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RESUMO

As radiacOes ionizantes (RI) estdo presentes na maioria dos
diagnosticos precoces de uma infinidade de doencas, muitos tipos de cancer
estdo inclusos, e tém a caracteristica de um diagnéstico rapido e preciso e,
muitas das vezes, mais barato. A utilizacdo deste tipo de energia no entanto,
requer de cuidados de protecdo especificos, uma vez que as RI tem a
caracteristica de alterar o material genético, através de mutacoes.

Os operadores da area da radiologia em hospitais sdo a classe de
trabalhadores que esta exposta de forma mais direta e, portanto, sdo alvos de
investigacdes que podem auxiliar no entendimento da interacdo das RI com o
material biologico, além de auxiliar a estes profissionais no requisito de
protecao radioldgica.

Foram coletadas 75 amostras de individuos que trabalham em varios
departamentos da radiologia em 5 hospitais de 4 Estados diferentes no Brasil
(Séo Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Pard). Os critérios de selecéo
para a participagdo foram: ter ao menos 18 anos de idade e 2 anos de
profissdo, néo ser etilista ou tabagista, ndo estar tomando medicamentos. Para
andlise citogenética, foram realizados os testes do cometa e Micronucleo,
assim como estudo de aberracdes cromossdmicas. Este estudo foi avaliado e
aprovado por comité de ética.

Todos as amostras foram comparadas com individuos do mesmo género
e idade que ndo tenham passado por qualquer tipo de exame radiolégico nos
altimos 6 meses.Quando comparados com o controle, os testes de MN e AC
demonstraram uma totalidade de danos, usando o teste T, o banco de dados
SPSS e bioestat. O teste do cometa mostrou um nivel de danos maior se
comparado aos controles (0,84 +0,47).

Foi estabelecida a média de idade e feita relacdo entre género e idade
dos participantes, sendo os niveis de danos maiores para o0 género feminino
em relagdo ao masculino. Individuos com idades acima dos 45 anos também
demonstraram um nivel de dano maior quando comparados com idades
inferiores. Um fator a ser levado em consideracdo é de que a populagédo de
Porto alegre apresentar um nivel de dano menor se comparado aos outros
grupos, sendo muito provavel este evento por conta da utlizacdo de
equipamentos DR de conversao direta. Os equipamentos de Belo Horizonte e
Ribeiréo Preto utilizam CR e os de Belém, convencionais

Palavras-chaves: Raios-X. Radiac&o lonizante. Mutagénese. Carcicnogénese




ABSTRACT

lonizing radiation (IR) are present in most of the early diagnosis of a
multitude of diseases, many cancers are included, and have the characteristic
of a quick and accurate diagnosis, and often cheaper. The use of this type of
energy but requires specific care protection, since the IR has a characteristic of
altering the genetic material through mutations.

The radiology area operators in hospitals are the class of workers who
are exposed more directly and thus are targets of investigations that may assist
in understanding the interaction of IR with the biological material, in addition to
assisting these professionals in requirement radiological protection

We collected 73 samples of individuals working in various radiology
departments in five hospitals in four different states in Brazil (S&o Paulo, Minas
Gerais, Rio Grande do Sul and Para). The selection criteria for participation
were: at least 18 years old and 2 years in the profession, not alcoholic or
smoker, not taking drugs. For cytogenetic analysis were performed the comet
test and micronucleus, and chromosome aberration study. This study was
approved by ethics committee

All the samples were compared to individuals of the same age and
gender who have not gone through any kind of radiological examination in the
last 6 meses.Quando compared with the control, MN tests and AC showed a
total damage, using the t test, the database and SPSS BioEstat. The comet
assay showed a higher level of damage compared to controls (0.84 +0,47).

the average age was established and made relationship between gender and
age of the participants, the more damage levels in females compared to males.
Individuals aged over 45 years also showed a higher level of damage when
compared with the age. A factor to be taken into consideration is that the
population of Porto Alegre present a lower level of damage compared to other
groups, and most likely this event due to the use of DR equipment Direct
conversion. The Belo Horizonte and Ribeirdo Preto equipment using CR and
Belém, conventional

Keywords: X-rays. lonizing radiation. Mutagenesis. Carcicnogenesis.




| - Consideracgdes Gerais
1. Histdrico e Conceitos

Descobertos em Novembro de 1895, pelo pesquisador alem&o Wilhelm Conrad
Roentgen, os raios-x (RX) hoje vdo muito além do diagnéstico médico e odontoldgico,
passando pela esterilizacdo de instrumentos médicos, sanitizacdo de esgotos, estudos
arqueoldgicos, em obras de arte, aplicacbes agronémicas, recursos hidricos, producao
de energia elétrica, industria, portos, aeroportos e fronteiras, e na conservacao de
alimentos (CICT/FIOCRUZ, 2006).

Roentgen desenvolveu a primeira maquina produtora raios-x através de uma
adaptacdo da ampola de Crookes. Esta descoberta foi 0 marco inicial para a radiologia
(MAZZILLI, 2002). A figura 1 (abaixo) demonstra o esquema adaptado de Roentgen

para a ampola

(SR Ty t_n_t?l

T TIRITIIT
\u_n_n_a_n_n_a_u_a_u_a_u_a_u;

[ esquema para cbter o raio X lrj_)"

- —— 2 metros—— -

Figura 1 ampola de Crookes adaptada. Fonte:

http://efisica.if.usp.br/moderna/raios-x/raios-x/

Produzidos por dispositivos chamados “tubos de RX”, que sado constituidos
basicamente, em um filamento que produz elétrons por emissao termoibnica (aumento
do fluxo de elétrons que saem de um metal, devido ao aumento de temperatura), pelo
polo positivo (catodo) sendo acelerados fortemente por uma diferenca de potencia
(DDP) até o anodo, onde colidem e sdo convertidos em ondas eletromagnéticas
(OEM) (IAEA, 1991).

Existem hoje dois tipos basicos de ampolas de RX em uso: as com tubos de

gas, que usam aproximadamente 0,001 mm Hg, e as com tubos Coolidge (que usam



http://efisica.if.usp.br/moderna/raios-x/raios-x/

vacuo), emitindo uma quantidade maior de elétrons e, consequentemente, uma
quantidade maior de RX (CALDAS et al., 2002).

Fisicamente, os RX caracteristicos sdo Radiacdes Eletromagnéticas (RE) de
alta energia originadas em transicdes eletrbnicas do atomo que sofreu excitacao
(elevacéo a um nivel energético maior) ou ionizacao (ion gerado ap6s a movimentacao
de elétrons a camadas diferentes de sua origem), apés interacdo (OKUNO, 1998).
Elétrons de camadas externas fazem transicbes para ocupar lacunas produzidas pelas
radiacbes nas camadas internas, proximas ao nucleo, emitindo o excesso de energia
sob a forma de RX (TURAI, 2000).

Devido & disposicdo geométrica, ao numero, a carga € ao movimento, a
probabilidade de colisdo com os elétrons é muitas vezes superior a probabilidade de
colisdo com o nudcleo. No choque, a radiacdo transfere parcial ou totalmente a sua
energia que, se for superior a energia de ligagdo, provocard uma ionizacao

(TAUHATA, 2002). Esta caracteristica € a principal responsavel pela interacdo e
consequente dano a moléculas como o DNA.

E fato, de que detalhes fisicos como o descrito acima, ndo eram do
conhecimento geral e, como resultado, inesperados e numerosos danos a

trabalhadores, pacientes e cientistas.

O primeiro caso de céncer associado a radiagdo utlizada pelos RX foi
publicado em 1902, juntamente com a apresentacdo da primeira dose limite

considerada segura para utilizacdo desta fonte de radiagéo ionizante (WILLIAM, 1995).

Um namero crescente de danos relacionados a Radiacdo-X, como dermatites,
ulceracdo de pele, irritacdo ocular (considerando doses agudas) e catarata,
carcinomas de pele, assim como outros tipos de cancer (considerando doses
cronicas), foram observadas ap0s as primeiras publicacdes de associagdo ao cancer
(VON JAGIC, 1911, APUD, LINET et al., 2010).

O desenvolvimento de experimentos clinicos e tecnolégicos notaveis na
radiologia e imagem continuaram a transformar a medicina. Dentre eles, o
fluoroscépio, que permitiu a visualizacdo de imagem em tempo real e sem
necessidade de um filme radiografico. Este aparelho, no entanto, usa uma quantidade

consideravelmente maior de Radiacéo lonizante (RI) (Miller et al., 2008), (figura 2).




Figura 2: Imagem de aparelho de Fluoroscopia, com imagem radiografica em
tempo real (fonte: ZHANG et al., 2014).

O uso da fluoroscopia durante as duas guerras mundiais, juntamente com 0s
intensificadores de imagem para deteccdo da tuberculose, foram o0 marco inicial para a
chamada “radiologia intervensionista”, que ¢é definida como “procedimentos

manipulativos controlados e guiados por fluoroscopia”(WEIMAR et al., 1999).

Neste periodo, a dose efetiva anual de Rl para trabalhadores na area ja tinha
decaido bastante, sendo menor que 50 mSv por ano (NRPB, 1993). Ja na década de
1960, a estimativa de dose efetiva era de 5 mSv por ano para o corpo todo (ICRP,
1980).

No sistema internacional de unidades, a unidade de dose absorvida é J kg ™,
sendo o nome da unidade Gray (Gy), (ICRP, 1991). Numa tentativa de regular a
exposicdo de trabalhadores e publico, duas formas de quantidade de dose foram
sugeridas pela Comissdo Internacional de Protecdo Radioldgica (ICRP): doses
efetivas e equivalentes, ambas expressas em Sievert (Sv) para distinguir das doses
absorvidas em Gy (ICRP, 1991).

A dose efetiva leva em conta a radiosensibilidade de 6rgéos e tecidos humanos
(STREFFER et al., 2007) e foi introduzida para representar os riscos a longo prazo da

exposicao a RI, particularmente o cancer.

Em 1906, dois cientistas franceses, Bergonié e Tribondeau, observaram que a
radiosensibilidade era uma fungédo do estado metabdlico do tecido que estd sendo
irradiado. Este conceito tornou-se conhecido como a "Lei de Bergonié e Tribondeau", e
estabelece que a radiosensibilidade dos tecidos vivos pode variar da seguinte
maneira: (i) quanto mais diferenciada for a célula, maior é a sua resisténcia a radiagao;
(i) quanto mais jovem for o tecido ou 6rgdo, mais radiosensivel ele serd; (iii) quanto

maior a atividade metabolica, maior a radiosensibilidade;




(iv) quando a taxa de proliferacdo celular e a taxa de crescimento tecidual

aumentam, a radiosensibilidade também aumenta (FERNANDES, 2005).

Estimativas de excessos de risco associadas com exposicdo a Rl séo
geralmente apresentadas em termos de risco relativo excessivo e risco absoluto
excessivo por Gy (SADETZKI e MANDELZWEIG, 2009). Existem evidéncias de
aumento de risco ao cancer associado a exposicées na ordem de 10 mGy, assim
como o risco de mortalidade e morbidade de todos os canceres solidos combinados

em uma dose proporcional de radiagéo de 100 mGy (ICRP, 2004).

Por aproximadamente sete décadas, a utilizacdo de RI na medicina foi limitada
aos radiologistas, oncologistas e associadas aos técnicos. No entanto, o advento dos
cateteres elevou exponencialmente o uso da Rl nos procedimentos efetuados por
cardiologistas e aumentou o numero de outros fisicos especialistas em adicdo aos

radiologistas expostos (LINET et al. 2010).

Atualmente, cardiologistas tem uma missdo especial de evitar o uso da
radiagdo ndo otimizada, uma vez que estes sdo responsaveis por 45% da dose efetiva
acumulada de 3.0 mSV ao més (algo similar ao risco de 150 raios-x do térax) por
individuo por ano nos EUA, sem considerar a radioterapia (PICANO e VANO, 2011),
havendo uma estimativa recente de que a dose equivalente na Europa seja de 15
mSV, o que equivale a 750 raios-x do térax, no mesmo periodo de um ano (PICANO et
al., 2014).

A Tomografia Computadorizada (TC), prové cerca de 34% da dose coletiva
anual de exposicdo aos RX, chegando a 70% em paises desenvolvidos, sendo
considerada aos profissionais da area, a maior fonte emissora de Rl (SUWANPRADIT
et al., 2008)

A estimativa atual é de que, por conta do advento da tomografia nuclear, a
radiacdo absorvida hoje pela populacéo geral seja de 600 a 700% maior do que nos
anos 1980 (METTLER, 2008).

Para a populacdo em geral, as maiores fontes de RI sdo provenientes de fontes
naturais (i.e radiacdo doméstica aleatdria, raios césmicos), tendo em vista a
expectativa de que cerca de 82% dos humanos absorvem algum nivel de radiacéo
natural (SHAHBAZI et al.,2013).

Em termos comparativos, os primeiros aparelhos de TC realizavam uma

imagem a cada 5 minutos e, os mais modernos na atualidade, realizam 160 imagens
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por segundo, embora haja uma diferenca consideravel nos niveis de exposicdo, os
dados de tempo x dose x efeito ainda sdo obscuros na literatura (HASEGAWA et al.,
2015).

Muitos estudos epidemioldgicos relativos ao cancer usam de dados fisicos
referentes aos radiologistas, especialmente nas décadas de 60 e 70 do século
passado, visto o fato da taxa de mortalidade destes profissionais nesse periodo ser

maior do que qualquer outra especialidade médica (JARTTI et al., 2006).

Hoje em dia, as populacbes expostas profissionalmente a Rl continuam sendo
particularmente importantes para o estudo do risco de céncer por exposicdo a
radiagdo, quer seja fracionada ou em baixos niveis, sendo as categorias de
trabalhadores da industria nuclear ou medicina radiolégica as mais afetadas (KIM et
al., 2008, YOSHINAGA et al., 2004).

Profissionais que trabalham manipulando aparelhos que produzem radiacdo X,
como ampolas de RX, TC, cintilégrafos e mamaografos, pertencem a estas populacdes
expostas a Rl (BERRINTON et al., 2001).

