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RESUMO

Individuos radioexpostos saudaveis que receberam acidentalmente baixas
doses de radiagdo ionizante de Césio -137 no acidente ocorrido em Goiania em
1987 e familiares, foram testados neste trabalho para a presenca de células B em
sangue periférico apresentando a translocacao t(14;18) MBR. Da mesma maneira
foram testados voluntarios sem histérico de exposicdo a radiacdo ionizante,
componentes de um grupo controle. Foi utilizado um método de PCR quantitativo em
tempo real muito sensivel. A translocagdo cromossdémica t(14;18)(q31; g21) é
caracteristica de Linfomas Foliculares e € uma anormalidade freqliiente em outros
Linfomas ndo Hodgkin. Esta translocacéo acarreta em uma ativagao constitutiva do
oncogene BCL2 por uma regido do gene de imunoglobulina de cadeia pesada. A
ocorréncia da translocagado & considerada um evento marcante e inicial para o
desenvolvimento de Linfoma Folicular. Em individuos saudaveis a mesma
translocacdo pode ser encontrada em pequenas fragbes dentre os linfocitos de
sangue periférico. As células translocadas sao importantes referéncias para
exposicao ambiental a carcinbgenos e possivelmente podem ser correlacionadas ao
risco acumulativo de desenvolvimento de Linfoma n&do Hodgkin t(14;18) positivo.
Oito radio expostos, cinco familiares e quatro voluntarios ndo expostos foram
testados para a deteccao desta translocagdo cromossémica. Nao foram encontras
células t(14;18) MBR nos radioexpostos e familiares. Apenas um individuo nao
exposto pertencente ao grupo controle apresentou o rearranjo BCL2/Jy assim foi
possivel determinar com o estudo que os radioexpostos e familiares nao apresentam
frequéncia da célula B t(14;18) similares das encontradas em média no sangue
periférico de individuos com Linfoma Folicular antes do tratamento segundo outros
estudos, entretanto apenas testando maiores quantidades de DNA de cada individuo

sera possivel determinar abstencéao total de células portando o rearranjo BCL2/Jy

Palavras chave: Césio-137, translocagéo, Linfoma.
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ABSTRACT

Healthy radio-exposed individuals, who received low levels of Cesium-137
radiation, during the accident that happened in Goiania, in 1987 and their familiars
were tested for the detection of t(14;18) rearranged B cells in peripheral blood, using
a high sensitive real-time quantitative PCR method. Also were tested a control group
comprised of healthy non exposed age matched men. The chromosomal
translocation t(14;18)(q32;921) is characteristic of Follicular Lymphoma and it is a
frequent abnormality in other types of non-Hodgkin lymphoma. This translocation
leads to constitutive activation of the BCL2 oncogene by the enhancers of the
immunoglobulin heavy chain loco. T(14;18) translocation constitute the genetic
hallmark and early initiating event of Follicular Lymphoma. In healthy individuals, the
same translocation may also be found in a small fraction of peripheral blood
lymphocytes and positive cells might serve as an indicator for environmental
exposure to carcinogens and possibly correlate with the cumulative risk of developing
t(14;18)-positive non-Hodgkin lymphoma. Eight healthy radio-exposed, five relatives
including three children, and four not exposed healthy men were tested for the
detection of this translocation. Only one unexposed individual from the control group
was positive for the chromosomal translocation, healthy radio-exposed individuals
presented lower levels of cells bearing the BCL-2/Jy rearrangement when compared
to the levels of the patients with Follicular Lymphoma before treatment, however, test
more cells would be required to confirm the total absence of circulating cells bearing
the rearrangement BCL2/J.

Keywords: Cesium-137; translocation; Lymphoma
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico do acidente

O acidente radioldégico de Goidnia que ocorreu em 1987 resultou em um grave
episoddio de exposicdo humana, animal, vegetal e ambiental a radiacdo ionizante de um
elemento radioativo que ocorreu no Brasil Central. O acidente comegou quando dois
sucateiros adentraram as antigas instalacdes do Instituto Goiano de Radioterapia e
encontraram abandonado um aparelho de radioterapia que continha uma capsula de césio-137.
O aparelho foi levado das premissas com a ajuda de um carrinho de mao. Interessados em
vender as partes de metal e de chumbo do aparelho para algum ferro-velho, romperam o
cabecote com marteladas, provocando a liberagdo da cépsula que continha um sal radioativo
(da Cruz et al., 1994; da Cruz, et al., 1996).

No periodo durante e subseqiiente a desmontagem da maquina, pessoas e ambientes
foram expostos a 19,26g de cloreto de césio-137 (*’CsCl), que gerou um rastro de
contaminac¢do em uma dezena de focos espalhados pela regido metropolitana de Goiania.

O cloreto de césio é um sal que se apresenta como um po6 branco semelhante ao sal de
cozinha. Porém no escuro o sal radioativo brilha com um espectro de cor azul. Alguns dias
depois, o aparelho foi vendido a um proprietario de um ferro-velho que relatou ter se
admirado do brilho azulado emitido pelo conteudo da cépsula. Maravilhado, o comerciante
recebeu varias pessoas em sua casa, incluindo, amigos, vizinhos e parentes, para conhecer o
po brilhante, acreditando estar diante de algo sobrenatural (Ramalho, et al., 1988; da Cruz, et
al., 1997).

Algumas horas apos o contato com a substancia, as pessoas desenvolviam alguns
sintomas de contaminacdo e/ou exposi¢do aguda a radiacdo ionizante. Os sintomas mais
comuns incluiam voOmitos, nduseas, diarréia e tonturas. Em conseqiiéncia da exposi¢do
acidental, um grande niimero de pessoas procurou auxilio de hospitais e farmacias locais. Os
radioacidentados eram medicados como se fossem portadores de uma doenga contagiosa
devido ao sombreamento dos sintomas nestas condi¢des médicas. Posteriormente, descobriu-
se que os sintomas foram identificados como referentes a Sindrome Aguda de Radiagdo
(Tabela 1). Somente 2 semanas apds o rompimento do cabecote, no dia 29 de setembro de
1987 que os sintomas foram clinicamente qualificados como contaminagdo radioativa.

O acidente goiano foi o maior acidente radioativo do Brasil e o maior do mundo

ocorrido fora de usinas nucleares. Como conseqiiéncia, foram expostas e contaminadas



centenas de pessoas, sobretudo parentes e vizinhos, daqueles imediatamente envolvidos com a
manipulagdo do cabegote de radioterapia. Do total, foram identificadas 249 pessoas que
provavelmente receberam uma exposi¢do significativa a radia¢do ionizante de Césio-137,
resultando em quatro mortes. Dos expostos, cerca de 130 exibiram contaminag¢do externa e/ou
interna, 50 necessitaram de acompanhamento médico e 14 tiveram contaminagdo interna
comprovada e foram encaminhados a uma unidade especializada de tratamento localizada no
Rio de Janeiro (da Cruz et al., 1997; da Silva, 2000). Além da populacdo, membros do corpo
de Bombeiros e da Policia Militar foram acionados para a remog¢ao dos rejeitos radioativos,
lavagem de asfalto e isolamento dos locais atingidos. A exposi¢do acidental a RI de Césio-137
ocorrida em Goiania afetou seriamente a saude fisica e emocional de grande parte da

populagdo exposta (Flores, 2008).

Tabela 1. Formas e sintomas da Sindrome aguda de Radiagéo.

