdnio da ordem de 142.500
toneladas associados ao fosfato. Reservas de mineracao foram definidos em 79,5 milhdes
de toneladas de minério com teores da ordem de 11% P,0s5 e 998 ppm U;Og, sendo 8,9
milhdes de toneladas de P,0s e 79,3 mil toneladas de U;Og. Apesar do fato de ser a maior
reserva de uradnio do pais, a produ¢do de uranio s6 ¢ possivel por causa do fosfato
associado. A produgdo econdmica de uranio em Itataia ¢ assim condicionado para a
producao de acido fosforico, que € utilizado na producao de fertilizantes (Gomes et al.,
2003).

A radiagdo ionizante do uranio pode interferir nas fung¢des celulares em todos os
niveis de organizacdo da célula, induzindo toxicidades quimica e radiologica e
envenenamento de baixa intensidade (inalagdo ou absor¢do pela pele) (Lourenco et al.,
2013; Chaudhry, 2008). O uranio produz envenenamento de baixa intensidade (inalagao,
ou absor¢do pela pele), produzindo também efeitos colaterais, tais como: nausea, dor de
cabeca, vomito, diarréia e queimaduras. Atinge o sistema linfatico, sangue, 0ssos, rins €
figado (Lourengo et al., 2013; Ribera et al., 1996, Durakoviae, 1999); além de possiveis
efeitos mutacionais no DNA resultantes de baixas doses de radiacao (Chaudhry, 2008).

Seu efeito no organismo ¢ cumulativo (o mineral ¢ paulatinamente depositado,
sobretudo nos 0ssos), € a radiagdo assim exposta pode provocar o desenvolvimento de
neoplasias. Para os trabalhadores das minas, sdo freqlientes os casos de cancer no
pulmao (Lourengo et al., 2013; Ribera et al., 1996, Durakoviae, 1999).

A radiagdo emitida pelo Urdnio pode afetar diretamente o DNA, através da
energia que nela deposita, ou indiretamente, ionizando outras moléculas estritamente
associadas com ela, como o oxigénio e o hidrogénio formando radicais livres que
facilmente quebram as ligacdes quimicas no interior das biomoléculas (Miller et al.,
2009; Harley, 2001; Newman, 1998).

Experimentos em humanos e em animais sdo conclusivos a respeito dos efeitos
metabolicos adversos e a nefrotoxicidade dos compostos de urdnio. A toxicidade
radioativa de iso6topos do uranio foi descoberta no inicio da era nuclear, com evidéncias

bem documentadas da toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento, bem como
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consequéncias mutagénicas e carcinogénicas da contaminagdo pelo uranio (Durakoviae,
1999).

O urénio empobrecido consiste em um elemento onde o isétopo *°U do uranio
natural ¢ parcialmente retirado. Ele ¢ utilizado como combustivel nuclear. Compostos

238 . . . .
U com meia vida radiotaiva

tipicos de uranio empobrecido contém 99.8% da particula
de 4.5 x 109 anos, e 0.2% da particula 2°U com meia vida radiativa de 700 milhdes de
anos. O uranio empobrecido ¢ um metal pesado radioativo e piroférico, 1.7 vezes mais
denso que o chumbo (Schroder et al., 2003).

A exposicao humana ao Uranio empobrecido se deu principalmente nas Guerras
do Golfo e dos Balcas, onde este elemento passou a ser utilizado para a fabricagdo de
muni¢ao para armas. Alguns veteranos da Guerra do Golfo e dos Balcas desenvolveram
uma sindrome chamada caracterizada por fadiga cronica, dor de cabeca, depressao, perda
de memoria e outros defeitos cognitivos, disturbios do sono, agitacdo, desordens
respiratdrias e gastrointestinais, dores musculares e nas articulagdes, doengas da pele e
febre intermitente; suspeita-se que muitos destes sintomas sejam devidos a exposi¢ao a
altos niveis de uranio empobrecido (Strand et al., 2014; Guimaraes et al., 2010; Gao,
2000).

O Uranio empobrecido ¢ radioativo e venenoso. Exposi¢do a altos niveis deste
elemento aumenta a incidéncia de alguns tipos de cancer, como o cancer de pulmao e
leucemia, além de causar danos aos rins (Who, 2001). O uranio soluvel ¢ excretado
preferencialmente pelos rins, o que explica sua ocorréncia na urina e sua nefrotoxicidade
(Schroder et al., 2003).

A habilidade do uranio empobrecido de transformar células osteoblasticas
imortais humanas em células tumorigénicas foi relatada por Miller et al. (1998). Miller et
al. (2003) também demonstraram, por analise através do Teste do Micronucleo, que a
exposicao ao uranio empobrecido causa instabilidade genomica em células expostas.

Em um estudo in vivo, Hahn ef al. (2002) demonstraram que ratos machos Wistar
desenvolveram reagdes proliferativas locais e sarcomas, quando implantados com
fragmentos de uranio empobrecido.

Embora os rins e a medula tenham sido relatados como as reservas primdrias do
uranio em ratos Sprague—Dawley implantados cirurgicamente com particulas de uranio
empobrecido, também foram relatadas acumulo de urdnio no cérebro, linfonodos e
testiculos destes animais, indicando consequéncias fisioldgicas da exposi¢do ao uranio

empobrecido através desta rota alternativa (Pellmar et al.,1999).
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Camargo e Mazzilli (1998), encontraram concentracdes variando de 2,0 a
28,4mBq/L e de 4,7 a 143mBq/L para 28y e PU, respectivamente em amostras de dgua
das fontes utilizadas pela populagdo de Agua da Prata, Estado de Sdo Paulo, Brasil.
Baseando-se nessas concentragdes foi estimado o risco devido a ingestdao dos is6topos de
uranio: um total de 0,3 casos de cancer por 106 individuos expostos, indicando que a
ingestdo cronica de uranio nas concentragcdes observadas nas fontes analisadas resulta em
um acréscimo no numero de casos de cancer fatais de 0,1%. Estes dados levaram em
consideragdo que o coeficiente de risco para os is6topos naturais de uranio ¢ o mesmo do
226Ra (radonio), que induz sarcoma 6sseo (Finkell, 1953).

Foi relatada a presenca de amplicons em células sanguineas de veteranos da
Guerra do Golfo, sendo estas regides homologas a regido cromossomica 22ql1.2,
sugerindo que alteracdes genéticas nesta regido possam ser responsaveis pelo
desenvolvimento da Sindrome da Guerra do Golfo (Urnovitz et al., 1999). Ainda em
estudos com veteranos da Guerra do Golfo foram relatadas diminui¢gdes no numero de
células imunocompetentes (Zhang et al., 1999) e diminuicdo da capacidade em
detoxificar inseticidas organofosforados (Mackness et al., 2000). Todos estes efeitos
podem ter relagdo com a exposi¢do a altos niveis de uranio empobrecido.

Aberrag¢des cromossomicas e trocas entre cromatides irmas foram encontradas em
metafases de linfocitos do sangue periférico de veteranos da Guerra do Golfo e dos
Balcas, que supostamente foram expostos a altos niveis de urdnio empobrecido
(Schroder et al., 2003).

Milacic et. al. (2004) realizaram uma série de testes em residentes da antiga
Republica da Iugoslavia (Sérvia e Montenegro), onde uma grande quantidade de uranio
empobrecido foi utilizada durante o processo de separagdo em 1999. Os testes incluiram
a andlise de amostras de sangue de residentes de areas contaminadas por urdnio
empobrecido, através de andlise espectofotométrica, contagem sanguinea, observagao de
mudancas morfologicas celulares, atividade enzimatica leucocitiria e andlise de
aberracdes cromossomicas. Foi encontrada alta incidéncia de aberra¢des cromossOmicas
e c¢lulas envelhecidas. A contagem de células sanguineas encontrou-se diminuida em
apenas algumas amostras, enquanto mudancas morfologicas nucleares e citoplasmaticas
foram comuns. A atividade leucocitaria enzimatica encontrou-se diminuida em células
com aberragdes cromossomicas ¢ alteracdes nucleares.

A cinética de absor¢do, distribuicdo e excrecdo de uranio e seus compostos

depende da forma quimica do composto, sendo sua absor¢do baixa por todas as vias de
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exposicao (inalagdo, oral e dérmica). Nos fluidos corporais, o uranio geralmente esta na
forma do cation bivalente uranila - UO,”"; formando complexos com ions citrato e
bicarbonato, ou com proteinas plasmaticas; sendo, dessa forma, rapidamente absorvido
pelos tecidos ou excretado na urina (Chahine et al., 2012; Singh et al., 2008).

Uma vez que o uranio atinge a corrente sanguinea, por qualquer via de exposi¢ao,
ha uma rapida excre¢do inicial via renal (>98%) e fecal (<2%) (Kurttio et al., 2002;
Spencer et al., 1990; Zhao and Zhao, 1990). A eliminagdo urinaria ¢ facilitada pela
natureza dos complexos ultrafiltrados uranilo-bicarbonato e uranilo-citrato. Uranio
tetravalente ligado a proteinas plasmaticas sdo menos filtrdveis sendo eliminados por um
longo periodo de tempo. A excrecdo renal de ions uranilo é rapida em pH alto, ja em pH
baixo pode ser retardada (Chahine et al., 2012; Singh et al., 2008).

Contudo, qualquer que seja a via de penetragao, a toxicidade ¢ sobretudo de
ordem quimica, sendo o rim o 6rgdo preferencial para a sua acumulagdo e toxicidade
quimica. Deste modo, um sintoma precoce dos efeitos toxicos do uranio ¢ a presenca de
albumina na urina que ¢ facilmente detectada. A toxicidade de natureza radioldgica esta
associada, sobretudo a compostos insoluveis (ATSDR, 1999).

A Comissdo Internacional de Protecdo Radioldgica (ICRP - [International
Commission on Radiological Protection) considera que a massa de urdnio no corpo
humano oriundo de exposi¢des ambientais ¢ de 90ug, sendo distribuidos 66% nos 0ssos,
16% no figado, 8% nos rins e 16% nos outros tecidos (ICRP, 1995).

Além dos efeitos diretos do uranio, existe ainda a preocupacdo mundial em
relagio a exposi¢io a um gas inerte radioativo da cadeia de decaimento do ***U, o
radoénio (***Rn). Este pode facilmente ser liberado do solo e de rochas contendo uranio
para areas fechadas como casas e minas subterraneas (Alavanja, 2002).

O estudo epidemioldgico de doencas cronicas depende cada vez mais o uso de
biomarcadores moleculares, ou seja, parametros celulares e bioquimicos que podem ser
avaliados relativamente de modo ndo invasivo, € que normalmente dd uma indicacdo de
exposicao ocupacional ou ambiental de um individuo a agentes toxicos que possam
causar instabilidade genética provocando o desenvolvimento de mutacdes e/ou cancer
(Collins et al., 2014; Zoriy et al., 2010).

Essas mutagdes sdo resultados, frequentemente, de erros ocorridos durante a
replicacdo do DNA e podem ocorrer, também, por exposicdo a misturas quimicas
complexas encontradas no ambiente ou no nosso estilo de vida e nas dietas. Esse ultimo

processo ¢ denominado de “carcinogénese quimica” e ¢ dividida conceitualmente em
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quatro etapas: inicia¢do, promogdo, conversao para a malignidade e progressao tumoral.
As mudangas genéticas resultante da interacdo quimica-DNA ¢ definida como iniciagao.
Com o passar do tempo, ocorrem mudangas genéticas adicionais, oncogenes tornam-se
ativos e genes supressores de tumor juntamente com genes de reparo do DNA tornam-se
inativos, levando a uma instabilidade genémica. Com a continuidade do processo, o
cendrio direciona-se para as transformagdes malignas (expressao de fendtipos malignos),
progressao tumoral e metastase (Wang et al, 2015; Hanahan e Weinberg; 2011;
Weinberg, 2008; Kummar ef al., 2004; Rieger, 2004; Bertram, 2001).

Muitas dessas caracteristicas fenotipicas (Figura 4), chamadas de instabilidade
genética, adquiridas por meio de mutagdes caracterizam-se como ganho de fungdo e/ou
amplificacdo de oncogenes juntamente com a perda de funcdo e/ou silenciamento

epigenético de genes supressores de tumor (Hanahan e Weinberg, 2002).
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FIGURA 4: Marcos do Cancer. Adaptado de Luo ef al., 2009.
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1.2. BIOMONITORAMENTO TOXICO-GENETICO

Individuos expostos a substincias perigosas, ou até mesmo intoxica¢do acidental,
podem sofrer danos irreversiveis. Com isso, estabeleceu-se o termo “biomonitoramento”;
caracterizado por procedimentos e métodos de andlises para investigacao diagndstica
utilizando amostras bioldgicas. Uma das defini¢des oficiais da monitorizagdo bioldgica
humana afirma que ¢ "uma atividade permanente de coleta de amostras biologicas para
analise de parametros de efeitos adversos especificos, com o objetivo de avaliar a
exposicao e risco a saude dos individuos expostos, comparando os dados observados
com o nivel de referéncia, e - se necessario - levando a acdes corretivas” (Morello-
Frosch et. al., 2015; Kapka-Skrzypczak et. al., 2012).

A deteccao precoce de uma exposicao perigosa pode diminuir significativamente
a ocorréncia de efeitos adversos na saude. As informagdes provenientes da
monitorizagdo da exposi¢do ambiental ou ocupacional possibilitam a implantagdo de
medidas de prevengdo e controle apropriadas, sendo necessarios: a defini¢do dos niveis
permissiveis de exposicao, que, de acordo com os conhecimentos atuais, sao
estabelecidos para ndo causar efeitos adversos decorrentes da exposi¢do quimica; e a
avaliagdo regular dos possiveis riscos a saide associados a exposi¢do por comparaciao
com estes limites permissiveis (Amorim, 2003).

O conceito de monitorizacdo bioldgica humana provocou um grande interesse
entre os cientistas e organizagdes internacionais, € hoje o biomonitoramento ¢ uma
ferramenta util para avaliar as exposicdes ambientais e ocupacionais para um
determinado composto toxico (Kapka-Skrzypczak et al., 2012; Farmer e Singh; 2008).

Os biomarcadores sdo parametros relevantes na monitorizacdo bioldgica e
avaliacdo de riscos a saide em populagdes expostas a diversos agentes toxicos
ambientais, incluindo elementos radioativos (AU et. al., 1996).0s biomarcadores tem
sido categorizados em trés tipos principais: de exposi¢do, de susceptibilidade e de
resposta ou efeito (Amorim, 2003).

O indicador bioldgico de exposicdo estima a dose interna, através da
determinagdo da substancia quimica ou de seu produto de biotransformagdao em fluidos
bioldgicos, como sangue, urina, ar exalado e outros, possibilitando quantificar a
substancia no organismo, quando a toxicocinética ¢ bem conhecida. O biomarcador de
Efeito ¢ um parametro biologico, medido no organismo, o qual reflete a interacdo da
substancia quimica com os receptores biologicos. Os biomarcadores de suscetibilidade

podem refletir fatores genéticos ou adquiridos que influenciam na resposta do organismo



35

a uma determinada exposicdo quimica, indicam ainda quais os fatores podem aumentar
ou diminuir um risco individual no desenvolvimento da resposta do organismo

decorrente da exposicao aos agentes quimicos ambientais (Figura 5) (Amorim, 2003)

Exposi¢cdo ambiental 3 toxicos
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FIGURA 5: Caracterizacdo dos Biomarcadores da exposicdo ambiental a toxicos. Fonte: Adaptado de

Kapka-Skrzypczak, 2011; Farmer e Singh, 2008.
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Os agentes quimicos podem danificar as células através de diferentes
mecanismos. Com base nestes mecanismos, os compostos podem ser classificados de
mutagénicos, genotoxicos ou citotoxicos. Mutagenicidade encerra alteracdes estruturais
de um gene que podem ser mutagdes pontuais (alteracdes nas bases da molécula de
DNA, duplicagdes, inser¢des, inversdes e translocagdes) ou delecdes. O potencial
genotoxico de um composto ¢ um dos mais importantes fatores de risco para o
aparecimento de efeitos a longo prazo como canceres ou efeitos a nivel reprodutivo. Sao
compostos genotdxicos aqueles que diretamente ou indiretamente sdo capazes de
danificar o DNA. A probabilidade deste dano genético originar um efeito real na saude
do individuo depende da natureza do dano, da capacidade da célula para reparar ou
amplificar esse dano, da oportunidade que a célula pode ter ou nao de expressar essa
alteracdo e ainda da capacidade do organismo de reconhecer e suprimir a multiplicagdo
de células aberrantes (Costa, Texeira, 2012; Silbergeld, 2001).

O biomonitoramento da exposi¢do ocupacional a agentes mutagénicos vem sendo
atualmente considerado um dos mecanismos de prevencao e controle de doengas
genéticas. Os Biomarcadores de genotoxicidade, mutagenicidade e carcionogenicidade
sdo importantes para avaliagdo de efeitos cronicos de quimicos mutagénicos e
carginogénicos (Saff e Henriques; 2003).

