UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
Pro-Reitoria de Pds-Graduacgéo e Pesquisa

Mestrado em Ciéncias Ambientais e Saude

AVALIACAO IMUNOLOGICA DOS INDIVIDUOS EXPOSTOS A RADIACAO
IONIZANTE DO *’Cs, NO ACIDENTE RADIOATIVO DE GOIANIA (BRASIL).

JULIENY AVELINA DE ASSUNCAO

GOIANIA
2006



UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
Pro-Reitoria de Pés-Graduacao e Pesquisa

Mestrado em Ciéncias Ambientais e Saude

AVALIACAO IMUNOLOGICA DOS INDIVIDUOS EXPOSTOS A RADIACAO
IONIZANTE DO *’Cs, NO ACIDENTE RADIOATIVO DE GOIANIA (BRASIL).

JULIENY AVELINA DE ASSUNCAO

Profe.Dra. CLAUDIA MARIA RASSI
Orientadora
Prof. Dr. EDUARDO SIMOES DE ALBUQUERQUE

Co-orientador

Dissertacdo apresentada ao
Programa de Pdés Graduagao
em Ciéncias Ambientais e
Saude, da Pro-Reitoria de
Pd6s-Graduacgao e Pesquisa da
Universidade  Catdlica de
Goias, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de
Mestre.

GOIANIA
2006



Dedico a Deus por toda for¢ca que me tem
dado para cumprir minha tarefa. A meus
pais, Lazidio e Eni, que me propiciaram a
base de todo o saber, pelo apoio e incentivo
em todos os momentos. Ao meu namorado
Wilson, pelo auxilio, esforco, dedicacdo, e pela
toleréncia, entendimento dos momentos de

tensdio e renuncias em razdo desse projeto.



Agradecimentos

A Profa. Dra. Claudia Maria Rassi, um agradecimento especial pelo tempo dedicado, incentivo

e interesse demonstrado como orientadora desta dissertagao.

Ao Prof. Dr. Eduardo Simdes de Albuquerque, pela orientacdo na realizacdo da analise

estatistica dos dados.

A Dra. Maria Paula Curada, por viabilizar a realizagdo do presente estudo com os

radioacidentados assistidos pela Superintendéncia Leide das Neves.

Ao Prof. Dr. Aparecido Divino da Cruz e ao Prof. Dr. Nilzio Antonio da Silva, pela participagao

na banca de qualificagcao e pelas importantes contribuicdes para o presente estudo.

A todos os professores do Mestrado em Ciéncias Ambientais e Saude com os quais tive a

felicidade de relacionar-me, pela contribuicdo em minha formagao.

A Direcdo do Hospital Infantil de Campinas pela compreensao, apoio e incentivo a realizacéo
do presente estudo, em especial ao administrador Agnaldo Pedro Marques, Dra. Sizue Santos

Guerra e Dr. José Ferreira da Silva.

Aos profissionais da Superintendéncia Leide das Neves e do Laboratério de Citogenética
Humana e Genética Molecular (LaGene), pela gentileza que sempre me atenderam e, em
especial, a técnica Sandra Maria Torres pela colaboracdo na coleta de dados e das amostras

biolégicas dos radioacidentados, etapa fundamental para a realizagdo do presente estudo.

A Hemagen Diagnésticos pela doagdo do kit para a realizagéo da pesquisa de auto-anticorpos

em células HEp-2.

Aos Professores Paulo Luiz Carvalho Francescantonio, Flavia lkeda e Araujo e Wilson de Melo

Cruvinel pela leitura das Iaminas de imunofluorescéncia Indireta.

Ao Laboratério Padrdo Ltda pela realizacdo da técnica de nefelometria para avaliagdo das

imunoglobulinas e Fator Reumatdide.



Ao Dr. Mauro Meira Mesquita, Coordenador do Laboratério da Area de Saude do Departamento

de Biomedicina da UCG, pela realizagdo do hemograma dos radioacidentados e controles.

Aos bolsistas e estagiarios do Laboratério de Apoio Didatico do Departamento de Biomedicina:
Ana Luiza Menezes Ruas de Abreu, Caroline Steglich Ramos, Clayson Moura Gomes, Danilo
Mesquita Junior, Danilo Souza Moraes, Fernanda Vieira Mesquita, Julio Antonio Pereira Araujo,
Fernando Viana Cabral Pucci e Aurélio Goulart Rodovalho, pelo esforco e dedicagdao na

realizagao dos procedimentos técnicos.

As colegas de mestrado: Paula, Rebeca, Marcia, Maria Julia, Cristiane Leal, S&mia e
Rosangela, pela a felicidade de conhecer e conviver nos dois anos do curso, pelo

companheirismo e amizade construidos neste periodo.

A minha amiga lelen Izaias Silva, pelo sincero coleguismo e por viabilizar a coleta das amostras

de sangue dos controles deste estudo.

As minhas colegas: Valdelusia, Leticia Da’Lara, Mariana lzaura, Cristiane, Vanessa, Carolina

Vanessa, Andréa Gontijjo e Gisele Espindola pelo incentivo e amizade nessa fase dificil.

A minha amiga Aparecida Vieira, carinhosamente chamada de Cida, o meu eterno

agradecimento pelo apoio, amizade e pela confianga depositada no meu potencial.

As minhas irmas, Julieth Avelina Assungéo Mendes e Lazieny Avelina de Assungao, pelo apoio,
maravilhosa amizade, e acima de tudo, pela paciéncia com que suportaram os momentos de

renuncia em prol desse projeto.

A minha sobrinha Julia Assungdo Mendes, pelo carinho e pela compreensdo nos momentos

que estive ausente.

Aos meus avos Valdomiro e Ana, Antbnio e Vitalina, pelas palavras sabias nos momentos
conflituosos, pela admiragcao e afeto a mim dedicados e por entenderem que a auséncia é um

requisito do crescimento intelectual.

A todos que, embora ndo tenham sido mencionados, estiveram presentes comigo durante este

percurso, estimulando a concretizagao desse projeto.



Lista de Abreviaturas

Ac = Anticorpo

Ag = Antigeno

Auto-Ac = Auto-anticorpo

Bq = Becquerel

CHCM = Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média
cm = Centimetro

187Cs = 137Cs
Ci= Cu,rie
DNA = Acido desoxirribonucléico

FR = Fator Reumatdide

Gl = Grupo de maior dose de exposicao
Gll = Grupo de menor dose de exposicao
Gy = gray

HCM = Hemoglobina Corpuscular Média
IgA = Imunoglobulina A

IgG = Imunoglobulina G

IgM = Imunoglobulina M

kBq = Kilo Becquerel

L = litro

mSv = Mili Sievert

puCi = microcurie

uUg = micrograma

ul = microlitro

mL = mililitro

mm = milimetro

uCi= unidade de medida de atividade nuclear de um nuclideo
PBS = Solucao salina tamponada

rad: unidade de medida de doses de radiacido absorvida
RNAse = ribonuclease

Sv=sievert

TBq = tera-becquerel

VCM = Volume Corpuscular Médio



SUMARIO

1) INEFOAUGAOD ... 10
1.1) Acidente Radioativo de GOINIa..........occueiiiiiiiiiii e 10
1.1.1) CONSIAEIragOES EIAIS. ... uuvieeiiiiiie ettt ettt e rb e e abb e e e 10
1.1.2) Grandezas fisicas utilizadas na classificacdo das radiagdes ........c..cccoeecieeeeeen.n. 12
1.1.3) Dosimetria € desconNtamiNaGa0 ........ccuiieeiiiiie e 13
1.1.4) Efeitos bioldgicos da radiag@o ionizante ...........cccceeeviiieeiiiiee e 14
1.2) Outras catastrofes radioativas e efeitos na salide humana............ccc..ccoooeniieeennnn. 16
1.2.1) Bombardeio nuclear N0 JApPE8O0 ........cocueiiiiiiiiieiiie e 16
1.2.2) Acidente Nuclear de Chernobyl ............cooiiiiiiiiiiii e 18
1.2.3) Alteragdes imunoldgicas e auto-anticorpos nos radioacidentados..............c.......... 20
1.2.4) Alteragdes imunoldgicas nos sobreviventes da bomba atdmica no Japéo ............ 23
1.2.5) Alteragbes imunoldgicas nos sobreviventes da catastrofe de Chernobyl............... 25
2) JUSHIfICAtIVA ..o 27
3) ODJELIVOS ... .- 28
4) MetodOologia .......coeeeeeeeeeee e 29
o B 0= 1= U113 i o= SRR 29
4.2) Avaliagcado hematoldgica da amostra .........ooooiiiiiiiiiiii e 31
4.3) Pesquisa de auto-anticorpos pela técnica de imunofluorescéncia indireta ............... 32
4.4) Avaliacao dos niveis de Fator Reumatéide e Imunoglobulinas G, Me A ................ 33
4.5) Analise EstatiStiCca.........ocueiiiiiii e 34
5) ReSURAAOS......coeeeeiie e 36
B) DISCUSSA0 .....ceeeiiiiiiie et e e e e e e 42
7) CONCIUSOES ... 45
8) Referéncias BibliografiCas ................uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 46

8 )N =) (o 1= RSP PPUTRR 58



Resumo

Em 13 de Setembro de 1987, ocorreu em Goiania o maior acidente radioativo do
hemisfério ocidental. Uma capsula contendo Césio-137 (**’Cs), proveniente de uma
unidade de radioterapia, foi violada contaminando mais de 200 pessoas e levando
quatro individuos a obito. A partir do acidente, a saude e o bem estar geral dos
individuos envolvidos passou a ser uma preocupacgao constante das autoridades de
saude e principalmente da Fundagao Leide das Neves, criada para apoiar e assistir as
pessoas envolvidas.

O presente estudo teve por objetivo avaliar, nos radioexpostos ao ¥'Cs no
acidente de Goiania, se esta exposi¢cado induziu alteragdes imunoldogicas como: a
producao de auto-anticorpos anti-nucleares (FAN-HEp2) e fator reumatdide, alteragao
na contagem global de leucdcitos e nos valores de imunoglobulinas séricas (IgG, IgM e
IgA).

E sabido que a exposi¢do a radiacdo ionizante induz danos ao DNA, resultando
em mutacao, principalmente nas células que apresentam maior atividade mitotica,
como células da pele, revestimento intestinal e 6rgdos hematopoiéticos. Com base em
estudos nos pacientes expostos ao '*’Cs, a partir da avaliacdo da freqiéncia de
mutacodes, foi estimado um aumento do risco de carcinogénese nesses individuos. Os
dados obtidos em estudos de outros acidentes radioativos como o de Chernobyl e da
bomba atdémica de Hiroshima e Nagasaki, demonstram que a radiagdo, além dos
efeitos agudos, induz alteragées medulares, maior predisposi¢do ao desenvolvimento
de neoplasias, doenca auto-imune da tiredide, gastrite, doencgas infecciosas, entre
outras enfermidades. Tem sido sugerido que alteragdes na resposta imunoldgica
contribuem para o surgimento dessas anormalidades, sobretudo aquelas relacionadas
as proporcoes de células T e B, as concentragdes de anticorpos séricos, prejudicando
as respostas celulares e até mesmo a producao de auto-anticorpos.

Neste estudo, os individuos expostos ao '*’Cs no acidente de Goiania, quando
comparados aos ndo expostos, ndo apresentaram maior reatividade a auto-antigenos,
assim como n&o apresentaram nenhuma alteragéo significativa nos niveis do fator
reumatoide. Entretanto, observamos um aumento na contagem global de linfécitos por
mm? em individuos expostos e no nivel de IgM nos individuos expostos a uma menor

dose de radiagao ionizante.