Varios estudos em diferentes paises dao suporte a associacao da convivéncia
da RI a carcinogénese, principalmente a leucemia. Em dois destes estudos, oito
diferentes coortes foram associadas a este risco no Canada (ZIELINSKI et al., 2009) e
nos EUA (YOSHINAGA et al. 2004), embora alguns associem também ao céncer de
pele (BERRINGTON et al., 2001) na Inglaterra e cancer de mama nos EUA (MOHAN
et al. 2002).

No caso da radiologia médica, vale ressaltar que existem diferentes niveis de
exposi¢do, considerando que os aparelhos em diferentes areas, como a fluoroscopia,
gue excede os niveis de radiagdo, quando comparadas com a tomografia e esta, por

sua vez, excede os niveis da radiologia geral (JONES et al., 2014).

No caso da TC, existe um consenso de que ndo héa ainda informacéao suficiente
sobre os perigos, relacionados especificamente a genética, de trabalhadores expostos
cronicamente a RI por este aparelhos assim como em aceleradores lineares, usados
na radioterapia (SABERI et al., 2013).

Quando se trata de pacientes, o intervalo de doses efetivas de uma tomografia
realizada é de 2 a 15 mSv. A estimativa € que cerca de 30% dos pacientes que se
submetem a uma tomografia passam por pelo menos 3 scans, 7% pelo menos 5 scans
e 4% pelo menos 9 scans (METTER et al., 2000).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoshinaga%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15375227
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Apesar dos indicativos clinicos, os dados de dosimetria fisica associada
diretamente a carcinogénese, dentre os trabalhadores da &rea da fisica médica, ainda
séo relativamente pequenos (VENNERI et al., 2009).

A despeito da implementacdo de regras de otimizacdo para protecdo destes
trabalhadores ser uma cultura importante em seu cotidiano (VERMEERSCH, 2005),
nos ultimos anos, estudos apontam que pacientes submetidos a exames simples e,
juntamente com trabalhadores da area da radiologia, demonstraram altos niveis de

radiagéo absorvida, proveniente de exames comuns de RX (BRENNAN, 2004).

Este fato ocorre muito provavelmente por conta das variaveis associadas ao
fendbmeno da carcinogénese juntamente com as variagfes de equipamentos e técnicas
de medida fisica realizadas na dosimetria. A implementacdo de equipamentos ditos
“digitais”, trouxe também uma mudanga nos padrfes de técnicas usadas pelos

trabalhadores e, consequentemente, ao pacientes (NCRP, 2004).

A tabela 1, abaixo, mostra os limites aceitos de dose efetiva e equivalente para

profissionais e o publico, ndo considerando a fonte.

Exposicédo

Profissionais expostos Publico
Dose 16-18 Anos >18 Anos Gravida
Dose efectiva 6 mSv/ano 20 mSv/ano® 1 mSv/ano 1 mSv/ano’
Dose equivalente
- Cristalino 50 mSvfano 150 mSv/ano 15 mSv/ano 15 mSv/ano

- Pele, méao e pés (1 sz) 150 mSv/ano 500 mSv/ano 50 mSv/ano 50 mSv/ano

Tabela 1: doses limites recomendadas aos profissionais e publico em geral.
Fonte: CNEN, 2011

O fato de ndo existir um método internacional padréo para a dosimetria fisica
dos operadores dificulta uma perspectiva para um melhor entendimento do efeito dose
e carcinogénese. Apesar da existéncia de testes em fase inicial para a adogdo do
Modelo de Monte Carlo, adotado como técnica padrdo de estudo de dose a ser
recebido por pacientes em radioterapia, para trabalhadores na area da Radiologia
Médica (JABBARI, 2011)

Estes pontos foram abordados por esta tese, uma vez que as amostras

coletadas foram de varios setores de diferentes hospitais no Brasil.
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2 - Radiologia Computadorizada (CR) e Radiologia Digital (DR)

Historicamente, o diagnostico em radiologia se baseava na aquisicdo e
arquivamento de imagens radiograficas em filmes, tipicamente usando intensificadores
de imagem para captura da imagem formada pelos raios-x primarios (COWEN et al.,
2007)

Nos dias de hoje, existem diferentes sistemas de deteccdo de imagem dentro
da radiologia. E de senso comum, no entanto, que os sistemas digitais substituam os
sistemas analégicos de filmes (SAF) (YAFFE et al., 1999). Esta transicdo €
considerada um processo complexo, por conta dos fatores técnicos relacionados a
aquisicdo de imagem, tais como manejo do paciente, dose e qualidade da imagem
para diagnostico (ORAVA et al.,, 1999). Neste processo de transicdo, a dose de
radiagdo para 0 paciente pode aumentar de 40 a 103%, uma vez que cada
equipamento, assim como operador, podem variar a dose usada para gerar uma
imagem viavel a diagnostico (VANO et al., 2007).

Fatores econbmicos e administrativos sdo levados em consideragdo na
aquisicdo de equipamentos digitais, sendo a estimativa de que em paises
desenvolvidos como a Scandinavia quase todos o0s hospitais tenham adotado este tipo
de equipamento, diferente de paises em desenvolvimento, onde o SAF ainda é muito
comum (NEITZEL, 2005).

As vantagens da radiologia digital estdo associadas ndo somente a qualidade
de imagem, mas também ao fato do possivel armazenamento digital das mesmas,
assim como recuperagdo e transmissdo mesmo a longas distancias (SCHAETZING et
al.,, 2002). Os formatos digitais também permitem a leitura em monitores
(monitorscopia), que diminui potencialmente os custos de um departamento de
armazenamento de raios-x quando comparada com o SAF (SAMEI et al., 2002).
(Figura 3)
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Figura 3: Amostra do conjunto de monitor, acoplado ao aparelho de CR. Fonte:
COWEN et al., 2007

No que se refere a qualidade de imagem, muitos estudos comparam a imagem
clinica de radiografias dos diferentes sistemas (WILSON et al., 1991, SWEE et al.,
1997) além de avaliar uma possivel dose de radiagdo usando painéis de detecgéo
amorfos de silicone (VOLK et al., 2003), tendo havido optimizagdo consideravel em
imagens cardiacas, usando estes painéis (GISLASON et al., 2013) e abdome e pelve
usando CR (BROSI et al., 2011).

No entanto, é do conhecimento dos profissionais que existem diferentes
guantidades de radiacéo aplicadas para cada exame, onde se leva em consideragéo
nao somente o sistema adotado (CR, DR ou SAF), como bi6tipo do paciente, e 0
orgdo estudado. Dessa forma, a Comissao Internacional de Protecdo Radiolégica
(CIPR), identifica a necessidade de optimizacdo e desenvolvimento de protocolos
consistentes em DR, com participacao ativa de profissionais de varias areas (ICPR,
2013).

No que se refere especificamente a CR, a questdo de otimizacdo de doses
necessaria para a formagdo de uma imagem considerada de padrdo clinico (que
apresente de maneira satisfatoria as estruturas anatbmicas necesséarias ao laudo
médico) tem sido objeto de debate por anos (COWEN et al., 2007). Existem
especulacdes entre muitos usuarios que adotaram este sistema de que 0 mesmo leva
a reducdo de dose em pacientes e, consequentemente, aos trabalhadores, admitindo
gue em casos gerais, essa reducdo seja significativamente maior se comparada a
usada em SAF (PEER et al., 2001).




14

No entanto, quando se refere a doses individuais para pacientes, estas
suposicdes sdo equivocadas. Para ajudar os trabalhadores a monitorar os niveis de
doses empregados durante o uso clinico, fabricantes fornecem um indicador
guantitativo da dose liberada para a placa de aquisicdo de imagem, ndo ao paciente. A
natureza dos indicadores varia entre fabricantes e requer de interpretagdes individuais
(WILLIS, 2004).

Para alguns exames, a reducédo de dose ¢é algo realmente praticavel no sistema
CR. Em radiografias das extremidades (méaos e pés), por exemplo, uma diminuicdo de
dose de 50% pode ser posta em pratica sem a perda de qualidade de imagem
(BRAGG et al., 1997), chegando a diminuir entre 30 a 60%, dependendo do tipo de
exame, em radiologia pediatrica, fazendo estudo clinico de extremidades também
(HUFTON et al.,1998).

De forma reciproca, alguns trabalhadores informam uma quantidade
aumentada no ruido radiolégico quando usada uma dose menor na aquisicdo da
imagem (WEATHERBURN et al. 2002). Entende-se como ruido radiolégico a
quantidade de informacdo indesejavel presente em uma imagem, que nao € util ao
diagnostico clinico (FURQUIM, 2009).

Muitos autores concordam com a ideia de aumento na dose efetiva no sistema
CR quando comparada a utilizacdo do SAF (Neitzel et al., 2005, Arakawa et al., 1999,
Monnin et al., 2006 e Riccardi et al., 2007). E de se considerar entdo, que, como
consequéncia do aumento de dose, haja uma possibilidade maior de interacdo

biol6gica com a RI, tanto para pacientes, como para trabalhadores da area.

No caso de DR, existem diferencas fundamentais nos quesitos de dose e
manipulacdo de imagem (VOLK et al., 2003). Muitos estudos comparam a qualidade
de imagem entre CR e DR (SWEE et al., 1997, KLEIMAN e al, 2008, REHANI, 2008)),
de forma a tentar reduzir a dose utilizada nos sistemas usando painéis detectores de
silicone amorfo (GISLASON et al, 2010), contudo, existem pouco estudos que
indiguem que os protocolos usados em DR realmente fagam uso de uma quantidade
menor de dose (LAWINSKI et al., 2005).

Alguns dos equipamentos jA se apresentam calibrados para protocolos de
otimizacdo de dose de fabrica, sendo estes protocolos referenciados pelos proprios
fabricantes através de seus aparelhos de CR (BORASI et al., 2003), no entanto, em
um estudo conduzido na comunidade europeia, as doses aplicadas de fabrica ndo sao

apropriadas para exames pediatricos (MOORE et al., 2012).
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Existe uma concordancia juntos aos profissionais da area que um protocolo
otimizado para doses em DR sO seria possivel através da colaboracdo de
trabalhadores de varias areas, desde a clinica, passando pela fisica e radiobiologia
(HALEY et al., 2011).

Na atualidade, Niveis de Referéncia Diagnéstica (NDD) sédo sugeridos para
padronizacdo de doses na Unido Européia (TOLGA et al. 2014). Procedimento
padrées em radiologia (RX DR, CR ou SAF), correspondem a cerca de 48% de todos
0s exames em diagndstico por imagem e contribuem com cerca de 41% da dose
coletiva (AROUA, et al., 1998).

Uma das principais razdes para introduzir o conceito de NDD, é investigar
situacdes onde as doses para pacientes sdo consideraras altas, e as taxas de doses
de DR, CR e SAF podem chegar a ter variacdes de dezenas Kilovolts (Kv) para o
mesmo exame (ALDRICH et al., 2006).

O exame de radiografia do térax €, provavelmente, o mais comum dentro da
radiologia e, tomando este como exemplo, as doses empregadas de 64.5 a 87 Kv em
equipamentos CR/DR e 125 Kv para equipamentos SAF (VANO et al., 2007).

Obviamente, essas variagbes tém interferéncia direta na relagao dosetfeito

tanto para pacientes como para trabalhadores.

3. Evolucéo de dose/efeito em radiobiologia

O fator dose/feito para os operadores da area da radiologia médica e industrial
também varia muito de acordo com o0s procedimentos realizados e,
consequentemente, com a dose recebida pelos pacientes e/ ou equipamentos (VANO
et al., 2009).

Niveis de dose de RI estdo diretamente relacionados com o0 aumento
significativo ao risco de cancer. Ainda que em baixas doses, dados derivados de
estudo epidemiologicos onde baixas doses de RI, mesmo dentro do espectro de
seguranca, estdo associadas ao risco de cancer (RONCKERS et al., 2008,
EISENBERG et al., 2011).

Existem hoje grupos internacionais, multidisciplinares de cientistas
especializados que concluiram que doses consideradas baixas de radiacdo X e

gamma (aproximadamente de 10 a 50 mSv para exposi¢des agudas e 50 a 100 mSv
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para exposicdes crénicas) estdo associadas ao risco de carcinogénese, embora haja o
reconhecimento de que existe uma dificuldade consideravel na precisdo de dose-
resposta quando se leva em consideragdo uma doenca complexa como o cancer
(BRENNER et al., 2003).

Esta dificuldade € demonstrada quando em modelos de cultura celular, a dose
resposta para morte celular é tipicamente descrita pelo decréscimo de sobrevivéncia
logaritmica da dose de RI. Essa relagdo, no entanto, é alterada quando as doses
usadas encontram-se abaixo de 0.5 Gy, havendo uma hipersensibilidade a baixa
doses, seguida por um aumento a resisténcia das RI, (JOINER et al., 2001).

Uma hipoétese para tal efeito é de que a resposta a Rl esteja relacionada a fase
do ciclo celular, demonstrada em células tumorais, que sdo mais resistentes aos
efeitos das Rl (MARPLES et al., 2003). Outros trabalhos sugerem que exista uma

relag@o inversamente proporcional ao efeito bystander (MOTHERSILL et al., 2002)

Falando designadamente de recomendacgéo de doses, em 1928, as indicagbes
a protecdo radiolégica (PR), eram limitadas aos danos aos tecidos superficiais,
rearranjos de o6rgaos internos e mudancas no sangue, listadas como “os efeitos

conhecidos para se resguardar contra” (BOLCH et al., 2012).

Em 1950, as recomendag0fes se referiam a danos superficiais, efeitos gerais no
corpo (particularmente sangue e orgdos formadores de sangue), tumores malignos e
outros efeitos deletérios (catarata, obesidade, infertilidade, e reducdo da expectativa
de vida) e os efeitos genéticos eram listados como “efeitos a serem considerados”
(CLARCK, 2008).

Em 1963 Alper (ALPER, 1963) prop6s que ndo sé o nucleo da célula era alvo
das RI, como a membrana celular, especialmente em células bem oxigenadas. Tal
ideia ganhou forca nos anos 70, quando foi demonstrado que vitaminas lipo-solUveis
respondem & presenca de Rl (BRABY, 1992).

Na década de 90, foram realizados esforcos para o estabelecimento de uma
dose segura, tendo a Comissdo Européia de Protecdo Radiol6gica apresentado um
documento de orientacdo em 1995, havendo orientagdes para diferentes areas da

radiologia, como mamografia, radioscopia e TC (REHANI, 2008).