O biomonitoramento de individuos expostos a compostos toxicos possivelmente
toxicogenéticos sao relatados na literatura onde se utiliza variados ensaios citogenéticos,
como a andlise de quebras de fitas de DNA através do ensaio do cometa, ensaios de
aberragdes cromossomicas (AC) e microntucleos (MN) utilizando em células
mononucleadas de sangue periférico (PBMC) de individuos expostos (Moretti et al.,
2014; Collins et al., 2014).

Observa-se uma correlacdo entre os dados de ensaios do cometa; porém existem
relatos que ndo existem correlagdes entre os testes do micronucleos, aberragdes
cromossomicas e cometa (Koppen et al., 2007; Faust et al., 2004). Linfocitos em cultura
oriundos de individuos expostos a quimicos toxicos sdo usados pata determinar efeitos
dos mutagenos baseados em marcadores citogenéticos, como AC, MN e teste do cometa

(Hoffmann, Speit; 2005).

1.2.1. TESTE DO COMETA
O teste cometa permite avaliar de maneira sensivel a presenca de lesdes nas fitas

de DNA e, ainda, se as agressoes estao sendo reparadas pela célula (Villela et al., 2003).
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Sabe-se que o teste do cometa possui origem nos trabalhos feito por Peter Cook e
seus colegas. Eles descreveram estruturas semelhante ao nicleo, mas desprovidas de
proteinas degradadas quando células eram lisadas em solugdes que continham
detergentes nao i0nicos e altas concentragdes de sais. Descobriram que esses
“nucleoides” eram rodeados por um halo visivel apenas quando irradiados com raios x
ou incubados com corantes intercalantes, como o brometo de etideo (Collins et al.,
2014).

O primeiro trabalho cientifico publicado com teste de cometa, embora ainda nao
utilizando este termo que foi introduzido anos depois por Olive et al. por volta de 1990,
sdo dos autores Ostling e Johanson em 1984 com o titulo “Microelectrophoretic study of
radiation-induced DNA damages in individual mammalian cells”. O pH do tampao de
lise e eletroforese utilizados foi 9,5 e a andlise foi realizada utilizando acridina laranja.
Foram constatados efeitos pronunciados de raios gama na dose de 3 Gy (Gray), onde
descreveram uma migracdo mais pronunciada de DNA em dire¢do ao anddo. Singh et.
al. independentemente em 1988 desenvolveu um método semelhante, com uma
eletroforese com pH mais elevado, sendo chamado de versdo alcalina. Com isso,
detectou efeitos de raios x em uma dose em torno de 2Gy (Mpgller et al., 2015; Collins et
al.,2014).

O ensaio do cometa em forma alcalina foi rapidamente adotado para usar em
ensaios de genotoxicidade, tanto “in vivo” como “in vitro” (Azqueta et. al., 2013); pois
quando células sdo expostas a agentes genotoxicos pode-se observar uma migragdo em
forma de calda de um cometa, muitas vezes relatada como “nuvem”. Enquanto pensava-
se no passado que tais cometas representam células (apoptose/necrose) mortas, agora
esta claro que eles simplesmente representam células com niveis relativamente altos de
dano (mas ainda potencialmente reparaveis, e consistentes com viabilidade) (Collins et
al.,2014; Lorenzo et al., 2013).

Este teste, com pequenas modificagcdes no protocolo podem aumentar a variedade
de utilizagdo do teste, podendo avaliar danos oxidativos nas bases nitrogenadas das fitas
da dupla hélice (Dehon et al., 2008). Essas modificagdes incluem a introdugdo de
tratamento com enzimas de restricdo que permitem a deteccdo de danos em bases puricas
(FGP- Formamidopirimidina DNA glicosilase) e pirimidicas oxidadas (ENDO III-
Endonuclease III); e a glicosilase (hOGG-1) que age via excisdo de bases removendo

guaninas oxidadas no DNA (Tice et. al.; 2000; McCarthy et. al., 1997).
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O ensaio do cometa tem aplicacdes em areas da ciéncia biomédica e saude
ambiental, tais como a biomonitoramento das populagdes humanas para a exposicao
ambiental ocupacional a agentes genotdxicos, avaliacdo de danos no DNA e estresse

oxidativo em conexao com varias doencas (Dusinska, Collins; 2008).

USOS E MEDIDAS COM ENSAIO DO COMETA EM DIFERENTES
ESTAGIOS DO BIOMONITORAMENTO

Exposi¢ao Exposi¢ao Susceptibilidade Efeitos Endpoint
externa interna Individual intermediarios - doencga;
- Monitoramento - -varia¢do genotipica - mutagoes; - morte.
do ambiente. biodisponibilidade e fenotipica; - aberragoes
k - metabolismo de  cromossomicas;
- metabolismo, fasel e ll; - Apoptose.

Relevancia crescente

Mensuracoes no teste do cometa:

Contaminagao Quebras no DNA Capacidade de reparo  Dano oxidativo no  Elevados danos ao
Ambiental e Danos em bases do DNA (variagdo  DNA sio marcadores DNA estio
Ocupacional fenotipica): preditivo de doencas  associados a
Reparo de quebra -
. associadas ao estresse  doengas (como
Reparo de excisao de . :
base (BER) oxidativo. causa ou efeito).

Reparo de excisao de
nucleotideo (NER)

FIGURA 6: Gama de aplicacdes do teste do cometa, medindo varios pontos finais experimentais (abaixo da seta) e que
refletem em diferentes niveis de determinacdo do risco de exposi¢dao a doenca (acima da seta). Fonte: Adaptado de

Dusinska, Collins; 2008.

Grande parte dos ensaios com cometa tem utilizado linfécitos (a rigor células
mononucleadas de sangue periférico-PBMC), relativamente faceis de obter. Porém, ¢
importante o uso de outras células e tecidos, como células da mucosa bucal (Dusinska e

Collins; 2008).
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O ensaio do cometa ¢ uma ferramenta valiosa para quantificar o dano ao DNA
em populacdes expostas a varios tipos e doses de agentes genotdxicos, e pode contribuir
para a “dosagem do efeito biologico de exposigdes ocupacionais e ambientais”. Mais,
quando nao ha marcadores exposi¢do internos confiaveis disponiveis, o teste do cometa
pode ajudar com uma identificagdo precoce de riscos a saude. Estudos sobre a radiagdo
ambiental com individuos monitorados apos o acidente de Chernobyl, ou que vivem em
uma area de mineralizacdo de uranio registraram danos relativos no DNA variando de
1,1 a 7,5 vezes em relagao ao grupo controle (Collins et al., 2014; Lorenzo et al., 2013;
Dusinska, Collins; 2008).

Danos ao DNA podem ser reparados por duas vias principais: reparo de excisao
de nucleotideos (“Nucleotide Excision Repair” - NER), que representa um dos mais
importantes processos de reparo de lesdes no DNA e tem sido intensivamente estudado.
Esse mecanismo apresenta uma enorme versatilidade e universalidade em reparar lesdes
que causam distor¢cdes na dupla hélice do DNA, tais como dimeros de timina, geradas,
principalmente por agentes exdgenos. Esse reparo envolve aproximadamente 30
proteinas que atuam em cinco passos sucessivos: a) reconhecimento da lesdo; b) abertura
da dupla hélice do DNA onde esta localizada a lesdo; c¢) dupla incisdo na extremidade
dessa lesdo; d) sintese de novo DNA utilizando como molde a fita ndo danificada e e)
ligacdo da por¢ao 5 da nova fita sintetizada a sequéncia original (De Boer et. al., 2000).
Para uma NER eficiente sdo necessarios modificagdes em histonas por acetilacdo e
remodelagdo de nucleossomos (Guo et al, 2011). Polimorfismos genéticos, por exemplo,
no gene XRCCI1 envolvida na reparagdo de DNA de quebras de cadeia simples formados
por exposi¢ao a radiacao ionizante, pode também afetar a capacidade dos reparos (Wang
et al., 2014; Chaing et al, 2010). Reparos por excisdo de base ( “Base Excision Repair” -
BER) ¢ responsavel pela remocao de uma grande variedade de lesdes, como bases
desaminadas, alquiladas, oxidadas ou ausentes. O passo inicial do BER consiste no
reconhecimento e excisdo de bases danificadas pelas glicosilases (Slupphaug et. al.,
2003). Uma das lesdes oxidativas mais estaveis e mutagénicas, a 8-0xoG, pode parear
tanto com a citosina como com a adenina, quase que com a mesma frequéncia,
resultando em uma transversao GC para TA (David et. al., 2007). (Legrand et al, 2008 ¢
Asagoshi et al, 2010).
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FIGURA 7: Mecanismo base de desenvolvimento tumoral. Fonte: Adaptado de Strano

et al.; 2007.

Quando as células sao expostas a agentes que lesam o DNA, genes criticos
podem ser danificados, a exemplo do gene p53 (Figura 7) que atua na parada do ciclo
celular promovendo um atraso para prover o tempo destinado ao reparo do dano antes da
sintese replicativa do DNA. Uma disfungdo nesses genes e falhas no reparo resulta na
replicacdo de lesdes mutagénicas, que, em acimulo, favorecem as mudangas genéticas,
incluindo transformagdes neoplasicas (Bartkova et al., 2005; Valko et al., 2004; Mori,
2002; Bardelli et al.2001).

Devido ao fato de danos ao DNA serem extremamente danosos, o Teste do
Cometa tem sido empregado em estudos regulatorios, de biomonitoramento humano
ambiental, avaliagdo de mecanismos, novos farmacos e produtos quimicos, de
diagndstico e tratamentos médicos, ecogenotoxicidade e quimioprevencdo (Brianezi,

2011).
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1.2.2. TESTE DO MICRONUCLEOS

Os micronucleos (MN) sdo massas de cromatina originadas de fragmentos
cromossdmicos ou cromossomos inteiros, que se perdem durante a anafase na divisao
celular, devido a agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) ou aneugénicos
(induzem aneuploidia ou segregacdo cromossOmica anormal); também podem ser
formados pela interagdo de agentes quimicos, fisicos, bioldgicos com estruturas nao
genomicas, que promovem disturbios na maquinaria mitdtica e falha na segregacdo dos
cromossomos (Monteiro Gil et al., 2014; Thierens, Vral; 2009; Fenech, 2000). A agao
dos agentes pode originar os microntcleos, um ou varios por célula, que resultam em
fragmentos cromossomicos acéntricos ou cromossomos que se atrasam em relagdo aos
demais em migracdo para os polos da célula durante a anafase (Monteiro Gil et al., 2014;
Thierens, Vral; 2009).

O teste do Micronucleo (MN) foi desenvolvido em 1985 por Fenech e Morley,
sendo desde entdo um método bastante confidvel e muito utilizado para quantificar
material genético que foi perdido pelo nucleo principal, como consequéncia de um dano
genético. Os MN podem ser resultados de pequenos fragmentos de cromossomos
acéntricos que ndo foram incorporados nos nucleos de “células-filhas” durante a divisdo
celular. Eles s3o envolvidos por uma membrana nuclear e aparecem como pequenos
nucleos, micronucleos, no citoplasma e fora dos “nucleos-filhos™ principais. Ocorre
também formacdo de pontes a partir de cromossomos dicéntricos, que apds rearranjos

cromossdmicos podem ser classificados como micronticleos (Figura 8) (Monteiro Gil et

al., 2014; Thierens e Vral; 2009; Fenech, 2000).
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FIGURA 8: Mecanismo base de formagao de Micronucleos: (a) Origem de um MN a partir
de um cromossomo inteiro e fragmentos cromossdmicos acéntricos na anafase; (b) formacao
de uma ponte a partir de cromossomos dicéntricos, os centromeros se dirigem para os postos

opostos da célula. Fonte: Adaptado de Fenech; 2000.

No teste do Micronucleos, as células que tenham completado a divisdo celular
sdo impedidas de realizar a citocinese devido o uso de Citocalasina B; cuja ag¢do ¢ de
inibicdo de polimerizagao da actina necessaria para a formacao do anel que contrai o
citoplasma entre as cé¢lulas filhas (Thierens, Vral; 2009; Fenech, 2000).

No teste de MN podemos mensurar: (1) as pontes nucleoplasmaticas, que
indicam o rearranjamento de cromossomos que ocorrem quando os centromeros de
cromossomos dicéntricos ou cromatides sao puxados para os polos da célula durante a
anafase ou fusdo de telomeros depois de quebras duplas de fita do DNA (Umegaki e
Fenech, 2000); (2) brotos, que representam um mecanismo o qual a célula remove
amplificacdo de DNA que ¢ considerado como um marcador de amplificagdo de genes,
originada de fragmentos acéntricos terminal ou intersticial (Lindberg et. al., 2007).

Devido sua boa confiabilidade e reprodutibilidade, o ensaio do Microntcleo
tornou-se uma dos padrdes de técnicas citogenéticas para testes de toxicologia genética

em células humanas de mamiferos em geral (Thierens e Vral; 2009; Fenech, 2000).



43

O teste do MN ¢ reconhecido pela Organizacio para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdémico — OCDE/OECD (“Organization for Economic Co-
operation and Development”) através do Guideline 471: Mammalian Erythrocyte
Micronucleus Test, e aceito pelos paises membros através de suas agéncias reguladoras.
No Brasil, além de estudos de biomonitoramento, ¢ aceito pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como parte dos estudos de seguranga toxicoldgica
necessarios ao desenvolvimento de farmacos, quimicos em geral, implantes para
humanos, dentre outros (ANVISA, 2015; OECD, 2015).

No campo da protecdo radioldgica, o ensaio do Microntcleo utilizando PBMC,
além de células esfoliadas da mucosa bucal, tornou-se bastante adequado; sendo
considerado uma ferramenta de dosimetria bioldgica bastante Util para avaliar exposi¢oes
ocupacionais e acidentais de individuos expostos a radiagdo. A Figura 9 descreve os
varios caminhos e eventos que pode ser esperado para ocorrer de células em cultura
expostas a agentes genotoxicos e/ou citotoxicos. Células em apoptose e necrose devem
ser diferenciadas pela fragmentagao nuclear, condensagao da cromatina, “blebbings” na
membrana plasmatica e presenca de vactolos citoplasmaticos (Mellier et al., 2010;

Thierens, Vral; 2009; Fenech, 2000).
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FIGURA 9: Viarios destinos possiveis de células em cultura apds a exposi¢ao a agentes

genotoxicos e/ou citotoxicos. Fonte: Adaptado de Fenech; 2000.
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Estudos demonstram uma clara correlagdo entre formacdo de microntcleos e
doses consideraveis de radia¢dao (Thierens, Vral; 2009; Fenech, 2000). Frequéncias de
MN em sangue periférico tem sido mundialmente estudada como um biomarcador de
danos cromossdmicos para testes de genotoxicidade e estudos de biomonitoramento

humano (Decordier et al., 2009).

1.2.3. TESTE DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

O teste de aberragdes de aberragcdes cromossomicas (AC) em células
mononucleadas de sangue periférico (PBMC) ja vem sendo utilizado a mais de 30 anos
como um biomarcador de exposicdo ambiental e ocupacional a agentes genotoxicos
(Bonassi et al., 2005; Hagmar et al., 2004). Esse teste detecta mutagdes cromossomicas,
ou seja, alteragdes que ocorrem na estrutura de cromossomos, como quebras, formagao
de anéis, aumento no numero de centromeros, dentre outros (Shaham, et al., 2001); e
passou a ser utilizado em estudos de biomonitoramento sendo uma ferramenta 1til e
apresentando dados imprescindiveis para predizer efeitos de agentes genotoxicos sobre a
saude humana (Knudsen e Hansen, 2007).

Sabe-se que as aberragcdes cromossOmicas tem papel fundamental na
carcinogénese, pelo fato de que quebras em sitios especificos da molécula do DNA
podem as vezes coincidir com a localizagdo de oncogenes (Shaham et. al., 2001). Os
primeiros dados epidemiologicos demonstrando que a frequéncia de AC em linfocitos
periféricos podem prever a incidéncia de cancer em populacdes humanas foram
publicados no inicio de 1990; enquanto que, bem mais antigo sdo os estudos de Miiller;
que por volta de 1929 demonstrou, utilizando Drosophila, evidéncias de que os raios X
poderiam induzir aberragdes cromossomicas (IAEA; 2001).

Aberragdes cromossomicas sao classificadas quanto a mudancas nas estruturas
(perda de pedagos ou inversdes) ou alteragdes numéricas (falta ou excesso) de
cromossomos nas células. As alteragcdes estruturais sdo resultantes de quebras que
ocorrem, em geral, antes da duplicacdo do DNA; e ja se sabe que a frequéncia aumenta
na presenga de agentes clastogénicos. Dentre as alteracdes estruturais podemos citar:
delegdo (resultando em desequilibrio cromossomico por perda de segmentos (genes),
normalmente em razdo da quebra de algum filamento do DNA), translocagdo (quando
dois cromossomos sofrem quebras e o seguimento de cada um ¢ transferido (soldado)
para a estrutura do outro cromossomo), ou inversao (€ a ocorréncia de duas quebras em

um cromossomo unifilamentoso durante a interfase, e eventual inclusdo em posi¢ao
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invertida no fragmento restante do cromossomo). J4 as aberragdes numéricas incluem os
casos em que hd aumento ou diminui¢do do nimero do caridtipo normal; sendo
classificadas em: euploidias (alteragdes com numero de cromossomos multiplo do
numero haploide, por exemplo, 3n, 4n) e aneuploidia (alteragdes onde ha falta ou
excesso de algum cromossomo, por exemplo, trissomia) (Kasahara, 2009).