Summary

On September 13, 1987, it happened in Goiania the largest radioactive accident
of the western hemisphere. A capsule containing Cesium 137 (**'Cs), originating from
an unit of radiotherapy, was violated contaminating more than 200 people and taking 4
individuals to death. From the beginning of the accident, the health of the involved
individuals started to be a constant concern of the authorities and mainly of Leide das
Neves Foundation created to support and to attend involved people.

The present study had for objective to evaluate, in the exposed patients to *'Cs
in the accident of Goiania, if this exposition induced immunological alterations such as
the production of anti-nuclear antibodies against HEp-2 cells and rheumatoid factor,
alteration in the global counting of leukocytes and in the values of serum
immunoglobulins (IgG, IgM and IgA).

It is known that the exhibition to ionizing radiation induces damages to ADN,
resulting sometimes in mutation, mainly in the cells that present larger mitotic activity,
like cells of the skin, intestinal covering and hematopoietic organs. With base in studies
in the exposed patients to '*’Cs, starting from the evaluation of the frequency of
mutations, the possibility of an increase of carcinogenesis’ risk was considered in those
individuals. Data obtained in studies of other radioactive accidents as that of Chernobyl
and atomic bomb of Hiroshima and Nagasaki, demonstrate that radiation, besides acute
effects, induces bone marrow alterations, larger predisposition to cancer development,
thyroid auto-immune disease, gastritis, infectious diseases, among other illnesses. It
has been suggested that abnormalities in the immunological response contribute to the
appearance of those diseases, as alterations in the proportions of T cells and B cells, in
serum antibodies levels, in cellular response and even in the production of auto-
antibodies.

In this study, exposed patients did not presented more reactivity to auto-antigens,
and did not presented no significant positivity to rheumatoid factor. Moretheless, we
observed an increase in the global leukocyte number/mm? in exposed individuals and
also an increase in IgM level in individuals exposed to the lesser doses of ionizing

radiation.
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1. Introducéao

1.1) Acidente Radioativo de Goiania.

1.1.1) Consideracdes gerais:

Em 1985, uma clinica privada de radioterapia de Goidnia mudou-se para outro
prédio, abandonando em seu antigo local uma fonte de teleterapia, que era usada para
radioterapia, contendo cloreto de Césio-137 ("*’CsCl). Na fonte havia 93 gramas de
3'CsCl radioativo. Em 13 de Setembro de 1987, a capsula da fonte de teleterapia foi
removida do local por dois catadores de papel, desavisados do risco, e violada a golpes
de marreta em suas residéncias. Os fragmentos retirados da capsula foram levados
para um ferro velho localizado no centro da cidade. Com a descoberta do intenso brilho
azul, observavel no escuro, o "*’CsCl foi distribuido aos familiares e amigos dos
proprietarios do ferro-velho. Aproximadamente 17g do conteudo total da fonte de ¥7Cs,
foram liberados para o meio ambiente. A violacdo da fonte deu inicio ao acidente
radioativo de Goiania, sendo considerado um dos maiores do mundo (IAEA, 1988).

O acidente de Goiania envolveu individuos de ambos os sexos e idades,
variando de recém-nascidos a idosos, incluindo exposi¢ao intra-utero. Dezesseis dias
se passaram entre a ruptura da fonte de césio e a divulgagdo do acidente. Durante
esse tempo, individuos sofreram irradiacdo externa e se tornaram contaminados
externa e internamente por terem contato direto com o radioisétopo. Algumas pessoas
friccionaram os fragmentos de 3'Cs na pele, atraidos pelo efeito brilhante do elemento
radioativo (Lipsztein et al., 1998). Os sintomas locais apareceram algumas horas
depois do contato com o radionuclideo. Dor, sensacdo de calor local, prurido, e
mudancas na sensibilidade foram reclamacdes mais frequentes dos radioacidentados.
Alguns reportaram o simultdneo aparecimento de eritema passageiro nas regides
afetadas.

Depois de um periodo de laténcia, de alguns dias até duas semanas, um
segundo sinal de disturbio localizado caracterizando a fase critica foi representado por
dor mais forte e edema, sempre precedidos por eritemas secundarios, assemelhando-
se a uma queimadura classica. Subsequentemente, houve o desenvolvimento de

vesiculas, coincidindo com a regido que estava edemaciada, com duragao aproximada
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de duas semanas. Em alguns casos, a vesicula era tdo tensa e dolorosa que foi preciso
fazer a drenagem para aliviar a sintomatologia e permitir o movimento da extremidade
(Oliveira,1990).

Aproximadamente 112.000 pessoas passaram pela avaliagcdo nos postos de
atendimento da CNEN, montado no Estadio Olimpico. Desta populagdo, somente 249
foram identificadas com taxas de doses indicativas de contaminacao interna e externa.
Dentre elas, 120 pessoas continham sinais de contaminagdo nas roupas e calgados;
129 pessoas apresentaram contaminagdo interna e externa, sendo que 64
necessitaram de pelo menos um dia de hospitalizacdo. Vinte pessoas apresentaram
altas doses de contaminacao e foram encaminhadas ao Hospital Geral de Goiania
(HGG). Catorze vitimas foram transferidas para o Hospital Naval Marcilio Dias, na
cidade do Rio de Janeiro, por terem apresentado complicagbes graves no quadro
clinico. Destas, quatro foram a o&bito por complicagbes da Sindrome Aguda da
Radiacdo (SAR) e um paciente teve seu antebrago amputado (Oliveira et al., 1988;
Curado et al., 1990; Valverde, 1988).

A Sindrome Aguda da Radiagdo (SAR) € a exposicdo aguda a elementos
radioativos capazes de atingir toda a superficie corporal, resultando em necrose
celular, hemorragia e infecgdo. Os sinais e sintomas iniciais da SAR sao: nausea,
vomito, fadiga e perda de apetite. Esta sindrome é capaz de lesar o sistema vascular,
resultando no aumento da permeabilidade, além de provocar um quadro hemorragico
resultante de uma plaquetopenia e consequente diminui¢do da coagulagdo sanguinea.
A medula éssea sofre alteragdes precoces apds a radiagdo. As células menos
diferenciadas sao comprometidas e duas semanas apdés a radiagdo pode se
desenvolver uma aplasia de medula. Os linfocitos podem ser comprometidos pelas
desordens relacionadas a atividade funcional e o0 mecanismo imunoprotetor insuficiente
leva o individuo a um quadro de imunodepressao e susceptibilidade a infeccbes
(Okumo, 1998).

Segundo Oliveira (1988), oito pacientes desenvolveram as manifestagbes
classicas da fase prodrébmica da SAR, como anorexia, nauseas vomitos, diarréia,
enxaqueca e febre, com o inicio dos sintomas variando de duas até quatro horas apos
a exposicao. Pelo menos 14 dos 20 pacientes hospitalizados mostraram graus variados
de supressao na medula éssea.

Sinais locais de exposi¢ao a radiagao ionizante, como hiperemia na conjuntiva e

eritema transitorio, também foram observados. A fase critica foi basicamente
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caracterizada por infecgdes e fendbmenos hemorragicos. Oito pacientes que
desenvolveram supressao da medula 6ssea apresentaram infec¢ao, sendo este o fator
principal dos obitos registrados na fase aguda do acidente. Infecgdes oportunistas,
causadas por fungos, se desenvolveram em seis pacientes, afetando mucosa perineal,
vaginal, oral e do es6fago. Os fenbmenos hemorragicos foram reconhecidos em quatro
dos oito pacientes mais seriamente enfermos e foram causa de morte associada em
dois casos. Na fase aguda da radiacdo, hematémese, melena e epistaxe foram
manifestagbes hemorragicas importantes apresentadas pelos radioacidentados
afetados mais seriamente. As autopsias mostraram multiplas areas hemorragicas ao

longo da musculatura esquelética e dentro de varios 6rgaos (Oliveira, 1988).

1.1.2) Grandezas fisicas utilizadas na classificacdo das Radiacdes:

Figural. Equivaléncia das grandezas fisicas

1 rem (roentgen equivalent man) - 1rad
1 Gy (gray) - 1 Sv (Sievert)
100 rem - 1Sv

100 rad (radiation absorbed dose ) 1Gy

Para se entender os efeitos relacionados a exposicao a radiacao ionizante é
necessario se conhecer as grandezas fisicas utilizadas para quantifica-la. Para medir a
energia depositada por um feixe de foétons de alta energia (raios X ou raios gama) em
um tecido bioldgico e os seus efeitos sobre este tecido, existe a grandeza "dose
absorvida". A dose absorvida de radiagdo € a energia depositada por quilograma de
tecido e é expressa em rad (radiation absorbed dose - dose de radiagdo absorvida).
Pelo Sistema Internacional de Medidas utiliza-se a unidade Gy (gray), que equivale a
100 rad. Gray é uma unidade adotada para qualquer tipo de radiagédo ionizante. Os
efeitos bioldgicos ndo dependem apenas da dose de radiagéo absorvida, mas também
das caracteristicas da radiagao ionizante e da sua capacidade de produzir ions e
dissipar energia em sua trajetoria no meio ou no tecido. Por esta razdo é utilizada a

grandeza "dose equivalente", ou unidade rem (roentgen equivalent man - equivalente
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em roentgen no homem), que avalia a qualidade da radiagcdo e como a energia se
transfere ao tecido. Para as radiagdes eletromagnéticas X ou gama, 1 rem equivale a 1
rad. No Sistema Internacional de Medidas, a unidade de dose equivalente foi
denominada Sievert (Sv) e 1 Sv equivale a 100 rem. Pode se dizer que a dose
absorvida de 1 Gy proporciona uma dose equivalente de 1 Sv. Sendo assim, a dose
absorvida pode ser medida, atualmente, em Gy e corresponde a dose equivalente, que
€ medida em Sv. Na dosimetria das radiagdes utilizam-se freqlientemente os
submultiplos mili (m) e micro () para indicar valores que correspondem a 0,001 Gy (1
mGy) e 0,000001 Gy (1uGy) (Biral, 2002).

1.1.3) Dosimetria e Descontaminacao:

A exposigcdo a radiagao ionizante foi avaliada pela dosimetria citogenética
convencional que quantifica a presenca de aberracdes cromossdmicas em linfocitos de
amostras de sangue de individuos com suspeita de superexposicdo a radiagao
ionizante, visando estimar a dose absorvida por cada individuo exposto. O limite inferior
de deteccdo da técnica € 100 mSv. E principalmente utilizada para confirmar doses
elevadas registradas em monitores individuais (Ramalho et al., 1988). Também foi
realizada a dosimetria interna que mede a radioatividade em material biolégico
(amostras de urina e fezes) bem como no corpo inteiro. E ainda a dosimetria externa
baseada na reconstrucdo do acidente e no que se sabia previamente sobre as
propriedades radioldgicas do "*’Cs (da Cruz et al., 1997).

Um total de 46 individuos passou pela descontaminacéo interna utilizando o azul
da Prussia, que é uma mistura de ferro com ferrocianeto férrico. A droga foi usada por
via oral com doses variando de 1 a 10g. A administragao foi realizada de 2 a 10 vezes
ao dia, com intervalo de duas horas entre as doses. Com a administracdo do azul da
Prussia, o padrao esperado de eliminacdo de césio mudou e a eliminacao pelas fezes
se tornou predominante, devido a eficiéncia dessa droga em se ligar aos ions de césio
no lumen do intestino, assim interrompendo seu ciclo entérico e prevenindo reabsorg¢ao
subsequente (Oliveira et al., 1988).