DOSE
FORMA ABSORVIDA SINTOMAS

Infraclinica Inferior a 1 Gy Auge{ma de sintomalogia na maioria dos
individuos

ReagBes gerais leves 1-2 Gy As:[ema, nau;eils, vomitos (3 a 6 horas
apos a exposicao)

Hematopoiética leve 2-4 Gy Funcao medular atlnglda: hnfopema,
leucopenia, trombopenia, anemia

Hematopoiética grave 4-6 Gy Fung¢do medular gravemente atingida

Gastrointestinal 6-7 Gy Dlarrela? vomitos, hemorragias (morte em
5 ou 6 dias)
Insuficiéncia respiratdria aguda, coma e

Pulmonar 8-9 Gy morte entre 14 e 36 horas

Cerebral Superior a 10 Gy lgf;;tssem poucas horas por colapso de

Fonte: Okuno, 1998.

1.2 Dosimetria por ocasido do acidente

A radiacdo corresponde a um tipo de energia emitida por uma fonte, que se propaga de
um ponto a outro na forma de particulas, com ou sem carga elétrica, ou na forma de ondas
eletromagnéticas. Quando a radiagdo, mediante interagdo com a matéria, possui energia

suficiente para reverter elétrons de dtomos e de moléculas e formar os pares idnicos (ions+ e



ions-) ela ¢ chamada de radiacdo ionizante. A energia radioativa ionizante pode ser emitida de
material particulado, como as particulas o, B, protons, néutrons e as particulas subatdmicas, e
por ondas eletromagnéticas, como os raios-X e y (Flakus, 1995).

A exposicdo individual a radiacdo ionizante pode provocar alteragdes no sistema
celular, com variados graus de comprometimento do sistema exposto. Estas alteracdes
induzidas e, conseqiientemente, os efeitos da radiacdo nos tecidos vitais podem variar dentro
de limites extremamente amplos, devido as diferentes condigdes fisicas, quimicas e
biologicas. Os efeitos da exposi¢do celular a radiag@o ionizante dependerdo do comprimento
da onda, da quantidade, duragdo e intensidade de exposi¢do a energia radioativa, da idade do
individuo e da sua sensibilidade do tecido exposto a energia radioativa (da Cruz ef al., 1997).

Os efeitos bioldgicos da exposicdo a radiagdo ionizante podem ser queimaduras e
danos a pele. Em outros casos, em um ambiente celular, a energia da radiagdo € transmitida a
moléculas intermedidrias da célula, na maioria das vezes, para moléculas de dgua, provocando
a radio hidroélise, gerando radicais livres que interagem ou atacam outras biomoléculas, como
o DNA, causando-lhes sérios danos e que podem acarretar doencas genéticas como o cancer
(Brenner et al., 2003). Dois efeitos principais da exposicdo a radiagdo s@o conhecidos, os
classificados como deterministicos — associados a morte celular, como as queimaduras por
radiag@o; e os estocdsticos — associados a alteragdes genéticas e cromossdmicas, capazes de
aumentar a taxa de mutag@o nas proximas geracdes, podendo gerar cancer e outras desordens
genéticas (Flakus, 1995; da Silva, 2000).

A RI ¢ um dos componentes ambientais que mais causam estresse celular em
organismos complexos. Pois, a exposicdo celular a RI induz nos acidos nucléicos,
principalmente no DNA, quebras de fita dupla, quebra de fita simples, danos as bases e
ligagdes cruzadas com as proteinas. Varios estudos tém demonstrado que a instabilidade no
genoma decorrente de mutagdes puntiformes, aberragdes cromossomicas, formacdo de
micronicleos e mutagdes em microssatélites, que em conseqiiéncia podem promover ou
retardar a morte celular, sio comumente relatadas em células de mamiferos expostos a
radiacdo ionizante. A alteracdo na fisiologia celular induzida pela exposi¢do a RI ¢
considerada como o principal fator de risco em humanos (Toyokuni, et al., 2009; Suzuki, et
al., 2009; Sutherland, et al., 2000; Barber et al., 2006).

O radioisotopo Césio-137 ¢é freqlientemente usado em aparelhos de radioterapia. O
Césio ¢ um metal pesado, que quando ingerido ou inalado provoca danos biologicos. O
isotopo radioativo emite comumente os raios y e, numa extensdo menor, particulas . Ambos

capazes de depositar na matéria alta energia radioativa na forma de RI. Os raios 3 sdo mais



radiotéxicos para o genoma que os raios y (Bandazhevsky, 2003). As particulas  possuem
uma pequena massa, ¢ sua trajetéria t€ém um alcance de até 1,5 cm no tecido humano,
podendo ser blindadas por folhas de aluminio de poucos milimetros de espessura. Os raios v,
que provém do nucleo atémico, sdo ondas com intenso poder de penetragdo, podendo atingir
7,2 cm de profundidade no tecido humano. Estes raios sdo blindados por materiais densos,
como o chumbo, o concreto, o aco ¢ o ferro (Okuno, 1988). O acidente de Goiania envolveu
uma fonte radioativa que continha Césio-137. A exposicdo externa ocorre devido ao
compartilhamento do ambiente radioativo pelos individuos. Ela geralmente cessa ao se
remover o individuo do local da exposi¢do. Por outro lado, a exposicdo interna ocorre
subseqiiente ao contato individual com o elemento radioativo. Para o césio-137, a ingestao ou
inalagdo do radioisétopo € a forma mais comum de contaminagdo (Xavier, et al., 2006).

O Césio-137 é um metal alcalino, produzido pela fissdo de uranio, altamente
eletropositivo, que ndo existe livre na natureza, devido a sua grande atividade quimica. Esse
radionuclideo tem ponto de fusdo a 26°C e ponto de ebuli¢do a 670°C. O césio decai por
emissdo de particulas . Isotopos com massas menores que a do isotopo estavel, Césio-133,
decaem por emissdo de particulas B positivas. Para massas nucleares maiores que a do isdtopo
estavel, como € o caso do césio-137, o decaimento se da através de particulas B negativas. A
meia-vida do césio-137 é de 30 anos. Do decaimento do césio se origina o bario (Ba) com a
mesma massa nuclear (Collins et al., 1988).

Para se entender os efeitos relacionados a exposi¢do a radiag@o ionizante é necessario
se conhecer as grandezas fisicas utilizadas para quantifica-la. Para medir a energia depositada
por um feixe de fotons 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 radiacdo absorvida). Pelo Sistema Internacional de Medidas utiliza-se
a unidade Gy (Gray), que equivale a 100 rad. Gray ¢ uma unidade adotada para qualquer tipo
de radiag@o ionizante (Biral, 2002).

A estimativa de dose absorvida ¢ um dos parametros mais importantes para o
progndstico e tratamento adequado de individuos expostos a RI em acidentes radiolégicos. No
entanto, devido a natureza do acidente, estimativas precisas representaram um grande desafio,
pois a exposi¢do individual foi muito diversificada, e em alguns casos, de carater fracionado.
A maioria dos pacientes recebeu uma dose de radiacdo de corpo inteiro e localizada. Alguns
apresentaram contaminacdo interna e externa pelo radionuclideo. Todas estas peculiaridades

na medida de radiacdo podem dificultar a estimativa de dose para a populagdo exposta. No



entanto, varias técnicas de dosimetria foram utilizadas para avaliar o nivel de exposi¢do e para
fornecer informagdes iniciais sobre os individuos potencialmente expostos (da Cruz et al.,
1997, da Silva, 2000).