Em 2010, foi descrito no ICRP-1 (ICRP,2010), a protecdo radiol6gica deveria
considerar e minimizar os possiveis danos de “efeito somatico” que ocorreriam em um

individuo exposto (i.e catarata, leucemia e outras doencas malignas, infertilidade e




17

encurtamento de vida) e prevenir os “efeitos genéticos” que ocorressem na prole dos

individuos expostos.

Ainda em 2010, com a intencao de prevenir os “efeitos agudos”, que ocorreriam
dentro de uma semana apdés a exposicdo, em uma tentativa de limitar os efeitos
tardios, com um periodo latente de décadas a um nivel aceitavel, a ICRP definiu trés
formas de relacdo dose-resposta: sem limites de dose, com um limite bem definido de

dose e com um limite quase definido (ICPR, 2010).

No entanto, as definicdes usadas pela ICRP aos efeitos citados acima, jA ndo
acomodam os achados mais recentes de doencas, que ndo o cancer, e os efeitos de
instabilidade gendmica além do efeito bystander, criando assim incertezas a respeito
da controversa area de dose/resposta (BAVERSTOK e KAROTKI, 2011).

O efeito bystander ocorre quando uma célula irradiada comunica-se com uma
célula ndo irradiada induzido reacdes em ambas as células (MORGAN et al. 2003).
Embora este efeito seja conhecido em experimentos in vivo e in vitro, 0 processo como

um todo nao esta totalmente claro (MITCHEL et al., 2004).

Existem ao menos dois mecanismos envolvidos no sinal de células irradiadas a
células ndo irradiadas: um, dependente da juncdo de gaps na comunicacao
intercelular e outro, a evidéncia de moléculas secretadas por células irradiadas ao
redor do meio extracelular, como espécies de oxigénio reativo (MATSUMOTO et al.,
2001)

A instabilidade gendmica € considerada uma resposta adaptativa (AMUDSON
et al., 2001) relacionada diretamente ao rearranjo de estrutura de cromatides, que
resultam em alteragBes cromossdmicas (AC), que séo classificadas de acordo com
seu mecanismo de formacgéo. Tais alteracdes estdo relacionadas ao stress quimico,

sendo as alteracdes cromossdmicas mais especificas a Rl (BONASSI e AU, 2002)

Em um tratado mais atual, em 2012, o ICRP publicou no Tratado de Seul
(ICRP, 2012), uma taxa limite para efeitos biol6gicos em cristalino e retina de 0.5 Gy e
a dose limite ocupacional de 20 mSwano (com uma média final em um periodo de 5
anos que ndo exceda 50 mSv) recomendando também 0.5 Gy para doencas
cardiovasculares e doencas cerebrovasculares, para coracdo e cérebro,

respectivamente.
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Esta recomendacao € interessante, uma vez que as Rl tem efeitos diferentes
em diferentes tecidos, sendo o tecido neuronal o segundo mais susceptivel a

alteracdes e o tecido hematopoiético o mais susceptivel (SHULTE, 2006).

Estes novos limites para catarata e doencas circulatérias vém em parte de
evidéncias epidemioldgicas demonstradas no uso de dose-resposta de doses nao
limites (DNL), sendo a DNL usada como parametro para dose efetiva limite (DEL), um
calculo que leva em consideracdo a dose considerada como risco para efeitos
estocasticos (i.e cancer) (SHIMIZU et al, 2010, ICRP, 2012).

Efeitos estocasticos, incluindo cancer e efeitos hereditarios, sdo causados por
uma mutacdo ou outra troca permanente, onde a célula permanece viavel (i.e
alteracdes cromossémicas). A probabilidade de efeito estocastico aumenta com a

dose, mas sua severidade ndo esté relacionada a mesma (HALL et al., 2006)

Alguns tipos de céncer (tumores solidos em geral) ndo levam em consideragéo
a dose néo linear de resposta (ZIELINSKI et al., 2009), sendo esta, a capacidade das
radiagOes extrapolarem seus efeitos a uma geracdo de células ou a célula diretamente

afetada.

Existe também o fato de que os diferentes procedimentos e,
consequentemente, as variagbes de dose para pacientes, apresentam uma média
numérica muito variada. As estimativas sdo de que para olhos a dose recebida seja de
100 pSv, de 1.2 — 580 uSv tireoide e para tronco 0.4 — 790 uSv (KIM et al., 2008).

O conceito de “dose segura” foi primeiramente usado em 1934, numa tentativa
de por em pratica o conceito de que supostamente existiria uma dose padrao que um
operador poderia trabalhar sem sofrer nenhum dano (HAMADA e FUJIMICHI, 2014).
Hoje em dia no entanto, este conceito foi abandonado, uma vez que se tem o
conhecimento de que toda dose de RI pode oferecer algum risco ao individuo que a

recebe.

Outro fator que aumenta a dificuldade de uma conclusiva “dose segura” é a
falta de um sistema simples de reposicdo de filmes de dosimetria e, algumas vezes a
caréncia de orientacdo aos operadores sobre a utilizagdo dos filmes, o que em muitos
casos traz uma discrepancia dos dados apresentados pela dosimetria biolégica em
relacdo a fisica (MONTORO et al., 2005).

Normalmente, a dosimetria fisica, através de filmes adesivos, cristais

termoluminescentes e semicondutores, faz uso destes acessoérios para monitoramento
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pessoal de dose absorvida em hospitais e instalacdes que usem de fontes radioativas,
de forma a manter as exposicoes tdo baixas quanto razoavelmente possiveis (principio
ALARA), seguindo as recomendactes da ICRP e da Agéncia Internacional de Energia
Atémica (IAEA) (LEMOS PINTO et al., 2010).

O fato de que muitos operadores da area de RI ndo terem o hébito de usar os
aparelhos dosimetros, obviamente prejudica a aquisicdo de dados, retardando uma

resposta médica em caso de acidentes em larga escala (LLOYDE et al., 2005).

Em alternativa ou em conjunto a dosimetria fisica, a dosimetria biolégica tende
a ser uma interessante proposta ao necessario monitoramento biolégico de
operadores na area da RI. Avaliacdes dosimétricas baseadas em biomarcadores

parecem ser uma Otima opgéo para este caso (PRASANNA et al., 2005)
4. Biomonitoramento

A dosimetria biol6gica vem ganhando notoriedade no que diz respeito ao
estudo das RI, uma vez que a dosimetria fisica ndo fornece informacdes detalhadas
sobre as consequéncias bioldgicas dos operadores da area da radiologia geral (FUCIC
et al., 2007).

Resumidamente, a dosimetria biologica pode ser definida como acesso a
informacédo da dose individual absorvida e avaliacao dos possiveis efeitos dessa dose
de RI sobre o individuo (LEMOS PINTO et al., 2010). E considerada uma ferramenta
essencial para estimativa de dose de radiacdo recebida para individuos quando a

dosimetria fisica ndo esté disponivel ou adequada (WIKINS, et al., 2011).

Para estudos mais refinados em dosimetria biol6gica, as interagdes das Rl com
o metabolismo séo divididos em duas categorias: (i) moléculas alvo que ja se tem o
entendimento da resposta biolégica as Rl e (i) a biodosimetria que é focada em
quantificar o danos induzido por RI, identificando possiveis marcadores através de
fluidos bioldgicos (e. g. urina, saliva e soro) (PATTERSON et al., 2008, lanz et al.2009)

O primeiro método empregado que relaciona os parametros biol6gicos
humanos com dose absorvida foi baseado na observacéo de intensidade, frequéncia e
duracdo de alguns sintomas observados depois de superexposicdo a RI (IAEA e
WHO, 2000)

Na atualidade, os métodos analiticos usados para identificagdo de moleculas
biomarcadoras assim como a extensdo de danos causados por RI, passam por

Ressonéancia Magnetica Nuclear e Espectometria de Massa (KHAN et al. 2011).
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Exemplos de biomarcadores provenientes de estudos em primatas nao
humanos incluem timidina, xantina e xantosina (JOHNSON et al., 2011), além dos
estudos de algumas proteinas, como AMP, através de técnicas de proteomica e
microarray (HU et al., 2012).

Apesar dos avancos e da utilizacdo de técnicas elaboradas, nos casos de
exposicao acidental, existe a urgéncia de uma resposta rapida e determinante, tendo
em vista 0s perigos conhecidos das exposicfes aguadas a RI, como a Sindrome
Aguda a Radiagao (SAR) (WEINSTOCK et al., 2008).

As células mais comuns para o estudo de biomonitoramento séo os fibroblastos
e linfocitos. Quando a RI interage com estas células, que se apresentam em fase de
quiescéncia, induz lesdes ao DNA que podem permanecer latentes e persistirem

mesmo depois do processo de replicacdo (YUSUF e FRUMAN 2003).

Na area de biomonitoramento em radiologia atualmente, as técnicas mais
comuns em humanos fazem uso de sangue periférico, com destaque ao uso da
técnica do Micronucleo (MN) (ROPOLO et al.,, 2012) e o estudo de cromossomos
dicéntricos (VOISIN et al., 2002).

O aspecto mais importante para este teste € que ele permite identificar um
aumento eventual na frequéncia de mutagfBes, em células expostas a uma gama
variada de agentes genotoxicos, e, dessa forma, fornecendo uma medida de confianga
nas possiveis alteragbes cromossdmicas envolvidas na agdo de agentes

clasteugénicos e aneugénicos, in vivo (BONASSI et al., 2007)

De forma a prevenir a ocorréncia de mudancas significativas no genoma de
uma populagéo inteira, a proposta de biomonitoramento para trabalhadores expostos
cronicamente a RI por muitos anos, através das ferramentas apresentadas neste

projeto, pode trazer uma significante melhora na condicao de vida desta populagéo.
4.1 Micronucleo como ferramenta de biomonitoramento

Uma consequéncia citolégica da inducao de alterac6es cromossémicas é a
formacdo de micronucleos (MINODIER et al, 2007). O microntcleo (MN) deriva de
fragmentos cromossdmicos ou cromossomos inteiros em anéfase tardia, e o Teste do
MN (MNT) pode ser usado para demonstrar efeitos clastogéncos e aneugénicos
(NORPA e FALCK, 2003).
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O teste do micronucleo por citocinese (CBMNT), desenvolvido por Fenech e
Morley em 1985 € um método confiavel para quantificar quebras cromossdmicas e
perda em células nucleadas (FENECH M, 2000).

Sabe-se hoje que varios agentes clastogénicos, que produzem a quebra de fita
simples ou dupla (i.e raios-x), durante sua exposicdo séo responsaveis pela formacao
de MN (THIERENS e VRAL, 2009). Por conta disso, este teste € um dos ensaios mais
amplamente usados para testar novos componentes, tanto in vivo quanto in vitro, para

regulamentacdo de elementos ao uso geral (OECD TG 487, 2009).

O fato das RI serem um agente clastogénico conhecido, e assim, um potente
indutor de MN, faz deste procedimento um teste confiavel, validado e padronizado no
campo da radiobiologia pelos seguintes motivos: (i) para avaliar exposi¢des a radiacao
ocupacional, médica e acidental individualmente in vivo (ii) avaliar suscetibilidade ao
cancer ou radiosensibilidade individualmente in vitro IARMARCOVAI et al., 2008).

Apesar do conhecimento das consequéncias biol6gicas das RI, existem varios
outros fatores a serem levados em consideragdo quem podem interferir na
interpretacdo de resultados apresentados na técnica de MN, como exemplo, as
diferencas geradas por danos causados por baixa Energia de Transferéncia Linear

(low LET) e alta Energia de Transferéncia Linear (high LET).

Quando a radiacdo ionizante atravessa um meio, ela promove o efeito de
ionizagdo ao longo de sua trajetoria e ao longo da trajetoria dos elétrons secundarios
gue foram gerados. A densidade linear de ionizagdo, ou seja, 0 numero de ions
gerados por unidade de comprimento, € uma funcdo da LET (FERNANDES, 2005).
Em outras palavras, quando o LET da radiacdo aumenta, a habilidade da radiagéo
em produzir um dano biolégico também aumenta (DOWD & TILSON, 1999)

LET é definida dentro da radiobiologia e prote¢éo radiolégica como sendo uma
caracteristica qualitativa das RI, que varia de acordo com a densidade do raio
produzido, onde low LET, tem caracteristica escassa e high LET tem caracteristica
densa (PODGORSAK, 2010).

Em termos numeéricos, doses acima de 5 Gy devem ser tratadas de forma
diferenciada, uma vez que as variagfes de resposta tornam o uso da técnica menos
confiavel (THIERENS et al., 2002).

E recomendado que se levem em conta fatores que influenciam na frequéncia

de MN, além da exposicdo a agentes ambientais, como idade, género e dieta. Estudos
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de biomonitoramento em larga escala tem mostrado que MN espontaneos aumentam
sistematicamente com a idade. Valores entre 0.24 e 0.44 MN/célula BN/ ano foram
obtidos em popula¢des saudaveis (WILLEMS et al., 2010)

Em um estudo feito por Fenech e colaboaradores (FENECH et al., 1999), foi
medido um aumento de 0.31 MN/ 1000 células BN/ células/ por ano em uma
populacdo de homens e em mulheres, os MN espontaneos tem maior frequéncia se
comparados aos homens e aumentam com a idade, num aumento de 0.58 MN/ 1000

células BN / células/ano.

Tomadas as devidas precaucdes, a técnica é padronizada e validada para
biodosimetria. A contagem de microndcleos permite uma aplicacdo em larga escala,
como em caso de acidentes radioativos ou mau uso das fontes radioativas. (FENECH
M, 2006).

A associagdo da técnica de MN com técnicas de FISH torna ndo sO a
biodosimetria mais elegante como mais eficaz (WEIMAN et al.,2012), uma vez que a
identificacdo da origem dos MN esté diretamente relacionada com o dano causado por
Rl e a maior parte do MN originalmente induzido por Rl provem de fragmentos
acéntricos enquanto que os outros MN sdo originados de cromossomos inteiros
(THIERENS et al., 2005).