A descontaminagao externa foi realizada por meio de banhos com agua morna,

vinagre e sabao neutro. Também foi utilizado acido acético por aumentar a solubilidade
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de césio e facilitar a sua remocgao. Aplicacdes de dioxido de titanio associado a lanolina
hidratada mostraram-se eficientes para remover o material radioativo presente nas
palmas das méaos e na planta dos pés. Métodos mecanicos adicionais tais como
limpeza com escovas de nylon com bordas rigidas e pedra pémes foram utilizados em
pacientes com contaminagdes severas. Adicionalmente, também foi usada uma resina
de troca iGnica que substituia o césio por potassio. Como consequéncia, foi alcangada
uma remogcao de 50% do césio que estava aderido externamente nos radioacidentados
(Oliveira et al., 1988).

1.1.4) Efeitos bioldgicos da Radiacao lonizante:

A radiagdo é um tipo de energia emitida por uma fonte e se propaga de um
ponto a outro na forma de particulas com ou sem carga elétrica ou ainda na forma de
ondas eletromagnéticas. Quando a radiagdo, na interagdo com uma substancia, reverte
elétrons de atomos constituintes das moléculas e surgem pares ibnicos (ions+ e ions-)
ela € chamada de radiagdo ionizante (Gomes, 1988). Este tipo de radiagdo é
constituido por radiagdes corpusculares, que sao as particulas a, B, protons, néutrons,
particulas subatémicas, e por radiagdes eletromagnéticas compostas pela radiagado X e
Y-

No acidente de Goiania com o "*’Cs, houve a emissdo de particulas f e raios y.
As particulas p possuem uma pequena massa, € por isso sua trajetéria € tortuosa e
tém um alcance de até 1,5 cm no tecido humano, podendo ser blindadas por folhas de
aluminio de poucos milimetros de espessura (Okumo,1988).

Porém os raios y, que provém do nucleo atébmico, sdo ondas com intenso poder
de penetracdo, podendo atingir 7,2 cm de profundidade no tecido humano. Estes raios
sdo blindados por materiais densos, como o chumbo, o concreto, o ago e o ferro
(Okumo,1988).

Segundo Okumo (1998), as radiagbes ionizantes podem provocar fenémenos
fisicos pela ionizacdo e excitagdo de atomos por absorgdo de energia da radiagao,
fendmenos fisico-quimicos, por meio das ligagdes quimicas das moléculas que séo
rompidas e formam os radicais livres, fenbmenos quimicos, quando os radicais livres
altamente reativos se ligam a importantes moléculas das células. E por fim, fenémenos
bioquimicos e fisiolégicos, capazes de produzir alteragdes morfolégicas e/ou

funcionais.
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A radiacao ionizante induz uma série de alteragdes no sistema celular e sofre
influéncia de varios fatores. Segundo Wuehrmann e Manson-Hing (1978), estas
alteragdes ou efeitos da radiacdo nos tecidos vitais podem variar dentro de limites
extremamente amplos, devido a diversas condigdes fisicas e biologicas. Os efeitos da
exposicao celular a radiacao ionizante dependerao do comprimento da onda, da idade
do individuo e da sua sensibilidade a energia radioativa. Outros fatores também
contribuem para a ocorréncia das alteragdes organicas, tais como o volume do tecido
irradiado e a quantidade de energia transferida a esse volume (Cupps, 1982).

O efeito biolégico da radiagdo ionizante em ambiente celular é acentuado por
moléculas de agua que sofrem radio-hidrélise gerando radicais livres que interagem ou
atacam outras moléculas, como o DNA, causando-lhe sérios danos como mutacao e
cancer (da Cruz et al., 1997, da Silva et al., 1999). As radiagbes ionizantes causam
aumento na frequéncia de aberragcbes instaveis do tipo dicéntricos, fragmentos
acéntricos e anéis, e um aumento na frequéncia de aberragdes estaveis do tipo
delec¢des, translocagoes, adigcdes, etc. As aberragbes instaveis comprometem o ciclo
celular e consequentemente apresentam uma meia-vida bioldgica curta. Ja as
aberragdes estaveis ndo comprometem a viabilidade celular e apresentam uma meia-
vida biolégica prolongada, o que permite a determinagédo de um aumento na frequéncia
dessas aberragdes mesmo apds varios anos ap0s a exposi¢cao a radiagao ionizante
(Lucas et al.,1992 ). Foi ainda relatado um aumento na frequéncia de micronucleos em
amostras de 276 pessoas envolvidas direta ou indiretamente no acidente do *’Cs em
Goiania (da Cruz et al., 1994). Foi estimado um aumento de mais de 24 vezes do risco
de desordens dominantes na geracdo de descendentes dos individuos diretamente
expostos. Foi sugerido ainda um aumento do risco de carcinogénese nos diretamente
expostos, em uma margem de 1.4 a 1.5. Estes dados foram estimados a partir de
avaliacbes de frequéncia de mutagdes em linfocitos T de pessoas acidentalmente
expostas a altas doses de radiagao ionizante, realizados por da Cruz e cols. (1997).

A exposicao a radiagdo ionizante acarreta o surgimento de efeitos biologicos
tardios como a leucemia, o cancer de pulmao, tireoidiano, hepatico, e hematopoiético.
Também, ha o risco de induzir malformacgdes fetais. No acidente com o radionuclideo
em Goiania, entretanto, as quatro gestantes afetadas nao apresentaram intercorréncias
durante a gravidez e os bebés nasceram sem alteragoes morfoldgicas (da Cruz et al,
1996; Patel, 2000; Natarajan et al, 1991). As quatro gestantes receberam doses que

variaram de 0,1 a 1,1 Gy sendo que trés delas estavam no periodo compreendido entre
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20 e 24 semanas de gestagdo e uma outra encontrava-se no inicio da gestagao ainda
na fase aguda do acidente.

A radiagdo ionizante pode provocar na regido da cabega e do pescoco,
disturbios na fungéo e na integridade normal da cavidade bucal como perda do paladar,
ulceragbes na  mucosa, xerostomia, mucosite, infeccbes  oportunistas,
osteorradionecrose etc (Cupps, 1982; Carl,1993; Yusof e Barki,1993).

Alguns tecidos sdo mais susceptiveis a radiagdo ionizante do que outros.
Segundo Freitas e Becker (2004), a radiossensibilidade celular €& diretamente
proporcional a atividade mitética e inversamente proporcional ao grau de diferenciagao.
As caracteristicas que as células possuem permitem que sejam classificadas em
radiossensiveis ou radiorresistentes. Células radiossensiveis sdo aquelas que possuem
alta taxa de proliferagcdo e sdo encontradas em tecidos de alta atividade mitética, tal
como as células do tecido linfoide, do tecido hematopoiético, do epitélio gastrointestinal
e as células germinativas. As células bem diferenciadas, como as células dos rins,
figado, pancreas, tiredide, supra-renais, paratiredide, ossos, cartilagens maduras,
células musculares e células nervosas s&o células radiorresistentes (Okumo, 1998;
Biral, 2002).

1.2 Outras Catastrofes Radioativas e Efeitos na Salde Humana

1.2.1) Bombardeio Nuclear no Japéo

No dia 6 de agosto de 1945, um avido americano decolou da base aérea da ilha
de Tinian em direc&o ao interior do Japao e enviou uma mensagem ao piloto do avido
B-29 Enola Gay, Paul Tibbets Jr, comunicando-lhe que poderia iniciar o ataque
surpresa. As 8 horas e 15 minutos a cidade de Hiroshima foi bombardeada e coberta
por um clar&o branco azulado (Shoten,1981).

Com a explosdo da bomba atémica, fabricada com plutdnio-239, o centro da area
atacada (hipocentro) alcangou instantaneamente uma temperatura maxima de varios
milhares de graus Celsius (3.871,42° c) e uma pressao atmosférica de mais de 100.000
atm. Em todas as direcbes foram emitidos calor e radiagdo com a formagao de uma
gigantesca bola de fogo (Majima et al.,1953). A radiacédo se espalhou e o choque

propagado pela explosao instantaneamente demoliu edificios e matou varias pessoas.
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Morreram imediatamente 70 mil habitantes. Outros 70 mil morreram nas semanas
seguintes de radiacdo e queimaduras. Aproximadamente 92% dos edificios e casas
foram destruidos, num raio de 3,2 km. Os sobreviventes sofreram as agonias da
exposi¢cao a queimaduras, feridas, etc (Shoten,1981).

No dia 9 de agosto do mesmo ano, dois avides B-29 deixaram a base aérea da
ilha de Tinian. Um carregando outra bomba atdmica e o outro avido observando o clima
ao sobrevoar Kokura, que era o proximo alvo para outro ataque. O mau tempo fez o
piloto desistir de atacar Kokura e seguir em diregdo a Nagasaki (Chinnock,1970). A
Décima Sexta Sede do Exército anunciou a invasdo aérea (Nagasaki
Shiyakusho,1977). A segunda bomba atémica explodiu a 503 metros acima da cidade
de Nagasaki e era composta por uranio-235. Em menos de 1 segundo a populagao foi
reduzida de 433.000 para 383.000 pessoas, 50.000 morreram e mais de 25.000
sofreram os efeitos secundarios da explosdo. A radiagao inicial consistia de particulas
alfa e beta, raios gamma e néutrons. A radiagao inicial dos raios gamma e néutrons
tiveram efeitos consideraveis no corpo humano, nos animais e nas plantas (Glastone,
1962). Durante a explosao, a colisdo dos néutrons sobre o nucleo dos isétopos causa
uma reagdo em cadeia explosiva de fissdo nuclear, emitindo uma grande quantidade
de energia radioativa (Shoten,1981). Os néutrons da bomba atémica sao langados
simultaneamente com a fissdo nuclear. A maioria do material que tem estes néutrons
absorvidos se torna radioativo (Shinohara et al., 1954).

Para conhecer os danos causados no organismo pela radiagdo da bomba
atbmica, foi necessario estimar a dose de radiacdo recebida instantaneamente pelo
individuo, determinando a localizagdo do mesmo no momento da exploséao, ja que a
dose de radiag&o foi medida no ar (Arakawa, 1960).

Milhares de sobreviventes sofreram sérios danos fisicos, psicolégicos e,
sobretudo, alteracbes genéticas que permanecem por varias geragbes dos
radioexpostos e de seus familiares. O maior numero de casos aconteceu
imediatamente apds a exploséo até a oitava semana. Noventa por cento dos individuos
morreram por queimaduras graves. Foi percebida uma melhora dos sintomas por volta
do quarto més apos o acidente, embora ainda existissem alguns casos graves que
evoluiram para a morte. Posteriormente, apds um periodo de laténcia, varios efeitos
tardios comecaram a aparecer. O primeiro caso de catarata em Hiroshima foi
identificado trés anos apos o atentado (lkui, 1967). Pouquissimos casos de leucemia

surgiram nos expostos a bomba atdbmica no mesmo ano em Nagasaki e em Hiroshima,
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ano de 1946, tendo a incidéncia aumentada nos anos seguintes (Takahashi et al.,1974;
Preston et al., 1994; Izumi et al., 2003). Foi também encontrado nos expostos um
aumento em varios tipos de cancer como o cancer de tiredide, de pulmao e das
gléandulas salivares (Takeichi,1974; Wakeford et al., 2003; Ron et al., 2005). Também
foi encontrado entre as vitimas expostas intra-utero, microcefalia, disturbios no
desenvolvimento mental e alteracbes genéticas (Misao et al., 1953 ; Yamawaki, 1953;
Wakeford et al., 2003).