Os mutdgenos quimicos e fisicos induzem diversas lesdes no DNA que podem
ser reparadas ou processadas; porém muitas levam a formagao de AC. Dentre as lesdes
atribuiveis a radiacao ionizante temos as quebras de fita simples e dupla (SSB e DSB),
danos de bases e ligagcdes cruzadas entre DNA e proteinas (“cross-links”) (Figura 10)

(IAEA; 2001).
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FIGURA 10: Lesdes ao DNA induzidas por radiagdo. Fonte: IAEA; 2001.

Lesoes induzidas que levam a formacao de ACs podem ser estaveis ou instaveis;
sendo as primeiras relacionadas a pequenos danos, translocagdes reciprocas e algumas
aneuploidias, que ndo impedem a divisdo e proliferagdo celular. Enquanto que, as

instaveis, como os cromossomos dicéntricos € em anel, grandes delegdes e fragmentos,
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normalmente sdo letais a célula (Figura 11). Diferentes alteracdes podem se acumular
nas sucessivas divisdes celulares e produzir mutacdes em genes, 0s quais teriam um
papel fundamental no processo de carcinogénese. As ACs instdveis sao geralmente
consideradas especificas da exposi¢do a radiagdo ionizante ¢ vém sendo amplamente
utilizada para avaliagdo de individuos expostos a radiacdo (Voisin et al., 2002; IAEA;

2001; Little, 2000).
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FIGURA 11: Metafase de um individuo exposta a radiacdo ionizante, mostrando

cromossomos dicéntricos (seta azul) e um em anel (seta laranja). Fonte: IAEA; 2001.

A frequéncia e os niveis de AC em células mononucleadas de sangue periférico
(PBMC) de humano torna-se relevante em estudos de biomonitoramento, identificando
populagdes expostas a genotdxicos € que correm o risco de adquirirem cancer (Hagmar
et. al., 2004; Dearfield, 2002; IARC, 2000). Altas frequéncias de AC em PBMC com o
proposito dosimetria de exposi¢do a mutdgenos quimicos tem-se constituido uma técnica
importante para estimar riscos de exposi¢does ocupacionais; sendo a presenca de AC

uma possivel ligagdo com a exposicdo a genotoxicos (Ribeiro et al., 2003).
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1.3. LOCAL DA PESQUISA

1.3.1. DEPOSITO DE URANIO DE SANTA QUITERIA (ITATAIA) — CE
O deposito de Uranio de Santa Quitéria, conhecido como Itataia, estd localizado
no Distrito Fosforo-Uranifero (P-U), na parte central do Estado do Ceard, a cerca de 45

km a sudeste da cidade de Santa Quitéria e 212 km da capital, Fortaleza (Figura 12).

<’ Fortaleza
a

Brazil

FIGURA 12: Localizacdo do municipio de Santa Quitéria no Estado do Ceara. Fonte:
Adaptado de IBGE, 2011.

Essa jazida possui reservas geoldgicas de 142,5 mil toneladas de urdnio associado
ao fosfato. Nesta reserva, o urdnio (80 mil toneladas de UsOg) ocorre nas rochas junto
com fosfato (P,Os) e também com cerca de 300 milhdes de m® de marmore, puro, sem
contaminantes radioativos, o que fortalecera o setor de rochas ornamentais (INB, 2008).

Embora o deposito de Santa Quitéria seja a maior reserva conhecida de uranio
que o Brasil possui, sua viabilidade econdmica ¢ dependente da exploracdo do fosfato
associado. Isto significa que a extracdo de uranio estd condicionada a producao de acido

fosforico - insumo utilizado na producao de fertilizantes. Por essa razdo, o INB fez um
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vinculo com a empresa privada Galvani que serd a responsavel por explorar essa jazida
(Prado, 2007).

Geologicamente, o distrito P-U divide-se em duas unidades tectonicas conhecidas
como Cinturao Dobrado de Jaquaribe e o0 Macico de Santa Quitéria, sendo esses limites
realcados por duas grandes falhas transcorrentes conhecidas como Groaira e Itatira
(ABEN, 2010).

A retomada da constru¢do da usina nuclear Angra 3 marca também o recomeco
do processo para iniciar a exploracao da reserva de uranio de Santa Quitéria (CE) pela
estatal INB. O objetivo ¢ alcancar a autossuficiéncia de todo o ciclo de produgdo do
combustivel, da mineracdo até o produto final, enriquecido e encapsulado, para
funcionamento das usinas Angra 1, 2 e 3 (Folha Online, 2007). Estima-se que a mina
produzira 180 mil toneladas de fosfato e 1,2 mil toneladas de urdnio por ano, com
capacidade produtiva plena de 240 mil toneladas de fosfato e 1,5 mil toneladas de

concentrado de uranio por ano (ABEN, 2010).

1.3.2. POPULACAO ESTUDADA
Apesar de a Jazida estd localizada geograficamente no municipio de Santa

Quitéria; esta estd mais proxima do municipio de Itatira e do seu distrito Lagoa do Mato
(Figura 13). E devido a sua proximidade, a popula¢do de escolha para o estudo foram

residentes de Lagoa do Mato, distrito de Itatira/CE.
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FIGURA 13: Representacdo esquematica da localizagdo geografica da Jazida (seta
verde), do municipio de Santa Quitéria (seta vermelha), do municipio de Itatira (seta

azul) e de seu distrito Lagoa do Mato (seta preta). Fonte: Doagao da INB-Cear4, 2013.

O Municipio de Itatira localiza-se no Sertao-Central do Ceara e, de acordo com o
Censo 2010 feito pelo IBGE, possui area de 783,35 km? e conta com 18.894 habitantes,
sendo 9.589 homens (50,75%) e 9.305 mulheres (49,25%), com uma densidade
demografica em torno de 24,12 hab./km®. Em Itatira, 50,04% da populagio vive na zona
urbana, e 49,06% da zona rural. O clima ¢ tropical quente semi-arido; a vegetagdo
caatinga arbustiva densa; taxa de escolarizagao ¢ 88,86 para ensino fundamental e 45,90
para ensino médio. A ocupagdo da populacdo baseia-se basicamente em comércio,

servigo e administragdo publica (IPECE, 2015).

1.4. CONSIDERACOES ETICAS
Este projeto de pesquisa foi submetido através da Plataforma Brasil sob o
Certificado de Apresentagdo para Apreciagdo Etica (CAAE) n°. 05708712.7.0000.5054,
que encaminhou ao Comité de Etica em Pesquisa (COMEP) da Universidade Federal do
Ceard, sendo aprovado em 28 de Agosto de 2012; antes dos inicios dos trabalhos; com as

seguintes avaliagdes dos Riscos e Beneficios:
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“A pesquisa apresenta risco minimo aos sujeitos que participardo
do estudo, relativo a coleta do material. O pesquisador aponta como
beneficio a possibilidade de identificar a presenca ou auséncia de riscos

’

a saude humana nos niveis de radiagdo existente.’

Esta pesquisa foi realizada com dados adquiridos através de amostras de sangue
periférico e mucosa bucal coletados e utilizados somente para o que se referia aos
objetivos da mesma, sendo as informagdes apresentadas de forma coletiva, sem qualquer
prejuizo para as pessoas envolvidas, principalmente no que diz respeito a mengdo de
nomes de voluntarios ou profissionais de saude envolvidos no atendimento destes.

Os dados se encontram sob a guarda do pesquisador, sendo garantido seu sigilo e

confidencialidade (parecer de aprovacio do Comité de Etica em anexo).



Objetivos
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL
O trabalho tem como finalidade avaliar os possiveis efeitos genotoxicos e
mutagénicos da exposi¢cao humana ao uranio, na reserva natural de uranio localizada no
municipio de Santa Quitéria no Estado do Ceard; a fim de estimar marco zero da

populacdo antes explora¢do do Uranio na regido.

2.2. ESPECIFICOS

- Estabelecer a incidéncia de dano ao DNA em células mononucledas de sangue
periférico da populacao pelo Ensaio do Cometa Alcalino (Single Cell Gel Eletrophoresis
ou Comet assay) convencional;

- Estabelecer lesdes oxidativas no DNA em células mononucledas de sangue
periférico da populacdo através do Ensaio do Cometa Alcalino modificado com o uso
das enzimas FPG, Endo III e hOGG1;

- Determinar o nivel de oxidagdo proteica em amostras de sangue periférico da
populacdo, através da detecg¢ao de proteinas carboniladas;

- Determinar a incidéncia de micronucleos em células esfoliadas da mucosa bucal
isoladas da populagado, pelo método do micronucleo convencional;

- Determinar a incidéncia de microntcleos em reticuldcitos isolados da
popula¢do, pelo método do micronticleo convencional;

- Determinar a incidéncia de micronucleos em células mononucledas de sangue
periférico isolados da populagado, pelo método do microntcleo convencional;

- Analisar a incidéncia de aberragdes cromossomicas em células mononucledas
de sangue periférico isolados da populagdo, através de técnicas -citogenéticas

convencionais.
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Materiais e Métodos
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. METODOS

3.1.1. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS POPULACIONAIS

No presente trabalho, a populagdo de Lagoa do Mato, Municipio de Itatira, foram
amostradas, totalizando 91 individuos, a estes foram chamados de residentes.

Todos os sujeitos participantes foram esclarecidos acerca dos objetivos da
pesquisa, responderam a um questionario em que foram indagados sobre seus habitos,
idade, antecedentes ou qualquer outro fator que pudesse influir no resultado da pesquisa
¢ assinaram um termo de consentimento livre ¢ esclarecido (TCLE) - anexo, declarando
estar ciente de todos os propdsitos do estudo.

Para o grupo controle negativo, foram selecionados 70 voluntarios doadores
regulares de sangue no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceard - HEMOCE,
obedecendo aos critérios previamente descritos e a estes foram chamados de nao-

residentes.

3.1.2. SELECAO DOS VOLUNTARIOS
Para o estudo de biomonitoramento, foi utilizado sangue periférico de doadores
voluntarios, obedecendo aos seguintes critérios:
> Critérios de Inclusao:
e Morar na regido por um ano ou mais na regiao;
> Critérios de Exclusao:
e Estar fazendo uso de algum medicamento;
e Estar com alguma infeccdo (virdtica ou bacteriana);
e Ter sido submetido a raio-X, tomografria ou qualquer outro
procedimento radiologico a menos de 3 meses;
e Ter feito tratamento quimioterapico ou radioterdpico em algum

momento da vida.

3.1.3. OBTENCAO DAS AMOSTRAS
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3.1.3.1. COLETA DE SANGUE PERIFERICO

A coleta do material foi feita através de pun¢@o venosa por uma profissional
(técnica em enfermagem) funcionaria do PSF de Lagoa do Mato, nas dependéncias do
proprio local de trabalho da técnica de enfermagem.

No ato da coleta foram utilizados tubos Vacutainer heparinizados e a quantidade
de sangue coletada foi de 10mL, tomando todos os cuidados necessarios de assepsia e
desinfec¢ao da area.

ApOs a coleta as amostras foram transportadas para o laboratorio em recipientes
com gelo e processadas dentro de 2h ap6s a coleta.

A amostra obtida foi usada exclusivamente para execucdo desta pesquisa € 0s
dados obtidos serdao encaminhados para revistas especializadas, sendo mantido o sigilo e
respeitada a privacidade dos voluntarios. Estes poderdo a qualquer tempo solicitar
informagdes sobre procedimentos e beneficios relacionados a pesquisa.

Todos os procedimentos foram realizados no Laboratdério Nacional de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceara, sob a supervisao da Orientadora, Dra.

Claudia do O Pessoa e do Co-Orientador Dr. Bruno Coélho Cavalcanti.

3.1.4. ENSAIO DO COMETA ALCALINO

Neste estudo a analise de dano ao DNA pelo método do cometa alcalino foi
conduzida como descrito por Singh et al., (1988) com minimas modifica¢des
(COLLINS, 2004; HARTMANN, SPEIT, 1997).

O desenho experimental do estudo do cometa foi determinado pela proposta da
analise levando em consideragdao a investigacdo do dano e o mecanismo de reparo. O

resultado podera avaliar se houve ou nao um efeito e estimar o tamanho desse efeito.

3.1.4.1. PREPARACAO DA LAMINAS
As laminas foram previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo normal
(0,5%) a uma temperatura de 60°C em solugio de PBS livre de Ca’" ¢ Mg*", mantidos a
temperatura ambiente até a solidificagdo da agarose de baixo ponto de fusdo. Sangue
total foi utilizado para tal teste. 10ul de sangue foram embebidos em uma solucdo de
agarose de baixo ponto de fusdo (1,5%) a 37°C e adicionadas as laminas pré-cobertas
com agarose de ponto de fusdo normal. Posteriormente, as laminas foram cobertas com

laminulas para uniformizar a distribui¢ao do material na lamina e mantidas a 4°C para
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solidificagdo da agarose. Para cada amostra foram confeccionadas e analisadas quatro

laminas.

3.1.4.2. LISE CELULAR

Apos solidificacdo da agarose a laminula foi delicadamente removida e as
laminas imersas na solu¢ao de lise (5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% N-
Lauroyl sarcosine; a pH 10,0; 1% Triton X 100; 10% DMSO), protegida da luz, e
deixada a baixa temperatura (4°C) por no minimo 1 h.

Modificagdes do ensaio do cometa alcalino foram realizadas de modo a permitir
analises de possiveis lesdes oxidativas no DNA. Para isso, logo apos o procedimento de
lise celular, as laminas foram incubadas com diferentes endonucleases capazes de
reconhecer bases nitrogenadas (purinicas ou pirimidicas) no DNA. Cada lamina foi
incubada com apenas uma Unica enzima por vez. As endonucleases utilizadas foram:
Formamidopirimidina DNA-glicosilase (FPG), uma enzima de reparagdo de excisdo de
bases que reconhece e remove uma grande variedade de purinas oxidadas no DNA,
Endonuclease I1I (Endo III), uma timina-glicol-DNA-glicosilase que age via excisdo de
bases removendo pirimidinas oxidadas, em especial timinas, no DNA e 8-hidroxiguanina
glicosilase (hOGG-1) que age via excisdo de bases removendo guaninas oxidadas no
DNA.

Sucintamente, ap6s a lise celular, as laminas foram lavadas por 3 vezes com
solug¢do tampao (40 mM HEPES, 100 mM KCI, 0,5 mM EDTA, 0,2 mg/mL BSA, pH
8,0). Apds a lavagem, as laminas foram secadas em ambiente abrigado de luz e em
seguida incubadas com as enzimas FPG (70 uL, 35°C, 30 min), Endo III (50 uL, 35°C,
30 min) ¢ hOGG-1 (1:500, 37°C, 40 min) de acordo com as recomendacdes do

fabricante (New England Biolabs Inc., EUA), com pequenas modificagdes.

3.1.4.3. NEUTRALIZACAO E ELETROFORESE
As laminas foram removidos da solug¢do de lise e neutralizadas por 15 min. na
solucdo de neutralizacio (0,4 M Tris, pH 7,5). Em seguida, foram dispostas
horizontalmente na cuba de eletroforese ¢ cobertas com a solugdo de eletroforese a 4°C
(1 mM Na,-EDTA; 300 mM NaOH; pH > 13) até cobertura total. As laminas foram
incubadas por 20 min para permitir o relaxamento do DNA e a expressao do dano antes
da eletroforese. A eletroforese foi conduzida a baixa temperatura, 4°C por 20 min.,

usando 25 V e corrente de 300 mA. Todos esses passos foram conduzidos na auséncia de
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luminosidade (a luz causa danos ao DNA). Apos eletroforese as laminas foram retiradas
da cuba e mergulhadas numa solucao tampao (0,4 M Tris, pH 7,5) durante 5 mim, para
neutralizar a alcalinidade (Figura 14). Apds a corrida em eletroforese as laminas foram

fixadas com etanol a 100%.

FIGURA 14: Método do Cometa: A — Preparacdo das Laminas; B — Eletroforese.

3.1.4.4. ANALISE DOS DADOS

Apoés a fixacdo das laminas em etanol 100%, aplicou-se 30uL da solucdo de
Brometo de Etidio (20pg/mL) e cobriu-se com laminula para analise em microscopio de
fluorescéncia (Zeiss) equipado com um filtro de excitagdo de 515-560 nm, um filtro de
barreira de 590 nm e objetiva de 40x. A andlise foi realizada de acordo com o padrao de
escores previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa,
indicando o grau de quebra do DNA (Figura 15). Diretrizes e recomendacgdes
internacionais para o ensaio do cometa consideram que o escore visual dos cometas ¢ um
método de avaliacdo bem validado, apresentando uma alta correlagdo com as analises de
imagens computadorizadas. Foram contados 100 cometas (100 cometas para cada
replicata), que foram classificados de acordo com a porcentagem de DNA na cauda do
cometa. O indice de dano (ID), sendo uma medida sensivel de dano baseada na migragao
do DNA, variou de 0 (Sem dano: 100 células x 0) a 400 (Com dano maximo: 100 células
x 4) (COLLINS et al., 1997; SILVA et al., 2000).