No que se refere a analise propriamente dita, podem ser encontradas trés tipos
de ocorréncias: (i) a ocorréncia de MN (fragmentos acéntricos ou cromossomos
inteiros que nédo atingiram o fuso mitético durante a divisdo celular), visto na figura 3,
(ii) as pontes nucleoplasmaticas, que ocorrem que ocorrem quando os centrdmeros de
cromossomos dicéntricos sdo transferidos para os polos opostos das células em
anafase e (iii) os BUDs nucleares que correspondem a amplificacbes de DNA

encontrados na periferia nuclear (FREITAS, 2012).

| Q’
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Figura 4: Representacdo de célula com trés nucleos e presengca de MN. Fonte:

arquivos pessoais.
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Figura 5: presenca de ponte binucleada. Fonte: arquivos pessoais

A presenca de pontes binucleadas € um critério importante no ensaio MN, uma
vez que a taxa MN\NPB pode fornecer uma impressdo digital especifica para
exposicao genotoxica (VRAL et al. 1997). Pontes binucleadas em linfécitos tém uma
relacdo sobre a dose com a exposicdo a Rl e bem correlacionadas com a frequéncia
de dicéntricos e anéis em cromossomos em metafases de culturas destas células
(PALA et al., 2008) além do fato de que a frequéncia de pontes binucleadas néo tem
interferéncia no género dos individuos estudados (BERTHO et al., 2008).

Existem dois fatores negativos na técnica de MN mesmo quando levada em
consideracgdo, primeiro a contagem da frequéncia de MN deve ser realizada com o
menor tempo possivel apds a exposi¢cdo, uma vez que a diminuicdo dessa frequéncia
chega a aproximadamente 60% apoés tratamento para a exposicdo (FENECH et al.,
1990) e, em segundo lugar, a estimativa de dose esta relacionada ao corpo inteiro,
limitando o uso desta técnica quando a ocorréncia da exposicao esta limitada a uma
parte do corpo (LEONARD et al, 2005).

4.2 Ensaio Cometa como ferramenta de biomonitoramento

A biodosimetria classica inclui os estudos de alteracdes cromossémicas (AC) e
microndcleos (MN), sendo que o estudo de AC introduzido por Bender e Gooch,
permanece como 0 “padrao ouro” para muitos especialistas na area da biodosimetria
(WASLENKO et al., 2004), embora atualmente existam restricdes para este método
gue tornam questionaveis em situagfes de estudo de exposi¢do parcial (MULLER et
al., 2005).

Danos de DNA também sdo comumente considerados como marcadores de
risco de carcinogénese, sendo claramente relevante desde que este dano seja o
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evento inicial da carcinogénese (DUSINSKA et al, 2008), elegendo dessa forma o
Ensaio do Cometa (EC) uma técnica pratica e eficaz para o estudo das interagbes das
Rl com células humanas (KUMARAVEL et al, 2006), e até mesmo na andlise de danos
induzidos por alimentos (FARAH MARIA et al., 2014)

Para uma proposta de resposta rapida, no entanto, a analise de AC nao é
considerada a mais ideal, uma vez que o processo de cultura leva aproximadamente
de 48 a 72 horas (WANG et al., 2013).

O ensaio do cometa (EC) pode detectar danos no DNA e na cinética de reparo,
sendo amplamente utilizado no estudo radiacdo biologica, toxicologia, oncologia e
epidemiologia molecular (Haines et al., 2002). O EC é uma técnica rapida e sensivel
gque pode ser usada para monitoramento biolégico in vivo, especialmente em casos de
exposi¢do acidental & Rl (GUERCI et al., 2011).

Linfocitos de sangue periférico (LSP) sdo conhecidos por serem radiosensiveis
e entram facilmente no processo de apoptose, com algumas células sendo afetadas
24 horas ap6s a radiacdo (CORREA et al., 2010), o que potencialmente traria impacto

aos resultados do teste.

O acesso rapido ao material biolégico dos individuos expostos a Rl em
acidentes é fundamental para uma resposta rapida e eficaz e o EC tem a caracteristica
pratica de detectar os danos gerados nestas situagdes (GARCIA, et al., 2005), através
da mensura de lesbes no DNA pela migragdo de fragmentos, detectando,

principalmente quebras simples (BETTI et al., 1994).

Baseando-se nos testes padrdes de genotoxicicidade e6u carcinogénese
(como teste do MN e EC), a agéncia de pesquisa para o cancer (International Agency
for Research on Cancer — IARC) publicou uma tabela com estudos in vivo para o teste
do MN e EC (tabela 2), demonstrando a importancia de ambos os ensaios (KANG et
al., 2013).

Elemento Estudado ‘ Tecido Usado ‘ Resultado Fonte

1,2-DMH - 2HC Figado Positivo em 5,4 e 5 | Fahmy et at., 2000
dias de tratamento
(MN)

1,4-Dioxane Figado Positivo em 2,500, | Celik et al., 2005

3,500 mg/kg (MN)

1,4-Dioxane Figado Positivo em | Morita et al., 1997
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2000mg/kg (MN)

2- Medula, Sangue Positivo em duas | Wakata et al., 1998
Acetylaminofluorene doses (MN)
2- Figado, rim, | Positivo em figado | Wakata et al., 1998
Acetylaminofluorene | pulméo, medula, | e rins (EC)

baco
2,4-Diaminotoluene | Figado, rim, | Positivo em rins e | Saaki et al., 1997

pulmao, medula, | pulméo (EC)

baco
2,4-dinitrotoluene Figado Positivo (MN) Fahmy et at., 2000
2,4-dinitrotoluene Figado Positivo (MN) Wakata et al., 1998
2,4-dinitrotoluene Figado Positivo (MN)P Wakata et al., 1998
Solucéo acido | Medula Positivo (MN) Wakata et al., 1998
arcénico
Atrazina Figado, sangue Positivo (MN) Singh et al., 2008
Auramina Figado, rim, | Positivo (EC) Saaki et al., 1997

pulméo, medula,

baco
Benzeno Sangue, medula Positivo (EC) Tuo et al., 1996
Céadmo Clorido Medula Positivo (MN) Fahmy et at., 2000
Cloroférmio Rim Positivo (MN) Tuo et al., 1996
Dimetilnitrosamina Figado Positivo (MN) Fahmy et at., 2000

Tabela 2: Potencial carcinogénico de elementos estudados pelo teste MN e EC

(adaptado), fonte: Kang et al., 2013
4.3 Frequéncia de Alteragdes Cromossdmicas

O trabalho pioneiro de Muller em Drosophila, demonstrou a capacidade de RI
induzir a Alteracdes Cromossdmicas (AC), em 1926 (SNUSTAD & SIMONS, 2001), no
entanto, somente em meados da década de 1970 foi que pesquisadores identificaram
os diferentes tipos de lesdes induzidas por Rl (BENDER et al., 1962, apud HAMADA et
al, 2010).

As ACs produzidas por Rl (HANDE et al., 2005), que podem ser classificados
gquanto a sua estrutura (dele¢des, duplicacdes, em anel ou inversdes) de acordo com a
dose ou periodo em que a célula for irradiada (MONTORO, 2005), ou ainda, de acordo

com o tempo de manifestacao (efeito agudo ou tardio), o tipo de célula mutada (efeito
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hereditario ou somatico) e a quantidade de energia depositada (efeito estocéastico e
derteministico) (REISSLAND, 1981).

A manutencéo da integridade gendmica e homeostase celular em células humanas
sdo reguladas por uma rede intrincada de vias que incluem checkpoints no ciclo
celular, reparo e recombinacdo do DNA. Sob condi¢c6es normais, a exposi¢cao a agente
genotoxicos resulta em rapida ativacdo dessas vias que servem como promotoras
para a sobrevivéncia celular, através da eliminagdo do dano ao genoma
(ZHIVOTOVSKY e KROEMER, 2004).

Aberracbes instaveis (dicéntricas, acéntricas e anéis) e estaveis
(translocagdes) sé@o as classes mais conhecidas de ACs induzidas por Rl em células
em GO e G1 (HANDE et al., 2005), e desde a década 1960 cromossomos dicéntricos
provenientes de metafases sdlidas sao usados como marcadores biolégicos confiaveis
para biodosimetria ndo somente em casos de doses agudas, como também na
avaliacdo de doses prolongadas recebidas de forma profissional (MONTORO et al.,
2005).

As quebras de dupla-fita de DNA (QDF), no entanto, sdo as mais deletérias e
intensamente estudadas lesdes induzidas por Rl (LAVIN e KOZLOV, 2007), uma vez

gue esta bem estabelecida a relagéo entre Rl e QDF (VOISIN et al. 2002).

A maioria das QDF sdo rapidamente reparadas. Um pequeno nimero de quebras,
no entanto, permanece e torna-se visivel em subsequentes metafases cromossémicas
(SHRIVASTAV et al., 2008). Em 2013 foi feita a andlise citogenética, relacionando a
frequéncia de alteragbes cromossdmicas (AC) em linfocitos de sangue periférico de
individuos expostos acidentalmente, ambientalmente ou ocupacionalmente a baixos
niveis de dose acumulada de RI (SABERI et al., 2013).

Muitas ACs tém relagcbes direta com alteragbes genéticas e instabilidade
gendmicas que, por sua vez, podem ter relacdes com o desenvolvimento de cancer. A
proposta de biomonitoramento utilizando analise de alteragbes cromossdmicas pode
estimar o risco a carcinogénese (IAEA, 2001), prevenindo dessa forma o

desenvolvimento da doenca.

Assim como a técnica de MN, o estudo de ACs em células alteradas por Rl pode
estimar danos em corpo inteiro com doses que vao de radiagdo low LET a 10 cGy,
fazendo uso de 1000 (BERAL et al.,, 2004), no entanto, o estudo de ACs pode ter
acesso ao danos de algumas semanas a varios meses apos a exposi¢cdo (HAYATA et
al., 2001).
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A utilizacdo de estudos de ACs para acesso a dosefesposta em acidentes foi
demonstrada em Chernobyl (PYATKIN et al., 1989), Goiania, Brasil (RAMALHO et al.,
1991), e Tokaimura, Japdo (KANDA et al., 2001) e, mais recentemente, em Fukushima
(LEE et al., 2012).

[l = JUSTIFICATIVA

O biomonitoramento através de experimentos citogenéticos e moleculares pode
servir de referéncia ao conhecimento do impacto desta energia na vida e no bem estar

de trabalhadores e pacientes expostos a baixas doses de RI.

A possivel incorporagdo destas ferramentas a andlise cotidiana dos impactos
sofridos por estes profissionais ao longo dos anos de profissdo, pode gerar a
possiblidade de melhoras na condi¢do de vida, saude e bem estar destes, bem como

uma possivel melhora em seu método de protecao diaria,

A implementacdo cotidiana destas técnicas de monitoramento junto a esta
classe de trabalhadores, é um procedimento adotado em outros paises, e tem a
intencdo de prevenir possiveis eventos carcinogénicos, oriundos da exposi¢ado crdnica
a RI. Este procedimento, quando utilizado junto a profissionais em comeco de carreira,
traria & luz um conhecimento mais amplo das consequéncias da interacdo das RI, com
os seus efeitos bioldgicos ja conhecidos e serviria de referéncia a estes individuos

durante todo o tempo de servi¢o e exposigao.
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[l - OBJETIVOS

1 - OBJETIVO GERAL

Utilizar de estudos citogenéticos como uma ferramenta de avaliacdo das
condicBes de trabalho de individuos expostos a baixos niveis de RI, associando estas
ferramentas ao monitoramento com intencdo de prevencdo a danos de exposicdo

cronica deste tipo de energia.

2 - OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar danos possiveis genéticos gerados pela exposicdo a RI em

trabalhadores utilizando o ensaio de cometa assim como o teste MN.

Analisar as frequéncias de altera¢cdes cromossdmicas de linfocitos isolados no

grupo de estudo através de técnicas citogenéticas convencionais.

IV — METODOLOGIA

Testes de genotoxicidade in vivo (i.e EC e MN), podem ser usados quando
obtidos resultados positivos de testes in vitro, que podem refletir a absor¢ao, excrecao,
distribuicdo e metabolismo, caracteristica essa que ndo se apresenta em testes in vitro
(SASAKI et al., 2008).

Dessa forma, a recomendacéo da Organizacdo para Cooperacdo Econdmica e
de Desenvolvimento (Organization for Economic Co-operation and Development
- OECD), preconiza a utilizacdo destes testes seguindo o esquema da figura 6,

abaixo.
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Agente genotdiico

\

Modelo Animal

"y Yy

Quebrade fimdeDNA Fragmentos de Cromossomos AcEnirioos
Sitios AP Estruturacromossomica alterada
Excisdo Incompleta emsitios de reparo Erro de segregacao
AN
" -
- "

Dados deGenotoxiddade

\ 4

Dano Carcinogénica Potencial

Figura 6: esquema sugerido para uso de EC e MN em testes de genotoxicidade.
Fonte: SEUNG et al., 2013. (adaptado)

1. AMOSTRAS

As amostras de sangue periférico foram colhidas através de venopungédo em
diferentes clinicas, hospitais de quatro diferentes Estados no Brasil, onde os préprios

trabalhadores exercem seu oficio.

Foram coletadas 68 amostras de trabalhadores dos Estados e Hospitais
participantes, com um periodo de trabalho de 4 a 10 horas diarias, e um periodo de

profissédo de 2 anos no minimo no periodo de trés anos.
O estudo consta de dois grupos distintos:

e Grupo 1, Controle negativo: Constituido por individuos pareados por idade e
género com os profissionais dos servicos de radiologia, proveniente do banco
de dados do Laboratério de Citogenética Humana da UFPA

e Grupo 2, constituido por profissionais voluntarios provenientes de varios
servi¢os de radiologia das cidades de Belém (PA), Porto Alegre (RS), Ribeiréo
Preto (SP) e Belo Horizonte (MG).
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2. Sele¢ao de voluntarios

Para o estudo com os linfocitos humanos, foi utilizado sangue periférico de
doadores voluntarios, obedecendo aos seguintes critérios:

A. Critérios de Incluséo:
e Terentre 20 e 50 anos;
e Trabalhar em servicos de radiologia por mais de um ano;
B. Ciritérios de Excluséo:
e Ser etilista ou tabagista;
e Estar fazendo uso de algum medicamento.
e Apresentar quadro de infeccdo (virética ou bacteriana)
e Ter feito tratamento quimioterdpico ou radioterapico em algum

momento da vida.