A enfermidade causada pelo efeito da exposicdo a radiacdo proveniente da
explosdo da bomba atdmica é o primeiro e unico exemplo de altas doses letais de
irradiacédo atingindo toda a superficie corporal dos individuos afetados, observada em
uma grande populagao. Isso resultou na destruicdo de células ativas, comprometendo
o mecanismo de defesa do organismo, dificultando os mecanismos de regeneracgéo
celular, aumentando a prevaléncia de infecgdes culminando em altos indices de
mortalidade das vitimas (Miyake,1967). A exposi¢do a radiacdo induziu lesées no
material genético celular resultando em alteracdes que podem evoluir para malignidade
(Shoten,1981; Neel, 1998).

Os nomes Hiroshima e Nagasaki s&o conhecidos mundialmente. Contudo muitas
pessoas desconhecem a realidade, os detalhes e o significado de tal destruigcdo. O
sofrimento vivenciado pelas vitimas da bomba atémica foi uma calamidade sem

precedentes na historia humana.
1.2.2) Acidente Nuclear de Chernobyl

Em 26 de abril de 1986, operadores da Central Nuclear Lénin de Chernobyl,
Pripyat, nordeste da Ucrania, realizavam um teste de engenharia no reator da unidade
4 quando uma sucessao de fracassos mecanicos culminou em uma série de explosdes
com consequiente destruicdo do reator nuclear (UNSCEAR, 2000; Ansoangh,1988).
Houve dispersdo de isotopos radioativos sob a forma de aerossois de particulas
resultando na pulverizacdo daquele material no ambiente. A exposi¢cao a radiagao
ionizante consistiu de iodo-131, iodo-132, iodo-133 enquanto a fase final de
contaminagdo ambiental era principalmente devido ao 'Cs, *Cs e Estroncio-90
(Robbins,1997; Nagataki, 1997). A atividade total de material radioativo liberado foi
estimada em 12 x 10"® Bq, e 6 a 7 x 10" Bq de gases nobres.
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A fumaga que escapou da explosdo foi movida por ventos resultando na
contaminagao imediata de grandes areas em torno do local do reator. A radiagéo
espalhou-se em nuvens e concentrou-se em areas da Ucréania, Belarus, Russia e
vastas areas da Europa. As areas mais fortemente contaminadas, em que medidas de
137Cs excederam 37 kBgm (Moysich et al., 2002), foram em Belarus, na Federagao
Russa, e na Ucrania (UNSCEAR, 2000). Outros paises Europeus que receberam doses
equivalentes de exposicao incluiram a Finlandia, Noruega, Suécia, Austria e a Bulgaria
(UNSCEAR, 2000). As chuvas pesadas exacerbaram a deposigdo e a absorgdo dos

radionuclideos, resultando na contaminacgao da terra e dos lencéis freaticos.

O lancamento de isétopos de iodo radioativo foi de preocupacgao imediata nas
primeiras semanas depois do acidente, mas se tornou menos significante depois disso,
devido a sua meia vida de apenas 8 dias. A exposicao ao césio foi mais preocupante
com relagdo as consequéncias a saude a longo prazo, por causa da meia-vida de 30
anos, levando-se em consideracdo sua deposicdo em plantas e a incorporagdo na
vegetacado por meio das raizes. A incorporagado do césio dependeu da geografia local,
tipo de terra, tipo de plantas etc. As pessoas que viviam na zona rural ou em areas
arborizadas que receberam doses consideraveis de radiacdo ionizante, passaram a

representar uma grande preocupagao (Moysich et al., 2002).

Um total de 237 pessoas envolvidas no acidente foi hospitalizado, por
receberem altas doses de radiagdo (2 a 20 Gy) das quais 134 foram diagnosticados
com SAR, em sua maioria trabalhadores da usina. O total oficial de mortos em virtude
da radiacdo emitida pelo acidente no reator foi de 31 pessoas, vitimadas pela
participacdo direta no combate aos incéndios da unidade. Duas pessoas faleceram
atingidas diretamente pela explosao do reator. Até hoje varias pessoas sofrem as
consequéncias da exposic¢ao a radiagao (UNSCEAR, 2000).

Uma das consequéncias mais frequentemente observada na populagao exposta
tém sido o aumento na incidéncia de cancer de tirdide. Uma doenga maligna rara do
sistema enddécrino que esteve claramente ligada a exposigao externa e a radiagéo
ionizante durante o acidente de Chernobyl. Segundo Ron e cols. (1989), a
suscetibilidade ao cancer de tirdide, induzido pela radiagao, esta relacionada ao sexo,
sendo a incidéncia mais alta em mulheres e jovens e € inversamente relacionada a
idade de exposicdo. Esta variagdo pode ser decorrente de diferencas metabdlicas, o
que gera heterogeneidade na absor¢do das doses de radionuclideos (Prisyazhiuk et
al., 1991; Likhtarev et al., 1995).
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Embora haja um aumento dramatico na incidéncia de céncer de tirdide entre
esses expostos com uma idade jovem, ndo ha nenhum aumento, claramente
demonstrado, na incidéncia de canceres solidos ou leucemia devido a radiagao nas
populagcdes mais afetadas. Porém, houve um aumento em problemas psicolégicos
entre a populacéo (IAEA, 2006).

O acidente nuclear de Chernobyl foi considerado como a mais séria catastrofe
ambiental na historia da humanidade devido ao langamento volumoso de material

radioativo no meio ambiente e na atmosfera (IAEA, 2004).

1.2.3) Alterag6es Imunoldgicas e Auto-Anticorpos nos Radioexpostos

Estudos sugerem que o Sistema Imunitario € um dos sistemas mais afetados
frente aos danos causados pela radiagdo no organismo (Fujiwara et al., 1994). Existem
relatos de desordens transitérias em células imuno-competentes que podem contribuir
para o desenvolvimento de auto-imunidade (Fujiwara et al., 1994). Alguns fatores como
alteragdes ambientais, hormonais e genéticos podem contribuir para o desenvolvimento
de auto-imunidade. Segundo Tosato e cols. (1984), agentes infecciosos como o virus
Epstein Barr podem induzir auto-imunidade, por meio de reagbes cruzadas, mediadas
por células B. Tem sido avaliada a correlagdo entre o desenvolvimento de doencas
auto-imunes e a exposicao ocupacional a determinados compostos como a silica,
solventes, pesticidas e radiacao ultravioleta. Os dados sdo escassos e indicam que os
fatores ambientais sdo, em pessoas predispostas, importantes fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas como Lupus Eritematoso Sistémico, Artrite Reumatdide,
Esclerodermia, Glomerulonefrite, etc (Cooper et al., 2002).

Segundo Yoshida & Gershwin (1993), a incidéncia de doengas auto-imunes tem
aumentado progressivamente e pode ser induzida por fatores ambientais quimicos ou
fisicos. Uma das possibilidades € a de que tais fatores induzem dano oxidativo nos
tecidos e estdo envolvidos no processo de desencadeamento e na patogénese dessas
enfermidades. Outra possibilidade é a de que esses fatores podem gerar uma resposta
imune antigeno-especifica e induzir reagbes cruzadas com os tecidos proéprios,
podendo aumentar inclusive a imunogenicidade de antigenos teciduais préprios.

A avaliagao de auto-anticorpos como evidéncia de fendbmenos auto-imunes é util

na compreensao da etiologia e histéria da doenga, no entendimento dos mecanismos
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fisiopatolégicos e tem grande aplicagdo no auxilio diagnéstico (Lernmark, 2001). Isso
porque algumas doengas auto-imunes podem apresentar caracteristicas clinicas muito
semelhantes, sendo um fator complicador para a realizacdo do diagnéstico. Desta
forma, os marcadores de auto-imunidade sdo uteis como critérios diagnosticos, podem
marcar a atividade da doenga e eventualmente até o prognédstico. Segundo Scofield
(2004), a avaliagao de auto-anticorpos pode ser utilizada como preditor de doencga,
uma vez que as doencgas auto-imunes sao precedidas por uma longa fase pré-clinica
na qual auto-anticorpos podem ser identificados.

A avaliagao de auto-anticorpos contra antigenos da célula HEp-2 (FAN HEp-2) é
de grande importadncia na clinica, na avaliagdo de doengas auto-imunes e
particularmente em reumatologia. O numero de auto-anticorpos para o diagnéstico de
doengas sistémicas ou 6rgéo-especificas tem aumentado progressivamente desde que
a técnica de imunofluorescéncia passou a ser utilizada como triagem (Dellavance et al.,
2003). Essa técnica consiste na pesquisa de auto-anticorpos no soro do paciente
contra auto-antigenos das células de carcinoma laringeo humano (célula Hep-2). Essas
células sdo humanas e crescem em monocamadas sobre Iaminas de vidro. Por serem
células tumorais sdo grandes, contém grandes quantidades de antigenos e apresentam
todas as fases da divisao celular. Isso é importante, pois o auto-anticorpo do paciente
pode reconhecer um antigeno que é expresso em apenas uma fase do ciclo. Além
disso, as ceélulas apresentam maior quantidade de nucléolos (Ulvestad et al., 2000). A
identificacdo desses auto-anticorpos € feita pela observagcdo da regido celular
fluorescente. Os anticorpos se ligam na regido onde estdo os antigenos para os quais
eles sao especificos. Isso permite a identificacdo de mais de 30 padrdes de auto-
anticorpos, que sao classificados conforme a regido onde ha a reatividade. S&o
identificados padrdes nucleares, nucleolares, citoplasmaticos, de aparelho mitético ou
mistos.

A pesquisa de auto-anticorpos em células HEp-2 tem grande valor clinico.
Porém, como qualquer exame laboratorial, deve ser interpretada com cuidado. Um
teste negativo para pesquisa de auto-anticorpos antindcleo (FAN HEp-2) é forte
evidéncia contra o diagndstico de lupus eritematoso sistémico. No entanto, reagdes
falso-negativas podem ocorrer em alguns pacientes com anti-SS-A/Ro (Paprotnik et al.,
1999), anti-Jo-1 (Slater et al.,1996), anti-P ribossomal, baixos titulos de anticorpos ou
ainda com a presenga de imunocomplexos circulantes (Charles et al., 1992).

Entretanto, na rotina laboratorial, o problema mais expressivo é a positividade do teste
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sem correlagdo clinica sendo observado em altos indices de falsos positivos nos
exames realizados (Dellavance et al, 2003., Tan et al., 1997; Hilario et al., 2004;
Wananukul et al., 2005).

Outro auto-anticorpo avaliado com frequéncia em estados de hiperreatividade do
sistema imunitario € o Fator Reumatdide, um auto-anticorpo geralmente da classe IgM,
que reage com determinantes antigénicos na porgédo Fc da imunoglobulina G (Franklin
et al.,, 1957). O Fator Reumatdide nao é especifico para a Artrite Reumatdide e pode
ser encontrado no soro de pacientes com outras condi¢des como doencgas inflamatérias
agudas e crbnicas, infecgdes virais, doengas reumaticas e neoplasias subsequentes a
quimioterapias e radioterapias (Dresner et al., 1959; Howell et al., 1960; Kunkel et al.,
1958; Bennett & Wod, 1968; Mikkelson et al., 1967; Lawrence, 1977). Em pacientes
com Artrite Reumatoide, Sindrome de Sjogren e crioglobulinemia mista, o Fator
Reumatoide esta presente na circulagdo na auséncia de estimulo antigénico exdégeno
conhecido. A sua avaliagao € util na constatagdo de anormalidades imunoldgicas e na
comprovagao de fendmenos auto-imunes.

Alguns estudos relatam que a exposicdo a radiagdo ionizante nao afeta
significativamente os niveis de imuno-complexos circulantes (Bloom et al., 1988). Estes
imuno-complexos normalmente estdo aumentados nas doencas auto-imunes.