4
O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte formula: ID = Z n,xi,onde n, é
i=0

o numero de células com nivel de dano i (0, 1, 2, 3 ou 4).
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3.1.4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados a partir da média e do desvio-padrdo. Para verificagdo
da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos os dados foram
comparados por analise de varidncia (ANOVA) seguida por Teste de Tukey, com nivel
de significancia de 5% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism versao 5.0.

> 0 = sem danos (<5%);
1 = baixo nivel de danos (5 —20%);
2 = médio nivel de danos (20 — 40%);
3 = elevado nivel de danos (40 — 95%));
4 = dano total (95%).

-

FIGURA 15: Tipos de cometas: Representagao dos cometas corados com brometo de
etidio e visualizados no microscopio de fluorescéncia. (Fonte: Modificada de Speit,
Hartmann, 1999).

Y V V V

3.1.5. ENSAIO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

Uma grande variedade de agentes ¢ capaz de induzir lesdes no DNA celular e
quando nao sdo reparadas ou o sdo de forma inadequada podem resultar em aberragdes
cromossdmicas. Tais aberragcdes podem ser visualizadas por microscopia Optica quando
as células sdo observadas em metafase. Sao denominados clastogénicos os agentes que
induzem aberragdes cromossOmicas estruturais enquanto que aqueles que induzem
alteracdes numeéricas sao denominados aneugénico, podendo tais agentes ser de natureza
quimica, fisica ou bioldgica (LEONARD, 1990).

A maioria das aberracdes cromossomicas (AC) ¢ letal para as células que as

carregam ou para as células filhas, mas se ndo houver perda de material genético, a
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célula poderd sobreviver a divisdo celular e transmiti-la as geragdes futuras (WHO,

1985).

3.1.5.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

As preparacdes metafasicas para a andlise convencional de AC foram obtidas
seguindo alguns passos: o sangue periférico foi obtido em vacutainers heparinizados. As
culturas foram preparadas com 10 gotas de sangue total para cada 5Sml de cultura
consistindo de 80% RPMI e 20% de Soro Fetal Bovino, antibidtico (100 Ul/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) e estimulados com 2% (de
fitohemaglutinina). Os frascos foram mantidos em estufa a 37 °C por 72 horas.
Colchicina (0,0016%, Sigma) foi adicionada 2 horas antes da fixacdo (até 70 horas). Os
frascos voltaram para a estufa. As metafases foram preparadas usando uma técnica
modificada de Moorehead et al. (1960).

Na seqiiéncia, esse material foi levado para a centrifuga por 5 minutos a uma
rotacdo de 1000 rpm, sendo descartado o sobrenadante, restando 1ml. Adicionou-se 4ml
de KCI (0,075%), agitando o material, deixando em banho maria por 20 minutos,
visando expandir a membrana celular para liberagdo e melhor visualizagdo
cromossomica. A seguir foi adicionado 0,5ml de fixador (na propor¢ao de 3:1 de
metanol para 4cido acético a 100%), posteriormente foi realizado uma nova
centrifugacao a 1000 rpm descartando o sobrenadante, permanecendo 1ml.

Foram realizadas sucessivas centrifugagdes com posteriores remocdes de
sobrenadante, até a purificagdo e limpeza do material cromossémico (com 4 mL de
fixador mais ou menos 3 vezes). Na terceira lavagem com o fixador o material foi para
geladeira a uma temperatura em torno de 7,5°C, por 1 hora (CONGER, 1953). Em
seguida o material foi ressuspendido e levado a centrifuga, retirou-se o sobrenadante e
procedeu-se o gotejamento sobre 4 laminas.

Para a realizacdo da coloragdo convencional, as laminas foram coradas com
solucao Giemsa (Wright) e tampao fosfato (pH = 6,8) na propor¢ao de 1:3 durante 4
minutos. Em seguida lavou-se com agua destilada, sendo colocadas para secarem a

temperatura ambiente (BACHS et al., 1994) (Figura 15).
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FIGURA 16: Sequéncia esquematica do teste de aberragcdes cromossOmicas em
linfécitos de sangue periférico. Fonte: Ramos, 2009.

3.1.5.2. ANALISE CITOGENETICA
A andlise das laminas foi realizada em microscopio optico, com a finalidade de se
detectar possiveis alteragdes cromossOmicas estruturais ou numéricas nas metafases dos
linfocitos. Os cromossomos foram analisados com a objetiva de imersdo (100 x), em
laminas codificadas, observando-se a posicdo do centromero, alteragdes no grau de

ploidia e aberracdes estruturais segundo Rabelo-Gay et. al., (1991).

3.1.5.3. CRITERIOS DE ANALISE
Os parametros analisados foram a frequéncia de células com aberragdes
cromossomicas em 100 metafases/cultura e o indice mitdtico (IM), determinado pela
contagem do niimero de metafases em 2000 linfocitos/cultura (Moorhead et. al., 1960).
O IM foi calculado usando-se a seguinte formula:

Numero de metafases
M=

~ Numero total de linfoblastos

100
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3.1.5.4. ANALISES ESTATISTICAS
Os dados foram analisados a partir da média = E.P.M. Para verificagdo da
ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) seguido de Tukey’s (p<0,05) utilizando
o programa Prism versao 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

3.1.6. ENSAIO DO MICRONUCLEO

O ensaio de micronucleo in vitro ¢ hoje um dos testes citogenéticos mais bem
estabelecidos, com validagdo internacional e aplicdvel a qualquer populacdo celular
nucleada (Fenech et. al., 2000; 2006).

Fenech & Morley (1985) modificaram a metodologia do ensaio empregando a
citocalasina B. A citocalasina B ¢ um inibidor da polimerizagao da actina requerida para
a citocinese (Carter, 1967). O uso da citocalasina B induz o bloqueio da citocinese, mas
ndo da divisdo nuclear, resultando em um acimulo de células binucleadas a partir de
células que passaram por apenas um ciclo de divisdao, independentemente do grau de

sincronia e da propor¢ao das células em divisao (Fenech, 2000).

3.1.6.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA ENSAIO DE MICRONUCLEO
EM LINFOCITOS

O ensaio foi realizado de acordo com Matsuoka et al. (1992) com pequenas
modificagdes (Bonacker et al., 2004). Sangue total foram adicionados 10 gotas de
sangue para cada Sml de meio de cultura consistindo de 80% RPMI e 20% de Soro Fetal
Bovino, antibiotico (100 UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) e
estimulados com 2% de fitohemaglutinina. Apds 44h de incubacdo foi adicionada
citocalasina B. 28h apo6s, as culturas foram centrifugadas (1000 rpm/5 min) e o
sobrenadante desprezado. Posteriormente, as células foram resuspendidas com uma
solu¢do hipotonica de KCI (0,075 M) gelada (4°C) por 3 minutos e ap6s, foram fixadas
com metanol/acido acético (3:1) gelado (4°C). Duas a quatro gotas (dependendo da
quantidade do material) do material fixado foram transferidas para laminas de
microscopia limpas e depois de secas, estas foram coradas com uma solucdo de Giemsa

(5%) por 7 minutos.
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3.1.6.1.1. ANALISE DOS DADOS
As laminas foram analisadas com o auxilio de microscéopio dptico binocular com
aumento de 1000 vezes. Os critérios adotados de identificagdo dos micronucleos foram
os descritos por Fenech (2000) (Figura 17). Assim, somente células binucleadas (2000
células/voluntario) com nucleos intactos, com tamanhos aproximadamente iguais € com

o mesmo padrdo de coloragao foram analisadas.

FIGURA 17: Fotomicrografia de linfécitos binucleados portando micronucleos.

Fonte: Fenech et al., 2003.

3.1.6.1.2. ANALISES ESTATISTICAS
Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. Para verificacdo da
ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) seguido de Tukey’s (p<0,05) utilizando
o programa Prism versao 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

3.1.6.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA ENSAIO DE MICRONUCLEO
EM RETICULOCITOS
De acordo com Hayashi et al (1990), em uma lamina pré-tratada com o corante
fluorescente acridina laranja (1mg/mL), foram adicionados 50 puL de sangue periférico
dos voluntarios. As laminas foram cobertas com laminulas para posterior andlise.
As preparagdes celulares foram examinadas com o auxilio de um microscopio de
fluorescéncia com filtro de excitagdao azul (488 nm) e filtro de emissdo (barreira) amarelo
(575 nm), usando a objetiva de imersao.

Duas mil células (reticulocitos) foram analisadas por individuo.

3.1.6.2.1. ANALISE DOS DADOS
As laminas foram analisadas com o auxilio de microscopio optico binocular com

aumento de 1000 vezes. Os critérios adotados de identificagdo dos micronucleos foram
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os descritos por Fenech (2000) (Figura 17). Assim, somente células binucleadas (2000
células/voluntario) com nucleos intactos, com tamanhos aproximadamente iguais € com

o mesmo padrao de coloragdo foram analisadas.

3.1.6.2.2. ANALISES ESTATISTICAS
Os dados foram analisados a partir da média = E.P.M. Para verificagdo da
ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de seguido de Tukey’s (p<0,05)
utilizando o programa Prism versao 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

3.1.6.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA ENSAIO DE MICRONUCLEO
EM MUCOSA BucAL

O material foi obtido mediante raspagem gentil da mucosa bucal, utilizando para

tal um swab. Com esse raspado foi confeccionado um esfregaco, com a auxilio de uma
gota de solucdo de soro fisiologico (NaCl a 0,9%) previamente sobre a lamina.
Posteriormente as laminas foram fixadas em solu¢ao metanol/acido acético 3:1 e apds 24
horas as preparacdes, assim obtidas, foram coradas de acordo com o método de Feulgen
e Rossenbeck (1924), e contra-coradas com Fast Green a 1% em alcool absoluto por 1

minuto.

3.1.6.3.1. ANALISE DOS DADOS
As laminas foram analisadas com o auxilio de microscopio dptico binocular com
aumento de 1000 vezes. Os critérios adotados de identificagdo dos micronucleos foram
os descritos por Fenech (2000) (Figura 17). Assim, somente células binucleadas (2000
células/voluntario) com nucleos intactos, com tamanhos aproximadamente iguais € com

o mesmo padrio de coloragdo foram analisadas.

3.1.6.3.2. ANALISES ESTATISTICAS
Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. Para verificacdo da
ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram
comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida de seguido de Tukey’s (p<0,05)
utilizando o programa Prism versao 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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3.1.6.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA QUANTIFICACAO DE
OXIDACAO PROTEICA

A oxidacao de proteinas intracelulares foi determinada através da quantificacao
dos grupamentos carbonilos gerados em cadeias laterais de alguns aminodcidos,
utilizando 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Buss et. al., 1997). Os leucécitos foram
separados através de um gradiente de densidade, com auxilio de Ficoll-Hypaque®,
recolhidos e lisados com auxilio de ultrassom. As proteinas presentes no lisado celulares
foram quantificadas através do método de Lowry (Lowry et. al., 1951). As amostras de
proteina (500 ul; 1mg/ml) foram incubadas com ou sem solu¢do com DNPH durante 60
min a 37° C no escuro. Apos, foi adicionado 1mL de acido tricloroacético a 10% (4°C) e
incubado por 25 min. Logo apos, a suspensdo foi centrifugada a 5000 rpm por 30
minutos (4 °C); sendo o sobrenadante descartado. O pellet foi lavado trés vezes com
etanol/acetato de etila (1:1, v/v), ressuspendido em solugdo tampao de 45 mM de Tris-
HCI (pH 7,4) e incubado por 10 minutos a 37°C. As proteinas solubilizadas no tampao
foram normalizadas pelo teor de proteina (Lowry et. al., 1951) e a absorbancia medida
com auxilio de espectrofotometro, utilizando comprimento de onda de 375nm (Spectra
Count, Packard, Ontario, Canada). O teor total de proteinas carboniladas foi determinado

em nmol/mg de proteina.

3.1.6.4.1. ANALISES ESTATISTICAS
Os dados foram analisados a partir da média = E.P.M. Para verificagdo da
ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de seguido de Tukey’s (p<0,05)
utilizando o programa Prism versao 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

3.2. MATERIAIS UTILIZADOS NA PESQUISA

3.2.1. APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS:
*  Becker graduado capacidade 50mL;
*  Béqueres (SIMAX);
»  Caixas para guardar laminas;
e Camara umidificada;
* Centrifuga (FANEM);
e Cubas;
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Estante suporte para tubos de centrifuga;
Estufa de CO, (Nuaire);

Fluxo laminar (Pachane);

Geladeira e freezer (Brastemp);

Laminas e laminulas para microscopia;
Microscopio de fluorescéncia (Nikon);
Microscopio Optico binocular (Coleman)
Pipeta de Pasteur com pipetador;

Pipeta Sorolodgica Estéril,

Pipetas automaticas (Gilson);

Proveta graduada;

Seringas descartaveis;

Seringas descartaveis 10 mL e agulhas 25 x 7;
Tubo Eppendor - 1,5 mL;

Tubo falcon 15 ml;

Tubos de ensaio de vidro (PIREX);
Tubos para centrifuga 15 mL (Laborglas).

. REAGENTES, SOLUCOES, LiQUIDOS E CORANTES

Acido acético glacial 100%;
Agarose 0,5% LMP;
Agarose 1,5%;

Agua destilada;

Alcool 70%;

Alcool 90%;

Colchicina (0,0016%);
DMSO 5%;

Etanol 100%;

Ficoll Hystopaque;
Fitohemaglutinina;

Gelo;

Giemsa eosina azul de metileno;
Heparina Sédica 5000 U/I,
Meio RPMI 1640;



Metanol;

PBS (Tampao Fosfato Salina);
Solu¢ao de Brometo de Etidio (Life tecnologies);
Solucao de EDTA;

Solugao de Eletroforese;

Solugdo de Lise;

Solucao de NaOH;

Solucao KClI;

Solug¢do Tampao de Neutralizagao;
Solugdo tampao fosfato;

Soro Fetal Bovino;

Tripsina.

Outros

Algodao;

Blood stop;

Garrote;

Gazes;

Luvas descartaveis.



Resultados
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4. RESULTADOS
4.1. COLETA DAS AMOSTRAS
As amostras da populacdo residente foram coletas na Unidade de Saude Bésica

Jodo Silva Guerra, localizado no distrito Lagoa do Mato, municipio de Itatira — Figura
17.

FIGURA 18: Foto da Unidade Basica de Saude, Distrito de Lagoa do Mato, Municipio
de Itatira, Ceara. Fonte: Rodrigues, F.A.R.; 2014.

Como ja descrito anteriormente, para o grupo controle negativo (populagdo ndo
residente), as amostras foram adquiridas de voluntarios doadores regulares de sangue no
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara — HEMOCE.

Todas as amostras foram coletas por uma profissional técnica de enfermagem,
onde foram seguidos os principios éticos e todos os procedimentos de biosseguranga;

garantindo a saude do doador e dos pesquisadores envolvidos.

4.2. CARACTERIZACAO DA POPULACAO ESTUDADA
Fizeram parte dessa pesquisa 161 (cento e sessenta e um) voluntarios, de ambos
os sexos, selecionados apos aplicacao dos critérios de inclusdo e exclusdo. Noventa e um
pertenciam ao grupo exposto — chamado de populagdao residente — e 70 individuos

compuseram o grupo controle — chamado de populacao nao residente.
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Ap6s aplicacdo de questiondrio foi verificado uma média de idade da populacdo
residente de 41,24 + 15,00; com um tempo de exposicao, para essa mesma populacio, de

34,93 + 16,06; conforme a tabela abaixo:

TABELA 2: Caracteristicas da Populagao Estudada.

Caracteristicas da amostra Nao Residentes Residentes
Total 70 91
Idade (anos) + E.P.M. 33,33 +£ 8,88 41,24 + 15,00
Faixa (idade min. e max.) 19 - 61 18 - 80
Tempo de exposi¢do (anos) + E.P.M. 0 34,93 + 16,06
Intervalo (tempo min. e max.) 0 1-71
Género
Homens (%) 40,85° 31,86
Mulheres (%) 59,15° 68,14
Estilo de Vida
Homens
Bebe / Fuma (%) 0* 44,82
Nao bebe / Ndo Fuma (%) 0* 55,18
Mulheres
Bebe / Fuma (%) 0* 25,80
Nao bebe / Ndo Fuma (%) 0 74,20

"Dados coletados no Centro de Hemoterapia do Cearda — HEMOCE.

O tempo de exposi¢do mostrou-se um intervalo de minimo e méaximo amplo
devido ao fato da heterogeneidade da populacao pesquisada; levando em consideragao
também o fato de incluimos pessoas com idade avangada; e que eventualmente sempre
moraram no local de estudo.

Foram incluidos também, na pesquisa, individuos etilistas e fumantes. Para que o
estilo de vida nao influenciasse nos resultados; todos os parametros da pesquisa foram
analisados em separado para o grupo de etilista (homens e mulheres) e fumantes

(homens e mulheres).



70

4.3. ENSAIO DO COMETA ALCALINO
Apos andlise dos dados em relagdo ao dano de DNA, observado através do ensaio
do cometa alcalino, podemos observar que a populacdo residente exposta a ocorréncia
natural de uranio apresentou, em relacdo ao grupo nao residente (controle), um aumento

significativo no indice de dano de DNA (p<0,05), conforme Figura 19.