As principais abordagens usadas para estimar a dose para a populagdo exposta em
Goiania foram: dosimetria interna, avaliada pela analise de excrementos bioldgicos e por um
contador de corpo inteiro com um nivel de detec¢do de 9.1 KBq, com 95% de confianga;
dosimetria externa, que avaliou as propriedades radioativas de radionuclideos, as taxas de
dose e reconstrugdo dos eventos que levam a exposi¢do. Para a populacio exposta em Goidnia
a dosimetria externa foi complicada pela mistura complexa de contaminagdo, irradiagdo
externa, ¢ os fatores de tempo preciso (da Cruz et al., 1997). E, finalmente, a dosimetria
biologica, que foi utilizada para se estimar a dose média de corpo inteiro recebida por um
individuo exposto a radiagdo ionizante, com base na freqiiéncia das aberragdes
cromossdmicas. A andlise de aberragdes cromossdmicas ¢ um método bioldgico bastante
sensivel para se estimar a exposi¢cdo aguda e recente as radiacdes ionizantes, sendo capaz de

estimar doses absorvidas na ordem de 0,1 Gy (da Silva, 2000).

1.3 Mutacio

Uma mutagio ¢ definida como qualquer alteragido herdavel e permanente na seqiiéncia
do DNA (Niwa, 2006). O acido desoxirribonucléico (DNA) pode incorporar mutagdes ao
longo da vida do ser humano, causadas por erros durante a replicagdo na divisdo celular. As
mutacdes podem ser espontaneas, sendo a freqiiéncia de ocorréncia dependente do organismo,
ou ainda, induzida, podendo ser ocasionadas pela exposi¢do a agentes mutagé€nicos. A
mutagenicidade de um agente quimico, fisico ou biologico pode ser avaliada de acordo com o
aumento da freqiiéncia de mutag¢des induzidas em relacdo a freqiiéncia basal de mutacgdes
(Westman, 2006).

Nos organismos multicelulares, as mutagdes podem ocorrer em qualquer célula e em
qualquer estagio do ciclo celular, portanto ser divididas em mutagdes somaticas e
germinativas. As somadticas sdo as que ndo serdo transmitidas a descendéncia. Ja as mutagdes
em células germinativas, serdo transmitidas a gerag¢ao filial (Watson et al., 2007).

As mutagdes envolvem mutagdes cromossomicas e mutagcdes génicas. As mutacdes
cromossdmicas resultam em alteracdes na morfofisiologia dos cromossomos. Podem afetar
desde uma determinada regido até um cromossomo inteiro e traduzem-se em alteracdes

estruturais (Tabela 2), englobando as translocagdes, delegdes e inversdes, ou numeéricas, como



¢ o caso das euploidias e aneuploidias (Watson et al., 2007). A aberragdo cromossomica ¢
umas das ferramentas mais importantes no biomonitoramento de populacdes acidentalmente e

ocupacionalmente exposta a radiacdo ionizante (da Silva, 2000).

Tabela 2. Tipos de muta¢des cromossomicas

Mutacdes . ~
LAY Tipos Fungdo
Cromossomicas
Delecdo Perda de uma regido do cromossomo.
N Uma regidao do cromossomo ¢ duplicada,
Duplicacdo .
acarretando uma dupla leitura de genes.
Estruturais N Transferéncia de segmentos entre
Translocagao ~ ,
cromossomos ndo homologos.
Remocao de um segmento de DNA e
Inversao insercdo numa posi¢ao invertida num outro
local do cromossomo.
. Euploidias Envolve a alteragdo completa do genoma.
Numéricas L . L
Aneuploidias Perda ou adi¢do de cromossomos inteiros

Fonte: Griffiths 2001.

Mutagdes génicas sdo alteragdes nas seqiiéncias de nucleotideos do DNA. Podem se
originar por erros incorporados durante o processo de replicagdio do DNA ou por falha no
sistema reparo do DNA, resultando em alteragdes em genes individuais (Watson et al., 2007).

As mutagdes ocorrem em todos os seres vivos, sendo de fundamental importancia para
a evolucdo e diversidade das espécies. Apds varias divisdes, € possivel que uma célula
acumule mutagdes em um numero elevado, acarretando a perda de controle da divisdo celular.
Portanto, eventos mutacionais podem estar associados ao aparecimento de cancer nas células,
o que pode resultar no surgimento de neoplasias nas populacdes (Griffiths 2001).

Os seres humanos tém um complexo sistema de reparo do DNA. As razdes que levam
os genes reguladores do ciclo celular a perderem sua fun¢do sdo complexas e multifatoriais
(Gu et al., 2009). As predisposi¢cdes genéticas e a exposicdo a agentes fisicos, quimicos e
biologicos estdo entre as principais razdes que resultam no descontrole do ciclo celular,
subjacente ao desenvolvimento neoplésico. As radiagdes ionizantes sdo exemplos de agentes
fisicos e mutagénicos que podem levar ao comprometimento dos mecanismos de reparo
celular e ao desenvolvimento de diversos tipos de cancer, incluindo os tumores de tiredide,

pulmao, mama, leucemia, dentre outros (Baverstock ez al., 2006).



O cancer ¢ uma doenca multifatorial que resulta do complexo de interagdes entre os
fatores genéticos e ambientais. Varios estudos epidemiologicos em populagdes expostas a
radiacdo confirmam a estimativa de risco elevado de cancer nessas populagdes (Rothkamm et
al., 2003; Ivanov et al., 2004). Portanto, avaliar os efeitos biologicos da radiagdo ionizante,
em células somdticas e germinativas, com conseqiiente determinagdo da taxa de mutagdes
radioinduzidas, ¢ extremamente importante para a estimativa de riscos genéticos,
principalmente em populagdes expostas a radiagdo. Desde o acidente em 1987 até os dias de
hoje t€m sido realizados varios estudos sobre a saude genética dos radioacidentados goianos.
Um dos primeiros testes de biomonitoramento das populagdes expostas a RI do Césio-137 foi
o teste de micronucleo, que relatou um aumento na freqiiéncia de microntcleos das pessoas
envolvidas direta ou indiretamente no acidente (da Cruz ef al., 1994). Outros estudos que se
destacaram foram o de andlise dos niveis de mutag¢do in vivo utilizando o pardmetro da
expansdo clonal do gene HPRT para avaliar a eficicia e a eficiéncia do sistema de reparo do
DNA dos individuos expostos a radia¢do (da Cruz et al., 1997), andlise de aberragdes
cromossdmicas e analise de muta¢des germinativas usando marcadores STR de individuos
acidentalmente e ocupacionalmente expostos a RI (da Cruz et al., 1994; da Cruz et al., 1996;

da Cruz et al., 1997, da Silva, 2000).

1.4 A translocacio t(14;18)

A translocagdo t(14;18) ¢é extensivamente investigada em nivel molecular.
Aproximadamente 70% das translocacdes ocorrem em um segmento de 150pb na regido 3’
nao traduzida ao final do éxon 3 do gene BCL-2, denominada regido de maior ocorréncia de
quebra ou major breakpoint region (MBR) (Figura 1) (Cleary and Sklar, 1985; Tsujimoto e?
al., 1985; Cleary et al., 1986).
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Figura 1. Estrutura do gene BCL-2.
Fonte: Montovani et al., 2010.