3. OBTENGCAO DO SANGUE

Foram coletados 10 ml de sangue periférico de cada individuo por pung&o venosa
utilizando agulhas e seringas descartaveis previamente heparinizadas com Liquemine
(Lab. Roche 5.000 Ul/ml).

Ap6s a coleta, o sangue foi transferido para tubos de ensaio estéreis, sendo
mantidos em repouso a temperatura ambiente, para a sedimentacdo das hemacias e

separacao do plasma.

No caso das coletas nos Estados participantes, o sangue foi coletado dentro dos
hospitais co-participantes e transportado ao labortaério de Citogenética Humana da
UFPA, num periodo aproximado de 24 horas. Para as amostras que seriam usadas
para a o EC, foi adicionado 200 ul de DMSO a 4% para evitar a acao de agentes

durante o periodo de coleta e processamento das amostras.

Linfécitos de sangue periféricos humanos estdo predominantemente dentro fase
de GO (pre-DNA sintético). A maioria dos linfécitos circulantes sdo celas de T
(derivadas do timo), que pode ser estimulado para se desenvolver in vitro por um
agente mitogénico como fitohemaglutinina (PHA). Isto faz dos linfocitos células ideais

para procurar alteracdes induzidas.
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No presente estudo, amostras de sangue foram coletadas durante o intervalo de

trabalho e o efeito do EC pode refletir no periodo atual de exposicao.

4, TECNICAS DE CULTURA TEMPORARIA DE LINFOCITO

A andlise de AC induzidas por radiacdo requer inducao artificial da proliferagéo
celular e, subsequentemente, o processo de sintese de DNA ocorrido na fase S e
entdo, com a chegada da célula em mitose, para andlise dos cromossomos
propriamente ditos (LEMOS PINTO et al., 2010)

Foi adicionada 0,5 ml de plasma com linfocitos ressuspendidos, em frascos de
cultura contendo um volume de 4,5 ml de meio de cultura completo. Os frascos foram

mantidos na estufa & 37°C até o fim do tempo de cultivo, neste caso, 72 horas.

A cada frasco de cultura foram adicionados 200 ul do antimitogénico colchicina

(0,0016% Sigma), 120 minutos antes da fixagao.

Apds o tempo de cultivo os frascos foram agitados para homogeneizacao. O
material foi transferido para tubos de centrifuga e centrifugado por 8 minutos a 1000

rotac6es por minuto (rpm).

O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 5 ml de
solugéo hipotdnica (KC1 0,075M) a 37°C por 20 minutos. O material foi centrifugado

por 8 minutos a 1000 rpm.

O sobrenadante foi despreazdo e 5 ml de fixador Carnoy recém preparado
(metanol e acido acético na proporcao de 3:1) foi adicionados. Trocas do fixador foram
feitos mais duas vezes (lavagem do material para retirar os restos celulares),

centrifugando e deixando apenas o material suficiente para a confec¢éo das laminas.

Usando laminas bem limpas e mantidas em etanol 70% gelado, o material
fixado foi gotejado, inclinando as laminas para espalhar melhor o material, passando-

as em seguida na chama, com o cuidado de ndo aquecer demais.

A coloragdo foi processada com o corante Giemsa diluido em uma solugéo
tampéo (Na,HPO,40,06 M e KH,PO,0,06 M - pH 6.8), na proporcdo de 1 ml do corante

para 30 ml do tampao, por um periodo de 8 minutos.
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5. ENSAIO COMETA (VERSAO ALCALINA)

Desenvolvido por Singh et al.,, (1988) e, posteriormente, modificado por
Anderson et al., (1994), é um ensaio muito versatil e sensivel para a detecgédo de
quebras de fita simples e dupla no DNA. Ele tem sido amplamente utilizado como uma
ferramenta para a avaliacdo das respostas celulares aos danos no DNA, podendo ser
aplicado em estudos de genotoxicidade, biomonitoramento, ecotoxicolégicos e ainda

alguns estudos que envolvem salde humana.

Uma das maiores vantagens do Ensaio Cometa é a possibilidade de sua
aplicagdo em diferentes tipos celulares que ndo necessariamente estejam em
proliferagcdo, tanto in vitro quanto in vivo. Basicamente o método consiste em isolar
células individualizadas em uma matriz de agarose NMP (baixo ponto de fusdo) e
submeté-las a uma etapa de lise onde restara apenas o conteudo de DNA nuclear

aderido a essa matriz.

Posteriormente, esses nicleos (nucledides) sdo submetidos a uma eletroforese
de baixa voltagem onde as quebras do DNA migram em dire¢cdo ao anodo. Na etapa

seguinte as laminas sdo coradas e analisadas (ANGELIS et al., 1999).

5.1 Preparagao das laminas

As laminas foram previamente cobertas por solugdo de agarose de ponto de
fusdo normal a 1,5%. Posteriormente, foram mantidas em temperatura ambiente até a
solidificacdo da agarose de um dia para o outro. Esta camada foi utilizada para
promover a adesao na segunda camada de agarose (baixo ponto de fuséo - 0,8 %), na

qual a amostra foi diluida.

Foram separados 450 pL de amostra de cada grupo e em seguida feita uma
centrifugacdo a 1000 rpm por 5 min. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado
deixando 30 pL para a ressuspensdo. Deste contetdo, 15 pL foram acrescentados em
300 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,8 %), sendo em seguida

homogeneizado.

Subsequentemente, 100 uL deste conteudo foram aplicados rapidamente sobre
cada lamina contendo agarose e, em seguida, cada lamina foi coberta com uma

laminula (24 x 60 mm). As laminas foram mantidas a 4 °C por 5 min até a solidificacéo
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da agarose. ApoOs este periodo, as laminulas foram removidas cuidadosamente,
mergulhadas em solucéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA , 10 mM Tris, 1 % Triton
X-100 e 10 % DMSO; pH: 10) e mantidas a 4 °C protegidas da luz.

Em seguida, a suspensao de células foi aplicada rapidamente sobre a primeira
camada de agarose, sendo a lamina, entdo, coberta com a laminula (24x60mm) e
mantida em baixa temperatura por 5min até solidificar a agarose. Depois, a laminula
foi retirada e a lamina mergulhada na posicdo vertical em solucéo de lise (2,5M NacCl,
100mM EDTA , 10mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO e 1% N-Lauroyl sarcosine;
pH 10) a 4°C e protegida da luz.

5.2 Eletroforese

Ao serem removidas da solucdo de lise, as laminas foram colocadas na posi¢cao
horizontal na cuba de eletroforese. Esta deve estar em um “banho de gelo”, para
manter a temperatura da eletroforese constante em torno dos 4°C. A cuba foi, entéo,
preenchida com a solugéo de eletroforese (ImM EDTA, 300mM NaOH; pH>13) recém-
preparada, a um nivel superior (0,25cm, em média) as laminas. Estas ficardo em
repouso por 20min para permitir o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas

ligacbes e a exposicao dos sitios alcali-labeis.

A eletroforese foi conduzida usando 35V e 300mA por 20min. Todos esses passos
foram realizados na presenca de baixa luminosidade. Apos a eletroforese, as laminas

foram retiradas da cuba e mergulhadas na solugéo de neutralizagdo por 5 minutos.
5.3 Coloracéo

As laminas foram fixadas com etanol a 70%. Posteriormente, foram coradas com
50ul de solucéo de Brometo de Etidio (20pg/ml) e, em seguida, cobertas com laminula

para serem analisadas.

5.4 Andlise das laminas

As laminas foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia. A analise foi
feita pelo padréo de escores, onde, de acordo com o tamanho e intensidade da cauda

do cometa, os mesmos foram divididos em cinco categorias (0-4) de acordo com a
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percentagem de DNA na cauda do cometa, que indicam o grau de lesdo sofrido pela

célula:

Figura 5: Fotomicrografia mostrando os niveis de dano analisados pelo EC

(http://images.google.com.br)

0 = sem danos (<5%)
1 = baixo nivel de danos (5-20%)
2 = médio nivel de danos (20-40%)
3 = alto nivel de danos (40-95%)
4 = dano total (95%)

Figura: indice de dano avaliado pelo Ensaio Cometa.

6. O TESTE DO MICRONUCLEO (MN)

O micronucleo é uma pequena massa nuclear delimitada por membrana e
separada do nucleo principal, formado durante a teléfase da mitose quando o
envelope nuclear é reconstituido ao redor dos cromossomos das células filhas. Tal
estrutura é resultante de fragmentos cromossémicos acéntricos ou de cromossomos
inteiros que nado foram incluidos no nucleo principal, representando perda de
cromatina em conseqiéncia de dano cromossémico estrutural (fragmento) ou dano no

aparelho mitético (Fenech, 2000).

Os danos no DNA causados pela exposicdo a agentes mutagénicos,
somente sao expressos em MN apos um ciclo de divisao celular, porém com

interrupcdo da citocinese, que pode ser feito com uso de citocalasina B que atua




35

inibindo a polimerizacdo da proteina actina que participa na formacdo do anel de

microfilamentos que contrai o citoplasma e cliva a célula em duas (FENECH, 2000).

Apébs o tratamento as células foram tripsinizadas e incubadas em frascos de
5ml a 37°C por mais 24 horas em presenca de citocalasina-B (Cyt-B) (inibidor de

citocinese) (3ug/ml).

Ao final do tratamento com citocalasina-B, as células foram transferidas para
um tubo de centrifuga e centrifugadas a 800 rpm, por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento celular foi levemente agitado. As células foram tratadas com
5ml de solucdo hipotdnica gelada (KCI 0,075M), ressuspendidas e centrifugadas a

800rpm por mais 5min.

O sobrenadante foi, em seguida, descartado e o sedimento foi fixado com 5mi
de fixador (metanol/acido acético 5:1) fresco. Trés gotas de formaldeido foram
acrescentadas para preservar a integridade do citoplasma e resuspendida. O
procedimento foi repetido por mais 2 vezes utilizando-se fixador 3:1, porém sem
utilizar formaldeido. O sobrenadante foi cuidadosamente removido e descartado até

restar um volume de duas vezes em relacdo ao pellet.

As células foram cuidadosamente ressuspendidas para preparacdo de
laminas que secardo a temperatura ambiente. As laminas foram coradas com Giemsa
a 3% por 10min, lavadas com agua destilada, para remogédo do corante excedente e
secas ao ar livre. A frequéncia de micronucleos foi estimada em 1000 células

binucleadas analisadas segundo critérios de Fenech (2000).
6.1 CRITERIOS PARA A ANALISE DAS CELULAS (Fenech, 2000)

Para a selecd@o das células a serem analisadas foram utilizados os critérios
de Fenech, 2000

e Mil (1000) células binucleadas com membrana intacta;

® Ndcleos intactos, com tamanhos aproximadamente iguais, mesmo

padrao de coloracdo e dentro do limite citoplasmatico;

e Células claramente distinguiveis das células adjacentes.
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6.2 Andlise dos Micronucleos (MN)

A andlise foi realizada em 1000 células binucleadas para cada um dos
diferentes grupos avaliados (controles e expostos), com os micronucleos obedecendo
aos seguintes critérios: apresentar morfologia idéntica a dos nucleos principais;
possuir didmetro entre 1/16 até no méaximo 1/3 dos nucleos principais; apresentar
mesma coloracao dos nucleos principais, mas ocasionalmente com maior intensidade;
ndo apresentar refringéncias; ndo estar ligado ou conectado a um dos nucleos

principais; e por fim, ndo se sobrepor aos nucleos principais (FENECH, 2000)

Andlise das Pontes Nucleoplasméticas (PNP)

A freqiéncia de pontes nucleoplasmaticas foi avaliada em 1000 células
binucleadas. As PNP correspondem a biomarcadores de instabilidade genémica que
se expressam como ligagdes continuas entre os nucleos das células binucleadas e
gue parecem ser resultantes de rearranjos cromossémicos envolvendo mais de um
centrémero ou de cromatides que migram para polos opostos da célula durante a

anafase

Anélise do indice de Divisdo Nuclear (IDN)

O indice de divisdo nuclear foi analisado em 500 células a partir da seguinte
formula: IDN = [M1 + 2 (M2) + 3 (M3) + 4 (M4)] / N, em que M1 a M4 = ndmero de
células com 1, 2, 3 e 4 nuicleos, respectivamente e N = numero total de células
(FENECH, 2000),

7. ANALISES ESTATISTICAS

Para os dados enquadrados nas premissas de normalidade, foi utilizado
para andlise estatistica o teste de analise de varidncia (ANOVA) com pos-teste de
Tukey. Porém, para os dados que se enquadrardo fora da curva de normalidade, foi
utiizado um teste ndo-paramétrico, denominado Kruskal-Wallis. O nivel de
significancia considerado foi de 5%. O banco de dados utilizados foi o SPSS e

comparado com o Bioestat verséo 5.4 (Ayres et al., 2012).




V. RESULTADOS

37

Todos o0s participantes passaram por questionamento verbal e assinaram o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, para participar da pesquisa. O projeto foi
aprovado por comité de ética (CAAE: 36572614.5.0000.0018), sendo revalidado por
cada comité co-participante (anexos)

As tabelas abaixo mostra a caracterizagdo dos individuos participantes sendo

descrita e divididas por Estado, com o género, tempo de servigco, quantidade de horas

por de servigo por dia e 0s setores aos quais trabalham.