Ensaio do Cometa Alcalino

100-
<
2
=) 80+
g *
* *%k%
(o] -
2 60 ., o v,
a A A . vY
) 404 m - .. va
g A “ YVyvy'
= 20- YyVy
0-
@ & & ®  *p<0,05
& & Q‘)& Q‘)& P
B & 2 e
S
& & &
& o
(‘0 Q-Q'
Qvé\bo
Q.

FIGURA 19: indice de dano ao DNA da populagio nio residente e residente. *valores
significantes em relacdo ao grupo ndo residente (p <0.05); *** valores significantes
entre residentes ndo bebem/nao fumam e residentes bebem/fumam (p <0.05). Analisado

utilizando o teste ANOVA seguido de Tukey's.

Apo6s detalhamento dos dados, podemos observar que o maior indice de dano ao
DNA acontece na populagao residente (10,63 + 0,6151), no grupo dos homens (12,87 +
1,442), com uma prevaléncia bem maior para os homens que sdo etilistas e/ou fumantes
(19,67 + 2,636); com diferengas significativas, em torno de trés vezes mais, em relagao a
populagdo nao residente (6,348 = 0,3191) — Tabela 3. No grupo das mulheres,

observamos um aumento significativo no indice de dano (9,64 + 0,6047); porém sem
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aumentos consideraveis no indice de dano em relagdo ao estilo de vida; como: 9,758 +

1,207 para etilistas e/ou fumantes, e 9,402 = 0,7012 para nio etilistas e/ou ndo fumantes.

TABELA 3: Indice de danos ao DNA da populagdo ndo residente e residente.

Grupos Tamanho da Amostra Indice de Dano

Média + SEM

Total 161 8,770 + 0,3863

Nao Residentes 70 6,348 £ 0,3191
Homens 30 5,989 + 0,5008

Mulheres 40 6,617 £0,4134
Residentes 91 10,63 £ 0,6151*
Niao Bebe / Nao Fuma 62 9,043 £ 0,5601
Bebe / Fuma 29 14,03 + 1,454*
Homens 29 12,87 £ 1,442*
Bebe/Fuma 13 19,67 +2,636*

Nao Bebe / Nao Fuma 16 6,978 +£ 0,6502
Mulheres 62 9,64 + 0,6047*
Bebe/Fuma 16 9,758 +£1,207*

Nao Bebe / Nao Fuma 46 9,402 +£0,7012

*P<0,05 comparado com o grupo Nao Residentes. analisado utilizando o teste ANOVA
seguido de Tukey'’s.

4.4. ENSAIO DO COMETA ALCALINO COM UTILIZACAO DA ENZIMA FPG
Ap6s andlise dos dados em relagdo ao dano de DNA, utilizando o ensaio do
cometa alcalino com a enzima FPG, observamos que o grupo “populacao residente FPG”
exposta a ocorréncia natural de uranio apresentou, em relacdo ao grupo nao residente
“FPG” (controle), um aumento significativo no indice de dano de DNA (p<0,05),

conforme Figura 20.
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Ensaio do Cometa Alcalino com FPG
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FIGURA 20: Indice de danos ao DNA (utilizando enzima FPG) da populagdo nio
residente e residente. *valores significantes em relagdo ao grupo ndo residentes FPG (p
<0.05); ***valores significantes entre residentes FPG ndo bebem/ndo fumam e
residentes FPG bebem/fumam (p <0.05). Analisado utilizando o teste ANOVA seguido
de Tukey's.

Com o detalhamento dos dados, podemos observar que o maior indice de dano ao
DNA acontece na populacao residente FPG (14,22 + 0,8081), no grupo dos homens
(18,48 = 2,171), com uma prevaléncia bem maior para os homens que sdo etilistas e/ou
fumantes (27,51 + 4,179); com diferengas significativas em relacdo a populagdo nio
residente FPG (7,419 + 0,2521) — Tabela 4. No grupo das mulheres, observamos um
aumento significativo no indice de dano (12,33 + 0,6152); com aumentos significantes,
porém pouco expressivo, no indice de dano em relagdo ao estilo de vida; como: 13,44 +

1,288 para etilistas e/ou fumantes, e 11,96 & 0,6984 para nio etilistas e/ou ndo fumantes.
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TABELA 4: indice de danos ao DNA (utilizando enzima FPG) da populagdo ndo

residente e residente.

Indice de Dano

Grupos Tamanho da Amostra Média + SEM
Total 161 11,27 £0,4938
Nao Residentes 70 7,419 +£0,2521
Homens 30 7,311 +0,3504

Mulheres 40 7,5+0,3554
Residentes 91 14,22 + 0,8081*
Nao Bebe / Nao Fuma 62 11,64 + 0,5580*
Bebe/Fuma 29 19,75 + 2,128*
Homens 29 18,48 +2,171%
Bebe/Fuma 13 27,51 £4,179*
Nao Bebe / Nao Fuma 16 10,64 £ 0,7200
Mulheres 62 12,33 £ 0,6152*
Bebe/Fuma 16 13,44 +1,288*
Nao Bebe / Nao Fuma 46 11,96 + 0,6984*

*P<0,05 comparado com o grupo Nao Residentes; analisado utilizando o teste ANOVA

seguido de Tukey's.

Confrontando os dados entre os grupos populagdo residente FPG ndo etilista e/ou

ndo fumante e populacao residente FPG etilista e/ou fumante observamos um aumento

significativo, em torno de 1,7 vezes, de 11,64 £ 0,5580 para 19,75 £ 2,128; como

demonstrado no grafico da figura 20.

Se compararmos os resultados dos ensaios do cometa alcalino sem (tabela 3) e

com a utilizagdo da enzima FPG (tabela 4) observamos um aumento significativo no

indice de dano de DNA, em torno de 33,77%, do grupo “populagdo residente” em
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relacdo ao grupo “populagao residente FPG”; com média de 10,63 + 0,6151 para o grupo
“populagdo residente”, e com média de 14,22 + 0,8081 para o grupo “populacio

residente FPG”.

4.5. ENSAIO DO COMETA ALCALINO COM UTILIZACAO DA ENZIMA ENDO

I
Em relagdo ao dano de DNA, utilizando o ensaio do cometa alcalino com a
enzima ENDO III, observamos que o grupo “populagdo residente ENDO III”” exposta a
ocorréncia natural de uranio apresentou, em relagdo ao grupo nao residente “ENDO III”
(controle), um aumento significativo no indice de dano de DNA (p<0,05), conforme

Figura 21.
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FIGURA 21: Indice de danos ao DNA (utilizando enzima ENDO III) da populagdo ndo
residente e residente. *valores significantes em relacao ao grupo nado residentes ENDO
I (P <0.05); ***valores significantes entre residentes ENDO III ndo bebem/ndo

fumam e residentes ENDO III bebem/fumam (p <0.05). analisado utilizando o teste
ANOVA seguido de Tukey's.
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Podemos observar também que o maior indice de dano ao DNA acontece na
populagdo residente ENDO III (15,07 &+ 0,8148), no grupo dos homens (19,19 + 2,193),
com uma prevaléncia bem maior para os homens que sao etilistas e/ou fumantes (28,64 +
4,161); com diferencas significativas em relacdo a populacdo ndo residente ENDO III
(7,281 = 0,2500) — Tabela 5. No grupo das mulheres, observamos um aumento
significativo no indice de dano (13,24 + 0,6214); porém sem diferengas significativas
entre os grupos relacionados ao estilo de vida; como: 13,33 + 0,7203 para etilistas e/ou

fumantes, e 12,96 + 1,241 para ndo etilistas e/ou ndo fumantes.

TABELA 5: Indice de danos ao DNA (utilizando enzima ENDO III) da populagdo nio
residente e residente.

Indice de Dano

Grupos Tamanho da Amostra Média + SEM
Total 161 11,68 +£0,5044
Nao Residentes 70 7,281 +£0,2500
Homens 30 7,389 +0,4327

Mulheres 40 7,2+0,2948
Residentes 91 15,07 + 0,8148*
Nao Bebe / Nao Fuma 62 12,77 + 0,5850*
Bebe/Fuma 29 19,99 + 2,145*
Homens 29 19,19 + 2,193*
Bebe/Fuma 13 28,64 £ 4,161*
Nao Bebe / Nao Fuma 16 11,00 £ 0,8257
Mulheres 62 13,24 + 0,6214*
Bebe/Fuma 16 13,33 £ 0,7203*

Nao Bebe / Nao Fuma 46 12,96 + 1,241
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*P<0,05 comparado com o grupo Nao Residentes; analisado utilizando o teste ANOVA

seguido de Tukey'’s.

Quando comparamos os grupos populagao residente ENDO III nao etilista e/ou
ndo fumante e populacdo residente ENDO III etilista e/ou fumante observamos um
aumento significativo, em torno de 0,6 vezes, de 12,77 + 0,5850 para 19,99 + 2,145;
como demonstrado no grafico da Figura 21. Ja a comparagdo entre os grupos homens
ENDO III; vemos um aumento significante, em torno de 160%, de ndo etilistas e/ou nao

fumantes (11,00 £ 0,8257) em relacdo ao etilistas e/ou fumantes (28,64 + 4,161).

4.6. ENSAIO DO COMETA ALCALINO COM UTILIZACAO DA ENZIMA
HOGG1

Ao realizarmos o ensaio do cometa alcalino com a enzima hOGG1, observamos
que o grupo “populacdo residente hOGG1” exposta a ocorréncia natural de uranio
apresentou, em relacdo ao grupo ndo residente “hOGG1” (controle), um aumento
significativo no indice de dano de DNA (p<0,05), conforme Figura 22.

Podemos observar que o maior indice de dano ao DNA acontece na populacao
residente hOGG1 (14,44 + 0,7768), no grupo dos homens (18,07 = 2,084), com uma
prevaléncia bem maior para os homens que sdo etilistas e/ou fumantes (26,1 + 4,064);
com diferencas significativas em relagdo a populagdo ndo residente hOGG1 (7,578 +
0,2431) — Tabela 6. No grupo das mulheres, observamos um aumento significativo no
indice de dano (12,83 = 0,6033); com aumentos significantes, porém pouco expressivo,
no indice de dano em relacdo ao estilo de vida; como: 13,02 + 1,285 para etilistas e/ou

fumantes, e 12,27 + 0,6822 para ndo etilistas e/ou ndo fumantes.
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FIGURA 22: Indice de danos ao DNA (utilizando enzima hOGG1) da popula¢do nio

residente e residente. *valores significantes em relagdo ao grupo nao residentes hOGG1

(p <0.05); ***valores significantes entre residentes hOGG1 ndo bebem/ndo fumam e

residentes hOGG1 bebem/fumam (p<0.05). Analisado utilizando o teste ANOVA

seguido de Tukey's.

TABELA 6: indice de danos ao DNA (utilizando enzima hGOO1) da populagdo ndo
residente e residente.

Indice de Dano

Grupos Tamanho da Amostra Média + SEM

Total 161 11,72 £0,5031

Nao Residentes 70 7,578 +£0,2431
Homens 30 7,578 +£0,3447
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Mulheres 40 7,358 +£0,3166

Residentes 91 14,44 = 0,7768*

Nao Bebe / Nao Fuma 62 12,56 + 0,5503*
Bebe/Fuma 29 18,47 +£2,078*
Homens 29 18,07 +2,084*
Bebe/Fuma 13 26,1 +4,064*

Nao Bebe / Nao Fuma 16 11,11 +0,7489

Mulheres 62 12,83 £ 0,6033*
Bebe/Fuma 16 13,02 + 1,285*

Nao Bebe / Nao Fuma 46 12,27 + 0,6822

*P<0,05 comparado com o grupo Nao Residentes; analisado utilizando o teste ANOVA
seguido de Tukey'’s.

Quando comparamos os grupos populacao residente hGOO1 nao etilista e/ou nao
fumante e populacao residente hGOOI] etilista e/ou fumante observamos um aumento
significativo, em torno de 0,5 vezes, de 12,56 + 0,5503 para 18,47 £ 2,078; como
demonstrado no grafico da Figura 22. J& a comparagdo entre os grupos homens
residentes hGOO1; observamos um aumento significante, em torno de 1,3 vezes, de nao
etilistas e/ou ndo fumantes (11,11 + 0,7489) em relacao ao etilistas e/ou fumantes (26,1 +
4,064).

Podemos observar que o indice de dano aumentou significativamente, na
populacdo residente, quando realizamos o ensaio do cometa alcalino sob o tratamento
com as enzimas FGP, ENDO III, hGOO1 (14,22 + 0,8081; 15,07 + 0,8148; 14,44 +
0,7768; respectivamente) em relacdo a populacao residente quando realizamos o ensaio
do cometa alcalino sem adi¢gdo de nenhuma enzima (10,63 £ 0,6151). Com isso, ¢
possivel relacionar o dano ao DNA com lesdes oxidativas (a 8-0xoG, com uso da enzima

hOGG1), de bases puricas (uso FGP) e pirimidicas (uso ENDO III).



4.7. ENSAIO DO MICRONUCLEOS EM LINFOCITOS
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Os resultados da avaliagdo mutagénica, com o teste de MN com bloqueio de

citocinese, de residentes revelam que a incidéncia de linfocitos binucleados, com MN,

ndo foi significativamente diferente (p<0,05), quando comparado com o grupo nao

residente (Figura 23).
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FIGURA 23: Mutagenicidade, avaliado pela incidéncia de micronutcleos em linfécitos

da populagdo nao residente e residente. *valores significantes em relagdo ao grupo nao

residentes (p <0.05); ***valores significantes entre residentes ndo bebem/nao fumam e

residentes bebem/fumam (p<0.05). Analisado utilizando o teste ANOVA seguido de

Tukey's.

Apesar de entre residentes e ndo residentes ndo termos encontrado diferencas

significativas; a maior incidéncia de linfocitos binucleados, com MN, foi observado no

grupo dos homens (1,333 £+ 0,2104), com uma prevaléncia bem maior, em torno de 1,3

vezes em relagdo aos ndo residentes, para os homens que sdo etilistas e/ou fumantes
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(1,949 + 0,4057), com diferencas significativas em relagdo a populagdo ndo residente
(0,8476 + 0,0645) — Tabela 7. No grupo das mulheres também ndo observamos

diferencas significativas, mesmo para as mulheres do grupo etilistas e/ou fumantes.

TABELA 7: Mutagenicidade avaliada pelo teste MN em linfocitos da populagdo ndo
residente e residente.

MN/2.000 céls. BN*

Grupos Tamanho da Amostra Média = SEM

Total 161 0,8675 + 0,05233
Nao Residentes 70 0,8476 + 0,0645
Homens 30 0,8778 £ 0,1104
Mulheres 40 0,825 +0,07730
Residentes 91 0,8828 + 0,07821
Nao Bebe / Nao Fuma 62 0,6989 + 0,0598
Bebe/Fuma 29 1,276 + 0,2040*
Homens 29 1,333 +0,2104*
Bebe/Fuma 13 1,949 + 0,4057*

Nao Bebe / Nao Fuma 16 0,80+ 0,1371
Mulheres 62 0,6825 +0,05834
Bebe/Fuma 16 0,7292 +0,1254
Nao Bebe / Nao Fuma 46 0,6667 + 0,06575

#2000 células por individuo, totalizando 322.000 células avaliadas quanto a presenca de
MN. *P<0,05 comparado com o grupo Nao Residentes; Analisado utilizando o teste
ANOVA seguido de Tukey's.
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4.8. ENSAIO DO MICRONUCLEOS EM RETICULOCITOS
Os resultados da avaliagdo mutagénica, com o teste de MN de residentes revelam
que a incidéncia de reticuldcitos, com MN, ndo foi significativamente diferente (p<0,05),

quando comparado com o grupo nao residente (Figura 24).
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FIGURA 24: Mutagenicidade, avaliado pela incidéncia de micronacleos em
reticuldcitos da populag@o nao residente e residente. *valores significantes em relagdo ao
grupo nao residentes (p <0.05); ***valores significantes entre residentes ndo bebem/ndo
fumam e residentes bebem/fumam (p<0.05). Analisado utilizando o teste ANOVA

seguido de Tukey's.

Apesar de entre residentes e€ ndo residentes ndao encontramos diferencas
significativas; a maior incidéncia de reticulocitos, com MN, foi observado no grupo dos
homens (1,226 + 0,3501), com uma prevaléncia bem maior para os homens que sdo
etilistas e/ou fumantes (2,41 + 0,7073), com diferencas significativas, em torno de 5,4

vezes, em relacdo a populagdo nao residente (0,3762 + 0,0425) — Tabela 8. No grupo
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das mulheres também ndo observamos diferencas significativas, mesmo para as mulheres

do grupo etilistas e/ou fumantes.

TABELA 8: Mutagenicidade avaliada pelo teste MN em reticulocitos da populagdao nao
residente e residente.