Translocagdes cromossomicas que desregulem a expressdo de oncogenes ou que
alterem sua constituicdo sdo muta¢des marcantes em neoplasias hematopoiéticas malignas.
Um importante exemplo ¢ a t(14;18)(q32;q21), uma translocacdo entre os cromossomos 14 e
18 que produz uma ativagio constitutiva do oncogene BCL-2 (Figura 2). O ponto de quebra
do cromossomo derivativo der(14) ocorre em um segmento J, enquanto que der(18) envolve
um segmento D, esta descoberta argumenta que a translocagdo ocorre quando recombinases
de Ig geram clivagens em segmentos D e J. Em células progenitoras de linfoma folicular os
segmentos ilegitimamente se recombinam com uma quebra de fita dupla do DNA na regido
MBR do gene BCL-2 no éxon 3 na regido 18q21.

Um elemento da cadeia pesada de imunoglobulinas presente no cromossomo 14 torna-
se promotor do oncogene levando a sua super expressdo. Esta translocacdo cromossomica ¢
tipicamente encontrada em células tumorais de linfomas foliculares e também é encontrada
em outros linfomas ndo Hodgkin (LNHs). Os linfomas ndo Hodgkin sdo repetidamente, mas
ndo consistentemente associados a exposi¢do individual aos pesticidas (Blair et al., 1992;
Dreiher & Kordysh, 2006). Todavia a t(14;18) ¢ frequentemente encontrada em sangue
periférico de individuos saudaveis (Lipens et al., 1995; Dolken et al., 1996; Roulland et al.,
2003).

A RI pode induzir translocacdes cromossomicas em células humanas in vitro, sdo
exemplos a t(9;22) e a t(8;21) (Deininger et al.,1998). Considerando esta observacao estudos
foram iniciados para investigar se a exposicao a baixas doses de radiacdo poderia influenciar a
freqliéncia e o numero total de células t(14;18) circulantes em individuos saudaveis (Dolken

et al., 2002).
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Figura 2. Mecanismo da recombina¢do da regido de quebra da t(14;18).
Fonte: Korsmeyer, 1992.

A translocagd@o t(14;18) tem sido detectada citogeneticamente em cerca de 90% dos
linfomas foliculares e 20%-30% linfomas difusos de grandes células. Esta translocagdo ¢ a
aberragdo genética mais comum em neoplasias malignas linfoides, todavia ¢é de
reconhecimento geral que apenas a alteragdo na expressdo do BCL-2 néo ¢ suficiente para o
desenvolvimento de linfomas de células B. Experimentos de transfec¢cdo génica e estudos em
camundongos portadores da translocacdo t(14;18) demonstraram que eventos genéticos
adicionais sdo necessarios para o desenvolvimento de linfomas malignos de células B (Vaux
et al., 1988, McDonnell et al., 1989). Estudos in vitro e in vivo relatam que a exposi¢do a
radiacdes ionizantes induz as células somaticas a sofrerem mutagdes (Brenera et al., 2003;
Sutherland et al., 2000) e estas tém sido consideradas como o principal fator de risco genético
em humanos (Barber et al., 2006; Belloni ef al., 2009). O uso de técnicas de reacdo em cadeia
de polimerase (PCR), muito sensiveis, permite detectar células circulantes apresentando a
translocagdo t(14;18) em 60% de individuos saudaveis sendo elas indistinguiveis das células
observadas em linfomas foliculares (Lipens et al., 1991; Shuler ef al., 2003).

O gene BCL-2 foi inicialmente descoberto devido ao seu envolvimento na

translocacdo BCL-2/Jy entre os cromossomos 14 e 18, predominantemente encontrada em
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linfomas n3ao Hodgkin de células B. Sua proteina ¢ um supressor da morte celular
programada, forma homodimeros quando associada a semelhantes ou heterodimeros quando
associada a proteinas homologas BAX e BAK, promotoras da morte celular (Oltvai et al.,
1993; Chittenden et al., 1995). A morte celular programada atua como um importante fator
em uma grande variedade de processos fisiologicos como, por exemplo, durante o
desenvolvimento removendo células redundantes, climinando linfécitos autorreativos e
erradicando células senis e diferenciadas de tecidos regenerdaveis em adultos. Suas
implicagdes abrangem uma grande diversidade de doencas humanas tais como cancer,
doencgas neurodegenerativas e auto-imunes (Green et al., 1992). Existem duas vias principais
que levam a apoptose, uma extrinseca ¢ outra intrinseca. A via extrinseca esta conectada a
ativacdo de receptores de morte presentes na superficie celular. A via intrinseca ocorre devido
a interacdo entre proteinas pro e anti apoptoticas pertencentes a familia Bcl-2. Cinco
principais proteinas foram reconhecidas como anti apoptoticas, BCL-2, Bcl-x;, Bel-w, Mcl-1
e Al, elas restringem as proteinas pré apoptdticas BAX e BAK, propulsoras da destrui¢do das
mitocondrias o que leva a libera¢do do citocromo ¢ e outros fatores apoptogénicos, fato que
precede o destino final de cada célula. Existe ainda o terceiro grupo denominado BH3
exclusivo, composto por proteinas que se comunicam com BAK e BAX por um mecanismo
de sinalizagdo ainda ndo reconhecido, configurando um assunto de continuo debate (Figura 3)

(Willis et al., 2007; Youle, 2007).
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A translocacdo BCL-2/IgH acontece em um restrito periodo no desenvolvimento das
células B, estando sujeito a ocorréncia de dois mecanismos distintos para que acontega. Uma
quebra cromossdmica durante o rearranjo V(D)J, da cadeia pesada de imunoglobulinas é o
primeiro acontecimento necessario, o outro evento com o mecanismo nao definido, ¢ a quebra
no cromossomo 18. Este evento também deve acontecer para que um dos segmentos génicos
dentre os 6 diferentes éxons do segmento J, ou algum do D, se encontre com a 5> UTR do
¢xon 3 no gene BCL-2 (Jager et al., 2000).

Em individuos expostos a agentes mutagénicos como pesticidas foi demonstrado um
dramaético acréscimo de células apresentando a translocagdo t(14;18) proveniente de uma
expansdo clonal destas células ativadas (Agopian et al., 2009). Desta forma, a populagdo
exposta a radiacdo gama do césio-137, durante o acidente radioativo de Goiania, oferece uma
oportunidade unica para se compreender os efeitos biologicos da radiacdo em células do
sangue periférico além de contribuir para 0 monitoramento a longo prazo da saude genética

dos radioexpostos e seus familiares.
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2 JUSTIFICATIVA

Um dos principais temas de estudo envolvendo radiagdo ionizante ¢ o da
carcinogénese humana. Os efeitos bioldgicos da exposicdo aguda a radiacdo podem ser
queimaduras e danos a pele. Ja os efeitos da exposi¢do cronica, podem acarretar danos ao
DNA, resultando em doengas genéticas como o cancer (Brenner et al., 2003).

Translocagdes cromossdmicas sdo eventos moleculares criticos no desenvolvimento de
neoplasias malignas hematopoiéticas. Um melhor entendimento da biologia especial da
t(14;18) em individuos saudaveis deverda aumentar o conhecimento a respeito do seu
envolvimento potencial como precursor tumoral, que pode , em algumas situagdes, se tornar
fundadores clonogénicos dos LNH (Rabkin et al., 2008). Assim conhecer o niimero de células
t(14;18) circulantes poderd servir como um indicador de exposi¢do ambiental a carcindgenos
gerando a possibilidade de correlaciona-las com o risco acumulativo de desenvolvimento de
LNH positivo para a t(14;18) (Fuscoe et al., 1996).

A reagdo em cadeia da polimerase, em tempo real permite estimar a quantidade destas
células translocadas no sangue periférico de radio expostos, sendo o aumento deste tipo
celular, em relagdo ao controle, considerado como de risco associado ao desenvolvimento de
linfomas foliculares e outras neoplasias hematopoiéticas.