Em algumas doengas auto-imunes ha a ocorréncia de auto-anticorpos dirigidos
contra numerosos antigenos. Muitos desses auto-anticorpos fixam o complemento e
causam lesao dos tecidos-alvo (Fritzler,1985). Nestas doengas também ocorre perda
da autotolerancia, causando anormalidades na regulagdo normal do desenvolvimento e
da ativacdo dos linfécitos, nas perdas dos estimulos apoptéticos, nos mecanismos
relacionados com o antigeno, como no mimetismo molecular apés uma infec¢do, na
reatividade cruzada com o epitopo do microrganismo e nas alteragées durante a
apresentacao do antigeno por células apresentadoras nao profissionais (Gorezynski e
Staley, 2001). Ainda podem ocorrer nas doencgas auto-imunes mecanismos de ativacao
celular desencadeados por um superantigeno que é capaz de ativar todas as
populagdes de linfécitos T cujos receptores compartiihem de um segmento comum da
regido variavel, independente da especificidade antigénica global das células. Esse
mecanismo gera uma hiperreatividade celular que contribui para o agravamento da
enfermidade (Gorezynski e Staley, 2001).

As imunoglobulinas sdo glicoproteinas bifuncionais heterogéneas secretadas

pelos linfocitos B diferenciados em plasmocitos. Tém a capacidade de se ligar aos
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antigenos e também possuem atividade bioldgica (Gorezynski e Staley, 2001).
Normalmente a IgG circula entre o sangue e o liquido intersticial e tem meia-vida de
aproximadamente 3 semanas. Este anticorpo € transportado pela placenta e chega a
circulagao fetal conferindo-lhe imunidade. Tem fungdes muito importantes na
erradicagdo dos agentes estranhos ao organismo por meio da opsonizagdo, da
citotoxicidade celular mediada, da ativacdo do sistema complemento e ainda é capaz
de neutralizar os virus e as toxinas (Blettner et al., 1984). A IgM esta presente no
compartimento intravascular e € o unico isétipo expresso pelos linfocitos B imaturos.
Sua meia-vida é de cerca de 5 a 7 dias. A importancia da IgM esta na sua capacidade
de ativar a via classica do complemento com apenas um complexo antigeno/anticorpo
e participa da fase aguda da resposta do hospedeiro. A IgA pode ser encontrada nos
tecidos linféides associados as mucosas, mas pequenas quantidades podem ser
encontradas na circulagdo. Ela se localiza principalmente no trato gastrintestinal e nas
secregbes como lagrimas, suor e saliva. Essa imunoglobulina esta presente em todas
as superficies externas (exceto pele) e impede a ligacao dos agentes estranhos aos
epitélios. A IgA agregada € capaz de ativar a via alternativa do complemento
(Spiegelberg, 1974).

1.2.4) Alteragbes Imunoldgicas nos sobreviventes da bomba atémica no Japéo

Existem varias consideragdes em relacdo aos efeitos da radiagdo no sistema
imunitario dos sobreviventes da explosdao da bomba atdémica no Japao e do acidente
com o reator nuclear em Chernobyl. Em estudo realizado por Bloom e cols. (1983)
foram avaliados os parametros imunologicos de 189 sobreviventes da bomba atémica
residentes nos Estados Unidos. Os individuos foram divididos em dois grupos, um com
maior e outro com menor grau de exposi¢ao, e nao foi observada diferenga significativa
na produgcdo de auto-anticorpos anti-nucleares, Fator Reumatdide e niveis de
imunoglobulinas. Foi observada apenas diferenca na citotoxicidade celular mediada por
células NK que se mostrou diferente entre os dois grupos. Ainda um outro estudo de
Bloom e cols. (1988) referiu que nenhuma variavel imunolégica foi significativamente
afetada pela exposicdo a radiagdo e que as alteragbes registradas na fungdo das
células NK e nos niveis de imunocomplexos circulantes foram decorrentes da idade

dos individuos e ndo da exposic¢ao individual aos elementos radioativos.



24

Apesar dos relatos iniciais nao apresentarem alteragdes consistentes a respeito
do efeito da radiagdo no sistema imune, Fujiwara e cols. (1994) observaram aumento
na prevaléncia e nos titulos de fator reumatoide nos individuos expostos a altas doses
de radiagdo da explosao da bomba atdmica. O mesmo foi observado em relagado aos
niveis de IgA em mulheres e IgM em ambos os sexos. Seu estudo ndo detectou
alteragdo na pesquisa de anticorpos anti-nucleares, anti-tiredide, 1IgG e IgE. Akiyama
(1995) relatou que as alteragdes imunoldgicas no caso das vitimas da bomba atbémica
comegaram a ser observadas por volta de 20 anos apds o bombardeio de 1945. O
autor chama atencéo para os efeitos tardios mais marcantes onde se destacam as
anormalidades funcionais e quantitativas de células T e B nos sobreviventes expostos a
altas doses (>10 Gy). Entre as alteracdes das células T, Akiyama destaca o decréscimo
nas propor¢des de linfocitos T CD3" no sangue periférico, principalmente a sub-
populagdo CD4" e CD45RA naive, aumento na freqiiéncia de células duplo-negativas
(CD4°CD8") com TCRap e defeitos funcionais na resposta das células T a mitégenos.
Entre as anormalidades das células B, incluem aumento significativo de sua proporcao
no sangue periférico, aumento nos niveis séricos de IgA entre mulheres, IgM e de fator
reumatéide em ambos o0s sexos, além de aumento dos titulos de anticorpos anti-virus
Epstein Barr.

Akiyama (1995) chamou a atencgao para a relagao dose-efeito que pareceu nao
ser muito significante quando avaliados o numero e a fungéo das células NK. Relembra
ainda que nos estudos logo apds o acidente, onde foram avaliados a incidéncia de
doencas auto-imunes, de infeccbes bacterianas sistémicas e da funcdo dos
granulécitos, também foi demonstrada pouca relagao dose-efeito.

Kusunoki e cols. (1998) observaram, em avaliagdo de 159 sobreviventes ao
ataque da bomba atbmica expostos a radiacdo com doses > 1,5 Gy, alteragdo nas
proporgdes de células T e B no sangue periférico e sugeriram a possibilidade de que a
exposigcao individual possa ter alterado o processo de desenvolvimento daquelas
células. Os autores relataram diminuicdo das células T CD4", principalmente o fenétipo
CD4"CD45RA", aumento da proporcdo de células B e auséncia de efeito nas células T
CD3'CD8" e células NK. Em novo estudo Kusunoki e cols. (2001), avaliaram a
presenca de possiveis defeitos funcionais na resposta proliferativa de células T frente
a estimulo com concanavalina A e a producgao de interleucina 2 (IL-2) em dois grupos
de sobreviventes. Foram incluidos no estudo dois grupos de 251 e 159 individuos

expostos, respectivamente, a doses < 0.005 Gy e > 1,5 Gy. As células dos individuos
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que apresentavam maior dose absorvida tiveram menor capacidade proliferativa e de
producao de IL-2, sugerindo que a exposigao a radiagdo pode causar um efeito tardio
negativo na capacidade funcional das células T.

Kusunoki e cols. (2002), com o propdsito de avaliar se as alteragdes no numero
de células T CD4 relacionavam-se a uma resposta imunolégica insatisfatoria, testaram
as células T de 723 sobreviventes da bomba atdbmica em sua habilidade proliferativa
frente a desafio com as toxinas do Staphylococcus aureus (SEB, SEC-2, SEC-3, SEE e
TSST-1), por considerarem o Staphylococcus aureus como um patdogeno comum. Os
resultados do estudo demonstraram que a resposta proliferativa das células T dos
individuos expostos torna-se progressivamente fraca a medida que se aumenta a dose

de exposicao.

1.2.5) AlteracBes Imunoldgicas nos sobreviventes da catastrofe de Chernobyl

Alguns estudos em relagdo aos aspectos imunoldgicos foram realizados nos
sobreviventes da catastrofe da usina de Chernobyl, no nordeste da Ucrania. Kozyreva
e cols. (1990) relataram uma alta frequéncia de desordens relacionadas a atividade
digestiva e bactericida dos neutrdfilos, assim como na atividade funcional dos linfocitos
T de sangue periférico. Tsvelev e cols. (1997) avaliaram 37 mulheres envolvidas no
acidente e relataram desordens no sistema imunitario que resultaram em reducéo da
capacidade funcional dos neutréfilos. No estudo de Akleev & Kosenko (1991) que
avaliou individuos envolvidos na reparacdo e limpeza da usina nuclear, foram
observadas alteragdes imunologicas nos casos, incluindo redugc&o nos niveis séricos de
IgM. No entanto aqueles mesmos autores relataram que as alteragbes observadas
foram restabelecidas em trés anos e que, portanto, representavam consequéncias dos
efeitos agudos da exposicao individual a radiagao ionizante.

Koval e cols. (1998) evidenciaram alteragdes significativas em biopsia de medula
ossea de 25 individuos que fizeram parte da eliminagcéo dos residuos de Chernobyl. Foi
demonstrado que esses individuos apresentaram displasia dos granuldcitos, desordens
circulatérias, hipocelularidade medular, etc. Ivanitskaia e cols. (1996) relataram intensa
supressao da atividade linfocitaria nos radioacidentados cuja dose de exposicao

excedeu 25 sGy. Adicionalmente, outros autores relataram depressdo na resposta
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imune humoral, observada como queda nos numeros absolutos e relativos de linfécitos
B e nos niveis de imunoglobulinas séricas, fragdes G e A.

Outros aspectos do sistema imunitario foram avaliados como a atividade
citotoxica das células NK contra a linhagem de células tumorais K562 de 129 individuos
envolvidos no acidente com o reator, os quais sofriam de ulcera péptica duodenal.
Foram constatadas alteracdes funcionais nas células NK, o que foi interpretado como
um fator negativo no processo de reparacao das ulceras (Shevchenko, 1997). Titova e
Sharona (1998) relataram queda nas proporgdes de células CD4" e CD8" no sangue
periférico de individuos que trabalhavam numa zona de 30 Km de distdncia do
acidente. Foram relatados também niveis aumentados de auto-anticorpos contra
células epiteliais timicas daqueles trabalhadores.

Ainda em relagdo ao acidente de Chernobyl, foram descritas outras alteragdes
auto-imunes. Shubik e cols. (1996) reportaram a presenga de auto-anticorpos anti-
tireoglobulina, microssomais e contra antigenos do cristalino. Essas alteragoes
estavam relacionadas a hiperplasia da glandula tiredide e ao desenvolvimento de
catarata em individuos envolvidos no acidente. Kiselena e cols. (2000) estudaram a
consequéncia das baixas doses de irradiagdo no sistema imunitario de 71 individuos
que auxiliaram na remocao dos residuos e 25 nao expostos. Foi reportado aumento de
auto-anticorpos anti-tiredide em 48% dos casos, auto-anticorpos contra antigenos
oculares em 44% dos casos e aumento dos niveis de imunocomplexos circulantes em
55% dos casos. Todas essas alteragdes imunoldgicas ndo foram acompanhadas de
doencas clinicas, o que chamou a ateng¢ao dos pesquisadores que consideraram os
achados como um possivel fator de risco preditivo para o desenvolvimento de

enfermidades futuras.
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2. Justificativa

Logo apds o acidente radiolégico com '*’Cs em Goiania, os radioacidentados
passaram a ter monitoramento e acompanhamento multiprofissional e a realizar
exames laboratoriais e genéticos de forma sistematica (GOIAS, 1988).