MN/2.000 céls. BN*

Grupos Tamanho da Amostra Média = SEM
Total 161 0,5259 + 0,06736
Nao Residentes 70 0,3762 + 0,04250
Homens 30 0,3111 +0,05837
Mulheres 40 0,425 + 0,05995
Residentes 91 0,6410+0,1142
Niao Bebe / Nao Fuma 62 0,3172 +£0,0438
Bebe/Fuma 29 1,333 £ 0,3353*
Homens 29 1,226 + 0,3501*
Bebe/Fuma 13 2,41 £ 0,7073*
Niao Bebe / Nao Fuma 16 0,2+0,07521
Mulheres 62 0,381 +0,04519
Bebe/Fuma 16 0,4583 + 0,08912
Nao Bebe / Nao Fuma 46 0,3546 + 0,05243

#2000 células por individuo, totalizando 322.000 células avaliadas quanto a presenca de
MN. *P<0,05 comparado com o grupo Nao Residentes; Analisado utilizando o teste
ANOVA seguido de Tukey's.

4.9. ENSAIO DO MICRONUCLEOS EM MUCOSA BUCAL
Os resultados da avaliagao mutagénica, com o teste de MN de residentes revelam
que o namero de células da mucosa bucal, com MN, ndo foi significativamente diferente

(p<0,05), quando comparado com o grupo ndo residente (Figura 25).



83

Micronucleos em Mucosa Bucal

10+

*

[72] kK

= 8- . *

] XX XX

g 6 . *

o

=]

": 44 * ko *

2 se0e o0 X .o

E 2 o M S00000e

o o o ek
0 s — e — e —— e —
o
& E & & p<005
é\be o}b Q\) \Q\)
©@ 34 2° &
o \ 3
¢
o' o
d &
"b'o \be‘
e‘\ ¢°
X
. a>°°
&
Q.

FIGURA 25: Mutagenicidade, avaliado pela incidéncia de micronticleos em mucosa
bucal da populacao nao residente e residente. *valores significantes em relagao ao grupo
ndo residentes (p <0.05); ***valores significantes entre residentes nao bebem/ndo
fumam e residentes bebem/fumam (p<0.05). Analisado utilizando o teste ANOVA

seguido de Tukey'’s.

Apesar de entre residentes e nao residentes ndo termos encontrado diferencas
significativas; a maior incidéncia de células da mucosa bucal com MN foi observado no
grupo dos homens (1,119 + 0,2243), com uma prevaléncia bem maior para os homens
que sao etilistas e/ou fumantes (1,897 + 0,4405), com diferencas significativas, em torno
de 3,6 vezes, em relagdo a populagao nao residente (0,4095 + 0,04886) — Tabela 9. No
grupo das mulheres também ndo observamos diferengas significativas, mesmo para as

mulheres do grupo etilistas e/ou fumantes.
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TABELA 9: Mutagenicidade avaliada pelo teste MN em mucosa bucal da populacdo
ndo residente e residente.

MN/2.000 céls. BN*

Grupos Tamanho da Amostra Média = SEM
Total 161 0,5424 + 0,04956
Nao Residentes 70 0,4095 + 0,04886
Homens 30 0,4778 + 0,08245
Mulheres 40 0,3583 +0,05893
Residentes 91 0,6447 + 0,07875
Nao Bebe / Nao Fuma 62 0,4301 + 0,0492
Bebe/Fuma 29 1,130 + 0,2163*
Homens 29 1,119 + 0,2243*
Bebe/Fuma 13 1,897 + 0,4405*
Nao Bebe / Nao Fuma 16 0,4444 + 0,09824
Mulheres 62 0,4339 +0,04816
Bebe/Fuma 16 0,4583 +0,08912
Nao Bebe / Nao Fuma 46 0,4255 +0,05715

#2000 células por individuo, totalizando 322.000 células avaliadas quanto a presenca de
MN. *P<0,05 comparado com o grupo Nao Residentes; Analisado utilizando o teste
ANOVA seguido de Tukey's.

4.10. ENSAIO DE MENSURACAO DE OXIDACAO PROTEICA
As mensuragdes de oxidagdo protéica de residentes revelam que a dosagem de
proteina carbonilada foi significativamente maior (p<0,05), quando comparado os grupos

ndo residente e residente (Figura 26).
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FIGURA 26: Mensuracdo de Oxidagao Protéica da populacdao ndo residente e residente.
*valores significantes em relagdo ao grupo nao residentes (p <0.05); ***valores
significantes entre residentes nao bebem/ndao fumam e residentes bebem/fumam

(p<0.05). Analisado utilizando o teste ANOVA seguido de Tukey's.

Quando comparamos os grupos populacdo residente ndo etilista e/ou ndo fumante
e populagdo residente etilista e/ou fumante observamos um aumento significativo, em
torno de 0,4 vezes, de 0,0913 £ 0,0063 para 0,1307 £ 0,0077; como demonstrado no
grafico da Figura 26. Ja a comparacdo entre os grupos homens; vemos um aumento
significante, em torno de 0,6 vezes, de ndo etilistas e/ou ndo fumantes (0,0845 + 0,0019)

em relagdo ao etilistas e/ou fumantes (0,1403 + 0,0064) — Tabela 10.

TABELA 10: Mensuracao de Oxidagao Protéica da populagdo nao residente e residente.

ng/mg de Proteina

Grupos Tamanho da Amostra Média + SEM

Total 161 0,1011+0,0128
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Nao Residentes 70 0,0797 + 0,0009
Homens 30 0,0806 = 0,0014
Mulheres 40 0,0789 +0,0012

Residentes 91 0,1097 + 0,0060*

Nao Bebe / Nao Fuma 62 0,0913 £ 0,0063
Bebe/Fuma 29 0,1307 £ 0,0077*
Homens 29 0,1244 + 0,0083*
Bebe/Fuma 13 0,1403 + 0,0064*

Nao Bebe / Nao Fuma 16 0,0845 +0,0019
Mulheres 62 0,0969 + 0,0075
Bebe/Fuma 16 0,1068 + 0,0184*

Nao Bebe / Nao Fuma 46 0,0936 + 0,0083

*P<0,05 comparado com o grupo Nao Residentes; Analisado utilizando o teste ANOVA
seguido de Tukey'’s.

4.11. ENSAIO DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS

Os resultados de aberragdes cromossomicas da populagdo residente revelam que
as frequéncias de quebras cromossdmicas e cromatidicas dos grupos da populagdo
residente foram significativamente diferente (p<0,05), quando comparado com aos
grupos da populagdo ndo residente (Tabela 11).

Ao estratificarmos a amostra, observamos que as maiores frequéncias de
aberragdes cromossOmicas, estatisticamente significantes, estdo nos grupos de residentes
com estilo de vida etilista ¢ /ou fumantes, em homens e mulheres. Para homens
residentes etilistas e/ou fumantes a frequéncia de quebras cromossdmicas e quebras
cromatidicas, respectivamente, foram de 0,51 £ 0,10 ¢ 0,47 = 0,15, enquanto os ndo
etilistas e/ou nao fumantes foi de 0,24 + 0,05 ¢ 0,20 = 0,11. J4 para mulheres residentes
etilistas e/ou fumantes, a frequéncia de quebras cromossomicas e quebras cromatidicas,

respectivamente, foram de 0,37 + 0,05 e 0,31 + 0,10, enquanto os ndo etilistas e/ou ndo
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fumantes foi de 0,19 + 0,11 ¢ 0,13 = 0,07. J4 a populag@o ndo residente a frequéncia de
quebras cromossOmicas e quebras cromatidicas, respectivamente, foram de 0,12 + 0,11 e

0,11 £ 0,10 para homens; e, 0,09 = 0,05 ¢ 0,13 = 0,10 para mulheres.



TABELA 11: indice mitético, tipo e frequéncia de aberragdes cromossémicas em linfocitos da populagio ndo residente e residente.

88

Aberracdes Estruturais” Aberra.g:oef)
a Numéricas
Tamanho M Ga End
Grupos da Média + Quebras Gap Quebras P Cromossomo neo- Poliploidia
A s A L 1s Cromatidico A rreduplicacao T
Amostra SEM Cromossomicas | Cromossomico | Cromatidicas Média + Dicéntrico Média + Média =
Média + SEM Média + SEM | Média £+ SEM ! Média + SEM SEM
SEM SEM
Homens Nao 30 ) ; ) ) _ _ _ _
Residentes
Néo Bebe / Nao 30 4,2 & 0,12+0,11 0,10 + 0,01 0,11+0,10 | 0124001 | 001001 | 013+005 | 0,12+0,01
Fuma 0,22
Homens
Residentes 28 i i ) ) ) ] ] ]
Néo Bebe / Nao 15 4312 00440,05 0,13 + 0,01 020£0,11 | 0,10£0,01 . 0,10+0,05 | 0,16+0,12
Fuma 0,11
Bebe/Fuma 13 4(’)2?; 0,51 +0,10%* 0,10£0,01 0,47 £ 0,15* 0,11+0,10 0,03 + 0,02 0,12+ 0,01 0,14 £0,05
Mulheres Nao 40 ) ) ) ) _ _ _ _
Residentes
Néo Bebe / Nao 40 4,3+ 0,09 £ 0,05 0,15 + 0,09 0134010 | 0,18+0,10 | 0,01+0,01 | 0144010 | 0,15+0,10
Fuma 0,10
Mulheres 63 ) ) } i} - - - -
Residentes
Néo Bebe / Nao 47 465% 1 (191011 0,11 0,10 0134007 | 0,140,010 | 001+0,01 | 015+011 | 0,10+ 0,08
Fuma 0,56
Bebe/Fuma 16 4(’)4§Ii 0,37 + 0,05* 0,12+0,10 0,31 +0,10* 0,16 £0,11 0,01 +£0,01 0,17 +0,12 0,11 +0,10

*Indice mitdtico (2000 células analisadas); °150 metafases analisadas. *P<0,05 comparado com o grupo Nio Residentes; Analisado utilizando o

teste ANOVA seguido de Tukey's.
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S. DISCUSSAO

Acidentes nucleares catastroficos, como Chernobyl e Fukushima, atraem atengao
imediata de pesquisadores devido as enfermidades que milhares de pessoas possam
adquirir (Lourenco et. al., 2013; Popp et. al., 2000). No Brasil, em 13 de Setembro de
1987, um acidente radiolégico em Goiania, em que mais de 50 individuos foi exposto a
doses elevadas de radiagdo gama, também repercutiu na comunidade cientifica
internacional (Da Cruz et. al., 2008; Da Cruz et. al., 1994; Natarajan et. al., 1991).
Diversos recursos sdo fornecidos para reduzir os efeitos sobre a populacido afetada; e
também para compreender e avaliar os efeitos toxicos da exposi¢cdo (Lourengo et. al.,
2013).

No entanto, estes tipos de acidentes nao sao a unica fonte de perigos radioativos,
uma vez que a exposic¢ao cronica a residuos de mineragdo de uranio podem causar efeitos
negativos na saide humana (Brugge e Buchner, 2011). Existe um cabedal de artigos
publicados onde se demonstra efeitos da radiacao externa sobre a satide da populacao
(Canu et. al., 2008; NRC, 2005); e a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer
(IARC, 2011) concluiu que "radionuclideos internos de uranio que emitem particulas
alfa sdo cancerigenos para os seres humanos" (Canu et. al., 2008).

Apesar desse cabedal de artigos, poucos sdo os estudos que avaliam a ocorréncia
de efeitos nocivos sobre populagdes que moram perto de minas antigas e/ou ativas
(Brugge e Buchner, 2011; Wagner et. al., 2010; Au et. al., 1995, 1998); demonstrando
um investimento bastante defasado sobre o conhecimento real causado pela extragdo de
minérios radioativos. Residuo de mineragdo de uranio contém radionuclideos da cadeia
de decaimento do uranio e também metais carcinogénicos (Lourenco et. al., 2013, 2012;
Pereira et. al., 2008); que uma vez ingeridos podem exercer efeitos negativos nos niveis
molecular, celular, de tecidos e 6rgdos (Brugge e Buchner, 2011; Brugge et al, 2005;
Wagner et. al., 2010). Esses radionuclideos se depositam em orgdos e tecidos
importantes, tornando-se um componente do background radioativo que irradia
permanentemente o individuo. Entdo, depois de cessada ou diminuida a exposi¢do
externa, o individuo continuard exposto ao elemento que foi retido no organismo, que
agora se tornard uma fonte interna. Logo, quanto maior a retengdo, maior € mais longa
serd a exposi¢ao (Prado, 2007).

A exposicdo ao uranio ambiental tem sido associada a varias consequéncias para

a saude, e podem exercer efeitos toxicos em varios processos fisiologicos importantes,
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incluindo a fun¢do renal, o desenvolvimento dos ossos e a hematopoese (Brugge e
Buchner, 2011; Brugge et. al., 2005; Wagner et. al., 2010). A medula dssea pode ser
afetada quando o uranio € sequestrado no tecido dsseo (um dos seus o0rgaos-alvo), tendo
o potencial de alterar a hematopoese (Wagner et. al., 2010). O uranio também pode
afetar pardmetros hematologicos indiretamente, agindo sobre os rins e, potencialmente,
reduzindo a producado de eritropoietina (Wagner et. al., 2010). A nivel molecular, uranio
e outros metais também podem induzir instabilidade gendmica, afetando a reparagao do
DNA, a regulacao dos fatores de transcricdo nuclear, regulagdo da expressao génica, a
apoptose, o crescimento celular, a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
substituindo metais essenciais em vias metabdlicas (Goyer et. al., 2004; Leonard et. al.,
2004; Wang e Shi, 2001). Todos estes eventos podem levar ao desenvolvimento de
doencgas genéticas graves, como o cancer.

Para a UNSCEAR, United Nations Scientific Committee of the Effects of Atomic
Radiation (Comité Cientifico para os efeitos da Radiagdo Atdmica das Nagdes Unidas), a
dose de risco, considerado para todos os canceres, ¢ de 1x10%/Sv-ano) (Santos Leal,
2006); enquanto a dose equivalente anual a que uma pessoa esta submetida, devido a
radiacdo natural, ¢ em média da ordem de 1mSv (Okuno, 1998). Os limites de dose
equivalente efetiva anuais estabelecidos pela norma CNEN NN 3.01 de janeiro de 2005 ¢
de 1 mSv por ano para o publico em geral.

Um possivel perigo associado a locais com afloracdes de material radiativo reside
na potencial mobilizagdo e lixiviamento de substincias quimicas através do solo,
podendo, consequentemente, contaminar as aguas subterrdneas e o solo; afetando
diretamente a populacao local (Neves, 2007).

Desde 1988, através do estudo de Angeiras, destaca-se a importancia e ocorréncia
do deposito de urdnio de Itataia — Santa Quitéria.

Almeida (2011) demonstrou que as concentragdes de 280U em ppb (parte por
bilhdo) para as amostras de solo e agua da regido mineradora de Santa Quitéria-CE estao
dentro dos limites aceitaveis pela Organizacdo Mundial da Saude. Através dessas
analises, destacou que em Santa Quitéria a taxa de dose efetiva ¢ cerca de 2 vezes
superior ao que recomenda a CNEN. Entretanto, conclui que isso ¢ caracteristico da
regido devido a composi¢cdo do solo; que tem alta concentracdo dos radionuclideos
naturais, o que as tornaram jazidas de uranio.

Segundo o Relatorio de Impacto Ambiental Projeto Santa Quitéria — CE (2014),

no diagnoéstico radiologico foram analisadas as concentragdes de radiacdo no ar, nas
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aguas superficiais e subterraneas, nos solos, na vegetacao e nos peixes durante trés anos
(2011 a 2013). Os valores de radiacdo encontrados no ar, nos agudes, nos pogos, nos
sedimentos, na vegetacdo e nos peixes encontraram-se dentro dos limites estabelecidos
para a saide humana. Esses valores serdo considerados como valores da radiagdo de
fundo do local, ou seja, os valores da radiagdo natural da regido.

A associagdo entre o uranio (e a radiacdo emitida por esse elemento) e os efeitos
quimicos e radiologicos em humanos ja foi evidenciada em diversos estudos, indicando
efeitos genotdxicos através da exposi¢ao por esse elemento (Sombra, 2009; Durakoviae,
1999). Para avaliar os potenciais efeitos genotdxicos causados pela exposicdo aos
residuos de mineragdo de uranio, amostras de sangue coletadas podem ser analisadas
pelo teste do cometa. Esta técnica ¢ usada para detectar a presenga de rupturas dos
filamentos de DNA, que ¢ considerado um indicador sensivel da genotoxicidade
(Lourengo et. al., 2013; Shugart, 2000).

No presente trabalho, os indices de Dano ao DNA (IDs) observados para a
populagdo residente diferiram estatisticamente dos IDs da populagdo nao residente. Ja
quando analisamos os IDs da populagdo nao residente com a populagdo residente,
considerando o estilo de vida; podemos observar que a populagdo residente que nao bebe
e ndo fuma ndo possui IDs estatisticamente diferente da populacdo residente. Ja os IDs
da populacao residente que bebe e fuma difere estatisticamente dos IDs da populagdo
ndo residente. Com isso, podemos evidenciar, segundo os resultados, que o fato de o
individuo ser etilista e/ou fumante aumenta o numero de IDs; j& o fato de o individuo ser
residente ndo aumenta o IDs.