Género Tempo de Area de Trabalho Horas de Idade
Servigo (anos) Trabalho/dia

Feminino 25 | CT,RX 8a9 46
Masculino 8 | RX 8 30
Feminino 3 | RX, mamografia 6 43
Masculino 20 | RX 6 43
Masculino 11 | RX 12 34
Masculino 10 | RX, mamografia, CT 5 50
Feminino 30 | RX, mamografia 4 25
Feminino 2,5 | Mamografia, CT, RX 5 32
Feminino 10 | RX, mamografia, CT 8 31
Feminino 15 | RX, CT > 45
Feminino 27 | RX 6 58
Masculino 5 | Ressonancia, rx 5 26
Feminino 25 | Radioterapia, RX, CT 10 51
Feminino 21 | RX 10 41
Masculino 7 | Densitometria, RX 6 29
Feminino 15 | RX 6 61
Masculino 13 | RX, HD 10 35
Masculino 7| RX,CT 6 54
Masculino 18 | CT 6 72
Masculino 35 | RX 8 52
Masculino 4 | RX 6 26
Masculino 14 | RX, CT 8 38
Masculino 25 | RX 8a9 46
Tabela 1: Caracteristicas dos individuos participantes em Ribeirdo Preto

Género Tempo de Area de Horas de Idade

Servico (anos) | Trabalho Trabalho/dia

Feminino 12 | NM 10 37
Masculino 34 | RX 5 54
Masculino 30 | CTeRX 6 54
Masculino 37 | RX 8 59
Masculino 36 | RX 4 56
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Feminino 28 | RX e mamografia 13 57
Feminino 9 | NM 10 35
Feminino 9 | NM 10 31
Feminino 14 | NM 10 39
Feminino 8 | NM 10 31
Feminino 15 | NM 10 43
Feminino 4 | NM 10 27
Masculino 11 | CTeRX 11 38
Feminino 3 | enfermagem 6 41
Feminino 15 | CT,RXeRM 12 29
Masculino 11 | RX e mamografia 8 61
Feminino 24 | RX 8 35
Masculino 22 | RX 8 54
Masculino 16 | RX 5 72
Masculino 28 | RX 5 52
Feminino 13 | CTeRX 5 26
Masculino 19 | RXe CT 8 46
Feminino 19 | RXe CT 7 42
Feminino 8|CT 6 41
Feminino 5 | Enfermagem 6 36
Feminino 15 | RX 5 34
Tabela 2: Caracteristicas dos individuos participantes em Porto Alegre
Tabela 3: Caracteristicas dos individuos participantes em Belém
Género Tempo de Servico Area de Trabalho | Horas de Idade

(em anos) Trabalho/dia
Masculino 19 | RX 4 42
Feminino 28 | RX e Mamografia 4 56
Feminino 18 | RX e Mamografia 4 58
Masculino 12 | RXe CT 4 36
Masculino 22 | RXe CT 4 37
Masculino 30 | RXe CT 4 64
Feminino 14 | RX, Mamografia 4 40
Masculino 30 | RX 4 63
Masculino 14 | RX 4 35
Masculino 14 | RX 4 35




Género Tempo de Area de Horas de Idade
Servico Trabalho Trabalho

Masculino 4 | RX, CT 7 25
Feminino 9 | RX 6 32
Feminino 7 | RX, CT Mamo 8 26
Masculino 7 | RX 12 33
Masculino 8 | RX 6 49
Masculino 8 | RX, CT 10 38
Masculino 7 | RX 6 49
Masculino 21 | RX 9 38
Masculino 8 | RX 6 28
Masculino 4 | RX, CT 7 25

Tabela 6: Caracteristicas dos individuos participantes em Belo Horizonte

As entrevistas foram feitas nos locais de trabalho dos individuos participantes,
seguindo o modelo de questionarios (anexo 4), onde foram perguntados sobre o
tempo de servigo, a sub-area em que trabalham, seus habitos alimentares, horas de
sono por dia, ingestdo de bebidas alcodlicas, hébitos tabagistas, utilizacdo de

medicamentos, assim como o historico familiar para doencas.

Como caracteristica geral, a populagéo estudada foi de 68 participantes, sendo
todos trabalhadores do setor de radiologia dos Hospitais Risoleta Tolentino, em Belo
Horizonte — MG, Hospital de Clinicas de Ribeirdo Preto —SP, Hospital de Clinicas de

Porto Alegre — RS, e Hospitais Barros Barretos e Betina Ferro em Belém — PA.

A média de idade foi de 35,33 para Individuos de Belo Horizonte, 48 anos para
Belém, 43,27 para Ribeirdo Preto e 42,03 para Porto Alegre e comparativamente,

guantidade de homens e mulheres participantes foi equivalente (33\35)

Apenas os individuos de Belém trabalham exclusivamente em um local com
uma média de 24 horas por semana de jornada de trabalho, seguindo a legislagcéo dos
profissionais da &rea. Os outros individuos exercem fun¢gBes em outros locais, além

dos citados de onde foram feitas a entrevistas.

Os controles usados foram pareados por género e idade, todos provenientes
do banco de dados pertencente ao Laboratério de Citogenética Humana da

Universidade Federal do Para.

Todos os individuos participantes informaram fazer uso de Equipamentos de
protecdo tanto individual quanto coletivos. No entanto, os critérios de comportamento
de seguranca (i.e como distancia objeto — imagem, tempo de exposi¢do) raramente

foram mencionados.
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Todos os locais apresentam condicbes de mensura e blindagem de salas e
equipamentos adequados e padronizados pela CNEN. Existe uma diferenca na
utilizacdo dos equipamentos, onde apenas o Hospital de Clinicas de Porto Alegre faz
uso de DR de deteccao direta, e ainda estes, nunca fizeram a utilizagdo de CR,
fazendo a transicdo de SAF diretamente para DR a cerca de 3 anos.

27 dos individuos (38%) trabalha direta e exclusivamente com Radiologia Geral
(somente RX), sendo 17 individuos trabalhando com CT e RX (23%), enquanto que 9
com mamografia (12%) e 7 com Medicina Nuclear (NM) (10%). Todos os individuos
que trabalham com mamografia e NM séo do género feminino e, no caso da NM, todas

as participantes trabalham exclusivamente com este setor e em mais de um local.

Na andlise de dados de frequéncia, de MN e AC, obcservou-se uma diferenca
estatisticamente significante em todos os Estados. Foi feita uma comparagdo intra
grupo com os resultados de MN e EC, para determinar se houve diferenga significativa
nestes resultados, como um indicativo para averiguar parametros diferenciados de
dano.

A diferenca na utilizacdo dos equipamentos usados nos diferentes Estados
pode ser um fator a ser levado em consideracao, tendo em vista a diferenga de carga
usada nestes equipamentos, concordando com a literatura (BORASI et al.,, 2003,
BROSI et al., 2011, HUFTON et al., 1998).

Grupo Frequéncia (média)
de MN

Ribeirdo Preto 1.96

Belo Horizonte 1.85

Belém 1.96

Porto Alegre 1.74

Controle 0.9
Grupo Frequéncia Ensaio Cometa (média de

(média) de AC ID)

Ribeirdo Preto 1.16 0.68
Belo Horizonte 1.97 0.58
Belém 1.14 0.84
Porto Alegre 1.12 0.55
Controle 0.87 0.48

Quadro 3: Frequéncia média de MN, AC e EC (por indice de dano)
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Os dados de frequéncia de MN e EC dos individuos que trabalham
exclusivamente com Medicina Nuclear foram estatisticamente significativos em relacdo

aos outros participantes de outros setores da radiologia.

Durante as entrevistas realizadas para coleta, nenhum considerou a utilizacéo
de dosimetros como fator de protecdo. Nenhum dos individuos relatou conhecimento
sobre a média de dosimetria, fornecida mensalmente ao departamento de fisica
médica. Todos os dados apresentados sdo referentes a utilizagdo de equipamento DR,
CR e SAF.

Testes da Amostras Pareadas

Diferencas das Amostras Tratamentos e Controles
Desviopad| Ero  |Intervalo de Confianca
Média rio padrao | Inferior | Superior t Gl Sig. (2-lados)
Par 1 Micro -.76100 26202 08286 -.94844( -57356 -9.184 9 .000
Par 2 Micro -.68778 37844 12615 -97868( -.39688 -5.452 8 001
Pair 3 Micro -41545 38907 08295 -58796( -.24295 -5.008 21 .000
Par 4 Micro -15929 26400 04989 -26165 -.05692 -3.193 27 .004
Par5 Cometa -35700 .20205 06389 -50154( -.21246 -5.587 9 .000
Par 6 Cometa -.16444 22372 07457 -33641 .00753 -2.205 8 .059
Par 7 Cometa -24318 29317 06250 -37316( -.11320 -3.891 21 .001
Par 8 Cometa -.06607 .16636 03144 -13058 -.00156 -2.102 27 .045

Quadro 2: Diferenca das amostras com controle e individuos expostos.

A analise estatistica indicou que entre os grupos a variacdo de 0,223
explica que ha uma diferenca significativa entre as amostras. A variancia por
dentro dos grupos (0,054) por sua vez, indicou que as chances das diferencas

serem decorrentes de erro amostral sdo pequenas.

O resultado do teste da estatistica F da ANOVA (significancia = 0,010), nos
levar a concluir que hé evidéncia de que os danos encontrados nas amostras
sdo diferentes no ponto de vista da Estatistica, indicando que outras variaveis

atuam no processo de construgcdo dos danos nos individuos.

1. Anédlise Estatistica

O teste paramétrico escolhido foi o Teste T para variaveis emparelhadas
(dependente) com significancia de alfa (5%) para fazer a comparacdo entre cada
amostra, recomendada porque cada amostra é independente entre si.
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A comparacdao utilizando o teste T foi feita de forma exclusiva entre os expostos e
os controles. O teste ANOVA foi usado para comparacdes entre 0S grupos, numa
tentativa de observar se existem diferentes niveis de danos entre os individuos
expostos nos Estados coletados.

Em todos os experimentos, foi constatada uma diferenca significativa de danos
gquando comparadas aos controles. No caso da comparacdo entre os grupos, houve
diferenca nos niveis de danos, evidenciando um dano considerado fraco entre os
individuos de POA, moderado entre os individuos de Belém e Ribeirao Preto e alto
entre os individuos de Belo Horizonte.

Segundo dados de dosimetria fornecidos pelos hospitais participantes, a média foi
de 0 a 2 mSv em Belém, 0 a 4.5 mSv em Belo Horizonte, 0 a 6.2 mSv em Ribeirdo
Preto e 0 a 9.6 mSv em Porto Alegre na medida de 11 meses. Estes dados séo
mensurados e repassados aos profissionais mensalmente.
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Histogramas das Amostras

Em duas situacbes, onde as amostras tém maiores tamanhos, o uso do grafico
do histograma referenciado por Dancey (2006, p. 229) sendo fundamental a decisdo
de considera-las, pois confirmam visualmente como sendo normais, pois seu espectro

se aproxima quase que perfeitamente a figura de uma curva normal

Na andlise de dados de frequéncia, de MN e AC, observou-se uma diferenca
estatisticamente significante em todos os Estados. Usando estes dois marcadores, foi
feita uma comparagdo intra-grupo. O indice de dano do EC também se mostrou

significativo em relag&o aos controles.

VI. DISCUSSAO

Os resultados encontrados nesse trabalho, fazendo uso de ferramentas
citogenética do teste do MN e AC, além do EC, fornecem informagdes claras de que,
apesar de apresentarem resultados de dosimetria fisica considerados seguros, 0s
danos em nivel celular podem ser constatados, ainda que os individuos participantes

facam uso de EPIs e EPCs.

Fatores como a idade e o género, relacionados ao tempo de exposi¢éo (tempo
de servigo) e as diferentes areas dentro da radiologia (tomografia, mamografia e
radiologia geral), estdo diretamente relacionados com os possiveis danos que as RI
vem a produzir. E de conhecimento geral que as RI induzem alteracbes celulares e

nossos dados estdo em concordancia com este fato.
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A diferenca de sensibilidade entre o EC e o MN, deve-se ao fato de seus
diferentes estagios de deteccdo. O EC pode detectar quebras de fita simples e 0 MN
detecta somente micronucleos provenientes de fragmentos cromossémicos. A baixas
doses, as RI induzem, de maneira geral, quebras de fita simples, que podem néo
resultar em MN.

Assim sendo, uma associacdo destes testes pode ser recomendada para
entender melhor os mecanismos de acdo mutagénica associados as interacfes de RI

e das células, em células que recebam baixas doses de RI.

Muitos estudos (VERSCHAEVE et al.,, 2007, BINKOVA et al, 1996,
NAVASUMRIT et al., 2005,SRENSEN et al.,2003) recomendam a adoc¢ao do EC como
ferramenta para biomonitoramento ocupacional para detec¢do de danos ao DNA. A
utilizacdo de controles adequados no entanto, é crucial para este tipo de ensaio.
Fatores como fumo e etilismo devem ser levados em consideragdo na pratica deste
ensaio, uma vez que existe a comprovacgao destes habitos nos resultados de estudos
de danos obtidos com o EC.

No casso do MN, é de conhecimento geral que diferentes fatores influenciam
na frequéncia de MN em linfécitos de sangue periféricos, como género, idade, estilo de
vida e até mesmo habitos de sono. Dessa forma, had a necessidade de uma
padronizagdo para os protocolos de andlise de frequéncias de MN, ao analisar
individuos expostos a RI, de forma a minimizar ou eliminar as varidveis metodolégicas.

A automacao dos procedimentos pode ser um meio para superar estas dificuldades.

Estudos de Francgdis, 2014, descrevem a viabilidade de ado¢éo da automacgéo
no teste do MN, diminuindo a possibilidade de erros de contagem, assim como uma
melhora consideravel no tempo de aplicagdo e andlise do teste. Esta poderia ser uma
proposta adotada em laboratérios no Brasil para facilitar e agilizar a resposta em casos

de exposicdes acidentais, ou até mesmo, praticas de biomonitoramento.

Uma outra proposta para o estudo de centrdmeros juntamente ao MN, é a
marcacdo por sondas, revelando a origem dos MN e, considerando que os MN
provenientes de quebras por Rl sdo diferenciados, esta analise pode trazer a luz de

forma mais sensivel a estimativa de dosefesposta sobre RI em individuos expostos.

Os dados de comparacdo entre os locais que utilizam maquinas DR, CR e
SAF, mostram que, além de trazerem uma qualidade no diagndstico em termos de
imagem, a quantidade de dose usada e recebida com equipamentos DR é menor e,

portanto, a possibilidade de efeitos deletérios, tende a diminuir
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A dose recebida por profissionais expostos a Rl no Brasil é um dado
praticamente ignorado pelos trabalhadores. Através de entrevistas diretas aos
mesmos, mais de 90% destes individuos, foi constatado que os mesmos tém mais de
um emprego em locais diferentes e, por conta desse fato, a nUmero correspondente

aos dados de dosimetria fisica pessoal pode néo traduzir a realidade.

A legislacao atual (lei 7394/85), preconiza a carga horaria de trabalho a estes
individuos de 24 horas por semana, sendo o0 quesito férias vetado, e,
consequentemente, aberto, sendo em alguns casos, o fato de trabalhadores gozarem
de 20 dias de férias a cada 6 meses, fazendo uso do primeiro texto referente a estes
trabalhadores de 1954. Este fato faz com que muitos dos individuos que atuam na

area acabem trabalhando em mais de um local.