Estudos relacionando o risco de desenvolvimento de neoplasias e a exposi¢cdo
acidental e ocupacional a agentes fisicos e quimicos, no municipio de Goiania, e no restante
do pais ainda sdo escassos. Portanto, pesquisas que verificam mutacdes presentes nos
linfécitos B desses individuos, que possam estar associadas ao desenvolvimento de cancer,
tornam este trabalho bastante relevante. Durante os Ultimos vinte anos apos a exposi¢do a Rl,
varios projetos de pesquisas de acompanhamento da satde genética a longo prazo dos radio
acidentados tem sido realizados. Portanto, vale ressaltar a importancia do monitoramento
genético a longo prazo da populagdo exposta acidentalmente ao Césio-137. Dessa forma,
nossos resultados poderdo ampliar e indicar marcadores genéticos que também possam ser

analisados, o que justifica plenamente a realizag¢do do presente estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estimar a presenca de linfocitos B, portando a translocagdo t(14;18), em sangue
periférico, de individuos expostos acidentalmente a baixas doses de radiagdo ionizante de

Cési0-137 durante o acidente de 1987 em Goiania.

3.2 Objetivos especificos

Determinar a freqiiéncia das células B t(14;18) MBR em sangue periférico dos radio
expostos.
Comparar as freqiiéncias das células translocadas em sangue periférico dos radio

expostos com um grupo controle.



14

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populagio estudada e coleta das amostras

Este estudo envolveu um nimero total de 8 individuos (média de idade =39,7 + 16,6),
expostos a radiagdo do Césio-137, no acidente 1987 em Goidnia, municipio localizado no
Brasil Central. As amostras de sangue foram coletadas nos anos de 2008 a 2009. Também
foram analisados 5 individuos relacionados aos expostos, incluindo esposa, filho e marido
(média de idade =25,6 £ 18,5). O grupo controle foi composto por 4 voluntarios, sem
histérico de exposi¢do e pertencentes a mesma regido dos radioexpostos estudados. A média
de idade do grupo controle foi igual ou aproximada da média do grupo exposto (média de
idade = 37,8 + 10,6). Somando-se o grupo exposto e seus relacionados com o grupo controle
foram estudados um total de 17 individuos, quanto a presenca de células t(14;18), em sangue
periférico. Um questionario (Anexo 1) foi respondido por todos os individuos, possibilitando
acessar os dados demograficos (idade, gé€nero etc.), assim como também obter informagdes
sobre questdes médicas e estilo de vida (consumo de alcool, tabagismo) e a ocupagdo na
ocasido da coleta. Todos os radioexpostos analisados neste estudo foram considerados na
época do acidente como tendo recebido doses inferiores a 0,2 Gy. Dentre os individuos que
foram classificados como recebendo pequenas doses de radiacdo (<0.2Gy) na época do
acidente, apenas uma pequena parcela concordou em participar desta e de outras pesquisas
que visaram acessar e estudar a saide genética dos radioacidentados. Informagdes resumidas a
respeito dos habitos e idade, que sdo considerados como relacionados ao aumento da
freqliéncia de células t(14;18), dos individuos expostos e relacionados sdo apresentadas na

Tabela 3.
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Tabela 3. Habitos e idade dos radioexpostos e relacionados.

Idade no acidente Expostos | Familiares
<15 4 4
216 4 1
Género
Masculino 4 3
Feminino 4 2
Tabagismo
Sim 2
Ex- fumante 1
Nunca 5 5
Idade
0a220 3
21a35 4 1
>36 4 1

Todas as coletas ocorreram em periodos préximos para todos os grupos. As amostras
biologicas foram coletadas por punc¢do venosa de sangue periférico (10 mL) para andlise
posterior. Para cada amostra biologica, foram separadas aliquotas de plasma, anel leucocitario
e hemadcias, sendo armazenadas a -20°C. O anel leucocitario foi usado subsequentemente para
extragdo e purificacdo do DNA gendmico. O material restante foi armazenado para estudos
futuros (nos termos da Resolucdo CNS 340/2004 e 347/2005). No momento da coleta os
participantes voluntariamente responderam a um questionario (Anexo 1) e assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) em julho de 2004, conforme parecer contido no oficio n. 982 CONEP/CNS/MS. O
namero de registro do processo na CONEP foi 10301 e o numero do processo foi

205000.073183/2004-45 (Anexo 3).

4.2 Extraciao, purificacio e quantificacio das amostras de DNA

O DNA genomico foi purificado a partir de 100 pL de sangue total utilizando-se um
kit comercial de extracdo de DNA (Easy®™ DNA Purification Kit, Invitrogen, EUA), de acordo
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com instrugdes do fabricante. A concentragdo de DNA (ng/pL) existente em cada amostra foi

quantificada por espectrofotometria (GeneQuant'™ Amersham Biosciences, EUA).

4.3 Analises moleculares

A reacdo em cadeia da polimerase foi efetuada no Sistema de Detecc¢do de Seqiiéncias
ABI PRISM 7500 (PE Applied Biosystems, Foster City, CA). Foram utilizados primers e
sondas (Sigma Aldrich™), nos quais continham em seu final 3’ o quencher BHQ (Black Hole
Quencher™), e na extremidade 5’ a fluorescéncia reporter FAM (6-carboxy-fluorescein). Os
PCRs foram efetuados para o rearranjo BCL-2/Jy, juntamente ao gene de referéncia endogeno
KRAS que permitiu quantificar cada amostra na reacdo. A Tabela 3 apresenta as seqiiéncias
de cada primer e a sonda para o gene referencia e para o rearranjo. A reacdo apresentou um
volume final de 20uL nos quais foram incorporados o TagMan® Universal Master Mix (PE
Applied Biosystems), 300nmol/L de primers e 150nmol/L de sonda. Foram utilizados 100ng
de DNA dos individuos nas reagdes de quantificagdo com o gene enddgeno e 400ng para o

ensaio que visou encontrar o rearranjo.

Tabela 4. Lista dos primers utilizados para a amplifica¢do da translocacdo t(14;18) em

linfocitos B.

Primer Sequéncia (5°-3”)
BCL-2 direto 5’-TGGTGGTTTGACCTTTAGAGA-3’
Ju reverso 5’-ACCTGAGGAGACGGTGAC-3’
BCL-2 sonda 5’-CTCTGGGTGGGTCTGTGTTGAAACA-3’
K-ras direto 5’-CTTGTGGTAGTTGGAGCT-3’
K-ras reverso 5’-ATCAAAGAATGGTCCTGC-3’
K-ras sonda 5’--AAGAGTGCCTTGACGATACAG-3’

O procedimento de PCR foi efetuado em 50 ciclos incluindo desnaturagdo a 95 °C
durante 15 segundos acompanhados de 60 segundos a 61 °C para anelamento e extensdo. As
curvas padrao foram construidas com o DNA gendmico da célula de linhagem imortalizada
KARPAS 422 (gentilmente fornecida pelo Dr. Martin Dreyling, CCG-Leukemia, Munich),
célula portadora da translocag¢do t(14;18)MBR. O DNA da KARPAS 422 foi diluido em

fracdes decimais gerando padrdes de 0,1 até 10° ng de DNA. Estas dilui¢des permitiram gerar
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curvas padrido para o rearranjo BCL-2/Jy e para o gene endogeno KRAS. A quantidade de
ambos os produtos amplificados nas amostras derivam entdo de onde estes se encontram em
relagdo a curva padriao. O procedimento padrdo para o ensaio consistiu em duas replicatas
para a amostra dos individuos, contendo cada uma 0,4ug de DNA quando testados para a
deteccdo do rearranjo BCL-2/Jy, a reagdo com o gene enddgeno também foi efetuada em duas
replicatas, sendo que todas as amostras testadas tiveram o DNA gendmico quantificado de
maneira idéntica e no mesmo procedimento de reagdo. Para cada ponto da curva padrio trés
replicatas foram utilizadas. O Anexo 4 representa em detalhes os procedimentos de
determinagdo da curva padrdo e dos ensaios de quantificacdo e teste para deteccdo da

translocacdo t(14;18) nos quais as amostras foram submetidas
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5 RESULTADOS