Guimaraes et. al., 2009, 2010 e Sombra et. al., 2009, 2011 estudando individuos
exposto ao uranio natural, nas cidades de Monte Alegre, Prainha e Alenquer (Norte do
Brasil), ndo encontraram aumento de dano no DNA avaliado pelo teste do cometa
alcalino; corroborando com nossos resultados. O teste ¢ usado com confianga na
deteccdo de exposicdo a radiacdo ionizante e na previsdo de incidéncia de cancer
(Bonassi & Au, 2002).

O habito de fumar ¢ obviamente um fator adicional que pode provocar mudancas
no genoma celular, conforme Ganapathy et. al., 2015 e Husgafvel-Pursiainen, 2004;
onde apontam o teste do cometa como sensivel para observar IDs induzido por fumo; e
demonstra que extrato de fumo (simulando doses a partir de um décimo de cigarro a dez

cigarros) induz um aumento dose-dependente em danos no DNA.
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Os efeitos toxicogenéticos da exposicdo em longo prazo a doses baixas de
radiagdo, ainda sdo incertos (Chang et. al., 1999, Miller et. al., 2005). Milacic et. al.,
2004 afirma que a exposicao de baixos niveis de radiacdo ndo tem influéncia direta sobre
a satude humana, mas descreve que 5-10% dos individuos da populagdo possuem radio
sensibilidade a qualquer dose de radiacdo natural; vindo esta, a produzir efeitos
bioldgicos nesses individuos.

O stress oxidativo, especialmente as espécies reativas de oxigénio (ROS), podem
danificar as macromoléculas biologicas, incluindo proteinas, lipideos e acidos nucleicos
(Reczek & Chandel, 2015; Alexander & Lett, 2014). Danos oxidativos no DNA podem
envolver quebras de fita simples ou dupla e formagdo dos cross-links DNA-proteina.
Esses danos podem ser detectados através do teste do cometa com a adigdo das enzimas
de reparo endonuclease III (Endo III) e formamidopirimidina N-glicosilase (FPG); que
revelam a presenca de bases pirimidinas e purinas oxidadas; respectivamente. J& a
enzima hOGG] relaciona a remocgdo de lesdes oxidativas, em particular a 8-0xoG, que
produz transversoes GC para AT. A hOGG1 reconhece e catalisa a remogao da 8-oxoG
da dupla fita do DNA, deixando um substrato para a maquinaria de reparo no DNA,
realizado pela via BER (reparo por excisdo de base) (von der Lippen, 2015; Collins,
2014; Collins et. al., 2014; Kushwaha et. al., 2011; Mistry & Herbert, 2003).
Geralmente, a versao do ensaio do cometa o alcalino (pH> 13) (Singh et. al., 1988) ¢
recomendado, pois detecta um amplo espectro de lesdes de DNA. Porém, tem-se
modificado o teste de modo a permitir a deteccdo de danos oxidativos especificos no
DNA; com a incubagdo das enzimas ja descritas (Endo III, FPG, hOGG1), apos a lise
(Valverde e Rojas, 2009; Speit et. al., 2004).

De forma a avaliar o efeito da radiagdo natural emitida pelo uranio ¢ o dano
oxidativo no DNA, combinamos o ensaio do cometa alcalino, com a utilizacdo das
enzimas FPG, Endo Il e hOGGI1. Observamos que, ao utilizarmos a enzima FGP, o IDs
da populacdo residente diferiu estatisticamente dos IDs da populacdo ndo residente. Em
relagdo ao estilo de vida, os IDs para populacdo residente continuam estatisticamente
diferentes entre individuos que bebem e/ou fuma e individuos que nao bebem e/ou nao
fumam, em relacdo a populagdo ndo residente. Porém, para individuos que bebem e/ou
fuma os IDs sdo bem superiores, cerca de 166% maior. Esse resultado ¢ previsivel, uma
vez que o uso de enzimas aumenta a sensibilidade do teste (Collins, 2014); e detecta
lesdes especificas no DNA (Kushwaha et. al., 2011). Podemos observar que o maior

nimero de lesdes no DNA aparece nos individuos fumantes e/ou etilistas. Fracasso et.
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al., 2006 analisando linfocitos de fumantes através do teste do cometa com a utilizagdo
da enzima FPG, demonstrou altos niveis de sites FGP-sensiveis; indicando que o fumo
causa oxidagoes em bases de DNA. Thorne et. al., 2009 também demonstrou aumento de
dano de DNA causado pela exposicao a fumaca de cigarro, observando que a célula
possui capacidade de reparo; mas dependendo da quantidade e do grau de exposicao,
esta capacidade pode ser excedida.

Quando utilizamos as enzimas Endo III ¢ hOGGI encontramos dados bem
parecidos com os da enzima FPG. O IDs da populagdo residente diferiu estatisticamente
dos IDs da populacdo ndo residente. Os IDs também aumentaram significativamente
entre os individuos que bebem e/ou fuma da populagdo residente. Esse aumento, de 75%
para Edo III, e de 244% para hOGGI, em relagcdo ao popula¢do ndo residente, indicam
um aumento de lesdo oxidativa no DNA. Radak ef. al., 2005 relacionou aumento nos
niveis da enzima hOGG1 em neoplasias tumorais de individuos fumantes. Kumar et. al.,
2012 avaliando habitantes expostos a excessiva radiagdo natural (>1mSv/ano) na regido
de Querala no Sudoeste da India, observaram altos niveis de sites ENDO IlI-sensiveis ¢
hOGG1-sensiveis em relagdo ao controle; mas quando estratificados de acordo com o
tabagismo, um aumento significativo foi observado apenas em fumantes. Destaca ainda
que a fumaca do cigarro ¢ conhecido por conter milhares de produtos quimicos
potencialmente perigosos € ¢ uma fonte bem conhecida de ROS, que causam dados ao
DNA e desempenham um papel crucial na carcinogénese.

Os dados de Kumar et. al., 2012 corroboram com os nossos resultados; onde
podemos observar que o aumento de IDs na nossa populagdo esta associado ao fato de o
individuo ser etilista e/ou fumante; e ndo, a principio, a exposi¢ao a radiagao natural.

A partir dos dados de Monleau et al, 2006; Thié¢bault et al., 2007 e os do
presente estudo, existe a possibilidade de que o urdnio empobrecido em baixas
concentracdes ou a baixa radiagdo de uranio natural induza poucas lesdes no DNA, as
quais podem ser eficientemente reparadas pelas células expostas. Para concentragdes
maiores, o uranio induz modificagdes celulares importantes e dano ao DNA, que levam a
necrose. Estes resultados sdo consistentes com a observacdo de que, apds a baixa
exposicdo ao uranio, células renais humanas normais em cultura retornam ao status
normal, porém entram em morte celular irreversivel apds contaminagdo com altas
concentracoes (PRAT et. al., 2005).

Conforme ja mencionado, a exposicdo ambiental a agentes metalicos toxicos

induzem uma variedade de respostas celulares por estresse oxidativo e desequilibrios no
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balango redox das células. E sabido que metais pesados, além de serem toxicos,
persistem no meio ambiente causando estresse oxidativo através da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que sobrecarregam a capacidade de reducdo da célula,
danificando seus componentes (Ercal et. al., 2001; Stohs & Bagchi, 1995). As principais
ameacas a saude humana estdo associadas a exposi¢do ao chumbo, cddmio, mercurio e
arsénio; que tem sido extensivamente estudado. Porém, poucos sdo os estudos
explorando o efeito do urdnio no metabolismo oxidativo; que assim como o chumbo,
provavelmente induz dano celular por mecanismo semelhante (Tasat et. al., 2012). Ercal
et. al., 2001 descreveu esses mecanismos como sendo a formagao direta de ROS ¢ o
esgotamento do pool de antioxidantes celulares. Uma vez formado, as espécies reativas
de oxigénio causam, além de outros danos ja mencionados, oxidacdo em proteinas,
produzindo muitas vezes grupos carbonila (Dalle-Donne et. al., 2003). O teor de proteina
carbonilada ¢ realmente o marcador mais comumente usado para detec¢do de oxidagdo
de proteinas, sendo mensurado com uso do 2,4-Dinitrofenilhidrazina (DNPH) através de
espectrofotometria (Lestaeve et. al., 2015). O acimulo de carbonilagdo de proteinas ¢
observado em varias doencas humanas (Dalle-Donne et. al., 2003).

Garmash et al., 2014 irradiando animais na dose de 1 Gy, observou que a
quantidade de grupos carbonilas no plasma sanguineo aumentou em 1,8 vezes;
demostrando que a dosagem de grupamentos carbonilos pode ser usado como
bioindicador para exposi¢ao a radiagao.

Ao dosarmos os grupamentos carbonilas das amostras coletadas, observamos que
a quantidade de proteinas carboniladas da populacdo residente aumentou
significativamente da quantidade de proteinas carboniladas da populagdo nao residente,
em torno de 37,6%. Quando estratificados de acordo com o estilo de vida, observamos
um aumento significativo apenas em residentes etilistas e/ou fumantes, em torno de 64%,
em relagdo aos ndo residentes; e em torno de 19% em relagdo aos residentes. Com isso,
podemos evidenciar, segundo os resultados, que o fato de o individuo ser etilista e/ou
fumante aumenta substancialmente a dosagem de proteinas carboniladas.

Augustyniak et. al., 2015 e Reznick et. al., 1992 destacaram que o cigarro acelera
a producdo de ROS através do recrutamento e ativagdo de fagdcitos no pulmaio; e
provoca oxidagdo de residuos de aminoacidos incluindo histidina, triptofano, cisteina,
prolina, tirosina, metionina, arginina e lisina; gerando residuos de carbonila. Megson et.
al., 2013 demonstraram que a exposi¢ao ao cigarro esta associada com o aumento das

concentragdes plasmaticas de marcadores de estresse oxidativo, como a carbonilagdo de
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proteinas. Garmash et. al., 2014 observou, ao administrar ions uranil (UO,*") na dose de
0,5nug/g, a quantidade de grupos carbonilas no plasma sanguineo aumentou em 103% em
relagdo ao controle negativo. Com isso, fica claro que o uranio ¢ capaz de causar
oxidagdo protéica, porém, nossos dados indicam uma maior oxida¢dao protéica em
individuos etilista e/ou fumantes; e uma menor correlagdo entre oxidacdo protéica e
exposicdo ambiental ao uranio de ocorréncia natural.

Vérios estudos relatam que a exposi¢do ao uranio empobrecido (DU),
principalmente entre os participantes da Guerra do Golfo e operacdes nos Balcas tem
sido relacionado com o aumento do numero de leucemias e outros tipos de cancer
(Guimaraes et. al., 2010; Ibrulj et. al., 2006; Kruni¢ et. al., 2005); que sdo consequéncias
de alteragdes genéticas. Sabe-se que a radiagdo causa danos cromossOmicos; como a
formacdo de micronucleos. Estes sao consequéncia de agentes clastogénicos e
aneugeénicos, sendo formados a partir de fragmentos ou cromossomos inteiros, que nao
atingiram os polos do fuso durante a mitose e permaneceram encapsulados como nucleos
separados (Ibrulj et. al., 2006; Kruni¢ et. al., 2005).

O ensaio de micronucleo utilizando linfécitos periféricos € pratico, confiavel e
fornece informacgdes sobre alteragdes citogenéticas ocorridas devido a exposi¢cdo por
produtos quimicos ou radiacdo. Embora realizado varios anos apds a exposi¢do a
radiacdo, numerosos estudos de danos genéticos em sobreviventes do bombardeio
atobmico e em trabalhadores de Chernobyl confirmaram que linfécito humano ¢ um
modelo bioldgico confidvel para este tipo de investigacdo (Sinitsky, 2014; Ibrulj et. al.,
2006; Kruni¢ et. al., 2005).

O numero de micronucleos em linfocitos observada nos individuos nao residentes
(controle) ndo foi estatisticamente diferente do ntimero observado nos individuos
residentes. Provavelmente a emissdo do urdnio presente na regido geografica onde a
populacdo de estudo esta localizada, nao ¢ suficiente para induzir quebras na molécula de
DNA ou para interferir na montagem das fibras do fuso ou que a radiacdo emitida ¢
suscetivel de reparo pela célula.

Quando estratificados de acordo com o estilo de vida, observamos um aumento
significativo no numero de MN apenas em residentes etilistas e/ou fumantes, em torno
de 50,5%, em relag@o aos nao residentes, e em torno de 44,5% em relag@o aos residentes.
Com isso, podemos evidenciar, segundo os resultados, que o fato de o individuo ser
etilista e¢/ou fumante aumenta o numero de MN. Autores apontam existir um sinergismo

entre a fumaga emitida pelo tabaco e a exposicao a radiagdo emitida pelo radonio (Baias
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et. al., 2010; Ramirez, 2000; Balmes e Scannell, 1997); aumentando de 10 a 20 vezes,
em comparagdo com ndo fumantes, o risco de desenvolver cancer de pulmao (IAEA,
1986). Fumantes que consomem grande numero de cigarros por dia e se expde a baixos
niveis de radiacao associado a idade, apresentam uma frequéncia maior de formagao de
MN, que individuos expostos ndo fumantes ou que consomem pouca quantidade de
cigarros por dia (Dias et. al., 2007; Bonassi et. al., 2003; Fenech, 1993).

Alguns autores sugerem, também, a avaliagdo de microntcleos em reticuldcitos
para estudos de biomonitoramento (Stopper et. al., 2005). Reticuldcitos sao eritrocitos
imaturos e, como as hemdcias, ndo apresentam nucleo; sendo chamados assim por causa
da malha reticular de RNA ribossomico, visivel a microscopia. O tempo médio de
maturagao dos reticulocitos (RET) ¢ de cerca de quatro dias, sendo que os trés primeiros
dias ocorrem na medula Ossea e nas ultimas 24 horas sdo liberados para a circulagao
sanguinea (Pierre, 2002). O principio deste método parte do mecanismo de que quando
um eritroblasto se desenvolve para dar origem a um eritrocito policromatico
(reticuldcito), o nucleo principal ¢ expulso e qualquer micronucleo que tenha sido
formado, por alteracdo no DNA, permanece no citoplasma, onde ndo deveria existir
qualquer material nuclear (Bosquesi, 2013). Existem duas principais vantagens para
analises de microntcleos baseadas em RET: (i) as células sofrerem divisdo celular
recente; e, portanto, “sofreram” um risco recente de formacdo de micronucleos. Isso
torna o método bastante eficaz para detectar danos consequentes de exposicao recente a
agentes mutagénicos. (i) Como os RET’s ndo possuem nucleos, o uso de técnicas
simples de coloragdo sdo suficientes para avaliacdo da amostra (Dertinger et. al., 2007).

Resultados referentes ao numero de MN em reticulocitos foram bastante
semelhantes aos encontrados em MN de linfécitos. O nimero de microntcleos
observado nos individuos nao residentes (controle) ndo foi estatisticamente diferente do
nimero observado nos individuos residentes. Porém, quando analisamos os individuos
residentes fumantes e/ou etilistas observamos um aumento de 254% no numero de MN
em relagdo aos nao residentes; e 108% em relagdo aos residentes ndo etilistas e/ou nao
fumantes.

Dertinger et. al., 2007 irradiando (utilizando raios gama - B7Cs) camundongos
por 9 semana em doses de 0,125 a 3,0 Gy observou que, em doses abaixo de 1Gy, a
frequéncia de micronucleos em reticuldcitos aumentou de forma dose-dependente; ja
para doses acima de 1Gy, a frequéncia de micronucleos diminuiu com o aumento da

dose. Almeida (2011), conforme j& descrito anteriormente, levantou uma dose de 2 mSv
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para a regido; muito abaixo da menor dose (0,125 Gy) utilizada por Dertinger et. al.,
2007; que, mesmo nesta dose (0,125 Gy), observou baixas frequéncias de MN-RET.
Esses resultados corroboram com os resultados encontrados; onde o nimero de MN-RET
populagdo residente com habito de vida saudédvel (exposta a radiacao) nao diferenciou do
nimero de MN-RET da populag@o ndo residente (ndo exposta a radiacdo). Em relag¢do ao
aumento do numero de MN-RET entre os residentes etilistas e/ou fumantes; podemos
citar Marchettia, et. al., 2011; que observou dados parecidos; utilizando camundongos,
descreveu o aumento na frequéncia de MN-RET induzido pela fumaca de cigarro.

Outros tecidos também podem ser utilizados para avaliar a ocorréncia de
micronucleos; ainda que a avaliacdo seja realizada num mesmo organismo. No epitélio
bucal, que ¢ um tecido pavimentoso estratificado ndo queratinizado, a auséncia de
queratinizagdo significa uma maior permeabilidade, implicando num maior poder de
absorcao destas células que compdem este tecido. Para o teste de microntcleo neste sitio,
podem ser coletadas para andlise amostras celulares oriundas da mucosa jugal e do bordo
lateral da lingua (Hoshi, 2009; Rosin e Gilbert, 1990). Estudos de biomonitoramento
humano vém utilizando o ensaio de MN a partir de amostras da mucosa oral como uma
ferramenta de avaliagdo toxicologica (Coronas et. al., 2012) por exposi¢ao ao Uranio
(Sombra, 2009), pesticidas (Paiva, 2011), derivados de petréleo (Djambetova et. al.,
2009), bem como habitos de vida (Proia et. al., 2006; Reis et. al., 2006; Ramirez e
Saldanha, 2002).