Todos os patrticipantes de Belém trabalham em apenas um local, diferente dos
Estados de MG, SP e RS. Apesar deste fato, os resultados de frequéncia de MN e EC
ainda séo superiores encontrados em Belém, Belo Horizonte e Ribeirdo Preto, quando
comparados com os resultados de Rio Grande do Sul.

Nossos resultados estdo de acordo com varios estudos (LINET et al., 2005,
HAMADA et al., 2009, 2010, BONASSI et al., 2004), apresentando uma frequéncia
aumentada de ACs dos individuos participantes, também para a frequéncia de MN,
concordando com varios outros estudos (BONASSI et al., 2007, IARMARCOVAI et al,
2008, PALANIKUMAR et al., 2011), em que ambas os teste podem ser usados como

ferramenta de biomonitoramento.

Fenech (FENECH et al., 2001) analisou a performance de MN como uma
dosimetria biolégica em um estudo com pacientes com cancer, demonstrando uma

relac@o entre o aumento MN e o aumento de dose de radiagéo.

A interacdo das RI com o DNA produz uma serie de interagdes fisico-quimicas,
que passam por QDF, QFT, além das ja mencionadas lesdes em nivel de citoplasmas
e, como o EC pode produzir uma resposta rapida e sensivel no caso de exposi¢coes
acidentais, este se torna um teste elegivel para complementagéo ao biomonitoramento
de individuos expostos a agentes mutagénicos como as RI. Os resultados
apresentados neste trabalho estdo de acordo com esta hipdtese, concordando com
varios autores (VALVERDE e ROJAS, 2009, SEIDEL et al., 2012, WANG et al., 2013)

Os valores aumentados de indice de dano no EC no sangue de linfocitos
periféricos de trabalhadores expostos a Rl encontrado no presente estudo indicam um

nivel primario maior de dano induzido por radiagdo ao DNA. A avalicdo de MN esta
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limitada a linfocitos, o ensaio do cometa detecta danos em todos os leucécitos que
constituem a mistura heterogénea de células, dando uma margem maior a utilizacao

de ambas as técnicas para estudos na area de biomonitoramento.

Segundo Maluf (MALUF et al., 2001), frequéncias aumentadas de ACs e MN
sdo bem conhecidas entre individuos expostos ocupacionalmente a Rl. A qualidade da
RI a qual as populacbes sao expostas diferem na maioria dos estudos e
frequentemente existe mais de um tipo de radiacdo envolvida, o que dificulta uma
andlise apropriada da consequéncias de exposi¢do cronica de Rl a populacdes em
grande escala. Algo que, no caso de nossas amostras, ndo deve ter influéncia, uma
vez que os critérios de excluséo e o fato de as coletas terem sido realizadas dentro do
ambiente de trabalho, no intervalo de folga dos trabalhadores.

Os exames hematoldégicos de contagem de células sanguineas sado
estabelecidos dentro de todos os hospitais participantes para individuos que excedam
a quantidade de 5 mSv num periodo de um més, uma recomendacao da propria ICRP.
Essa estimativa, segundo Berg (BERGER et al., 2006), embora ndo seja precisa em
relacdo aos danos potenciais de uma exposi¢cdo aguda de RI, pode ser usada como
referencia inicial a individuos expostos e facilitar uma tomada de decisées no caso de

acidentes radioativos.

Estes exames sd80 0 Unico ensaio de investigagdo clinica ao qual os
trabalhadores expostos tém como referencia no Brasil até o momento. Paises
desenvolvidos j& adotam os testes de MN e ACs como monitoramento biologico para
esta classe de trabalhadores, o que reforca a ideia deste tipo de monitoramento no

Brasil.

A exemplo de medias preventivas sobre os indicativos clinicos de SAR, a
contagem de linfécitos prové dados importantes relativas ao potencial danoso das
exposicoes a RI. Apesar da gama de variaveis (i.e tempo de apari¢do de efeitos, falta
de dados sobre dose recebida), a contagem de linfocitos com, com referencia a doses
efetivas, ja é estabelecida, onde se tem a fase pré clinica de 0.1-1.0 Gy e 1.5-

2.5x10° GA, e considerada severa com uma carga de 6 — 8 Gy e 0.1 — 0.3 x 10° GAL.

Sobre a questdo das ACs, existe uma grande discussdo no meio académico a
respeito da relagcdo dosekfeito. Segundo Bonassi (BONASSI et al., 2002), as
aberracdes relacionadas a cromatide estdo associadas a stress quimico, enquanto

gue aberracdes cromossémicas tem relacdo mais especifica a RIl. A informacédo
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guantitativa de dose/£feito foi primeiramente testada na década de 1960 e manteve-se

como referéncia por muito tempo.

Atualmente, varios fatores precisam ser levados em consideracdo quando se
trata de avaliacdo de ACs em exposicdes cronicas a RI. Primeiramente, a IAEA (IEA,
2001) preconiza que, em caso de exposi¢cdes menores que 1 Gy, a contagem seja de
500 células e no caso de estudos com doses maiores que 1 Gy, a contagem seja de
100 células. Loyde (LLOYDE et al., 2006) estabelece que, em casos de acidentes

radioativos, 50 metafases sejam contadas.

Apesar de ser uma prética de laboratério ja estabelecida a algum tempo, o
estudo de ACs relacionadas a exposicdes cronicas de RI apresenta muitas outras
variaveis além das ja mencionadas. Segundo IEA, 2001, a diferenciacdo no modo de
exposicdo (se fracionada, como no caso de pacientes recorrentes no setor de
radiologia), pode apresentar resultados duvidosos, uma vez que a quebra primaria de
cromossomos expostos a RI, na primeira dose, pode ser corrigida por mecanismos de

reparo, antes da exposi¢cao a doses sequenciais.

Em exposi¢Oes tardias, Belloni, 2008, defende que a maior parte das células
aberrantes sofre morte celular programada (apoptose), como uma espécie de
mecanismo de defesa, na tentativa de prevenir efeitos bioldgicos como a leucemia, ja
que, como mencionado anteriormente, as células hematopoiéticas tém uma

sensibilidade consideravel a exposic¢des de RI.

Existe uma recomendacdo (FERNANDES et al., 2008) de que a pratica no
estudo de ACs produzidas por Rl s6 possam ser validadas por estudos de
incorporacdo de FISH e bandeamento C, eliminando dessa forma, varidveis como
temperatura, tempo de cultura e meios de cultura celular, que eventualmente poderiam

apresentar resultados controversos.

Por conta destes eventos, embora considerada como “padrdo ouro” para
estudos das interagbes das Rl com a biologia celular, o estudo de ACs atualmente,
ndo é recomendado como técnica solo, sendo mais confidvel quando apresentada

juntamente com técnicas mais atuais e elaboradas.

A utilizacdo do MN como ferramenta de biomonitoramento também requer de
estudos bem definidos. Como j& mencionado, o MN pode ter muitas variaveis, como o
fato ser um evento espontédneo e ter variagbes de frequéncias diferenciadas em
diferentes populacdes e género. Isto suscitou a iniciativa ao “Projeto Micronucleo”,

sugerido por Fenech, 2006, numa tentativa de estabelecer padrdes de frequéncia em
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diferentes populagcBes e assim, tentar eliminar ou diminuir 0 quao possivel, variaveis

como as mencionadas.

Este projeto ja é adotado por muitos laboratérios na Europa e Australia e conta
com a cooperacdo de varios laboratérios numa tentativa de estabelecer parametros
como viabilidade, status mitético na avaliacdo de exposicdo a varios agentes
genotoxicos, fazendo uso também de sondas, para determinar a origem dos MN e
assim, viabilizar de forma mais coerente a utilizacdo desta técnica, uma vez que ja se
tem conhecimento das diferentes origens dos MN (quando espontaneos ou produzidos
por agentes).

Com base nos resultados apresentados neste trabalho, onde foram realizados
trés experimentos para avaliar a possiblidade de danos celulares a individuos
expostos a RI cronicamente por conta de seu oficio, em quatro Estados do Brasil,
podemos inferir que a exposi¢cdo deste agente genotoxico pode gerar danos, mesmo

em condic6es consideradas fisica e legalmente seguras.

Dessa forma, os dados de interacdo biologica das RI sobre os participantes
deste trabalho, tentam trazer a luz as consequéncias da convivéncia com um agente
mutagénico conhecido, mas que traz inUmeros beneficios a sociedade como um todo
e, por conta disso, requer de estudos mais aprofundados, de avangos no

gerenciamento e manejo desta forma de energia

VII. CONCLUSAO

A utilizacdo de RI na medicina, quer seja para diagnostico, quer seja para
terapia, € inevitavel nos dias atuais. Evidentemente, este fato gera algum grau de
exposicao deste tipo de energia e vem se tornando claro através dos anos que
equipamentos menos sofisticados na protecédo e manipulacéo radiolégica tem relacdo
direta com o grau de exposicdo, em concordancia com o estudo de Wakeford
(WAKEFORD, 2009).

Sendo assim, concluimos que, apesar da utilizacdo de Rl em baixas doses,
consideradas seguras, a exposicdo crbnica por longos periodo, pode apresentar

frequéncias elevadas de ACs, MN, bem como um indice de danos para EC.

A utilizacdo de maquinas DR na radiologia geral pode diminuir os danos

biol6gicos a longo prazo e, como consequéncia, pode fornecer um novo padrao de
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seguranca a trabalhadores na area de radiologia, diminuindo a possibilidade de

doencas relacionadas como o cancer.

Existe a necessidade de adocdo de um banco de dados para referéncias
futuras como proposta de monitoramento biolégico para trabalhadores da area da
radiologia no brasil, fazendo uso de ferramentas como estudo de frequéncia de ACs,
MN e indices de danos do EC.

A conscientizacdo por parte dos trabalhadores desta area da medicina, assim
como setores forenses e industriais, onde os mesmos podem atuar, através de
palestras, visando uma formac¢cdo mais adequada nos quesitos de seguranca como
tempo de exposicdo, estilo de vida e a associagdo ao tabagismo e etilismo, pode

resultar numa melhora nos indices de dano apresentados neste trabalho.

Estudos mais elaborados para uma tentativa de tracar uma relacdo mais
adequada entre os fatores de género, idade e tempo de exposi¢édo, além dos tipos de
equipamentos usados, onde estes parametros podem vir a trazer uma visdo
melhorada das influéncias da convivéncia cronica com Rl em ambientes hospitalares,

principalmente para os trabalhadores da area.

Para reforcar esta estatistica, um estudo mais aprofundado enquadrando estes
fatores pode fazer uma leitura mais atual da legislagdo que cobre individuos expostos

a RI no Brasil atualmente.

Lembrando que, dentre os relatérios de dosimetria fisica fornecidos pelos
hospitais participantes, cerca de 90% dos individuos nao ultrapassaram 5 mSv de

acumulo de dose em 11 meses e nenhum ultrapassou 10 mSv.

A adocdo de técnicas de monitoramento biolégico usadas neste trabalho,
mostram-se adequadas e validadas na literatura. A utilizacdo destas técnicas, além de
trazer uma perspectiva melhorada nas condicbes de trabalho de uma classe de
individuos expostos cronicamente a um agente genotéxico conhecido e amplamente
utiizado na medicina, poderia fornecer dados para um melhor entendimento das

interacBes de RI e eventos bioldgicos e prevenir eventos como o cancer.
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participante do referido projeto de pesquisa, estd ciente de suas co-responsabilidades ¢
de seu compromisso no resguardo da seguranca ¢ bem-estar dos sujeitos desta pesquisa,

dispondo de infra-cstrutura necessania para a garantia de tal seguranga ¢ bem-estar.

Clente ¢ de acordo:

Dr* Marcia Guimardes Villanova : v lzn Crippa
Coordenadora do Comité de Etica Coordenador Téenico Cientifico da Unidade
em Pesquisa « HCFMRP-USP de Pesquisa Clinica - HCFMRP-USP
Prok* Dr.* Marisa M. M. Pinhats
Vice-Cooreanators 40 Unidade
¢ Pesquina Clinica HCFMRP.SP
Camgun Unavarstino - Monte Agre mmstncomﬂo;-—uaen_cvonus-?
1ADAA-000 Ribewda Pieto & FWA-D0002723, IRB-00002188 ¢ Reqistra

SISNEPICONEP i &
(018) 3602-2228
COpRITD s b
www herp.usp br
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4
BETTINA

FERRO DE SOUZA

Declaro ter conhecimento do projeto

ANEXO IV

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO BETINA FERRO

intitulado
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‘MUTAGENESE E

CARCINOGENESE DE TRABALHADORES EXPOSTOS A RADIACAO

IONIZANTE NO BRASIL” de responsabilidade do pesquisador LUIZ

RAIMUNDO C. DA S. E CUNHA JR, dos (as) alunos (as)que tem como

finalidade CAMILA ALBUQUERQUE PINTO e ter conhecimento de que

0 mesmo tem como instituicdo proponente a UNIVERSIDADE FEDERAL

DO PARA. Declaro conhecer e cumprir as Resolucdes Eticas Brasileiras,

em especial a Resolucdo CNS 466/12. Esta instituicdo esta ciente de su

co-responsabilidades como instituicdo co-participante do presente projeto

de pesquisa, e de seu compromisso no resguardo da seguranca e bem-

estar dos participantes de pesquisa nela recrutados, dispondo de infra-

estrutura necessaria para a garantia de tal seguranca e bem- estar.”




ANEXO V

INSTITUTO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE Wﬂp
FEDERAL DO PARA - ICS/

Continuagio do Parecer: 838.788

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O protocolo apresentado dispde de metodologia e critérios definidos conforme resolugdo 466/12 do
CNS/MS.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:
Os termos apresentados contemplam os sugeridos pelo Sistema CEP/CONEP.

Recomendagoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Diante do exposto somos pela aprovagdo do protocolo. Este € nosso parecer, SMJ.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

BELEM, 21 de Outubro de 2014

Assinado por:

Wallace Raimundo Araujo dos Santos
(Coordenador)

Endarego: Rua Augusto Corméa n® 01-51 do ICS 13 - 2® and.