5.1 Quantificacdo das amostras e validacdo do método

A célula KARPAS 422 positiva para a translocagdo t(14;18) foi utilizada para gerar as
curvas padrdo para o PCR em tempo real do rearranjo BCL-2/Ji e do gene endogeno KRAS.
O tamanho dos fragmentos foi confirmado em eletroforese em gel de agarose a 2%, submetida
a 100mA e 115mV durante 25 minutos. A amplificagdo do gene endogeno (Figura 4, amostras
1,2,3,4,5, 6,7, 8), cujo fragmento de 145pb ¢ exatamente o esperado quando observada a
posi¢do dos primers devido as suas seqiiéncias em relagdo a seqiiéncia fornecida pela NCBI
(National Center for Biotechnology Information) para o gene em humanos. Para determinacio
da translocacgdo t(14;18) da célula de linhagem KARPAS 422, cujo tamanho aproximou-se de
200pb (Figura 4, amostras 9, 10, 11, 12,), o mesmo procedimento foi efetuado, e a referéncia

utilizada (M) foi o Ladder de 1Kb Plus™ (Invitrogen, EUA).
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Figura 4. Amplicons de KRAS e t(14;18) MBR em gel de agarose 2%.

Na Figura 5, o valor da inclinagdo da curva padrdo representa o nimero de ciclos
correspondente a um registro de diferen¢a em relagdo ao niimero inicial de cdpias. Cada
amostra teve sua quantidade de DNA vidvel determinada utilizando-se o gene endogeno
KRAS. E este método permite observar a integridade do DNA, o qual estd sujeito a
degradacdo por diversos fatores, como tempo e oscilagcdes da temperatura. As diferengas entre

a quantificagdo com o gene referéncia e a quantificacio espectrofotométrica representa que o
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DNA até o momento do ensaio esteve sob acdo dos fatores que o degradam. Cada reacdo de
quantificagdo utilizou 100ng do DNA dos individuos do estudo, considerando a quantificagdo
espectrofotométrica especifica para DNA na qual ¢ calculada a média entre trés
quantificagdes. Observou-se que algumas amostras apresentaram-se parcialmente degradadas,
resultado esperado considerando-se que as amostras estiveram armazenadas por até 2 anos até
a data dos ensaios e neste periodo foram descongeladas em diversas ocasides. A Figura 5
apresenta o ensaio com o gene enddgeno no qual todas as amostras referidas neste trabalho

foram quantificadas.
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Figura 5. Curva padrao de quantificagdo das amostras.
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Tabela 5. Relacdo das quantidades de células testadas de cada individuo.

Individuos Quimtiﬁca— N,O' de tg:fggcgge/\ Tc(é;illfse
630 (Pg) | Celulas | testado (Pg) | testadas
Expostos
BSF2001 12839,28 | 2139 102714,2 17119
GGD1101 37395,04 | 6232 299160,3 49860
CRS11;0604 34433,02 | 5738 275464,2 45910
RBG1102 85643,96 | 14273 685151,7 114191
SNF1201 102372,2 | 17062 818977,6 136496
MCF231302 15312,99 | 2552 122503,9 20417
OAO11M 71632,15 | 11938 573057,2 95509
ERS0903 26938,81 | 4489 215510,5 35918
Familiares
JFCN1404 69974,24 | 11662 559793,9 93298
ASB1203 85205,36 | 14200 6816429 113607
JSB0704 52538,43 | 8756 420307,4 70051
YNB1202 59550,18 | 9925 4764014 79400
TGE1802 32500,26 | 5416 260002,1 43333
Controles
9C 102974,5 | 17162 823796 137299
17C 90632,3 | 12947 725058,4 10357
14C 34114,31 | 4873 272914,5 38987
4C 48143,66 | 6877 385149,3 55021

A Tabela 5 apresenta as médias das quantificacdes das replicatas das amostras de cada
individuo para o ensaio que utilizou como referéncia o gene enddgeno nas dilui¢des seriadas
do DNA da célula KARPAS422 obtida pelo método de quantificacdo fornecida pelo
programa do aparelho de PCR em tempo real (ABI PRISM 7500). Esse programa reconhece
os pontos das dilui¢des seriadas e compara os ciclos limiares de emissdo de fluorescéncia ou
CT. Para validacdo do experimento é necessario que as eficiéncias da reagdo sejam
reconhecidamente validas, ou seja, estejam dentro do intervalo de 90% a 110% de eficiéncia.
A partir da quantificagdo com o gene enddgeno inferiu-se uma quantidade 4x superior para
cada ensaio que pretendia determinar a freqiiéncia do rearranjo BCL-2/Jy nos individuos. A
reacdo para detectar a t(14;18) foi efetuada em replicata e conteve 400ng de DNA de cada

individuo por repeticdo, em relagdo a quantificacdo espectrofotométrica. Na tabela 5 ¢
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fornecida a quantidade real de DNA testada para detec¢do da t(14;18) nos individuos,
utilizando como referéncia o ensaio de qPCR para quantificacdo com o gene endoégeno. Foi
quantificada apenas uma quantidade esperada, de acordo com a espectrofotometria, de 100ng
visando preservar as pequenas quantidades de DNA disponiveis na ocasido do experimento.
Adicionalmente foi considerada a quantidade de células testadas na reacdo, visando
determinar a freqiiéncia de translocacdes t(14;18) em sangue periférico dos radioexpostos,

familiares e grupo controle.

5.2 Freqiiéncias do rearranjo BCL-2/Jy

Dentre as 17 amostras testadas para a deteccdo da translocacdo t(14;18), em células de
sangue periférico, apenas uma amostra pertencente a um individuo, dentre os utilizado como
controle, apresentou a translocacdo BCL-2/J; MBR (Figura 6). Neste individuo a translocagao
foi detectada em duplicata. A quantifica¢do estipulada, fornecida pela referéncia da curva
padrao teve como média entre as duas replicatas o valor de 0,067ng, o equivalente a 1 em
4637 células para este individuo. Observando-se que existem 2 copias da translocagdo em
cada célula de linhagem KARPAS422, foi verificado que as curvas de amplificacdo se
comportaram diferentemente para os genes de referéncia KRAS e BCL-2/Jy MBR,

possivelmente devido a diferenca entre o tamanho dos amplicons.
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Figura 6. Curva padrao do ensaio para detectar a t(14;18) MBR.
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6 DISCUSSAO

Numerosos estudos tém avaliado os efeitos adversos da saude humana em populagdes
que foram diretamente expostas a RI (Dubrova et al., 2005). Recentemente, os resultados de
estudos in vitro demonstraram que as taxas de mutacdo induzida em células germinativas
permaneceram elevadas durante um consideravel periodo de tempo apods a exposi¢do inicial,
uma caracteristica comum associada com a instabilidade genémica, refletindo um aumento no
risco de cancer (Barber e Dubrova, 2006).