O nuimero de microntcleos observado nos individuos ndo residentes (controle)
ndo foi estatisticamente diferente do niimero observado nos individuos residentes.
Porém, quando analisamos os individuos residentes fumantes e/ou etilistas observamos
um aumento de 176% no niamero de MN em relagdo aos nao residentes; ¢ 163% em
relacdo aos residentes nao etilistas e/ou nao fumantes. Portanto, de acordo com os
resultados obtidos, o nimero de micronticleos aumentou apenas em individuos etilistas
e/ou fumantes. Os pesquisadores Stich e Rosin em 1983 avaliaram a frequéncia dos
micronucleos em mucosa bucal em individuos que fumavam e consumiam bebidas
alcodlicas, nao encontrando diferencas nas frequéncias entre fumantes e nao fumantes,
mas identificaram efeito sinérgico do cigarro e do alcool sobre estas frequéncias. Porém,
1987, Sarto e colaboradores encontraram diferengas nas frequéncias de microntcleos
entre fumantes e ndo fumantes (Ramos, 2009). Lu et. al., 2012; Suhas et. al., 2004 ¢ Wu

et. al., 2004 afirmam que o fumo contém quantidades consideraveis de nitrosaminas,
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potentes agentes cancerigenos responsaveis pelo aumento da frequéncia de micronucleos
encontrados em fumantes.

Visto que as aberragdes cromossomicas induzidas sdo resultantes da interagdo
com o DNA, podemos utilizar tais anomalias como indicadores de danos nesta molécula.
Ou seja, por meio dos danos cromossomicos podemos avaliar a atividade mutagénica de
agentes potencialmente toxicos. Os linfocitos do sangue circulante de mamiferos sdo um
Otimo sistema para se testar uma substancia quanto a sua capacidade em produzir
aberragdes cromossomicas. A técnica serve também para o monitoramento de
populacdes expostas ambientalmente a substancias potencialmente toéxicas, seja por
razdes profissionais, terapéuticas ou por acidente. Supondo-se que haja uma correlacio
entre o dano induzido no sangue e em outras células somaticas, os linfocitos serviriam
como um sistema sentinela para grupos de alto risco (RABELLO-GAY et al., 1991).

Nessa pesquisa, foi utilizado o Teste de Aberragdes Cromossomicas (AC), onde
foi evidenciada uma agdo clastogénica no grupo residentes etilistas e/ou fumantes. A
analise citogenética aferiu um aumento significante na prevaléncia das frequéncias de
aberragdes cromossomicas estruturais no grupo residente. O grupo homens residentes
etilistas e/ou fumantes teve um aumento de 112% na frequéncia de quebras
cromossOomicas em relacdo aos homens residentes ndo etilistas e/ou ndo fumantes; e
325% em relagdo aos homens ndo residentes. O grupo das mulheres residentes etilistas
e/ou fumantes teve um aumento de 94% na frequéncia de quebras cromossdmicas em
relacdo as mulheres residentes ndo etilistas e/ou ndo fumantes; e 208% em relacao as nao
residente.

Sombra, 2009 e Guimaraes, 2009 estudando residentes dos Municipios de
Prainha, Monte Alegre e Alenquer no estado do Pard, expostos ao Uranio natural,
encontrou que o uranio presente na regido geografica onde a populacdo de estudo esta
localizada, ndo ¢ suficiente para induzir quebras na molécula de DNA, interferir na
montagem das fibras do fuso e impedir a progressdo do ciclo celular. Com isso, inferiu
que existe a possibilidade que o urdnio empobrecido ou depletado, em baixas
concentracdes, ou a baixa radia¢dao de uranio natural induza pequenas lesdes no DNA, as
quais podem ser eficientemente reparadas pelas células expostas. Nossos dados revelam
algo parecido, onde o urdnio de ocorréncia natural na regido parece ndo induzir quebras
no DNA. Ja quando se adiciona outros fatores, como o fumo e o alcool, ja descritos
como indutores de AC, observamos um aumento nas lesdes; como quebras de

cromossomos e quebras cromatidicas.
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Prabhavathi et. al., 2000 estudou cento e quinze fumantes que trabalhavam em
uma fabrica de combustivel nuclear e analisou varios tipos de aberragdes
cromossdmicas. A exposicao variou por um periodo de 1-25 anos; ja a idade variou de
23-52 anos. Um total de 94 fumantes e 118 ndo fumantes que nao foram expostos a
compostos uranila ou a quaisquer outros agentes mutagénicos conhecidos e que
pertenciam ao mesmo grupo de idade formaram o grupo controle. Os resultados
mostraram que existe um aumento significativo na frequéncia de aberracdes
cromossdmicas nas fumantes expostos quando comparados com os fumantes do grupo
controle. No grupo controle, os fumantes apresentaram uma alta frequéncia de
aberragdes cromossdmicas quando comparados aos ndo-fumantes, sugerindo um efeito
clastogénico ao fumar. As alteragdes cromossdmicas observadas nos fumantes expostos
pode ser devido ao efeito cumulativo do tabagismo e da exposicdo a compostos de

uranila.
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6. CONCLUSAO

A radiagdo oriunda do Uranio presente na regido geografica onde a populagao de
estudo esta localizada, ndo ¢ suficiente para induzir quebras na molécula de DNA,
interferir na montagem das fibras do fuso e impedir a progressao do ciclo celular, o que
deve refletir as baixas doses de radiagdao a que sdo expostas. Uma possibilidade ¢ que a
baixa radiacdo de urdnio natural induza pequenas lesdes no DNA, as quais podem ser
eficientemente reparadas pelas células expostas. As lesdes no DNA, bem como
alteragdes cromossomicas observadas nos fumantes e etilistas expostos pode ser devido
ao efeito do tabagismo e/ou etilismo. A conclusdo desse trabalho ¢ de suma importancia
para se determinar como se encontra a populacdo antes do periodo de exploracao do

Uranio na regido, uma vez que o Governo Federal tem interesse na exploragao da regido.
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8. ANEXOS
8.1. ANEXO I - APROVACAO DA PESQUISA NO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
CEARA/ PROPESQ %cﬂl

PROJETO DE PESQUISA

Titulo:  Avaliacdo dos possiveis efeitos genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos do Urdnio como
indicador de risco a salude de residentes do entorno da maior reserva de uranio localizada no
municipio de Santa Quitéria-CE.

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 05708712.7.0000.5054
Pesquisador:  FELIPE AUGUSTO ROCHA RODRIGUES

Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 84095
Data da Relatoria: 13/09/2012

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um Projeto de Tese de Doutorado que visa identificar a presenca de ou auséncia de genotoxicidade
e risco de carcinogénese, por contaminacd com uranio na populacdo gue habita o entorno da maior reserva de
uranio brasileira no municipio de Santa Quitéria - CE, para esclarecer a presenca ou auséncia de riscos a
salde humana nos niveis de radiacdo existente.E um estudo experimental onde serdo estudados 240
individuos, 100 no grupo controle e 140 moradores da regido. Os biomarcadores realizados sdo analise de
aberracdes cromossdémicas e frequéncia de microntcleos, por método convencional, FISH eo Ensaio do
Cometa.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar os possiveis efeitos genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos da exposicdo humana ao urdnio na
maior reserva natural de urdnio do Brasil localizada no municipio de Santa Quitéria - CE. O biomonitoramento
genotoxicolégico desta populacdo sera realizado utilizando-se biomarcadores sensiveis a contaminagdo, como
a frequéncia de microntcleos em células esfoliadas da mucosa oral, aberrag6es cromossdmicas danos ao DNA
em culturas de linfécitos isolados dos habitantes dessa regido.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

A pesquisa apresenta risco minimo aos sujeitos que participardo do estudo, relativo a coleta do material. O
pesquisador aponta como beneficio a possibilidade de identificar a presenca ou auséncia de riscos a saude
humana nos niveis de radiacdo existente.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa apresenta relevancia pois visa identificar a presenca ou auséncia de riscos a sadde humana em
populacdo exposta a radiacdo. Apresenta objetivos detalhados;

metodologia utilizando biomarcadores sensiveis a contaminacdo, como a frequéncia de microntcleos em
células esfoliadas da mucosa oral, aberragdes cromossdmicas danos ao DNA em culturas de linfocitos isolados
dos habitantes; critérios de inclusdo e exclusdo; analise estatistica; resultados esperados; cronograma;
referéncias bibliograficas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Foram apresentados folha de rosto devidamente assinada; declaracdo de autorizacdo do secretario de salude
do municipio de Santa Quitéria; TCLE adequado; orgamento com declaracdo dos responsaveis

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1127

Bairre: Rodolfo Tedfile CEP: 60430-270

UF: CE Municipio: FORTALEZA

Telefone: (853)366--8338 Fax: (853)223-2903 E-mail: comepe@ufc br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ) Plataforma
CEARA/ PROPESQ %

pela pesquisa e Curriculum vitae do pesquisador.
Recomendagdes:
Sem recomendacdes
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Sem pendéncias
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Ndo
Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto Aprovado

FORTALEZA, 28 de Agosta de 2012

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1127

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-270

UF: CE Municipio: FORTALEZA

Telefone: (853)366--8338 Fax: (853)223-2903 E-mail: comepe@ufc.br
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TITULO DO PROJETO DE PESQUISA: Avaliagdo dos possiveis efeitos
genotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos do Uranio como indicador de risco a satde
de residentes do entorno da maior reserva de uranio localizada no municipio de Santa
Quitéria-CE.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Felipe Augusto Rocha Rodrigues.

INSTITUICAO PROPONENTE: Universidade Federal do Cearé - UFC.

projeto de pesquisa supracitado. Declara, outrossim, conhecer e cumprir as Resolugdes
Eticas Brasileiras, notadamente a Resolugio CNS 196/96 e complementares. A

Secretaria Municipal de Saude de Itatira esta ciente de suas co-responsabilidades como
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ANEXO II - DECLARACAO DA SECRETARIA MUNICIPAL DE ITATIRA

: \Xy (i}wév [ ;f«&‘ﬁ?f?‘:{r‘tf

PREFEITURA MUNICIPAL DE ITATIRA
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE

DECLARACAO

A Secretaria Municipal de Saude de Itatira est4 ciente e autoriza a realizagdo do

instituicdo co-participante do referido projeto de pesquisa, assim como de seu
compromisso no resguardo da seguranga e bem-estar dos sujeitos de pesquisa nela
recrutados, dispondo de infra-estrutura necessaria para a garantia de tal seguranga e

bem-estar.

Itatira, 28 de Junho de 2012.
1
”\ 06\@, W &ow@_/

Dra. Vera Lucia Pereira de Sousa

Secretaria Municipal de Satde
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8.3. ANEXO III - DECLARACAO DA SECRETARIA MUNICIPAL DE SANTA
QUITERIA

@

DECLARACAO

TITULO DO PROJETO DE PESQUISA: Avaliagio dos possiveis efeitos
genotoxicos, mutagénicos € carcinogénicos do Urdnio como indicador de risco a satde
de residentes do entorno da maior reserva de uranio localizada no municipio de Santa
Quitéria-CE.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Felipe Augusto Rocha Rodrigues.

INSTITUICAO PROPONENTE: Universidade Federal do Ceara - UFC.

A Secretaria Municipal de Saude de Santa Quitéria estd ciente e autoriza a
realizagdo do projeto de pesquisa supracitado. Declara, outrossim, conhecer e cumprir
as Resolucdes FEticas Brasileiras, notadamente a Resolugio CNS 196/96 e
complementares. A Secretaria Municipal de Saide de Santa Quitéria esta ciente de suas
co-responsabilidades como instituigdo co-participante do referido projeto de pesquisa,
assim como de seu compromisso no resguardo da seguranga e bem-estar dos sujeitos de
pesquisa nela recrutados, dispondo de infra-estrutura necessaria para a garantia de tal

seguranca ¢ bem-estar.

Santa Quitéria, 28 de Junho de 2012,

(Mmg M

Dra. Quitéria Regla Tavarj Andre

Secretaria Municipal de Saude
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8.4. ANEXO IV — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
TCLE

Eu, Felipe Augusto Rocha Rodrigues. estou convidando vocé a participar como voluntario
de uma pesquisa intitulada: Awvaliacie dos possiveis efeitos genotéxicos, mutagénicos e
carcinogénicos do Uranio como indicador de risco a saide de residentes do entorno da maior
reserva de urinio localizada no municipio de Santa Quitéria-CE, com o objetivo de avaliar os
possiveis efeitos do urdnio na satide humana. Para participar vocé terd que autorizar a retirada
inicialmente de 15mL de sangue. A coleta serd realizada por um profissional da saude devidamente
qualificado e ndo lhe trara nenhum risco. podendo apenas causar um leve desconforto local devido &
picada da agulha. Apés a coleta o local serd pressionado com algodio embebido com alcool e
posteriormente sera colocado um curativo adesivo (Band-Aid®). Apés a coleta de sangue. serd
retirado material da boca que serd obtido mediante raspagem da bochecha com espatula limpa e
estéril. A coleta sera realizada por um profissional da saude devidamente qualificado e nao lhe trara
nenhum risco. Em nenhum momento havera situacdes constrangedoras ou que causem 1mpacto na sua
saude, como tristeza e medo. Entretanto. os resultados poderdo influenciar nas agdes de cuidado em
saude. especialmente no seguimento em saude do servico. Eu, Felipe Augusto Rocha Rodrigues,
comprometo-me a utilizar o material coletado e os dados adquiridos somente para esta pesquisa.
Assim, gostariamos de contar com a sua colaboracdo e participacdo. podendo desistir em qualquer
momento sem que isso acarrete qualquer penalidade, sendo assegurado sigilo nos dados de seu
material colhido e seu anonimato sera preservado.

Também gostaria de informar que NAO HA CONTRIBUICAQ FINANCEIRA pela sua
participacéo.

CONSETIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Tendo compreendido de forma clara tudo o que me foi informado sobre minha participagio
no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos. dos riscos e dos beneficios que a
minha participacdo implica. concordo em dele participar e para isso eu DOU MEU
CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.
Declaro ainda estar recebendo uma cépia assinada desse termo. Também estou ciente de que ndo
receberei nenhum pagamento pela minha participacao.

Em caso de duvida me procurar. como o responsavel por essa pesquisa. na Rua Coronel
Nunes de Melo, 1127 / Laboratério de Oncologia Experimental — Rodolfo Tedfilo — CEP: 60430-160.
Fones: (085) — 3366 8255/ 8201.

ATENCAO: se vocé tiver alguma consideragdo ou divida da participacio na pesquisa entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC — Rua Coronel Nunes de Melo, 1127 —
Rodolfo Teéfilo — CEP: 60430-160. Fone: (085) — 3366 8344,

Tendo sido informado acerca da pesquisa e de seus objetivos. concordo em participar da
mesma:

Itatira,

Felipe Augusto Rocha Rodrigues (Pesquisador)

(Assinatura ou digital do(a) participante / Sujeito)

Nome do responsavel pela aplicacdo do TCLE

Assimatura do responsavel pela aplicacdo do TCLE

Nome / Assinatura da Testemunha

DADOS DO VOLUNTARIO (sujeito da pesquisa):

Nome:
Endereco/Telefone:
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8.5. ANEXO V — ARTIGO SUBMETIDO PARA PUBLICACAO NA REVISTA
ECOTOXICOLOGY AND ENVIRONMENTAL SAFETY

Toxicogenetic biomonitoring of human population inhabiting the vicinity of the

largest Uranium reserves in Brazil, in the city of Santa Quitéria-Ceara.

Felipe Augusto Rocha Rodrigues™”’, Bruno Coélho Cavalcanti’, Evelyne Rolim

Braun Simdes™”, Claudia Pessoa®.

"Laboratory of Experimental Oncology, Department of Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceara, Fortaleza, CE,
Brazil.

"BiotechCell®, Fortaleza, CE, Brazil (www.biotechcell.com.br).

* Corresponding author. Phone: +55 85 3366-8255. E-mail address: feliperbio@yahoo.com.br.

1. Introduction

Nuclear disasters such as in Goiania (Brazil), Chernobyl (former Soviet Union) and
Fukushima (Japan) have always attracted a lot of attention (Lourengo et al., 2013;
Milacic and Simic, 2009). However, accidents are not always the only source of danger.
Chronic exposures to uranium, such as those from mining waste, are known to cause
adverse human health effects, mutagenic, carcinogenic and teratogenic effects (Lourengo
et al., 2013; Lourenco et al., 2013; Milacic and Simic, 2009; Canu et al., 2007).

The uranium is a naturally occurring heavy metal and it is an actinide series
member consisting of a three isotopes mixture: 234U, 235U and 238U which emits alpha
radiation and contribute with 0.005%, 0.720% and 99.274%, respectively, to the total
mass of natural uranium (Bourrachot et al., 2014; Lerebours et al., 2013; Sombra et al,
2011; Milacic and Simic, 2009; Cabrera-Palmer and Rothwell, 2008; Bleise et al., 2003).
Ionizing radiation, which is emitted by this element, is considered a well-established risk
factor for the development of cancer, such as hematological cancers and solid tumors

(Strand et al., 2014; Zablotska et. al., 2014; Sombra et al., 2011).
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