Dados obtidos de estudos de individuos expostos durante o acidente radioativo
com o reator nuclear de Chernobyl e sobreviventes da bomba atdbmica de Hiroshima e
Nagasaki, demonstram que a radiacdo ionizante, além dos efeitos agudos sobre os
organismos, induz alteragbes medulares, maior predisposi¢cao ao desenvolvimento de
neoplasias, doenga auto-imune da tiredide, gastrite, doencas infecciosas, entre outras
enfermidades, sobretudo anos apds a exposigcédo (Miyake,1967; Ron et al., 1989; Neel,
1998; IAEA, 2006).

Vaérios estudos realizados nos sobreviventes do acidente de Chernobyl e das
bombas de Hiroshima e Nagasaki demonstraram alteragdes Imunolégicas (Bloom et al.,
1988; Fujiwara et al., 1994; Kusunoki et al., 1998; Kusunoki et al., 2001; Kusinoki et al.,
2002; Kozyreva et al., 1990; Ivanitskaia et al., 1996; Tsvelev et al., 1997; Shevchenko,
1997; Titova & Sharona, 1998; Kiselena et al., 2000; Koval et al., 1998; Shubik et al.,
1996; Akleev & Kosenko, 1991) Akiyama (1995) relatou que as alteragbes imunolégicas
das vitimas de Hiroshima e Nagasaki comegaram a ser observadas por volta de 20
anos apos o incidente de 1945.

A investigacao do perfil imunolégico dos pacientes do acidente radioativo, por
meio de analises de auto-anticorpos contra componentes do nucleo, nucléolo,
citoplasma ou aparelho mitotico, bem como avaliagdo do hemograma, imunoglobulinas
séricas G, M e A, e fator reumatdéide, contribuirdo para avaliarmos se a exposicdo ao
¥’Cs promoveu, a longo prazo, algumas alteracdes imunoldgicas nos individuos
expostos. Alteracbes do sistema imunolégico foram observadas em individuos
expostos a radiacdo, embora ainda existam controvérsias nos resultados relatados. Em
relagédo ao grupo de radioacidentados de Goiania, nenhuma avaliagcdo de marcadores
de auto-imunidade foi realizada desde a época da exposicao.

Levando-se em consideracdo a preocupacdo constante com a saude e bem
estar dos individuos expostos a radiacdo ionizante de ’Cs, mesmo quase 20 anos
apos o acidente, e o fato de o grupo nunca ter sido avaliado para os marcadores de

auto-imunidade, justifica-se o presente estudo.
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3. Objetivos Gerais

Avaliar o provavel efeito da radiacdo ionizante de ''Cs sobre o sistema
imunoldgico dos individuos expostos durante o acidente radioativo de Goiénia em
1987.
3.1 Objetivos especificos
3.1.1 Avaliar a presenca de auto-anticorpos contra componentes do nucleo, nucléolo,
citoplasma ou aparelho mitético nos individuos expostos acidentalmente a radiagao
ionizante do "*’Cs,
3.1.2. Determinar a concentracao sérica do Fator Reumatoide;

3.1.3. Determinar as concentragdes séricas das imunoglobulinas IgG, IgM, IgA;

3.14. Analisar a contagem global de leucdcitos e o eritrograma dos individuos expostos.
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4. Metodologia
4.1. Casuistica:

Para a realizacao do presente estudo experimental foi estabelecida uma parceria
entre a Universidade Catdlica de Goias e a Superintendéncia Leide das Neves /
Laboratério de Citogenética Humana e Genética Molecular. Primeiramente, a
Superintendéncia Leide das Neves entrou em contato com os individuos explicando a
importancia do estudo e dando a liberdade aos mesmos de nao participarem. Do total
de individuos expostos, 22 concordaram em participar do estudo, sendo 13
pertencentes ao grupo | e 09 pertencentes ao grupo Il. Foi agendada uma data para
realizacdo da coleta de sangue no domicilio dos participantes. A dificuldade para a
adesdo de um maior numero de individuos ao estudo foi decorrente do ndo interesse
em participar ou pelo fato de alguns residirem fora de Goiania.

Os individuos incluidos no estudo e que foram expostos a radiagao ionizante de
37Cs foram separados em dois grupos, conforme protocolo da Superintendéncia Leide
das Neves (figura 1) elaborado com base nos critérios estabelecidos pela Nuclear
Regulatory Comission e Energy Research and Developement Administration, dos
Estados Unidos da América. A classificagdo tem por base doses significativas de

radiagcdo segundo o nivel de comprometimento organico (Goias, 1988).

Figura 1: Protocolo estabelecido pela Superintendéncia Leide das Neves.

GRUPO | PROTOCOLO GRUPO I PROTOCOLO
(GI) (Gl
- 1° ano: consultas de 4
54 pessoas -1° ano: consultas mensais em 4 meses
-Atualmente: consultas G [T - Atualmente: consultas
semestrais anuais
- Radiodermites Exames: bioquimica - Familiares, contactantes Exames: exames
- Dosimetria de completa, mielograma, s/ radiodermites laboratoriais de rotina e
corpo inteiro > 0,2 biépsia de medula, - Dosimetria de corpo exames especificos a
Gy espermograma, fundo de inteiro < 0,2 Gy critério médico.

olho, tomografia .

O grupo | comportou todos os individuos com radiodermites e ou dosimetria de
corpo inteiro = 0,2 Gy e/ou atividade corporal equivalente a 50 uCi. No grupo Il ficaram

os contactantes ou familiares dos individuos diretos, sem radiodermites e cujos indices



30

de irradiagdo nado atingiram os indices do grupo | (< 0,2 Gy). A Fundacgao Leide das
Neves elaborou um protocolo médico para os expostos do grupo |, visando consultas
mensais até o primeiro ano apos o acidente juntamente com a realizagdo de exames
laboratoriais de rotina, bioquimica completa, mielograma, biopsia de medula,
espermograma, fundo de olho, tomografia etc. Atualmente as consultas sdo semestrais.
Este grupo € constituido de 54 pessoas. Para o grupo Il, o protocolo estabeleceu que
as consultas deveriam ser realizadas de 4 em 4 meses até o primeiro ano apos o
acidente juntamente com exames laboratoriais de rotina ou exames mais especificos a
critério médico. Atualmente as consultas sdo anuais e o grupo é formado por 44
pessoas.

A descrigao dos pacientes, e 0 grau de exposi¢gao dos mesmos ao radioisotopo
estdo demonstrados no fluxograma. Para fins de comparagdo, foram incluidos
voluntariamente no estudo 22 controles combinados saudaveis, pareados com os
individuos expostos pelo sexo e idade em quinquénios. O grupo controle foi
selecionado conforme as normas determinadas pela OMS (Porto, 2001), ou seja,
apresentaram-se em perfeitas condicbes de saude, foram provenientes de ambiente
nao hospitalar e foram excluidos no caso de uso de qualquer medicamento ou
gestacgao.

Todos os individuos expostos e nao expostos (controles) concordaram
voluntariamente em participar do estudo e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com
seres humanos da Universidade Catélica de Goias, e obteve sua ratificacdo, parecer
n°. 1807/2005- COEP/UCG (Registro 11748).

Critérios de inclusao dos individuos expostos ao 137Cs:
1- Individuos de ambos os sexos;
2- Pertencentes ao Grupo | ou Grupo ll;
3- Ter assinado o termo de consentimento ético livre e esclarecido.

Critérios de inclusdo dos nao expostos:

1- Individuos de ambos os sexos;



31

2- Estar pareado por sexo e idade em relagao ao expostos;
3- Nao ter residido na regiao ou proximidades do acidente na época do ocorrido;

4- Ter assinado o termo de consentimento ético livre e esclarecido;
Critérios de excluséo de expostos e ndo expostos:

1- Presenca de infeccdo bacteriana ou viral, condi¢des que promovem alteracées do
Sistema Imunitario, relatado no momento da entrevista;

2- Infecgdes comprovadas por alteragdo no hemograma;

3- Gestantes;

4- Individuos recentemente vacinados;

5- Individuos em uso de medicamentos que promovam alteragcdes dos parametros

imunolégicos como anti-inflamatorios, relatados no momento da entrevista;

4.2 - Avaliagdo hematoldgica da amostra

Para a avaliagdo hematolégica dos individuos, foram colhidos 5 mL de sangue
venoso em tubos Vacutainer® (Becton e Dickinson, San Jose, USA) contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 15%. Apds imediata homogeneizagdo das amostras
com EDTA, foram confeccionados dois esfregagcos sanguineos para avaliagdo da
contagem global de leucécitos, a taxa de hemoglobina, a contagem de plaquetas e os
indices hematimétricos, pelo método automatizado Sysmex™ K-4500 (Sysmex
Corporation, Japan). Os esfregagos de sangue periférico foram corados com Leishman
para contagem diferencial em microscépio éptico sob imersdo. O exame foi cadastrado
e realizado na rotina do Laboratério da Area de Saude do Departamento de
Biomedicina da Universidade Catdélica de Goias e os resultados além de terem sido
utilizados no presente estudo, foram encaminhados ao corpo clinico da
Superintendéncia Leide das Neves, responsavel pelo acompanhamento dos

radioexpostos.

4.3 - Pesquisa de auto-anticorpos pela técnica de Imunofluorescénica Indireta
(FAN HEp-2)
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Obtencéao do soro

Para avaliagcdo dos auto-anticorpos no soro dos individuos expostos e nao
expostos, foram colhidos 10 mL de sangue venoso em tubos Vacutainer (Becton e
Dickinson, San Jose, USA). Apos retragdo do coagulo em banho maria a 37° C, as

amostras foram separadas, aliquotadas e congeladas a - 70° C para posterior reagao.

Procedimento técnico

Depois de realizadas todas as coletas dos expostos e ndo expostos, as
amostras foram descongeladas e foi preparada uma diluicdo 1/40 em PBS de cada
amostra de individuos expostos, controles normais e controles positivo e negativo (Kit).
Todo o procedimento técnico foi realizado em conformidade com as instrugbes do
fabricante (Hemagen Diagostics Inc, Columbia).

Primeiramente as amostras diluidas foram aplicadas nas cavidades da lamina
contendo as células de carcinoma laringeo humano e a lamina incubada em camara
umida por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram lavadas
para a remog¢ao dos anticorpos nao ligados. Foram imersas em uma cubeta contendo
PBS e homogenizadas durante 10 minutos por duas vezes. Apds procedimento de
lavagem, as laminas foram removidas, retirou-se o excesso de PBS das bordas e
aplicou-se em cada cavidade uma gota de conjugado (anticorpo anti-imunoglobulina
humana marcada com isotiocianato de fluoresceina). A reacéo foi novamente incubada
por 30 minutos em camara umida, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Repetiu-
se o procedimento de lavagem. Foi entdo adicionada a cada cavidade uma gota de

glicerina tamponada e a lamina coberta com uma laminula.

Procedimento de leitura da lamina

Para a leitura das laminas foi utilizado o microscépio de imunofluorescéncia
Leica DMLB (Alemanha), trinocular, com revolver séxtuplo, objetivas N planocromaticas
de correcao infinita, condensador universal NA1.30 para contraste de fase, campo
escuro e campo claro, iluminacio transmitida para campo claro de 100 watts, acoplada
com sistema de fluorescéncia, ldampada de vapor de mercurio de alta presséo (100
watts), filtro FIPC para acridine orange, RG N2.1 para ficoeritrina e BG 38 para
isotiocianato de fluoresceina.

As leituras foram realizadas por dois pesquisadores, cegos para os expostos e

no caso de haver discordancia no laudo dos dois, a leitura era realizada por um
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terceiro. Todo o procedimento de leitura das laminas de imunofluorescéncia foi
realizado no Setor de Imunologia do Laboratério de Apoio Didatico do Departamento de
Biomedicina da UCG. Da mesma forma os exames foram cadastrados e encaminhados
ao médico assistente responsavel pelo acompanhamento dos individuos. Todo o

procedimento técnico foi resumido em um fluxograma de atividades (Figura 2).