O rearranjo BCL-2/Jy pode ser detectado em sangue periférico de individuos
saudaveis assim como em Linfomas Foliculares ndo Hodgkin, por sensiveis reagdes de PCR,
constituindo um marcador informativo e com diversas implicagdes. A correlagdo entre
pequenas doses de RI e a freqiiéncia de rearranjos BCL-2/Jy em células B de sangue
periférico ndo é determinada (Dolken ef al., 2002).

As quantidades de células testadas para cada um dos 17 individuos deste estudo ndo
foi a mesma, o ensaio teste para a translocagao t(14;18) com o menor nimero de células, com
referencia na reagdo de quantificagdo com o gene enddgeno, continha 8559 células (Tabela 5,
individuo exposto BSF2001), o que indica que caso esses pacientes fossem portadores da
translocagcdo t(14;18), a quantidade de células translocadas seria inferior a da freqiiéncia
média encontrada em portadores de Linfoma Folicular ndo Hodgkin (LFNH), t(14;18)
positivo, ndo tratados, a qual é numericamente trés ordens de magnitude acima da encontrada
em individuos saudéaveis (1 em 100 para 1 em 200000), de acordo com Schuler et al., 2003 ou
263 translocacdes t(14;18) em 7,5x10* células de sangue periférico, o equivalente a 10 células
t(14;18) MBR em 2851 células, de acordo com Mandigers ef al., 2001. A média total, entre os
17 individuos, de células testadas foi de 7,6)(104 . Em dois individuos foi avaliado um niimero
consideravel de células (6,8x10* células por reacdo). Desta maneira, esta analise representa
uma importante observagao para o monitoramento da saide genética de cada radioacidentado.

A porcentagem de individuos saudéaveis detectados com a transloca¢do em nosso
estudo esta abaixo da observada em outros estudos (Dolken et al., 1996; Fuscoe et al. 1996;
Johnson et al.,1999; Ji et al., 1995; Mahfouz et al., 2006) provavelmente devido a pouca
quantidade de DNA testada de cada individuo.

Ainda nao ¢ bem elucidada a relagdo de risco elevado de desenvolvimento de LF de
células B t(14;18) e o nimero elevado destas, ou de multiplos clones positivos t(14;18) em
sangue periférico. No momento, ainda permanece dificil relacionar as células B positivas para

a translocagdo t(14;18) em individuos saudaveis e o risco de desenvolvimento de células LF,
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assim como a natureza do subconjunto de células B que possuem tal translocagdo (Dolken et
al., 2008). Adicionalmente, nada ¢ conhecido sobre o destino e evolugdo destas células
t(14;18) além da persisténcia clonal a longo prazo e a dependéncia da relagdo com a idade.

Todavia, clones positivos de t(14;18) que sdo especialmente aumentados em
agricultores expostos a pesticidas, apresentam-se bem categorizados como precursores de LF,
constantes em varios estagios de progressdo tumoral. (Agopian et al., 2009).Desta forma, ha
uma relagdo entre a exposi¢do a pesticidas e o aumento no risco de desenvolvimento de LNH
t(14;18) (Chiu et al., 2006; Agopian et al., 2009)

Estudos anteriores demonstraram um aumento da incidéncia do rearranjo BCL-2/Jy
relacionada a idade o que sugere uma relagdo entre a incidéncia de LF e a ocorréncia do
rearranjo BCL-2/Jy; (Dolken et al., 2008).

Na populagdo do Reino Unido foi observada a correlagdo entre a freqiiéncia da
translocacdo e registros de luz solar (Benthan et al., 1999; Cartwight ef al., 1994; Adami et
al., 1999). Alguns pesquisadores postularam que a prevaléncia e/ou a freqiiéncia de células
positivas para a translocacdo t(14;18) esta relacionada a exposicdo ambiental a carcindgenos
(Ji et al., 1995), pesticidas (Roulland ef al., 2004; Agopian et al., 2009) e tabagismo (Bell ef
al.,1995). Adicionalmente, o aumento no risco de desenvolver LNH em portadores de
t(14;18) foi encontrado em agricultores que utilizavam herbicidas, pesticidas e fumigantes
(Chiu et al., 2006; Schroeder et al., 2001).

Em diferentes populagdes humanas, a média de células t(14;18) em sangue periférico
possui relagdo com a incidéncia e desenvolvimento de LF t(14;18) (Mahfouz et al., 2006;
Yasukawua et al., 2001). Em japoneses, a freqiiéncia da translocacao ¢ elevada por volta dos
20 anos (Yasukawua et al., 2001), diferentemente do observado em populagdes caucasianas
nas quais este acréscimo estd relacionado ao aumento de idade (Liu et al., 1994; Ji et al.
1995).

Este estudo faz parte do monitoramento genético dos individuos expostos a RI do
B7CsClem Goiania, assim como também ¢ efetuado em sua descendéncia. Entretanto, poucos
radioexpostos aceitam participar de estudos voltados a saude genética, em pesquisas como
esta, ¢ em outras, do nosso grupo, que avaliam, inclusive, mutacdes em regides STR da
geracdo parental (exposta) e da prole (da Cruz ef al. 2008). Ensaios de deteccdo de
micronuicleos e de determinagdo da freqiiéncia de mutagdes no gene /prt também foram
efetuados, nos individuos expostos ao Césio, meses e poucos anos apos o acidente (da Cruz et
al. 1997; 1994). Embora baixas doses de radia¢do ndo apresentem relacdo significante com o

aumento das freqiiéncias de células t(14;18) (Dolken et al., 2002), nem sejam considerados
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responsdveis por uma nova alteracdo genética, necessaria ao desenvolvimento neoplésico.
Outros fatores ambientais como, idade avangada, tabagismo e exposi¢do a pesticidas, foram
capazes de elevar a freqiiéncia das células portadoras da translocagdo. Por outro lado, a
exposi¢ao de sistemas biologicos a doses discretas de RI aparentemente estimula o sistema de
reparo, que se comporta de maneira mais eficiente (da Cruz et. al., 1997) o que também pode
estar relacionado a auséncia das células t(14;18). De acordo com os prontuarios dos pacientes
analisados, ndo ha registro de tumores ou quaisquer outras doengas genético-moleculares que
possam estar associadas a exposicdo a baixas doses de RI ou a fatores sdcio-ambientais, como
estilo de vida, tabagismo e etilismo. Nesse contexto, a auséncia de células precursoras de LF,
nesses pacientes, corrobora os resultados desse estudo.

Assim, ndo foi encontrada relagdo entre a exposi¢do a baixas doses de radia¢do e o
aumento da freqiiéncia, em relacdo a um grupo controle de mesma idade e regido, do rearranjo
BCL-2/Jy em células de sangue periférico, o que também foi observado em outro estudo
(Dolken et al., 2002), apesar da radiacdo ionizante comprovadamente induzir mutagdes.
Entender os riscos da exposi¢do a baixas doses de radiagdo tem importancia biopsicosocial,
principalmente para o monitoramento genético de populagdes humanas, como no caso dos

individuos testados nesse estudo.
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7 CONCLUSAO

A analise do DNA das células de sangue periférico de pessoas expostas, durante o
acidente de 1987 em Goiania, a radiacdo ionizante do Césio-137, possibilitou as seguintes
conclusdes:

A translocacdo t(14;18) ndo foi detectada no grupo exposto analisado, no qual foram
testadas, em média, 6,4 x10 células por individuo.

A translocagdo t(14;18) também nao foi detectada no nucleo familiar do grupo exposto
analisado, no qual foram testadas, em média, 7,9)(104 células por individuo.