Bairro: Campus Universitirio do Guama CEP: §5.075-110
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3201-7735 Fax: (91)3201-8028 E-mail: cepccs@ulpabr
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ANEXO VI

INSTITUTO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE € Qgiavaforma
FEDERAL DO PARA - ICS/

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Mutagénese e carcinogénese de trabalhadores expostos a radiagdo ionizante no Brasil

Pesquisador: luiz raimundo campos da silva e cunha jlinior

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONER;);

Versao: 3

CAAE: 36572614.5.0000.0018

Instituigdo Proponente: Instituto de Ciencias Biologicas
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 839.788
Data da Relatoria: 28/10/2014

Apresentagao do Projeto:

com o intuito de investigar os efeitos biolégicos da exposigdo a baixas doses de radiagdo ionizante e ter um
melhor entendimento do efeito da dose respostas o que inclui possiveis alteragdes mutagénicas e\ou
carcinogénicas, o projeto proposto por este pesquisador tem o objetivo de analisar,através do uso trés
técnicas de biclogia molecular (teste do microndcleo, teste do cometa, analise de aberracdes
cromossomicas e estudo de

Fluorescéncia In Situ) tais interagbes, em 4 (guatro) Estados do Brasil. A coleta de material biolégico
(sangue venoso) sera feita pelo proprio pesquisador, apés o uso dos critérios de exclusio, feito por
entrevistas verbais pelo pesquisador aos participantes. Para os dados que se enguadrardo nas premissas
de normalidade, sera utilizado para analise estatistica o teste de analise de varidncia (ANOVA) com pods-
teste de Tukey.

O nivel de significAncia considerado sera de 5%. Sera utilizado o programa BioEstat versao 5.0, para as
analises estatisticas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Utilizar de estudos citogenéticos como uma ferramenta de monitoramento a trabalhadores

Enderego: Rua Augusto Corréa n® 01-Sldo ICS 13 - 2° and.

Bairro: Campus Universitano do Guama CEP: g6.075-110
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3201-7735 Fax: (91)3201-8028 E-mail: cepces@ufpa br
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Mutagénese e Carcinogénese de Trabalhadores expostos a Radiacéo

Proponentes: Dr. Rommel Burbano, Mcs. Luiz Raimundo C. da S. e Cunha Jr

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

lonizante no Brasil

Questionario para pesquisa em Técnicos em Radiologia

Nome:

|dade:

Trabalha como técnico a quantos anos?

Quantas horas por dia?

Costuma usar E.P.I? Quais? Em que situa¢des?

Ja apresentou algum sintoma que possa ser relacionada com a exposicao a

radiagdo?

Existem casos de doenga congénita na familia? Quais?

Quais?

Fumante?

10) Costuma ingerir bebidas alcoolicas?

11) Quais equipamentos costuma manipular na area da radiologia que emitam

radiacdo ionizante?

12) Como vocé descreveria sua alimentagéo?

13) Dorme em média quantas horas por dia?
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ANEXO VI

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado (a) senhor (a),

O sr.(a), estd sendo convidado a participar de um estudo intitulado
“‘Mutagénese e Carcinogénese de Trabalhadores Expostos a Radiacao
lonizante no Brasil”. Este estudo esta sendo realizado em ambito nacional e
em parceria da Universidade Federal do Par4, juntamente com o Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, além de outras instituicdes convidadas.

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar os possiveis impactos, em nivel
genético, da convivéncia com radiacdo ionizante para trabalhadores em
hospitais que lidam diretamente com este tipo de energia, e,
consequentemente, tende a trazer beneficios a esta classe de trabalhadores,
trazendo uma possivel melhora nos padrbes de protecdo radioldgica.

Caso aceite participar do estudo, o/a sr.(a) devera responder a um
questionario simples para a selecdo de voluntarios participantes da pesquisa.,
A partir do questionario, alguns participantes foram selecionados para realizar
coleta de sangue. No caso de ser selecionado, havera a coleta de 5 ml de
sangue periférico. O procedimento de coleta de sangue foi realizado no local de
trabalho dos participantes, pelo préprio pesquisador. As amostras sanguineas
foram transportadas ao Laboratorio de Citogenética Humana na Universidade
Federal do Para para a realizacdo de testes, de acordo com o0s objetivos do
projeto. N&o sao conhecidos riscos pela participacdo no estudo. Podera havera
desconforto no momento da coleta, tais como dor leve e aparecimento de
mancha escura no local. Os resultados foram analisados em conjunto, e néo
terdo qualquer repercussdo direta no vinculo dos participantes com a
instituicdo. Tais resultados poderdo ser utilizados para auxiliar na decisdo

sobre medidas de melhora na protecao radiolégica dos trabalhadores.

s

Sua participacdo € totalmente voluntaria e a nao participacdo ou
desisténcia apds o inicio do estudo nao trara nenhum prejuizo ao seu vinculo
com a instituicdo. Qualquer duvida ou informacdo podera ser fornecida pelo

pesquisador responsavel pelo estudo no HCPA, Fis. Alexandre Bacelar, no
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servico de Fisica Médica, telefone 33598514, ou com o Biol. Luiz Raimundo
Campos da Silva e Cunha Jr, através do telefone (91) 932468781 /
(91)981356598, ou e-mail luizraymond@hotmail.com.

Em caso de davidas também poderéa ser contatado o Comité de Etica em
Pesquisa do HCPA, no 2° andar, sala 2227, ou pelo telefone 33597640, de

segunda a sexta, das 8h as 17h.

Os dados coletados foram mantidos confidenciais sendo manipulados
apenas pelos pesquisadores durante a realizacdo da pesquisa e mantidos sob
guarda do pesquisador responsavel. No momento da publicacdo dos
resultados, estes foram divulgados em conjunto, sendo, sua privacidade
assegurada, uma vez que seu nome foi omitido. O resultado da pesquisa foi
apresentado posteriormente em evento cientifico e, caso seja de interesse do

participante, os resultados Ihes foram fornecidos.

O (a) Sr(a) receberd uma via deste termo onde consta o contato do
pesquisador responsavel, e demais membros da equipe, podendo esclarecer
as suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer

momento.

Este projeto foi submetido & avaliacdo do Comité de Etica em Pesquisa

e aprovado segundo normas vigentes.

Ciente dos objetivos e metodologia da pesquisa, através das

informagdes transmitidas, eu, ,

concordo em participar do presente estudo, permitindo coleta do meu sangue

para analise Unica exclusivamente para fins desta pesquisa especifica.

, de de 20 .

Assinatura do Participante

Nome e Assinatura do

Pesquisador que obteve o Termo.
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ANEXO IX

Mutation Research 777 (2015) 54-61

Contants lists available at ScienceDirect
Mutation Research/Genetic Toxicology and
Environmental Mutagenesis

journal homepage: www.elsevier.com/locatefgentox
Community addraess: www.alsevier.comflocate/mutres

ELSEVIER

The cosmetic dye quinoline yellow causes DNA damage in vitro

Farah Maria Drumond Chequer*"*, Vinicius de Paula Venincio®,

Maira Rocha de Souza Prado?, Luiz Raimundo Campos da Silva e Cunha Junior®,

Thiago Mescoloto Lizier?, Maria Valnice Boldrin Zanoni®, Rommel Rodriguez Burbano®,
Maria Lourdes Pires Bianchi?, Lusdnia Maria Greggi Antunes®

* pepartamento de Andlises (inicas, Toxicoldgicas e Bromutoldgices, Faculdade de Ciénclos Farmacduricas de Ribetrio Preto, Universidode de 580 Poulo,
LSP, Ribeirdo Preto, P 14040-903, Brazil

b Departomento de Andlises Clinicas e Taxicoligicas, Faculdade Federal de Minas Gerais, UFMG, Belo Harizonte, MG 31270-901, Brazil

© Laboratério de Citogendrica Humana, Instinto de Cléncias Bioldgices, Universidade Federal do Pard, Belém, PA, Brazil

4 mstinuto de Quimica. Departamento de Quimica Analirica, Universidade Estadual Paulista - UNESP, Quitandinha 14800-900, Aroraquara/SP, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Recelved 29 June 2014

Received in revised form & November 2014
Accepted 11 Movermber 2014

Avallable online 18 November 2014

Quinoline yellow (QY) is a chinophthalon derivative used in cosmetic compositions for application to
the skin, lips, andjor body surface. Howewver, regulatory data about the genotoxicity and/or mutageni-
city of this compound are still controversial. Therefore, this work evaluated the genotoxicity of QY using
the comet assay and the cytokinesis-block micronucleus cytome assay (CEMMN-Cyt) in the metabolically
competent cell line HepG2, which closely mimics phase | metabolism. This research also identified the
products formed after electrochemical oxidation of the QY dye, which simulates hepatic biotransforma-

Gejm[;:f:__lw tion. The primary products generated after the oxidation process were analyzed by High Performance
Cosmetic dye Liquid Chromatography coupled with a Diode Array Detector (HPLC/DAD), which detected the production
Micronucleus of 4 4"-diaminodiphenylmethane, 2-methoxy-5-methylaniline and 4, 4'-oxydianiline. The results demon-
Comet assay strated that low (from 0.5 to 20 pg mL~"' ) QY concentrations were genotoxic in HepG2 cells on both assays
Onidarion and those harmful compounds were detected after the oxidation process. Our findings suggest that this

colorant could cause harmiful effects to humans if it is metabolized or absorbed through the skin.
D 2014 Elsevier BV, All rights reserved.

1. Introduction

Synthetic dyes are used extensively in many industries,
including the cosmetics, textile, pharmaceutical, food, plastics,
photography and paper industries | 1-4]. It is estimated that over
10,000 different dyes and pigments are used industrially and that
over 7 x 10° tons of synthetic dyes are produced annually world-
wide |4-6]. However, there is insufficient information about their
potential health risks for humans and the environment |7 8]. The
available toxicological data about cosmetics dyes have shown
effects that range from contact allergies to different types of
genetic damages, including genotoxicity, mutagenicity and early
age leukemia [9-13].

* Commesponding author at: Departamento de Andlises Clinkcas, Toxbcoldgicas e
Bromatoldgicas, Faculdade de Ciénclas Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universi-
dade de Sio Paulo, USP, Ribeirdo Preto, 5P 14040-903, Brazil Tel: +55 16 3602 41B6;
fax: +55 16 3602 4725,

E-munll address: farahchequer@gmailcom (FMD. Chequer).

hrtp: ffdx.doLorg10.1016/j mrgentox 2014.11.003
1383-571B/0 2014 Elsevier BV, All rights resemved.

The dye quinoline yellow (QY) is a chinophthalon derivative
used in cosmetic compositions for application to the skin, lips,
andfor body surface [14]. This dye (also known as D&C Yellow no.
11) was found to induce allergic contact dermatitis; in a human
maximization test, 15 of 20 subjects became sensitized [15,16). The
regulatory data regarding (Y genotoxicity andfor mutagenicity are
still controversial [ 14,17]. Therefore, we studied the dye QY in this
research. The aim of this investigation was to evaluate the genotox-
icity of QY using the alkaline comet assay and the cytokinesis-block
micronucleus cytome assay (CBMN-Cyt) in the metabolically com-
petent cell line HepG2, which closely mimics phase | metabolism.
Micronuclei {MN) were also analyzed using the fluorescence in situ
hybridization (FISH) technique for further hazard characterization.

In addition, it is known that aromatic amines can be produced
during oxidative and/or reductive processes | 3,18], and the forma-
tion of these aromatic amine byproducts could be important for
understanding the chemical transformation of dyes. Therefore, the
present work also aimed to determine if 16 aromatic amines used
as standard models of amines classified by IARC [ 19] could be pro-
duced during the oxidative andfor reductive conditions. In addition,
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ANEXO X
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Protective Effect of Prolactin against Methylmercury-Induced
Mutagenicity and Cytotoxicity on Human Lymphocytes
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Abstract: Mercury exhibits cytotoxic and mutagenic properties as a result of its effect on
tubulin. This toxicity mechanism is related to the production of free radicals that can cause
DNA damage. Methylmercury (MeHg) is one of the most toxic of the mercury compounds.
It accumulates in the aquatic food chain, eventually reaching the human diet. Several
studies have demonstrated that prolactin (PRL) may be differently affected by inorganic
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ANEXO Xl

Chapter 7

Chromosomal Aberration Test Utilities In Vitro and In Vivo

Ana Paula A. Guimaraes, Adriana C. Guimaraes, Diego A. Alcantara,
Luiz Raimundo Cunha, Patricia L. Lima, Marne C. Vasconcellos,
Raquel C. Montenegro, Bruno M. Soares, Marucia M. Amorim,

and Rommel R. Burbano

Abstract

Human populations are frequently exposed to several mutagenic agents that have the porential to damage
the DNA, and this, in many cases, may result in the formation of chromosomal aberrations {CAs). CAs are
recognized as an important biomarker of human exposure, being a very important tool for environmental
biomonitoring. Although there are several types, little is known about the mechanisms involved in the
processing of induced lesions in DNA and how these could result in CAs. Thus, cvtogenctics and molecu-
lar cytogenetics are tools of great importance for identifying these agents, the conditions that can exercise
their mutagenic potental, and their action mechanism. This chaprer discusses the history of CA formation
and some evtogenetic protocols that may be used to perform the chromosomal aberration test in in vivo

and in vitro studies.

Key words Biomonitoring, Chromosomal aberrations, DNA damage, Cytotoxicity, Mutagenesis

1 Introduction

1.1 Origin

of Chromosomal
Aberrations: Uses
In Vitre and In Vivo

DNA damage, formed spontancously or induced by various
chemical and physical agents, can be repaired or processed, but
many of them can lead to the formation of numerical and struc-
tural chromosomal aberrations (CAs). Although there are several
studies and technological advances, little is known about the mech-
anisms involved in the processing of induced lesions in DNA and
how these could result in chromosomal aberrations. However, it is
known that such changes may indicate changes in cellular homeo-
stasis, which are important in genomic instability and crucial to
understanding the processes of mutagenesis and carcinogenesis [1].

In general, there are numerical and structural chromosomal
aberrations, which are both associated with human health, such as
congenital anomalies in newborns and cancer [2].

L. Maria Sierra and Isabel Gaivao (eds.), Genotoxicity and DNA Repair: A Fractical Approach, Methods in Phamacology
and Toxicology., DOl 10.1007/978-1-4939-1068-7_7, © Springer Science+Business Media New York 2014
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