4.4 - Avaliacdo dos niveis séricos de Fator Reumatdéide (FR) e Imunoglobulinas G,

M e A nos soro de expostos e controles.

Para a avaliagao dos niveis séricos de Fator Reumatdide e Imunoglobulinas G,
M e A, uma aliquota de soro foi encaminhada ao Laboratério Padrdo Ltda para a
realizagdo desses testes. O método nefelométrico mede a aglutinagéo das particulas
recobertas por anticorpos por meio da avaliagdo da intensidade da luz refletida (Rifiai et
al, 1999). Para a realizacdo dos testes foi adicionado um anticorpo especifico para o
que se vai avaliar (Anti-FR, Anti-IgG, Anti-IgM ou anti-lgA) e mediante incubag&o com a
amostra dos pacientes sdo formados complexos Antigeno-Anticorpo. A reagdo ocorre
em uma cubeta que é adicionada no Nefeldbmetro. Este por sua vez incide uma luz
sobre a cubeta. Quanto mais complexos Ag-Ac formados, maior sera o desvio do feixe
luminoso. A quantidade de imunocomplexos em solugdo provoca espalhamento,
absorcao, reflexdo e altera a transmissao da luz incidente, o que € medido pelo
aparelho e é proporcional a concentragao do elemento que esta sendo avaliado. A
técnica apresenta elevada sensibilidade. Todos os reagentes utilizados na avaliagao

foram adquiridos da Dade Behring Inc. (Newark, DE, USA).
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4.5 - Analise estatistica.

A analise descritiva dos diferentes marcadores foi representada pelas
estimativas da média e desvio padrao. Estas estimativas permitiram a construgcédo de
graficos de coluna representando os valores da média e desvio padrdo tanto para
individuos expostos quanto para os nao expostos. Em decorréncia da natureza das
variaveis amostrais os resultados foram analisados utilizando-se o teste t de Student.
Foram consideradas estatisticamente significativas as diferengas entre variaveis que se

mostraram < 5% (P< 0,05).



Fig.2 Fluxograma geral das atividades desenvolvidas

FLUXOGRAMA DE ATIVIDADES

13 Individuos GI 9 Individuos Gl
Expostos ao Cs137 = Expostos ao Cs137

22 Controles
Normais Pareados

G1: grupo de maior dose de exposicao; G2: grupo de menor dose de exposigao.
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5. RESULTADOS

Para avaliagao de auto-anticorpos contra células HEp-2, Fator Reumatodide e o
nivel sérico das Imunoglobulinas, foram utilizados os soros de 22 individuos expostos
pareados por sexo e idade a 22 nao expostos. A descrigdo geral dos individuos expostos e 0
resultado da avaliagdo de auto-anticorpos contra células HEp-2 estdo expressos na Tabela
1.

Tabela 1. Descricdo geral dos 22 individuos expostos: idade, sexo, grau de exposi¢ao ao

137Cs e resultado da pesquisa de auto-anticorpos em células HEp-2.

Expostos Idade Sexo Grupo Exposigéo Auto-Ac
(Gy) (HEp-2)
1 A13 22 M ] 0,1 SNR
2 A14 25 F ] 0,11 SNR
3 A67 40 F ] <0,2 SNR
4 A54 38 M ] <0,2 SNR
5 AG6 24 F I <0,2 SNR
6 A64 40 M ] <0,2 SNR
7 A09 25 F ] <0,3 SNR
8 A46 31 F ] <0,3 SNR
9 A48 32 F ] <0,3 SNR
10 A75 49 F I 0,2 SNR
11 A34 42 F I 0,2 SNR
12 A15 32 M I 0,2 SNR
13 A30 39 M I <0,22 SNR
14 A40 47 M I 0,3 SNR
15 A24 28 F I 0,32 SNR
16 A59 32 M I <0,37 SNR
17 A21 18 F I 0,38 SNR
18 A16 45 F I 1,22 SNR
19 A71 29 M I 1,39 SNR
20 A20 48 M I 1,01 SNR
21 A51 59 F I 0,9 SNR
22 A78 63 M I 1,5 SNR

SNR= soro nao reagente
Nao foi observada positividade para pesquisa de auto-anticorpos nos individuos

expostos, da mesma forma, todos os ndoexpostos foram negativos.
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Tabela 2. Descricdo geral dos 22 individuos expostos e ndo expostos: idade, género, grau
de exposicdo ao 137Cs e resultado da pesquisa de auto-anticorpos em células HEp-2 e

Fator Reumatoide.

Expostos Idade Idade Sexo Fator Fator Auto-Ac Auto-Ac
(exposicdo  (expostos) (ndo (expostos  Reumatdide = Reumatoide (Hep-2) (Hep-2)
em Gy) expostos) e ndo (expostos) (n&o (expostos) (ndo
expostos) expostos) expostos)

1 0,1 22 23 M <95 <95 SNR SNR
2 0,11 25 24 F <95 <95 SNR SNR
3 <0,2 40 41 F <9,5 <95 SNR SNR
4 <0,2 38 33 M <95 <95 SNR SNR
5 <0,2 24 24 F <95 57,1 SNR SNR
6 <0,2 40 43 M <9,5 <95 SNR SNR
7 <0,3 25 27 F <95 <95 SNR SNR
8 <0,3 31 33 F <9,5 <95 SNR SNR
9 <0,3 32 32 F <9,5 <9,5 SNR SNR
10 0,2 49 48 F <95 <95 SNR SNR
11 0,2 42 39 F <95 <95 SNR SNR
12 0,22 32 32 M <95 <95 SNR SNR
13 <0,22 39 42 M <95 <95 SNR SNR
14 0,3 47 50 M <95 <95 SNR SNR
15 0,32 28 29 F <9,5 <9,5 SNR SNR
16 <0,37 32 34 M <95 <95 SNR SNR
17 0,38 18 22 F <95 <95 SNR SNR
18 0,122 45 50 F <95 13,1 SNR SNR
19 0,139 29 25 M 9,8 <95 SNR SNR
20 0,101 48 48 M 21,1 <95 SNR SNR
21 0,9 59 62 F <9,5 <9,5 SNR SNR
22 1,5 63 68 M <95 9,8 SNR SNR

SNR = Soro n&o reagente.
VR (valor de ref.) <=15U/mL
A exposigao a radiagao ionizante ndo apresentou um efeito positivo em relacéo a
prevaléncia dos titulos de Fator Reumatoide e Auto-anticorpos (HEp-2), conforme
observado na tabela acima. Contudo, observamos uma alteragdo nos niveis de fator

reumatoide em um nao exposto e em um exposto.
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Tabela 3. Descrigdo geral dos 22 individuos expostos e ndo expostos: andlise das

imunoglobulinas (G M A).

Média (+ DP) por Grupo

Teste Estatistico

N&o expostos Expostos
(n=22) (n=22) t gl p<
IgG 1210,5 (184,8) 1335,3 (306,2) -1,637 42 0,111
IgM 125,9 (53,9) 149,6 (68,0) -1,28 42 0,207
IgA 178,8 (69,7) 219,6 (78,7) -1,817 42 0,076

+ DP = desvio padréo; gl=grau de liberdade

Os efeitos da radiacdo nao foram significativos nas alteracées dos niveis das

imunoglobulinas quando comparadas com o grupo ndo exposto, conforme observado na

Tabela 3 (p> 0,05).

Tabela 4. Avaliagdo global de leucécitos dos individuos expostos, a partir a analise do

hemograma e relagdo aos ndo expostos.

Média (DP) por Grupo

Teste Estatistico

N&o expostos Expostos

(n=16) (n=18) t gl p<
Leucocitos 6711,3 (17661,0)  7661,1 (1713,3) -1,816 32 0,079
Linfocitos(%) 33,8 (7,5) 36,94 (7,7) -1,196 32 0,24
Linfocitos(mm3) 2238,25 (600,7) 2769,7 (635,4) -2,497 32 0,018*
Hemacias 4,8 (0,5) 4,7 (0,5) 0,442 32 0,662
Hematdcrito 41,9 (4,5) 43,0 (4,5) -0,701 32 0,488
Hemoglobina 13,7 (1,6) 14,1 (1,5) -0,67 32 0,507
VCM 87,3 (5,9) 90,8 (4,7) -1,904 32 0,066
HCM 28,6 (2,5) 29,7 (1,7) -1,575 32 0,125
CHCM 32,7 (1,2) 32,7 (0,8) -0,038 32 0,97
Plaguetas 232250 (50344,8) 216222,2 (52052,6) 0,91 32 o7
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Podemos observar na Tabela 4 que ndo houve alteracbes na contagem global
dos leucocitos exceto, no numero total de linfocitos por mm® que apresentou um resultado
significativo (p < 0,05).

Figura 1. Representagao grafica das médias e desvio padréo dos diferentes parametros

avaliados em nao expostos e em individuos expostos a radiagao ionizante do 137Cs.

A) Niveis de imunoglobulinas séricas (IgG, IgM e IgA) em mg/dL;

B) Avaliagdo global de leucécitos (10°%/L) e linfocitos totais (mm3);

C) Avaliagao de linfécitos percentuais (%) e hematdcrito;

D) Numero total de hemaceas (Teras/L) e hemoglobina (g/dL) em controles e individuos
expostos a radiagao ionizante do 137Cs;

E) Dos indices hemantimétricos VCM, HCM e CHCM, em controles e individuos expostos a
radiagdo ionizante do "*’Cs;

F) Da contagem global de plaquetas.
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As médias e o desvio padrdo dos expostos, na avaliacdo dos niveis de
imunoglobulinas séricas (IgG, IgM e IgA), nao apresentaram diferengas significativas em
relacdo aos nao expostos (Fig 1A).

Os valores obtidos na analise ndo demonstraram diferengcas estatisticas entre as
contagens de leucdcitos no sangue periférico (Fig 1B). Contudo, foi observada diferenca
estatisticamente significante na contagem de linfécitos por mm?® (p = 0,018) nos individuos
expostos em relagao aos nao expostos (Fig 1C).

Os valores obtidos ndo demonstraram diferenca estatistica entre contagem de
hemacias e nivel de hemoglobina entre expostos e ndo expostos (Fig 1D).

A figura 1 E demonstra que as avaliagdes dos indices hemantimétricos, VCM, HCM
e CHCM nao apresentaram relevancia estatistica quando comparados as obtidas nos nao
expostos. Da mesma forma, ndo foi observada diferenga estatisticamente significativa na

contagem de plaquetas (Fig 1F).

Comparacdo dos marcadores imunoldégicos entre 0s grupos com maior dose de

exposicao (Gl) e menor dose de exposicao (Gll):

Na comparagao entre os grupos Gl e GIl ndo foi observada diferenca
significativa entre os niveis de IgA e IgG entre expostos com maior e menor dose de
exposicao. Foi observada diferenga estatisticamente significante no valor de IgM que se
mostrou aumentada no grupo com menor dose de exposi¢do ( p < 0,05), conforme
demonstrado na Tabela 5.

Na avaliagdo dos parédmetros hematoldgicos nao foi observada diferenga entre

os resultados entre os grupos, conforme pode ser observado na Tabela 6.
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Tabela 5. Comparagéo dos resultados da avaliagdo dos niveis séricos de imunoglobulinas

entre 13 individuos com maior grau de exposicdo ao "*’Cs (Gl) e 9 com menor grau (GlI).