Em 01 dos 04 individuos do grupo controle testados foram detectadas 1célula t(14;18)
MBR em 4708 células analisadas.

No grupo exposto a baixas doses de radiagdo ionizante do Césio-137, caso exista, o
numero de células portadoras do rearranjo BCL2/Jy MBR B esta inferior a média observada
no sangue periférico de individuos LNH positivos.

Portanto, vale ressaltar a importancia do monitoramento genético a longo prazo da
populacdo exposta acidentalmente ao Césio-137. Dessa forma, nossos resultados mostraram a
necessidade de se ampliar e indicar marcadores genéticos que também podem ser analisados,

o que justifica plenamente a realiza¢do do presente estudo.
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ANEXOS

Anexo 1. Questionario para o monitoramento dos individuos radioacidentados do césio-137

(grupo 2).

Familia n°:

Iniciais:

DADOS

Nome:

Data de nascimento: / / Idade: Sexo:

Documento de Identidade: Org. Exp.

CPF: Profissio:

Estado Civil:

Conjuge: Grupo:

Endereco:

Bairro: Cidade: Estado:

CEP: Telefone: Celular:

Naturalidade: Nacionalidade:

Filiacao:

Pai: Grupo:

Mae: Grupo:




1. Foi contaminado (a) pela fonte de radiagdo do Césio-137 ou dos
radioativos?
() Sim Nao ()

Por quanto tempo?

35

rejeitos

Como se aproximou?

Observagio:

2. Possui filhos: ()Sim  ( )Nao Quantos?

Antes ou depois do acidente?

Com quantas mulheres ou homens?

Nome(s) do filho(s):

1. Grupo:
2. Grupo:
3. Grupo:
4. Grupo:

3. Seu(s) filho(s) apreentou (apresentaram) distirbio(s) de satde?
() Sim ( ) Nao

Se sim, qual diturbio?

4. E fumante?
() Sim ( )Nao Por quanto tempo?
Ja fumou?

()Sim  ( )Nao



Se sim, por quanto tempo fumou?

Por quanto tempo parou de fumar?

5. Utiliza bebida alcodlica?

() Sim ( ) Nao Quanto tempo?

Ja utilizou?
() Sim ( ) Nao

Se sim, qual a freqiiéncia? ( )Diariamente ( )Socialmente ( )Ocasionalmente

6. Usa algum medicamento?

() Sim ( ) Nao Por quanto tempo?
Ja usou?
( ) Sim ( ) Nao Por quanto tempo?

7. Possuia alguma doenca antes do acidente?

36

() Sim ( ) Nao Qual (is)?
Usou medicamentos antes do acidente?
() Sim ( ) Nao Qual (is) ?

8. Possui alguma doenca depois do acidente?

()Sim  ( )Nao Qual (is)?
Em caso afirmativo, utiliza algum medicamento?
()Sim ( )Nao Qual (is)?

9. Ja usou outras substancias incomuns:
()Sim ( )Nao

Se sim qual e a quanto tempo?

10. Trabalha:
() sim ( )ndo

Se sim, ha quanto tempo e qual profissdo?
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Anexo 2. Termo de consentimento livre e esclarecido.

Dados de identificacio

Titulo do Projeto: Avaliacdo da translocagdo t(14;18) MBR em individuos expostos a

. e . . ~ 1 A e .y .
baixos niveis de radiac¢do de 37CsCl em Goiénia, Gois, Brasil.

Pesquisadores Responsaveis: Aparecido Divino da Cruz, Daniela de Melo e Silva e

Claudio Carlos da Silva

Nome do voluntario:

Telefone: Celular:

Idade: anos R.G.

Responsavel legal (quando for o caso):

Grau de parentesco:

R.G. Responsavel legal:

1. Este projeto tem o objetivo de avaliar e monitorar a saude genética dos

radioacidentados do Césio-137.

2. Para tanto sera necessario realizar os seguintes procedimentos:
- responder um questionario

- doagdo de 10 mL de amostra de sangue periférico

3. Os procedimentos da pesquisa oferecem risco minimo de ocorréncia de algum dano

imediato ou tardio para o paciente (hematomas locais apds a coleta).

4. Caso vocé apresente algum problema em seus resultados da pesquisa, vocé sera

acompanhado(a) e encaminhado(a) para o tratamento adequado ao tipo de doenca.

5. A participacdo no estudo ndo acarretard custos para voc€ e nao sera disponivel

nenhuma compensacao financeira adicional.
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6. Vocé serd esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Voce €
livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a
qualquer momento. A sua participacdo € voluntaria e a recusa em participar nao ird acarretar

qualquer penalidade ou perda de beneficios.

O(s) pesquisador(es) ird(ao) tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo
¢ as informacgdes colhidas serdo utilizadas somente para fins cientificos. Os resultados da
pesquisa serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. Seu nome ou o material que
indique a sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. Vocé ndo serd

identificado(a) em nenhuma publicag@o que possa resultar deste estudo.

EFu, s

RG n° declaro ter sido suficientemente esclarecido sobre os

propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Estou ciente de que todas as
informagdes prestadas durante a entrevista serdo de carater confidencial e os dados colhidos
serdo utilizados somente para fins cientificos. Concordo voluntariamente em participar desta
consulta, sendo que poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido
durante o atendimento neste Servigo.

Ou,

Eu, )

RGn° , responsavel legal por

RGn° declaro

ter sido informado e concordo com a sua participagdo, como voluntario, no projeto de

pesquisa acima descrito.

Goidnia, de de

Nome e assinatura do paciente ou seu responsavel legal

Nome e assinatura do responsavel por obter o consentimento
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Anexo 3: Parecer comité de ética em pesquisa e seres humanos.

e ;

> Em ‘%%@@‘Fﬂs T RN 956 7
. RIS e T Ministerio 1 ‘5\
: i— | (1 da Saude vw rais pEYopss

C e TehaazETII 9 4 o Mewak Pareue

' Comite Go Elica & Peaquea em Seres kumanos — TIr Hanngue Santilo®
OF Cireulas o° 028/04-CEP/SULEIDE/SES Goidnia. (13 de agosto 2004

COMITE DE ETICA EM PESQUISA F SERES HUMANOS/SULEIDE/SES

Do 3
PARA - Pesquisador

Dr. Aparecido Divino da Cruz
ASSUNTO - Pascces Consubsianoado Projese “Eftitos da radiagdo jonizmie 0a primeira

geracde nascida da populagdo expusta a0 Cesio-137, dunmte o acidents
radiolouico de Goidgma’

Senbor Pesguisacor,

Por deliberagio da Coordenadora do CEP. encarminhe para
conhecimento ¢ atendimento das recomendagdes, ¢ parecer n°1256/2004 da CONEP, sobre
o projeso: “Ffeitos da radiagdo tonizanic na primeira geragio nascida da populagio exposia a0
Césio-137. durante o acidente radiclogico de Godna™ nos encaminhundo as alteragées tenas bem
come os relatérios com os andamentos da pesquisa mencionados no parccer consubstanciado do
CEP.

Atenciosamenie,

“ WA & =g et
Prof. B¥d&H Pérerra de Olivera Scusa
Membiw.g Sécrétario do CEP/Suleide/SES

Rua 16-A, n’ 792 - Setor Acvopnno Foe: ((62) 2238493 ¢ 223-8460 CEP. 71.073- 130
CGiedra - Goids
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Anexo 4: Fluxograma do procedimento da obten¢do da curva padrao e da reagdo de qPCR.
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