Média (+ DP) por Grupo Teste Estatistico
Expostos Gl Expostos Gl
(n=13) (n=9) t gl p<
IgG 1282,1 f(297,1) 1412,2 (320) -979 20 0,339
IgM 121,5 (38,9) 190,1 (82,1) -2,635 20 0,016*
IgA 220,82 (94) 217,8 (54,8) 0,096 19,59 0,925

+ DP = desvio padréo; gl=grau de liberdade

Tabela 6. Comparagao dos resultados da avaliagdo hematoldgica entre 13 individuos com

maior grau de exposicdo ao ">’Cs (Gl) e 9 com menor grau (GlI).

Média (DP) por Grupo Teste Estatistico
Expostos G1 Expostos G2

(n=13) (n=9) t gl p<
Leucocitos 7460 (1375,3) 7912,5 (2137,05) -0,519 11,43 0,614
Linfocitos(%) 36,2 (6,8) 37,8 (9,1) -0,431 16 0,672
Linfocitos(mm3) 2693,8 (701,3) 2864,5 (574,1) -0,555 16 0,587
Hemacias 4,6 (0,43) 4,9 (0,57) -1,161 16 0,263
Hematdcerito 42,7 (4,1) 43,4 (5,1) -0,307 16 0,763
Hemoglobina 14 (1,4) 14,1 (1,6) -0,167 16 0,869
VCM 92,5 (4,1) 88,6 (4,7) 1,869 16 0,08
HCM 30,3 (1,6) 28,9 (1,5) 1,869 16 0,08
CHCM 32,8 (0,71) 32,7 (0,9) 0,393 16 0,7
Plaquetas 208000 (61346) 226500 (39042,1) -0,739 16 0,47

+ DP = desvio padréo, gl=grau de liberdade
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6. DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a situacdo imunolégica de 22
individuos irradiados pelo "™’Cs com grau de exposicdo variando de 0,1 a 1,5Gy. A
avaliacdo foi realizada por meio da verificagdo da producdo de auto-anticorpos anti-
nucleares (FAN Hep-2) e Fator Reumatdide, valores de imunoglobulinas G, M, A e
contagem global de leucécitos, a partir da analise do hemograma.

Na avaliacdo dos auto-anticorpos anti-nucleares ndo foram encontradas
alteragdes significativas no grupo exposto a radiagéo ionizante de Goiania. O resultado
estd em acordo com os obtidos por Bloom e cols. (1988) e Fujiwara e cols. (1994) que
avaliaram tais marcadores nos sobreviventes da bomba atébmica. Em ambos os
estudos, a populacédo analisada foi maior do que a populacédo do presente estudo e a
dose de exposi¢ao variou de 0 até 5,6 Gy. A dose recebida pelos individuos do Japao
foi bem maior do que a dose recebida pelos individuos de Goidnia. Sendo assim,
podemos sugerir que a dosagem foi insuficiente para induzir a produgdo de auto-
anticorpos anti-nucleares (FAN Hep-2). Outros autores, tais como Shubik e cols.
(1996); Titova e Sharona (1998); Kiselena e cols. (2000), que investigaram alguns
individuos envolvidos no acidente de Chernobyl, ndo referiram a avaliagdo dos
anticorpos contra células Hep-2, mas observaram a presenga de outros auto-anticorpos
nao pesquisados neste estudo.

Quanto a avaliagdo do Fator Reumatdide ndo foram encontradas diferencas
significativas entre expostos e ndo expostos. Os estudos de Bloom e cols. (1983 e
1988), corroboram os achados da presente investigacao. Os participantes deste estudo
foram divididos em dois grupos, sendo um com maior e outro com menor dose
absorvida, que variou entre < 0,5 e < 1 Gy. Porém, a variavel imunoldgica pesquisada
nao foi afetada de forma significante pela exposi¢ao individual a radiagédo ionizante.
Contrariando os resultados encontrados, Fujiwara e cols. (1994) relataram aumento na
prevaléncia e nos titulos do Fator Reumatdide nos individuos expostos a altas doses de
radiagcdo e idade variando de 40 a maiores 70 anos. Naquele estudo as doses
individuais variaram de 0 até 5,6 Gy e o grupo avaliado foi composto por 2.061
individuos. Certamente a dose de exposicdo € o numero de pacientes incluidos no
estudo séo responsaveis pelas diferengas observadas.

No grupo dos ndo expostos também foi observada uma alteracdo desse

marcador. Levando-se em consideragao o relato de Pardini (2001) que afirma que ha



43

presenca desse auto-anticorpo na populagéo geral em uma propor¢ao de 5 a 15% de
individuos sem presenca de manifestacdes clinicas, esse dado nao nos permite inferir
que a positividade no individuo exposto seja uma consequéncia da exposicdo ao
radionuclideo. Isso uma vez que o fator reumatdide é expresso em diferentes
condigbes clinicas e mesmo em individuos normais sem qualquer manifestacéo.
Mesmo assim, acreditamos que esse individuo deve ser monitorado a fim de
avaliarmos se havera aumento no titulo desse marcador e se no futuro surgirdo
alteracdo clinicas compativeis com esse achado e que poderdo ou nao estar
relacionadas ao acidente.

Ao ser pesquisado os niveis séricos de imunoglobulinas G, M e A, observou-se
um aumento nos niveis de IgM no grupo com menor dose de radiacao. As fragdes G e
A nao se diferiram nos valores. Titov e cols. (1995) demonstraram que a exposigao a
baixas doses de radiagdo durante um prolongado tempo aumenta os niveis de IgM e
IgG. Bloom e cols. (1983 e 1988), relataram em seus estudos normalidade nos valores
das imunoglobulinas séricas. Akleev e Kosenko (1991) em estudos de individuos
envolvidos no acidente de Chernobyl mostraram redug&o nos niveis séricos de IgM,
mas os valores se restabeleceram 3 anos mais tarde. Ao contrario, Fujiwara e cols.
(1994) relataram niveis normais apenas nas IgG, referindo no mesmo estudo aumento
de IgA em mulheres e IgM em ambos os sexos. Ivanitskaia e cols. (1996)
demonstraram queda nos niveis de imunoglobulinas séricas das fracbes G e A, nos
individuos que excederam 25 sGy na dose de exposigao. King e cols. (1973) avaliando
os niveis de IgA, 1gG e IgM de 2.043 individuos nao observaram efeitos significantes da
radiacdo no estudo. Assim, os dados do presente estudo, em conformidade com
Fujiwara e cols. (1994), sugerem que os efeitos da exposi¢ao a radiagado nos anticorpos
avaliados seriam secundarios comparando com a variabilidade global da populagao

Na contagem global dos leucdcitos ndo foram observadas alteragdes celulares
exceto no valor de linfécitos por mm?®. Os individuos expostos apresentaram um valor
maior em relagdo aos nao expostos. O estudo de Kosianov e Morozov, (1991) relatou
a diminui¢ao de linfécitos por um ano, nos individuos que trabalharam em Chernobyl.
Kozyreva e cols. (1990) relataram desordens na atividade funcional dos linfécitos T de
sangue periférico. Ivanitskaia e cols. (1996) observaram supressdo da atividade
linfocitaria e queda dos numeros absolutos e relativos de linfocitos B. Padovani e cols.
(1995) realizaram um estudo dos linfocitos in vitro e sugeriram que uma resposta

adaptativa pode aumentar com a radiorresisténcia, apds um contato prévio com uma
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dose de 1.5Gy. Nos individuos do acidente de Goiania que estdo sendo estudados a
dose maior de exposicao foi de 1.5Gy.

Embora haja técnicas sofisticadas e desenvolvidas com o intuito de avaliar o
efeito das radiacdes e seu impacto na saude dos envolvidos, muito permanece para ser
aprendido em relacdo aos mecanismos e processos pelos quais sido induzidas
disfuncbes da resposta imune. Essas dificuldades sao decorrentes das diversas
variaveis envolvidas como sexo, idade, estresse, infecgdes crbnicas, dietas,
substancias quimicas e predisposi¢cdo genética associados a fatores ambientais, como
a exposicao aos radioisétopos.

Ohaba e cols. (2001) relataram que apesar da observacdo de uma maior
prevaléncia da enfermidade auto-imune como a Cirrose Biliar Primaria entre os
sobreviventes da bomba atdbmica de Nagasaki em relagao a populagao geral do Japéao,
mais estudos sdo necessarios para avaliar os reais efeitos da exposicdo a radiagao
como preditor de doencgas auto-imunes.

Além das evidéncias de alteragdes imunologicas decorrentes da exposicdo ao
¥’Cs e "'l no acidente de Chernobyl, o que induziu possivel aumento em doengas
alérgicas, infecgdes, entre outras condigdes, foi relatado que a exposicéo a radiagéo
também induziu alteracbes auto-imunes. larilin e cols. (1996) relataram que as
alteragdes imunoldgicas referentes a esse acidente sdo o resultado do surgimento de
condigdes sistémicas e fatores como, por exemplo, desregulacdo hormonal e indugéo
de auto-anticorpos que podem ser estimulados e apresentar diferentes especificidades.
Se a radiacao induzir auto-anticorpos contra as células epiteliais timicas, por exemplo,
isso pode resultar em uma destruicdo do tecido timico comprometendo a secrecéo de
horménios timicos e alteragdes nas células T. Ainda segundo larilin e cols. (1996),
esses mecanismos podem ocorrer, mas somente nos casos onde a dose de radiagao
for mais elevada (4 - 6 Gy ou superior) causando dano estrutural no micro ambiente
timico que resultara em quadros de imunodeficiéncia com desenvolvimento de doenca
clinica. No caso de exposi¢do individual a doses menores, as alteracbes nos
marcadores nao parecem provocar repercussao clinica observavel.

Um outro estudo feito com criangas de diferentes sexo e idade que residiam nas
proximidades da usina de Chernobyl, mostrou um decréscimo dos niveis de células B e
das imunoglobulinas IgM e IgG quarenta a cinquenta dias apés o desastre, e um

acréscimo dos niveis de imunoglobulina A (Titov et al, 1995).
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7. Conclusodes

1. Nao foi observada reatividade nas amostras da pesquisa de auto-anticorpos contra
componentes do nucleo, nucléolo, citoplasma e aparelho mitético, nos individuos
expostos ao Césio-37 em relacdo aos nao expostos. Desta forma nao foi demonstrada
nos individuos expostos a presenca de auto-anticorpos contra auto-antigenos das

células HEp-2.

2. Nao foi observada nenhuma alteracao significativa nos niveis do fator reumatoide.
Os resultados encontram-se nos limites de normalidade e foram semelhantes aos

observados nos ndo expostos.

3. Os niveis séricos de imunoglobulinas G, M e A foram comparados entre expostos e
nao expostos e entre expostos com maior dose e menor dose de exposi¢cao. Na
avaliacdo entre expostos e nado expostos, ndo se observou diferenca estatistica. Na
comparagao entre os grupos (Gl e Gll) foi observado aumento no nivel de IgM nos
individuos expostos a uma menor dose de radiagao ionizante embora os niumeros de
linfocitos (% e mm?®) tenham sido equivalentes entre os dois grupos. Esse achado n&o
sugere anormalidades no comportamento dos linfécitos quanto a produgdo de
anticorpos. Isso porque mesmo havendo diferenca significativa as propor¢des de IgM

em Gl e Gll encontram-se dentro dos valores de normalidade.

4. Nao foi observada diferenca na contagem global de leucdcitos, no valor do
hematdcrito, taxa de hemoglobina, indices hemantimétricos e contagem de plaquetas,
nos individuos expostos em relacdo aos nao expostos. Foi observado aumento na
contagem global de linfécitos por mm?® em individuos expostos em relagdo aos nao
expostos. Embora um aumento estatisticamente significante os valores encontraram-se

dentro da faixa de normalidade.
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